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PRODUCAO DE BIOETANOL POR Kluyveromices marxianus A PARTIR DE
SUBPRODUTOS DO BENEFICIAMENTO DE ARROZ

RESUMO

A exploracdo indiscriminada dos combustiveis fésseis e um possivel esgotamento das
fontes tradicionais dessa matéria-prima apontam para o esgotamento desse suprimento de
energia. Questao analoga estd nos desafios com a preservacdo ambiental que trazem para
o debate os bicombustiveis e seus meios de obtencdo. Fontes alternativas de producao de
energia vém sendo exploradas com o intuito de obter bicombustiveis com o mesmo
potencial energético, mas inserida em um contexto de desenvolvimento sustentavel,
evitando a disputa por terras destinadas a producéo de alimentos. O Brasil € uma poténcia
agroindustrial e dispde de grande variedade de produtos agricolas, tendo uma producao de
arroz expressiva e que tem como subprodutos o farelo e a casca de arroz. Estudos que
viabilizem metodologias que tornem a exploracdo dessas fontes economicamente viavel e
vantajosas para a obtencéo de etanol de segunda geracdo estdo sendo desenvolvidos
utilizando leveduras fermentadoras. O objetivo deste trabalho foi estudar o farelo de arroz
como suplemento nutricional do meio de cultura e o aproveitamento dos acucares da fracdo
celulésica da casca de arroz para a producdo de etanol de segunda geracdo por
Kluyveromyces marxianus. Foram avaliadas sete diferentes fontes de suplementagcdo do
meio de cultura para a producdo de etanol:T1 - Controle (glicose 90 g/L, sem
suplementacédo); T2 - meio suplementado com extrato hidrossoltvel de farelo de arroz (FA)
(glicose 90 g/L, extrato de farelo de arroz a 20 g/L); T3 - meio suplementado com extrato
hidrossoluvel de farelo de arroz (FA) + componentes inorganicos (glicose 90 g/L, extrato de
farelo de arroz 20 g/L, CaCl, 0,1 g/L, sulfato de amonio 2 g/L); T4 - meio suplementado com
extrato de malte (EM) (glicose 90 g/L, extrato de malte 3 g/L); T5 - meio suplementado com
extrato de levedura (EL) (glicose 90 g/L, extrato de levedura 3 g/L); T6 - meio suplementado
com peptona (PEP) (glicose 90 g/L, peptona 5 g/L); T7 - meio YMP (com concentracdo de
glicose modificada para 90 g/L, 3 g/L extrato de malte, 3 g/L extrato de levedura e 5 g/L de
peptona). Os meios foram preparados com tampao citrato de sddio (50 mmol/L), pH 5,5. Os
ensaios foram realizados em triplicata em frascos Erlenmeyer de 250 mL, com 100 mL de
meio e concentragdo do indculo 1 g/L. Os tratamentos foram incubados em shaker a
200 rpm, a 40° C durante 96 horas. Para a producédo de etanol com casca de arroz pelas
técnicas sacarificacdo simultdnea a fermentacdo (SSF) e sacarificacdo e fermentacao
separadas (SFS), primeiramente foram avaliados varios pré-tratamentos para a obtencéo da
celulose. No processo SSF o inéculo (1 g/L) foi adicionado apés 4 horas de sacarificacéo, no
processo SFS o in6culo (1 g/L) foi adicionado apds 72 horas de sacarificacdo, ambos
empregando 40 FPU/g celulose da enzima Cellic®CTec2, casca de arroz na proporgéo de
10% (m/v), pH 5,0, a 50 °C, 150 rpm. Na SSF e SFS os meios foram suplementados com:
YMP (T1), farelo de arroz (T2) e farelo de arroz + CaCl, + sulfato de amonio (T3),
selecionados na avaliacdo da suplementacdo nutricional. A maior producdo de etanol (25,59
g/L, Ypis 0,50 g/g e Qp 1,16 g/L.h) foi verificada no meio suplementado com farelo de arroz,
seguido do meio suplementado com farelo de arroz + CacCl, + sulfato de aménio (25,50 g/L
de etanol, Yp;s 0,49 g/g e Qp de 2,13 g/L.h), e meio YMP (24,88 g/L de etanol, Yp;s 0,50 g/g e
Qr 2,06 g/L'h). A casca de arroz pré-tratada com NaOH 2% + H,O, 5% apresentou a
seguinte composicdo: 47, 51 % de celulose, 9,57 % de hemicelulose e 20,54 % de lignina.
Na SSF, obteve-se producdo de etanol de 10,21, 10,05 e 9,78 g/L, rendimento Y 0,51,
0,52 e 0,51 de g/g e produtividade volumétrica em etanol (Qp) de 0,58, 0,55 e 0,61 g/L.h nos
tratamentos T1, T2 e T3, respectivamente. Na SFS as concentra¢cdes maximas de etanol
foram 11,36, 12,96 e 13,08 g/L, correspondendo a Yp;s 0,18, 0,21 e 0,21 de g/g e Qp de
0,80, 0,96 e 0,88 g/L.h para T1l, T2 e T3, respectivamente. Os resultados permitem
considerar que o farelo e a casca de arroz sdo matérias promissoras na producao de etanol
de segunda geracéo.

Palavras-chave: etanol de segunda geracéo; suplementacdo nutricional; farelo de arroz;
casca de arroz.
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BIOETHANOL PRODUCTION BY Kluyveromices marxianus FROM BY-PRODUCTS OF
RICE PROCESSING

ABSTRACT

The indiscriminate exploitation of fossil fuels, as well as a possible depletion of traditional
sources of raw materials, have been pointing to a possible exhaustion of energy supply.
Similar to this problem, challenges with environmental preservation bring to discussion
issues involving biofuels and their means of production. Alternative sources have been
explored, aiming to produce biofuels with the same energy potential, within the context of
sustainable development, also avoiding dispute over lands destined for food production.
Brazil is an agribusiness power, with its wide variety of agricultural products, and a highly
expressive rice production, which generates rice bran and the rice husk as by-products.
Studies that create or improve methodologies to enable the exploring of these sources, while
economically advantageous and feasible, to obtain second-generation ethanol are being
developed, using fermenting yeasts. Therefore, the objective of this work was to study rice
bran as a nutritional supplement of the culture medium and the utilization of the sugars from
the cellulose fraction of the rice husk for the production of second-generation ethanol by
Kluyveromyces marxianus. Seven different sources for the culture’s media supplementation
for ethanol production were evaluated: T1 - Control (glucose 90 g/L, without
supplementation); T2 - Medium supplemented with water soluble rice bran extract (FA)
(glucose 90 g/L, rice bran extract 20 g/L); T3 - Medium supplemented with water soluble rice
bran extract (FA) + inorganic components (glucose 90 g/L, rice bran extract 20 g/L, CaCl, 0.1
g/L, ammonium sulfate 2 g/L) ; T4 - Medium supplemented with malt extract (ME) (glucose
90 g/L, malt extract 3 g/L); T5 - Medium supplemented with yeast extract (EL) (glucose 90
g/L, yeast extract 3 g/L); T6 - Medium supplemented with peptone (PEP) (glucose 90 g/L,
peptone 5 g/L); T7 - YMP medium (with glucose concentration modified to 90 g/L, 3 g/L malt
extract, 3 g/L yeast extract and 5 g/L peptone). The media were prepared with sodium citrate
buffer (50 mmol/L), pH 5.5. The assays were performed in triplicates, in 250 mL Erlenmeyer
flasks containing 100 mL medium and 1 g/L inoculum concentration. The treatments were
incubated on a shaker at 200 rpm, at 40 °C for 96 hours. For the production from rice husks
by the simultaneous saccharification to fermentation (SFS) and separate saccharification and
fermentation (FSS) techniques, several pre-treatments were pre-evaluated to obtain
cellulose. In the SSF process, the inoculum (1 g/L) was added after 4 hours of
saccharification; in the SFS process, the inoculum (1 g/L) was added after 72 hours of
saccharification, both using 40 FPU/g cellulose of the enzyme Cellic®CTec2, rice husk in the
ratio of 10% (m/v), pH 5.0, at 50 °C, 150 rpm. For both SSF and SFS methods, the media
were supplemented with the following nutrients: YMP (T1), rice bran (T2), and rice bran +
CacCl, + ammonium sulfate (T3) selected in the evaluation of the nutritional supplementation.
The highest ethanol production (25.59 g/L, Yps 0.50 g/g and Qp 1.16 g/L.h) was verified in
the medium supplemented with rice bran, followed by the medium supplemented with rice
bran + CaCl, + ammonium sulfate (25.50 g/L ethanol, Y5 0.49 g/g, and Qp of 2.13 g/L.h),
and YMP medium (24.88 g/L ethanol, Yps, 50 g/g, and Qp 2.06 g/L.h). The rice husk
pretreated with 2% NaOH + 5% H,O, showed the following composition: 47.51% cellulose,
9.57% hemicellulose, and 20.54% lignin. In the SSF, 10.21, 10.05, and 9.78 g/L of ethanol
was produced, Yp;s produced 0.51, 0.52, and 0.51 g/g, and ethanol volumetric productivity
(Qp) of 0.58, 0.55, and 0.61 g/L.h in T1, T2, and T3 treatments, respectively. For the SFS,
the maximum ethanol concentrations were 11.36, 12.96, and 13.08 g/L, corresponding to
Yeis 0.18, 0.21, and 0.21 g/g, and Qp of 0.80, 0.96, and 0.88 g/L.h for T1, T2 and T3,
respectively. With these results, it is possible to consider that rice bran and rusks are
promising raw materials for the production of second-generation ethanol.

Key words: Second-generation ethanol; nutritional supplementation; rice bran; rice husk.
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1 INTRODUCAO

O esgotamento dos combustiveis fésseis, 0 aumento acentuado no pre¢o dos
produtos petroliferos e as consequéncias dos avancos do aquecimento global tém gerado
preocupacdo e necessidade de estudos para producdo de combustiveis através de fontes
renovaveis. O aproveitamento de residuos lignocelulésicos para a producdo de
biocombustiveis tem sido apresentado como uma solucao para esses problemas.

A producéo de etanol a partir de diferentes matérias-primas tem sido apontada como
uma das alternativas mais promissoras para a substituicdo de combustiveis derivados do
petroleo. Essa alternativa é importante para que haja uma mudanca significativa no cenario
mundial do uso dos recursos em que, aproximadamente, 75% do consumo primario de
energia sdo supridos pelo petroleo, carvdo e gas natural. Dentre as matérias primas que
podem ser utilizadas para a produgdo de etanol de segunda geracdo, destacam-se 0s
materiais lignocelulésicos, devido ao fato de serem encontrados em grandes quantidades,
baixo custo e rendimento em etanol.

O arroz é o segundo cereal mais consumido no mundo, com uma produ¢édo mundial
estimada na safra 2017/18 de 486,26 toneladas, segundo dados do Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA). Sabe-se que o processo de beneficiamento desse
produto gera uma grande quantidade de residuos, como a casca e o farelo de arroz.

O farelo de arroz é um subproduto utilizado na alimentacao animal, principalmente de
suinos e aves. Resulta do processo de polimento dos grédos, quando sdo removidas as
camadas do pericarpo e tegumento, além de particulas remanescentes da casca. Rico em
carboidratos, proteinas, lipideos, fibras insolaveis, vitaminas e minerais.

A casca de arroz é um subproduto do processo de producdo do arroz e um dos
materiais mais abundantes gerados das atividades agricolas no mundo, grande parte desse
material € composto por polimeros complexos como celulose e hemicelulose, que podem
ser convertidos em acgulcares fermentesciveis, portanto, constitui um material em potencial
para a producdo de etanol de segunda geracéo.

O processo de sacarificagdo simultanea a fermentacdo (SSF) é uma forma de evitar
a inibicdo enzimética, pois, & medida que a celulose est4 sendo hidrolisada pela celulase e a
glicose esta sendo liberada, a glicose também est4 sendo consumida pelo microrganismo
para a producdo de etanol. Portanto, no processo de SSF, recomenda-se 0 emprego de
leveduras termotolerantes, com capacidades fermentativas na mesma faixa Otima de
temperatura das enzimas, levando a uma maior converséo de celulose em etanol.

No processo de sacarificacdo e fermentacdo separadas (SFS), a temperatura da

hidrélise enzimatica e da fermentacdo podem ser otimizadas, visto que essas duas etapas



ocorrem em momentos distintos, porém ha, como desvantagem, a inibi¢cdo da celulase pela
glicose.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a producdo de etanol pela levedura
termotolerante Kluyveromyces marxianus empregando subprodutos do processamento do
arroz, tais como o farelo de arroz para suplementacéo nutricional, comparando com outros
nutrientes, bem como a casca de arroz como biomassa celuldsica, comparando dois tipos
de processos para a producdo de etanol, isto €, fermentacdo e sacarificacdo realizadas

simultanea (SSF) e separadamente (SFS).



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Obtencdo do etanol por Kluyveromyces marxianus ATCC 36907, empregando

subprodutos do processamento do arroz.

2.2 Especificos

- Avaliar o extrato do farelo de arroz como suplemento nutricional para K. marxianus
e seu efeito sobre o crescimento e producdo de etanol, comparando-o com outros nutrientes
comumente utilizados para leveduras;

- Determinar a composicdo quimica da casca de arroz;

- Verificar o efeito do pré-tratamento alcalino da casca de arroz sobre a hidrolise
enzimatica;

- Verificar o efeito do pré-tratamento alcalino da casca de arroz sobre a sua estrutura
com auxilio da microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR);

- Verificar a casca de arroz pré-tratada como biomassa celulésica para a produgéo
de etanol por K. marxianus, pelo processo de sacarificacdo simultanea a fermentacéo (SSF);

- Verificar a casca de arroz pré-tratada como biomassa celulésica para a produgéo
de etanol por K. marxianus, pelo processo de sacarificacao e fermentacdo separadas (SFS);

- Comparar os métodos de SSF e SSF.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Producao de etanol combustivel

Entre os desafios enfrentados pelo mundo moderno estdo as questbes relacionadas
ao aquecimento global, dependéncia dos combustiveis fésseis, seguranca alimentar e
energética. O aumento populacional e o crescente desenvolvimento industrial levam a uma
maior demanda por energia, mas 0s combustiveis fosseis convencionais, incluindo o
petréleo, sdo recursos finitos e emitem gases do efeito estufa quando queimados. Fontes
renovaveis de energia sdo necessarias para atender as demandas de combustiveis
derivados do petréleo (CHOUDHARY:; SINGH; NAIN, 2017).

Com o crescimento da industria automobilistica houve aumento significativo na
procura por combustiveis derivados do petréleo. Segundo Nigam e Singh (2011), o setor de
transporte € responsavel por 58% do consumo mundial desse combustivel, contribuindo
com as emissdes de 19% de didxido de carbono e 70% de mondxido de carbono. Estima-se
que até 2050 havera mais de 2 bilhdes de veiculos no mundo, valor muito superior ao do de
2007, aproximadamente, 806 milhdes. Este aumento podera impactar negativamente o
equilibrio dos ecossistemas, o clima e as reservas de petréleo (BALAT, 2011).

Dentre os biocombustiveis existentes, o etanol é uma alternativa promissora, no que
diz respeito a diminuicdo de impactos ambientais gerados pelos combustiveis fésseis. Sua
producdo € dividida em dois tipos: primeira geracdo, etanol obtido a partir de matérias-
primas sacarideas ou amilaceas, e segunda geracdo (2G), obtido a partir de matérias-
primas lignocelulésicas (PEREIRA JUNIOR, 2010).

O etanol combustivel, também chamado de alcool etilico € um recurso renovavel,
constituido por dois atomaos de carbono, cinco atomos de hidrogénio e um grupo hidroxila,
além disso, é uma substancia organica obtida da fermentacdo de acUcares, hidratacdo do
etileno ou reducéo de acetaldeido (MINAS GERAIS, 2012).

A Figura 1 retrata a evolugdo da produgdo mundial de etanol no periodo de 2003 a
2015. (em bilhdes de galbes). Em 2017, os Estados Unidos produziram a maior quantidade
de etanol combustivel no mundo, gerando cerca de 59,88 bilhdes de litros. De acordo com o
Ministério de Minas e Energia, o Brasil € o segundo maior produtor de etanol do mundo, com
destaque para os estados de Sdo Paulo, Goias e Minas Gerais, com uma producéo
aproximada de 29,2 bilhdes de litros em 2018. A producdo de etanol no Brasil deve
aumentar 4,6% na safra de 2018/2019 (AGENCIA BRASIL, 2018).
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Figural Evolugéo da producdo mundial de etanol (em bilhdes de galdes).
Fonte: Licht (2016).

Pelo fato de os residuos agricolas estarem disponiveis na maior parte do mundo néo
competindo diretamente com a alimentacdo e é&reas cultivaveis, diversos paises tém
demonstrado interesse na produgdo e consumo do etanol de segunda geragdo. Por essa
razdo, durante a Conferéncia das Nagfes Unidas sobre as Mudancgas Climéaticas de 2016
(COP- 22) foi langada a Plataforma para o Biofuturo, iniciativa de 20 paises liderados pelo
Brasil, que buscam ampliar a colaboracdo internacional e acelerar o processo de
desenvolvimento do 2G em escala mundial (BNDES, 2016).

Das seis usinas em todo o mundo, que produzem etanol de segunda geragdo (em
escala comercial duas estdo no Brasil: GranBio e Raizen. A Bioflex 1, usina industrial da
GranBio localizada em Sao Miguel dos Campos (Alagoas), foi a primeira fabrica de etanol
celulésico no pais e do hemisfério sul, com capacidade de producdo de 82 milhdes de litros
do biocombustivel por ano. A Raizen decidiu trazer a tecnologia para o estado de S&o
Paulo, o maior produtor nacional de cana-de-acucar. Fundada em 2014, com um
investimento de R$ 237 milhdes, a usina esta localizada em Piracicaba -SP e tem uma
producéo estimada em 40 milhdes de litros de etanol por ano (CNPEM, 2017).

Segundo Gallo, Bueno e Schuchardt (2014), as biorefinarias ainda ndo sdo uma
realidade, mas seguem nos projetos de pesquisas mundiais. Ja foram estudados varios
processos que utilizam a biomassa como matéria-prima para producdo de etanol, porém,
ainda ndo sdo economicamente viaveis, o que se torna o principal obstaculo para producéo
de etanol de segunda geracdo ou 2G. O etanol (2G) podera ser economicamente viavel a
partir de 2025, se forem transpostas as atuais barreiras agricolas, industriais e tecnoldgicas
para a sua producdo e se 0 setor sucroenergético brasileiro superar a estagnacao em que

se encontra, com capacidade para produzir 10 bilhdes de litros (CTBE, 2017).



Segundo Mussato (2016), o petrdleo € o maior contribuinte para as emissdes do
dioxido de carbono, poluindo o ar e acarretando a chuva acida, que contribui
significativamente na mudanga climatica global. A producéo de etanol a partir de biomassa
tem potencial de reducdo de 86% em emissdes de gases causadores do efeito estufa.

Com as emissdes de gases de efeito estufa provenientes da queima destes
combustiveis e 0 esgotamento progressivo dos mesmos, houve um estimulo dos
pesquisadores a buscarem por fontes de energia renovaveis, de baixo custo e com menores
emissbes desses gases (NIGAM; SINGH 2011). Nesse contexto, o uso de combustiveis
renovaveis (etanol), produzidos através de materiais lignoceluldsicos, tem sido considerado

uma alternativa.

3.2 Estrutura da biomassa lighocelulésica

A biomassa lignocelulésica € um complexo rigido composto de diferentes moléculas,
que constitui quase a totalidade da parcela estrutural das plantas, ou seja, a maior
porcentagem da biomassa dos vegetais. E um substrato de baixo custo, que é considerado
residuo final industrial e agricola. E composta principalmente por trés polimeros: celulose
(35-50%), hemicelulose (20-30%), e lignina (10-25%), (Figuras 2 e 3) podendo ser
transformada em energia e produtos quimicos (KUMAR et al., 2009; MORAIS et al., 2012).

Celulose, hemicelulose e lignina ndo sdo uniformemente distribuidas dentro das
paredes celulares. A estrutura e a quantidade desses componentes da parede celular
vegetal variam de acordo com as condigBes ambientais, localizagdo geografica, periodo de
colheita, espécies, tecidos e maturidade da parede celular da planta (FELIX; TILLEY, 2009;
BARAKAT; VRIES; ROUAU, 2013). A Tabela 1 resume tipos especificos de biomassa

lignocelulésica e sua composicao quimica.
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Figura 2 Organizagdo da estrutura lignocelulésica.
Fonte: Adaptado de Mosier et al. (2005).
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Fonte: Adaptado de Rubin (2008).

Além dos trés principais componentes de materiais lignocelulésicos ha uma fracéo

menor que compreende varios componentes sollveis em solventes organicos (por exemplo,

etanol, acetona, diclorometano e benzeno), que também € encontrada na composicdo da

biomassa, que sdo os extrativos. Estes, ndo fornecem funcéo estrutural, mas atuam como

metabdlicos intermediarios reserva de energia ou como parte dos mecanismos de defesa
contra ataques microbianos (MONCADA; TAMAYO; CARDONA, 2014).

Tabelal Composi¢do quimica de diferentes materiais lignocelulésicos

Celulose  Hemicelulose Lignina

Biomassa (%) (%) (%) Referéncias
Bagaco de cana 38,20 25,00 24,00 Amores et al. (2013)
Bagaco de malte 17,00 28,00 28,00 Mussato, Dragone, e Roberto, (2006)
Casca de arroz 35,00 25,00 20,00 Abbas e Ansumali (2010)
Palha de arroz 43,70 24,00 15,30 Wietal. (2013)
Palha de trigo 44,20 26,50 22,40  Chen e Liu (2014)
Palha de cevada 38,00 21,30 21,00 Kimetal. (2013)
Palha de milho 34,90 22,60 14,00  Bondesson, Galbe e Zacchi (2013)
Palha de aveia 35,00 26,00 15,00 Menon e Rao (2012); Cherubini (2010)
Farelo de girassol 44,10 24,70 23,20  Camargo et al. (2015)

Fonte: Camargo et al. (2015), com adaptagdes.



A biomassa lignocelulésica representa recurso de baixo custo, sustentavel e que
pode ser convertido em combustiveis e produtos quimicos em larga escala (MUSSATO,
2016).

Segundo Fengel e Wegener (1989), a biomassa lignoceluldsica constitui a maior
fonte de carboidratos natural do mundo. A dificuldade de converter a biomassa
lignocelulésica em insumos quimicos € atribuida as suas caracteristicas quimicas e
morfoldgicas. Esses materiais lignocelulésicos sdo constituidos de fibras de celulose
envolvidas em uma matriz amorfa de polioses e lignina. Essa matriz amorfa age como
barreira natural ao atague de microrganismos e/ou enzimas e torna esses materiais

estruturalmente rigidos e pouco reativos.

3.2.1 Celulose

A celulose constitui 15-30% da matéria seca das paredes celulares primérias e 40%
das paredes celulares secundérias (STICKLEN, 2010). E uma sequéncia linear de unidades
de D—glicose, unidas por liga¢des glicosidicas B(1—4) . Especificamente, cada molécula de
celulose compreende entre 5000 e 10.000 unidades de glicose (grau de polimerizacdo)
(CROCKER; ANDREWS, 2010). As cadeias longas de celulose dispdem-se lado a lado
formando microfibrilas com estrutura quase cristalina, cuja integridade é mantida por
ligacdes de hidrogénio entre os numerosos grupos OH-adjacentes (TARZIA, 2010).

Como demonstrado na Figura 4, as estruturas primarias formadas pelas ligacbes de
hidrogénio, feixes de moléculas de celulose se agregam na forma de microfibrilas, nas quais
regides altamente ordenadas (cristalinas), que se alternam com regibes menos ordenadas
(amorfas). A partir desse arranjo inicial, as microfibrilas constroem fibrilas e estas constroem
as fibras celulésicas. Como consequéncia dessa estrutura fibrosa a celulose possui alta
resisténcia a tracdo e € insolivel na maioria dos solventes (VIEIRA, 2012; MENG;
RAGAUSKAS, 2014).

A celulose pode ser hidrolisada até celobiose pela acdo de celulases, enzimas
produzidas por fungos, bactérias, protozodrios e moluscos. Quando a acdo da celulase é
combinada com a celobiase, o produto final da decomposi¢do serd a D-glicose (VILELA;
BACILA; TASTALDI, 1978).
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Figura4 Representacdo dos niveis morfologicos da celulose: (a) fibras da celulose;
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Fonte: Cruz (2011).

3.2.2 Hemicelulose

A hemicelulose é o0 segundo componente mais abundante da biomassa
lignocelulésica (XU, 2010).

O termo hemicelulose se refere a polissacarideos de massas moleculares
relativamente baixas, 0s quais estdo intimamente associados a celulose nos tecidos das
plantas. Enquanto a celulose, como substancia quimica, contém como unidade fundamental
exclusivamente a 3-D-glicose, as hemiceluloses sao polimeros cuja composi¢cdo apresenta
um ou mais tipos de agucar, contendo 5 ou 6 atomos de carbono e classificadas de acordo
com sua composicdo (como por exemplo galactoglicomanana, arabinogalactana etc.).
Também contém grupos substituintes acetil e metil (FENGEL; WEGENER, 1989).

Segundo Girio et al. (2010), as hemiceluloses sdo uma classe de polimeros de
cadeia heterogénea que, em geral, representa 15-35% da biomassa vegetal. Essa fracao é
formada por pentoses (3-D-xilose, a-L-arabinose), hexoses (3-D manose, -D-glicose, a-D-
galactose) e acidos urdnicos (a-D-glicurénico, a-D-4-O-metilgalacturbnico e
a-D-galacturénico). Eles se ligam a microfibrilas de celulose por ligagdo de hidrogénio e
lignina por ligacdes covalentes. Ao contrario de celulose, que difere apenas em
cristalinidade e grau de polimerizacdo, as hemiceluloses presentes apresentam variaveis e
estrutura amorfa, constituida por cadeias laterais curtas ou longas, de uma cadeia principal

gue pode ser facilmente degradada por hidrélise enzimatica ou tratamentos quimicos (XU,
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2010). Outros acuUcares, tais como o-L-ramnose e o-L-fucose, também podem estar
presentes em pequenas quantidades e os grupos hidroxila podem conter grupos acetil
(GIRIO et al., 2010).

A xilana € um dos principais constituintes da fracdo hemicelulésica presente na
parede de células vegetais, ap6s a celulose, é o0 polissacarideo mais abundante na
natureza. As endo-xilanases formam o principal grupo de enzimas hidroliticas envolvidas na
degradacdo da xilana. Portanto, a sua conversdo em acucares, principalmente a xilose e
arabinose, para a subsequente producdo de biocombustiveis ou outros bioprodutos, é
essencial para que sejam obtidas elevadas eficiéncias no processo de conversao de

biomassa em energia renovavel (DODD; CANN, 2009).

3.2.3 Lignina

A lignina é o terceiro polimero natural mais abundante na natureza, ficando atras
somente da celulose e da hemicelulose, estando presente em todos 0s materiais vegetais.
Estima-se que a quantidade de lignina no mundo é de 300 toneladas com taxa de producao
biosintética de 20 toneladas por ano, o que torna a lignina importante matéria-prima
biol6gica para a producdo de bioprodutos e biocombustiveis. Constitui de 15 a 20% da
matéria-seca da biomassa vegetal, sendo responsavel pela rigidez das matérias
lignocelulésicas, concedendo resisténcia a degradacdo biolégica e quimica
(ARGYROPOULOS; MENACHEM, 1998; BALAT, 2011).

E o principal composto responséavel pela recalcitrancia da biomassa lignocelulésica.
Durante o processo de lignificacdo, os monoligndis produzem polimero tridimensional e
amorfo, através de ligagbes p-O-4, a-O-4, B-5, B-1, 5-5, ndo possuindo unidades regulares e
repetices ordenadas como encontrado em outros polimeros (HERGET, 1989; BURANOV;
MAZZA, 2008).

A estrutura heterogénea e irregular da lignina proporciona rigidez e resisténcia fisica
a parede celular de biomassa, atuando como material de ligagdo entre as células que da
resisténcia significativa ao impacto, compressado, elasticidade e ao ataque microbiano.
Devido a sua natureza, a lignina € geralmente insolivel na maioria dos solventes, a ndo ser
gue sofra degradacédo por meio de tratamentos quimicos ou fisicos (GALBE; ZACHI, 2007).

Segundo Buranov e Mazza (2008), os trés principais grupos de ligninas sao: ligninas
de coniferas (gimnospermas), ligninas de folhosas (angiospermas) e ligninas de gramineas
(ndo lenhosas ou de culturas herbaceas).

A aplicacdo da lignina ndo se restringe somente na obtengcdo de combustivel para a

energia térmica, pode ser utilizada como matéria-prima para a industria farmacéutica e
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guimica, principalmente para a producdo de cosméticos, polimeros, resinas e colas
(STEWART, 2008).

3.3 Obtencdo de etanol através de matérias-primas lignocelulésicas

O etanol é combustivel alternativo para reduzir os problemas energéticos e
ambientais no mundo em razdo da escassez e alta dos precos dos combustiveis fésseis e
da poluicdo por ele causada. O uso de combustivel de etanol no Brasil aumentou em,
aproximadamente, 13,4 bilhdes de litros, em 2014, para cerca de 24,44 bilhdes de litros em
2018, dados divulgados pela Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP, 2018).

A produgdo de etanol a partir de biomassa tornou-se alternativa sustentavel e
economicamente viavel para substituir a gasolina, no entanto, a producéo de etanol a partir
de culturas alimentares, como cereais, beterraba, mandioca, milho e outros (biocombustiveis
de primeira geracdo (1G)) resultaram em concorréncia direta com oferta de alimentos,
tornando assim, o etanol de segunda geragcdo (2G) uma alternativa interessante a ser
explorada (BINOD et al., 2010; McINTOSH; VANCOV, 2011).

O esquema geral de producdo de etanol de segunda geracdo é apresentado na
Figura 5.

Bagaco de
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Pré-tratamento
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Figura5 Fluxograma da producéo de etanol de segunda geracéo.
Fonte: Adaptado de Rabelo (2010).
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O processo para a obtencdo de etanol de segunda geracéo, produzido a partir de

materiais lignocelulésicos, envolve quatro etapas basicas: pré-tratamento, hidrélise
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enzimatica ou acida e fermentacéo e, em seguida, a separacao do produto pelo processo de
destilagdo (GOMEZ et al., 2010; JOSHI; SHUKLA, A.; SHUKLA, 2011).

Os processos de hidrolise da celulose podem ser quimicos ou enzimaticos. No
entanto, a hidrélise quimica (acida) da celulose vem sendo abandonada, visto que apresenta
0 inconveniente de requerer o emprego de elevadas temperatura e pressao, levando a
destruicdo de parte dos carboidratos e a obtencdo de produtos de degradacao toxicos aos
microrganismos. As enzimas do complexo celulolitico sdo classificadas em trés grupos: (i)
Endoglucanases, que clivam ligacdes internas da fibra celulésica; (i) Exoglucanases, que
atuam na regido externa da celulose; (iii) B-glucosidases, que hidrolisam oligossacarideos
soluveis a glicose (CAMARGO, 2007).

As leveduras Scheffersomyces (Pichia) stipitis, Candida shehatae e Pachysolan
tannophilus sdo os microrganismos mais promissores capazes de fermentarem nao sé as
hexoses (aclUcares compostos por 6 carbonos), mas também as pentoses (aglUcares
compostos por 5 carbonos) (CHANDEL et al., 2007).

As principais dificuldades tecnolégicas encontradas para a producdo do etanol
celulésico em escala industrial sdo: desenvolvimento de sistemas de pré-tratamento
adequados para diferentes processos e tipos de materiais lignocelulésicos; processos de
detoxificacdo dos produtos da hidrélise; desenvolvimento de enzimas com maior atividade
enzimatica e baixo custo; integracdo dos processos de hidrélise e fermentacgéo;
desenvolvimento de novas cepas de leveduras capazes de fermentar tanto aclcares C6
como C5; (LORA; CORAL; ROCHA, 2008).

3.3.1 Pré-tratamento do material lignocelulésico

Segundo Nunes et al.(2013), a etapa de pré-tratamento da biomassa tem por objetivo
facilitar o acesso das enzimas que melhoram a digestibilidade da celulose. A celulose tem
estrutura cristalina e ordenada, apresenta-se associada as hemiceluloses e encontram-se
envoltas em lignina que atua como barreira fisica, dificultando a hidrélise (LEE, 2005). Por
esse motivo, torna-se necessaria a etapa de pré-tratamento para quebrar a estrutura
cristalina da celulose, remover ou diminuir o teor de lignina e facilitar a posterior hidrélise
enzimatica por celulases para enfim obter uma eficiente conversdo dos agucares a etanol
(REYES; PERALTA-ZAMORA; DURAN, 1997: SILVA, 2009; OGEDA; PETRI, 2010)
(Figura 6).
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Lignina

Celulose

Hemicelulose

Figura 6 Pré-tratamento esquematico do material lignoceluldsico.
Fonte: Mood et al. (2013), com adaptacdes.

Os métodos de pré-tratamento sdo divididos em diferentes categorias, tais como:
métodos mecénicos, quimicos, fisico-quimicos e biolégicos ou varias combinagfes destes.
(PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000; SUN; CHENG, 2002; YU et al., 2009; YANG;
SHEIH; FANG, 2012).

Vérias op¢Oes de pré-tratamento foram relatadas para fracionar, solubilizar, hidrolisar
e separar os componentes celulose, hemicelulose e lignina. Alguns deles incluem moagem,
irradiagdo, micro-ondas, explosdo de vapor, explosdo de fibra de amonia (AFEX), CO,
supercritico e sua explosédo, SO,, hidrélise alcalina, pré-tratamento de agua quente liquida,
processos organosolv, oxidagdo Umida, ozondlise, hidrélise de &cido diluido e concentrado e
pré-tratamentos biolégicos. (TAHERZADEH; KARIMI, 2008). O objetivo comum desses
métodos € reduzir o tamanho da biomassa e abrir sua estrutura fisica. Cada um desses
métodos possui vantagens e desvantagens diferentes.

Por meio de pesquisa e desenvolvimento, o pré-tratamento da biomassa
lignoceluldsica tem grande potencial para melhorar a eficiéncia e reduzir o custo de
producdo (MOSIER et al., 2005). A integracdo de varios métodos de pré-tratamento de
biomassa com outros processos como sacarificagdo enzimatica, destoxificacao,
fermentacdo dos hidrolisados e recuperacéo de produtos podem reduzir significativamente o

custo total do uso de materiais lignoceluldsicos para fins praticos (SAHA, 2005).
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3.3.1.1 Métodos fisicos

Segundo Mshandete et al. (2006), os principais pré-tratamentos fisicos empregados
em materiais lignocelulésicos destinados a producdo de biocombustiveis sdo: moagem,
irradiacdo, cisalhamento, esmagamento e pirdlise, os quais tém sido utilizados para
melhorar a acessibilidade a polimeros hidrolisaveis dentro do material lignocelulésico (AMIN
et al., 2017). Entretanto, na escolha do método é necessario avaliar o custo e a finalidade a
gque se destinard o material lignocelulésico, no caso de producdo de biogas a moagem ¢é a
mais utilizada por diversos pesquisadores (MSHANDETE, et al., 2006).

O pré-tratamento mecanico de material lignocelulésico tem se destacado e seus
objetivos sdo diminuir o tamanho e a cristalinidade da particula; reduzir o grau de
polimerizacdo e aumentar a superficie especifica disponivel ou superficie acessivel;
aumentar a capacidade de adsorcdo acelerando o processo de hidrélise enzimatica
transformando o material lignocelulésico em biocombustiveis. Através da moagem, o
material lignocelulésico pode ser reduzido a dimensdes entre 0,2 e 2 mm (SUN; CHENG,
2002; BARAKAT et al., 2014).

De acordo com Cheng e Timilsinav (2011), a moagem também gera nova area de
superficie, melhora as propriedades de fluxo e aumenta a densidade e a porosidade. Na
moagem mecanica, diferentes moinhos sao usados para quebrar o material lignoceluldsico e
reduzir a cristalinidade do material. Moinhos comumente usados incluem moinhos de atrito,
moinhos de bolas, moinhos centrifugos, moinhos coloidais, moinhos de martelos,
extrusores, moinhos de facas, moinhos de pinos e moinhos vibratérios.

Outro método sugerido € irradiagdo de celulose por raios gama, que quebra as
ligagdes B-1,4 - Glicosidicas, permitindo assim, maior area de superficie (TAKACS et al.,
2010). Porém, esse método é demasiado caro para ser usado em grande escala (GALBE;
ZACCHI, 2007).

O processo de pirdlise envolve o aquecimento da biomassa em altas temperaturas
(aproximadamente 500 °C), o que implica a ruptura de ligacdes carbono-carbono e a
formacéo de ligacdes carbono-oxigénio. Mais apropriadamente, a pirdlise € um processo de
oxidagdo-reducdo na qual uma parte da biomassa é reduzida a carbono, entretanto, a outra
parte, é oxidada e hidrolisada dando origem a fendis, carboidratos, &lcoois, aldeidos,
cetonas e acidos carboxilicos. Esses produtos primarios se combinam entre si para dar
moléculas mais complexas tais como ésteres, produtos poliméricos (DAS; SARMAH, 2015;
ROCHA; PEREZ; CORTEZ, 2004).
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3.3.1.2 Métodos quimicos

Os pré-tratamentos quimicos distinguem-se pelos compostos organicos ou
inorganicos, assim como 0S mecanismos responsaveis pelas modificacbes estruturais e
guimicas da parede celular. Podem ser utilizados acidos bases ou solventes organicos.
(BRODEUR et al., 2011), bem como agentes oxidantes e redutores (CHANG; NAGWANI;
HOLTZAPPLE, 1998).

Diferentes tipos de &cidos sao utilizados em processos de pré-tratamento da
biomassa, como: acido sulfurico diluido, acido nitrico diluido, acido fosforico diluido e acido
peracético. Uma das principais vantagens desse tipo de tratamento € a eficacia com a
maioria dos materiais lignocelulésicos. O custo é superior aos tratamentos fisico-quimicos,
devido a natureza corrosiva do reagente e & manutengéo dos reatores que é cara (GUPTA,
2009).

Os processos de hidrélise acida de material lignocelulésico se dividem em dois
grupos principais: processos que utilizam &cidos concentrados e processos que utilizam
acidos diluidos. Nessas condi¢des, podem-se empregar diferentes acidos incluindo o acido
sulfuroso, sulftrico, férmico, cloridrico, fluoridrico e nitrico, entre outros (LAVARACK;
GRIFFIN; RODMAN, 2002).

Para separar a hemicelulose do material lignocelulésico, o pré-tratamento com acido
diluido € um dos processos mais utilizados. Nesse pré-tratamento, o &acido solubiliza a
porcdo hemicelulésica, com um pequeno impacto na degradacao da lignina, tornando a
celulose mais susceptivel & acdo enzimética (BINOD et al., 2010).

O processo de hidrélise com &cido diluido consiste em aquecer uma solugédo de
acido e biomassa no reator. Sao utilizadas temperaturas que variam de 140-200 °C, em que
cerca de 80-90% das hemiceluloses sédo recuperadas majoritariamente na forma de
monbémeros e 30-50% de lignina é passivel de extracdo alcalina A hidrolise com acido
diluido exige a utilizagdo da matéria-prima com baixo teor de cinzas e impurezas, sendo
necessaria a lavagem da biomassa antes do pré-tratamento (CARDOSO et al., 2012).

Daginino et al. (2013) otimizaram pré-tratamento de cascas de arroz com acido
diluido. Foi utilizado Planejamento Composto Central (“CCD - Central Composite Design”)
para obter a equacdo das regressdes em funcé@o das varidveis: concentragdo do acido e
tempo de aquecimento. As condicBes 6timas foram obtidas pela funcdo de desejabilidade,
como uma estratégia para obtencdo do melhor material para a producdo de etanol por
fermentacéo para minimizar a degradacgdo de agucares. A melhor condigdo foi estabelecida
guando maximizou glucanas no sélido e a xilose no liquido (0,3% (w / v) de &cido sulfarico;
33 min.). As cascas de arroz foram pré-tratadas enzimaticamente. O desempenho da

hidrélise enzimatica da casca de arroz foi cerca de 50% (25% de acUcares totais presentes),
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ao longo de um periodo de 48 horas de reacéo, e a eficiéncia de conversédo dos agucares
dissolvidos em bioetanol foi de 84%.

Yong et al. (2011) estudaram os efeitos de diferentes &cidos selecionados e alcalis
sobre o pré-tratamento da casca de arroz para torna-los eficientes na fermentagdo. Em
ordem decrescente de producédo: 4cido nitrico, acido acético, hidroxido de sddio, gua, acido
fosforico, acido sulfarico, hidroxido de calcio e &cido cloridrico. Os melhores desempenhos
encontrados na presenca desses trés principais compostos. De acordo com 0s autores, 0
emprego de acido nitrico, acido acético e hidréxido de sodio resultaram em 4,2, 0,7 e
0,4 mg/g de aclcares redutores provenientes da cascas de arroz, respectivamente, depois
de oito horas de pré-tratamento a 100 °C. Portanto, acido nitrico, acido acético e hidroxido
de sddio podem ser reagentes adequados para o pré-tratamento das cascas de arroz antes
da fermentacdo, em comparagdo com 0s outros reagentes estudados.

Processos de tratamento alcalinos sdo geralmente muito eficazes no pré-tratamento
de residuos agricolas, como a palha de trigo e culturas herbaceas (CHEN et al., 2007).

O pré-tratamento alcalino envolve a aplicagdo alcalina como NaOH ou KOH para
remover lignina e uma parte da hemicelulose. O pré-tratamento alcalino pode resultar em
um consideravel aumento nos rendimentos de sacarificacdo, podendo ser realizado em
baixas temperaturas, mas com um tempo relativamente longo e alta concentracdo da base.
Em comparacdo com o acido, o tratamento alcalino parece ser o mais eficaz método para
guebrar as ligacdes éster entre celulose, hemicelulose e lignina, evitando a fragmentacéo da
hemicelulose (GASPAR; KALMAN; RECZEY, 2007).

Os liquidos ibnicos sdo uma classe de solventes (ROGER; SEDDON, 2002),
formados por um cétion organico e um anion inorganico, com temperatura do ponto de fusdo
inferior a 100 °C (DUPONT, 2004; TADESSE; LUQUE, 2011). Tém sido utilizados como
pré-tratamento de biomassa lignoceluldsica, pois possuem capacidade de desestruturar a
celulose e remover parcialmente a hemicelulose e a lignina, permitindo uma maior
acessibilidade a celulose (SWATLOSKI et al., 2002).

Lynam et al. (2012) estudaram o pré-tratamento de cascas de arroz com trés
diferentes liquidos idnicos (L.I) como solvente da biomassa lignocelulésica: (acetato de 1-
etil-3-metilimidazolio acetato ([EMIM] Ac), cloreto de 1-hexil-3-metilimidazélio, (HMIM CI), e
1-alil-3-metilimidazélio cloreto de (AMIM CI). Os componentes lignocelulésicos puderam ser
precipitados a partir do LI utilizado com agua e etanol. Verificaram que EMIM Ac removeu
completamente a lignina da casca de arroz (a 110 °C durante 8 horas). HMIM CI (8h a 110 °
C) precipitou, aproximadamente, 20% da celulose na amostra das cascas de arroz utilizando
agua como co-solvente, enquanto que mais de 60% da hemicelulose pode ser precipitada

com etanol.
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Zhang et al. (2012) utilizaram em seus experimentos pré-tratamento alcalino para
palha de arroz com 2% de NaOH, 20% de solidos, a 85 °C durante 1 hora e constataram
que diminuiu o teor de lignina em 36%. O pré-tratamento alcalino geralmente utiliza
temperaturas mais baixas, pressdes e tempos menores, quando comparados com outros
processos de pré-tratamento (McMILLAN, 1994).

Embora o pré-tratamento alcalino tenha sido estudado em diferentes tipos de
biomassa lignocelulésica incluindo, palha de milho, palha de trigo, palha de arroz e arroz em
casca, a maioria das pesquisas sobre o pré-tratamento alcalino tem-se centrado na
otimizacdo dos parametros do processo para melhorar a digestibilidade do substrato
(McLNTOSH; VANCOV, 2011).

Saha e Cotta (2008) estudaram o pré-tratamento da casca de arroz (35,6 = 0,1% de
celulose e 12,0 + 0,7% de hemicelulose) com hidréxido de calcio. O rendimento maximo de
acucares foi del54 + 1 mg/g de casca (rendimento de 32%), utilizando 100 mg Ca(OH)2/g
biomassa seca a 121 °C por 1 h e efetuando a sacarificagdo enzimética com mistura de
enzimas comerciais (celulase, p-glicosidase hemicelulase). O pré-tratamento com hidroxido
de calcio ndo gerou nenhum furfural e 5-hidroximetilfurfural detectavel no hidrolisado. A
concentracdo de alcool etilico produzido, utilizando uma linhagem de Escherichia coli
recombinante a pH 6,5 e 35°C em 19 h, foi 9,8 £0,5 g/L, com um rendimento de 0,49 g/g de
acucares livres. A concentracdo do alcool etilico foi de 11,0 + 1,0 g/L no caso da
sacarificacdo simultdnea a fermentacao utilizando a mesma linhagem de bactéria.

A eficacia do pré-tratamento alcalino depende da composicao quimica e fisica do
substrato, bem como as condi¢Bes de tratamento. Em geral, o pré-tratamento alcalino é
mais eficaz em madeira, culturas arvenses (culturas cujo ciclo ndo excede um ano), e
residuos agricolas, que tém um teor de lignina inferior, do que sobre substratos tais como
madeira macia (coniferas), que contém quantidades elevadas de lignina (CHEN et al.,
2013).

Nikzad et al. (2013) realizaram em seu experimento trés métodos diferentes de pré-
tratamento para a casca de arroz, com a finalidade de determinar como cada método afeta a
composi¢cdo da casca, a digestibilidade, hidrolise enzimética e a produgdo de etanol.
Diluiram H,SO, (1%v/v, 121 °C, 30 min), NaOH (3% p/v, 121 °C, 30 min) e utilizaram
tratamento térmico (121 °C, 30 min). O melhor resultado observado foi o tratamento com a
casca de arroz com solucdo de NaOH a 3% p/v, pois aumentou substancialmente a
remocdo de lignina, digestibilidade enzimatica da celulose, acessibilidade da celulose além
de producéo de acucar fermentado. A concentracdo mais elevada de glicose, rendimento da
glicose e a producdo de etanol foram 14,54 g/L, 6,22 g/L, sendo 5,44, 3,77 e 6,15 vezes
mais elevadas do que no controle (amostras nao tratadas). Além disso, nas amostras que

utilizaram NaOH foram observadas mudancas fisicas significativas na casca de arroz.
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Segundo Sun e Cheng (2002), o ozbnio é um agente oxidante eficiente para a
desestruturacdo da parede celular vegetal. E altamente reativo, em relagdo a compostos
que incorporam ligacdes duplas conjugadas e grupos funcionais com alta densidade de
elétrons. Portanto, a lignina é o material mais provavel de ser oxidado na ozonizacdo de
materiais lignocelulésicos, devido ao seu alto teor de ligacdes duplas entre carbonos. A
principal vantagem da utilizacdo de ozdnio é que compostos inibidores da fermentacéo
alcodlica, tais como, compostos furanicos, vanilina, siringaldeido, acido cumarico e &cido
fertlico podem ndo ser gerados durante o processo de ozondlise (KAUR et al.,, 2012;
TRAVAINI et al., 2013;EQRA; AJABSHIRCHI; SARSHAR, 2014).

Miura et al. (2012) realizaram a ozondlise em cedro japonés (Japonica do
Cryptomeria) para melhorar a produgéo de agucar em sacarificacdo enzimatica. Quando o
teor de umidade atingiu mais do que 40%, o consumo de ozbdnio diminuiu, resultando em
menor deslignificacdo. O tratamento com 0z6nio removeu pequenas quantidades de lignina

e polissacarideos.

3.3.1.3 Métodos biolégicos

Segundo Sindhu, Binod e Pandey (2015), no pré-tratamento biol6gico séo utilizados
microrganismos (fungos e bactérias) ou enzimas para deslignificar e reduzir o grau de
polimerizacao da celulose e hemicelulose. Esse tratamento requer baixo valor energético.
Avancgos recentes na biologia molecular ampliaram o conhecimento sobre os sistemas
ligninoliticos existentes, incluindo a descoberta de novas enzimas e o desenvolvimento de
sistemas com potencial para o pré-tratamento efetivo e a plena utilizagdo da biomassa
lignocelulésica em biorrefinarias. Apesar de ser efetivo, limpo e sem producdo de
metabdlitos indesejaveis, o processo é excessivamente lento para ser aplicado em escala
industrial. Outra desvantagem é que esses microrganismos nao sao seletivos, portanto,
degradam celulose, hemicelulose e lignina.

Os fungos de podriddo branca sdo microrganismos utilizados para o pré-tratamento
biol6gico, pois possuem capacidade de degradar e modificar a lignina (BARRETO;
MENEZES, 2015). Taniguschi et al. (2005) estudaram 19 fungos da podriddo branca, e os
resultados encontrados mostraram que 35% da celulose da palha de trigo foi convertida em
acUcar através de hidrélise enzimatica depois de 60 dias de pré-tratamento.

O pré-tratamento com Coriolus versicolor para hidrélise enzimatica de residuos de
bambu foi estudado, e alcangcou uma taxa de sacarificacdo de 37% de (ZHANG; XU; WANG,
2007).

Embora grande numero de tecnologias ja tenham sido propostas para o

pré-tratamento de biomassa lignoceluldsica, a escolha da melhor tecnologia ndo é uma
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tarefa facil e depende muito do objetivo do pré-tratamento (produtos desejados), o tipo de
biomassa que vai ser utilizada e a sua composicdo. Para o desenvolvimento de uma
tecnologia eficaz, economicamente viavel e sustentavel de pré-tratamento, a compreensao
da estrutura da biomassa, a selecdo dos componentes, o método mais adequado e

operacdes sob condicdes ideais sado necessarios (MUSSATO, 2016).

3.3.2 Sacarificacdo simultanea a fermentacao

Na sacarificacdo simultdnea a fermentacdo (SSF), a hidrélise enzimética e a
fermentagd@o das hexoses (aglcares C6) ocorrem na mesma etapa, enquanto a hidrélise da
hemicelulose ocorre em etapa diferente, bem como a produgcdo das celulases
(TAHERZADEH; KARIMI, 2007; DAHNUM et al., 2015).

Segundo Vasquez et al.(2007), o processo SSF apresenta algumas vantagens em
relacdo a sacarificacdo e fermentacdo separadas (SFS). Dentre elas: reducdo da inibicao
das celulases pelos seus produtos de hidrélise; menor complexidade e custo do processo,
pois reduz o nimero de reatores; minimizacao dos riscos de contaminacao; rendimentos de
hidrélise, uma vez que os equilibrios das reacdes enzimaticas sédo deslocados no sentido de
formacao de mais produtos, visto que a glicose € concomitantemente consumida.

Dentre as principais vantagens do processo SSF para producdo de etanol a partir de
biomassas, esta a sua capacidade de converter rapidamente os acucares em etanol, assim
gue eles sédo formados, evitando seu acumulo no meio. Tendo em vista que os agucares sao
inibitérios para o processo de hidrolise, existe o potencial para se alcangar taxas mais
elevadas e maiores rendimentos, em comparacdo ao SFS (WYMAN; SPINDLER,;
GROHMANN, 1992).

A realizagdo do processo de SSF requer estudos avangados, principalmente no que
diz respeito a leveduras termotolerantes capazes de suportar temperaturas préximas a
40 °C, faixa otimizada para a atuacao das celulases (BALLESTEROS et al., 2004). Segundo
Suryawati et al. (2008), o uso de temperaturas abaixo da atividade o6tima da enzima
aumenta o tempo de SSF e a quantidade de enzimas utilizadas. Em temperaturas acima de
40 °C a taxa de crescimento e producdo de etanol através das leveduras diminui
significativamente (SREE et al., 2000).

Tomas-Pej6 et al.(2009) estudaram o efeito de celulases comerciais (Celluclast 1,5 L
FG) em K. marxianus CECT 10875 no crescimento celular e producdo de etanol no
processo SSF. Foram realizados testes preliminares em meio contendo glicose (50 g/L), a
fermentacdo mostrou que quantidade elevada de enzima (2,5-3,5 FPU/mL) pode causar
efeito negativo na taxa de crescimento e no nimero de células viaveis de K. marxianus. No

entanto, a producdo de etanol ndo foi afetada e cerca de 86% do valor tedrico (22 g/L) foi
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alcancado em todos os casos independente da dosagem de enzimas. Em trabalhos de SSF,
a viabilidade das células foi sempre afetada pela carga de enzimética. No entanto, pequenas
diferencas observadas na viabilidade celular durante os processos de fermentacdo da
glicose com as concentracdes detectadas dos aditivos ndo justificaram o efeito negativo
observado no experimento em SSF.

Ballesteros et al. (2004) utilizaram o processo SSF para a producédo de etanol a partir
de diferentes madeiras lignoceluldsicos (madeira Populus nigra e Eucalyptus globus, palha
de trigo, bagaco de sorgo, e residuo de mostarda Brassica carinata), pré-tratadas com
explosdo a vapor usando cepa de levedura K. marxianus CECT 10875. Os experimentos de
SSF foram realizados a 42 °C, com concentracdo de 10% (m/v) de substrato, utilizando
celulase comercial (Cellucst 1,5L) na concentracdo de 15 FPU/g de material. Os resultados
mostraram que a eficiéncia (baseada no rendimento tedrico a partir da glicose disponivel no
material pré-tratado) da SSF variou de 50 a 72%, dependendo do substrato empregado,
com tempo de fermentacdo entre 72 e 82 horas.

3.3.3 Sacarificacdo e fermentacao separadas

A principal vantagem do processo em separado, (SFS) € que as temperaturas da
hidrélise enzimética e fermentacdo podem ser otimizadas. Geralmente, a temperatura 6tima
para acao das enzimas esta entre 45 e 50°C e a temperatura 6tima para grande parte das
leveduras utilizadas na producéo de etanol esta entre 30 e 37°C (SANTOS et al., 2010).

O problema nesta operacdo é que a glicose e a celobiose permanecem no mesmo
meio que as enzimas. Dessa forma, a medida que ocorre 0 aumento da concentragdo da
glicose e celobiose, estas podem inibir suas respectivas enzimas cataliticas. As celulases
sdo inibidas pela celobiose, enquanto a B-glicosidase é inibida pela glicose, gerando
rendimentos baixos em fungéo da hidrolise incompleta da celulose (PALMQVIST; HAHN-
HAGERDAL, 2000).

Outra desvantagem do SFS € a possibilidade de contaminagdo. Como a etapa de
hidrélise requer tempos muito longos, o hidrolisado rico em acgucares torna-se uma fonte
disponivel para fermentac¢des secundarias (WINGREN et al., 2005; TAHERZADEH; KARIMI,
2007).

No processo SFS, o material lignocelulésico obtido apés o pré-tratamento é
submetido a hidrélise enzimatica por um periodo que varia de 48 a 96 h. Apls a
sacarificacdo da celulose, o hidrolisado resultante é fermentado e convertido a etanol em um
reator separado (SANCHEZ; CARDONA, 2008).
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3.4 Kluyveromices marxianus

Segundo Kurtzman; Fell e Boekhout (2011), a levedura Kluyveromices marxianus
pertence a subclasse dos Saccharomycotina, que compreende as leveduras unicelulares e
elipticas.

A K. marxianus possui caracteristicas que as tornam atrativas em aplicacbes em
escalas industriais como ser termotolerante, ser capaz de produzir etanol em altas
temperaturas com rendimentos que chegam proximos ao tedrico (considerando-se o
rendimento teorico de etanol 0,51g/g a partir de glicose) e por possuir a capacidade de
assimilar uma grande variedade de agucares (SILVEIRA et al., 2005; FONSECA et al., 2008;
LANE; MORRISEY, 2010; LANE et al., 2011). Outra vantagem é que a xilose liberada no
pré-tratamento pode ser consumida sem a repressdo por altas concentracdes de glicose,
uma vez que essa € liberada do complexo celulolitico de forma gradual. Genes de enzimas
do complexo lignocelulolitico, tais como endo-B-1,4- glucanase, celobiohidrolase e [3-
glucosidase foram clonados e eficientemente expressos em linhagens de K. marxianus
(HONG et al., 2007).

K. marxianus é uma espécie de levedura promissora para a producdo de etanol de
segunda geracdo devido a sua extrema termotolerancia, pois cresce em temperaturas que
variam de 30 a 52 °C, tornando-se atraente a sacarificacdo e fermentacdo simultaneas
(FONSECA et al., 2008; FONSECA; CARVALHO; GOMBERT, 2013). Possui, também, a
vantagem de reduzir a inibicdo das celulases por glicose, uma vez que este agucar é

consumido durante a fermentacao.

3.5 Histérico e produtividade do arroz

O arroz (Oryza sativa L.) é uma planta anual, da familia das gramineas e apresenta
diferentes variedades e devem ser cultivadas em temperaturas amenas. E excelente fonte
de carboidratos, rico em proteinas, vitaminas, sais minerais e fibras, sendo que quase a
totalidade de carboidratos é representada pelo amido (amilose e amilopectina) (CARVALHO;
BASSINELLO, 2006).

A visdo comumente aceita é que o arroz tem origem provavel no Sudoeste da Asia,
que inclui india, Indochina e China. Nesse continente, localizam-se aproximadamente 58%
da populacéo do planeta, que consomem 90% da producdo mundial de arroz, que é a base
da alimentagédo (BASSINELLO; CASTRO, 2004; FAO, 2018).
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Segundo Bassinello e Castro (2004), no Brasil o arroz teve seu plantio no inicio do
periodo de colonizacdo, por volta de 1540. Sua producédo se espalhou pelo litoral brasileiro,
principalmente no Nordeste. Devido ao clima mais apropriado para a cultura, em 1820, o
cereal comecou a ser cultivado no Rio Grande do Sul, mas somente em 1904 surgiram as
primeiras lavouras empresariais, que utilizaram o sistema de irrigacao.

O grao de arroz é constituido de casca, pelicula, germe e endosperma. A pelicula
refere-se ao conjunto de camadas de células localizadas entre a casca e 0 endosperma
(pelicarpo e aleurona). Durante seu beneficiamento a pelicula e 0 germe sao retirados
integralmente através do polimento do grdo, dando origem ao farelo, onde as vitaminas e
sais minerais estdo concentrados. O endosperma é o 6rgdo de reserva nutricional da
semente, contém basicamente amido e é o produto final consumido pela populagéo
(BASSINELLO; CASTRO, 2004).

O Brasil € um dos maiores consumidores per capita de arroz no mundo, cerca de
50 kg/habitante/ano do produto beneficiado. Em termos comparativos, na Europa, o
consumo ocorre, em meédia, duas vezes na semana e gira em torno de 20 kg/habitante/ano.
Juntamente com o feijao, constitui o principal alimento do povo brasileiro, sendo consumido
principalmente na forma de gréos inteiros. Dada a sua relevancia no abastecimento interno
e ha seguranca alimentar da populagdo, o arroz sempre teve grande importancia na
formulacdo e execucdo das politicas agricolas e de abastecimento. E um dos produtos a
que o governo brasileiro tem dado muita atencdo, de modo que, quando ocorrem fatores
conjunturais dentro do raio de a¢do dos instrumentos de apoio, o poder publico tem estado
presente (CONAB, 2015).

Segundo os dados divulgados pela FAO (2018), a producdo mundial de arroz em
2017 foi de aproximadamente em 756,5 milhdes de toneladas de arroz em casca
(502,2 milhées de toneladas de arroz beneficiado). Para tanto, foram plantados
161,01 milhdes de hectares, sendo esperada uma produtividade média de 4.387 kg/ha.
Durante o transcorrer dos préoximos dez anos, a producdo de arroz deve aumentar a uma
taxa média anual de 1,6%, principalmente como resultado de melhorias na produtividade
(AGROLINK, 2019).

3.5.1 Cascade arroz

A casca de arroz é um residuo agricola lignoceluldsico disponivel em abundancia em
paises produtores de arroz. A casca de arroz corresponde entre 0,2 e 0,33 kg por kg de
arroz colhido, tem lenta biodegradac&o, baixa densidade e peso especifico. E composta por
quatro camadas estruturais, fibrosas, esponjosas ou celulares: epiderme externa coberta por

espessa cuticula de células silificadas; esclerénquima ou fibra hipoderme, com parede
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lignificada; célula parénquima esponjosa; epiderme interna (BAKAR; PUTRAJAYAC;
ABDULAZIZ; 2010; LIM et al., 2012).

A casca de arroz € um material com baixa composicdo de proteinas e pouca
digestibilidade. E composto por, aproximadamente, 35-33,43% celulose, 23,0-22,0% de
hemicelulose e 18,25-17,2% de lignina. O percentual restante é constituido principalmente
por cinzas e silica 17,45-17,3% (ABBAS; ANSUMALLI, 2010; BAKAR; PUTRAJAYAC;
ABDULAZIZ, 2010). Isso representa uma atraente possibilidade para a utilizagdo da casca
de arroz para conversao em bioetanol (SOOKKUMNERD; ITO; KITO, 2005).

A casca de arroz como matéria-prima integral tem aplicacdo em diversos produtos
tais como: adesivos, componente da alimentacdo animal para prevencdo de formacéo de
disturbios e gases estomacais, adsorvente de materiais toxicos, na producdo de tijolos na
fase de queima e para construcao civil (JUNGINGER; GOH; FAAIJ, 2010). Quando a casca
de arroz é carbonizada, pode ser usada como substrato na propagacédo de plantas florestais,
frutiferas, olericolas e ornamentais.

As variacdes nas composicdes relatadas da casca de arroz dependem da safra, ou
seja, da variedade plantada, do clima e das condi¢cbes do solo, além da localizacao
geogréfica. E importante conhecer a composicéo da biomassa, pois permite a estimativa do
potencial de producdo de etanol e seu rendimento. Apenas celulose e hemicelulose séo
responsaveis pela conversdao em etanol, enquanto lignina e cinzas podem ser convertidas
em energia por combustdo ou para outros produtos secundarios (ABBAS; ANSUMALLI,
2010).

Porém, o desconhecimento da importancia da utilizacdo da casca de arroz acarreta
seu baixo aproveitamento (CARVALHO; VIEIRA, 1999). Por isso, é necesséria a realizagéo
de pesquisas em relagdo ao reaproveitamento desse residuo na produgdo do etanol de
segunda geragdo, utilizando microrganismos fermentadores e capazes de despolimerizar
acucares presentes nos residuos alternativos.

Moon, Jeong e Kim (2010) estudaram a viabilidade da producg&o de etanol a partir de
casca de arroz, por meio de técnicas de &cido concentrado, impregnacéo e fermentacéo por
Saccharomyces cerevisiae. Um dos fatores mais importantes no tratamento da biomassa foi
a concentracao de 4cido para a determinacao da condigdo 6tima necessaria para fornecer o
rendimento maximo de agucares fermentesciveis e a menor quantidade de inibidores. Sob
condicBes 6timas de pré-tratamento acido (2:1 de razdo de acido para biomassa, 5-h de
impregnacao, e 2-h de hidrélise), os rendimentos de converséo de glucana e xilana foram 92
e 95%, respectivamente. Extrema acidez e maior tempo de retencdo sob a alta temperatura
foram os fatores que mais influenciam a degradacdo da glicose e xilose. Embora o
hidrolisado da casca de arroz fosse suficiente para a producédo de etanol, a presenca de

inibidores no hidrolisado diminuiu a taxa de crescimento especifico, crescimento de células
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de S. cerevisiae e o rendimento de etanol. Esses resultados confirmam que a casca do arroz
€ uma alternativa promissora de biomassa para a producéo de etanol por meio da técnica de
impregnacao e hidrélise &cida.

Cunha-Pereira et al. (2011) estudaram a possibilidade de utilizar hidrolisado da casca
de arroz como substrato para a producdo de etanol e xilitol por S. cerevisiae ICV D254 e
Spathaspora arborariae UFMG-HM19.1A (uma cepa de levedura isolada de Mata Atlantica),
o S. arborariae provou ser um conversor eficiente de hexoses e pentoses em etanol.
Co-culturas destas leveduras provaram ser eficientes para a producdo de etanol, com
rendimentos elevados de 0,77 g/L/h e 0,62 g/L/h em meio sintético e hidrolisado de casca de
arroz, respectivamente. Mais estudos foram realizados a fim de otimizar culturas de
S. arborariae, isoladamente ou em co-culturas com outros microorganismos etanologénicos,
especialmente em hidrolisados lignocelulésicos.

A utilizagdo das cascas de arroz tem sido estudada como matéria prima para a
producdo de etanol de segunda geracgao, seja através de hidrélise em separado seguida de
fermentacéo (SFS) ou sacarificacdo simultanea a fermentacdo (SSF) (SAHA et al., 2005), no
entanto ainda ndo ha registros na literatura sobre o emprego de cascas de arroz na SSF

com a levedura termotolerante K. marxianus.

3.5.2 Farelo de arroz

O farelo de arroz consiste de algumas camadas externas do arroz integral que séo
retiradas para a producgédo do arroz polido (HOFFPAUER, 2005). Corresponde de 8% a 10%
do gréo em casca. Associado as caracteristicas de qualidade, outros fatores que colocam o
farelo como matéria-prima com amplo potencial de utilizagdo é a sua abundéancia e baixo
preco. E utilizado como aditivos em ra¢des animais, adubos ou descartado muitas vezes de
forma inapropriada na natureza (CARVALHO; VIEIRA, 1999).

Apresenta fonte de vitaminas e aminoacidos, com teor de 12-15 de lipideos, 11-12%
de proteina e 2.750 kcal/kg de energia metabolizavel, contém vitamina B e as lipossollveis
A e tocoferéis com atividade vitaminica E. E fonte de nutrientes de baixo custo na
alimentacéo da dieta humana (ALENCAR; ALVARENGA, 1991; DIAS et al.,1994).

E composto, aproximadamente, de 2,64% de celulose, 17,3% de hemicelulose e
20,9% de lignina. E produto rico em fibras insoldveis, contendo 10,1% de fibra em
detergente acido e 27,4% fibra em detergente neutro. Por possuirem boa capacidade de
retencdo de agua e 6leo, as fibras podem ser usadas na industria farmacéutica para
obtencdo de produtos laxativos (DIAS et al.,1994; CARVALHO; VIEIRA, 1999; BUTOLO,
2002).
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Martiniano et al. (2013) avaliaram o potencial do extrato de farelo de arroz (FAD) e
concluiram que € uma alternativa promissora de fontes de nitrogénio, tais como peptona e
extrato de levedura. Utilizaram cepas de leveduras isoladas de florestas brasileiras
(Scheffersomyces shehatae CG8-8BY e Spathaspora arborariae UFMG-HM19.1A). As
leveduras S. shehatae e S. arborariae ambas em meio de fermentacdo do hidrolisado
suplementado com RBE obtiveram producdo de etanol de 17,0 g/L e 5,4 g/L; com
rendimento de etanol de 0,33 g/g e 0,14 g/g e eficiéncia da fermentacdo de 64% e 21%,
respectivamente.

Wang et al. (2014) utilizaram em seu estudo, hidrolisados de farelo de arroz
desengordurado (FAD) como matéria-prima para a producdo de acido latico. Os resultados
mostraram gue o meio com extrato de levedura, glicose, e sais podem ser substituidos por
hidrolisados de FAD em culturas de Lactobacillus rhamnosus. O meio de farelo de arroz
desengordurado foi testado em um reator de 5 L. Obteve uma produtividade elevada de
acido latico de 3,63 g/L/h, com fermentagéo 1,65 vezes maior do que com extrato de milho.
A concentragdo de acido latico na fermentacdo em batelada combinada com aumento de
temperatura atingiu 210 g/L, induzindo a reducao do custo de matéria prima na producéo de
acido latico.

Silva et al. (2014) avaliaram o desempenho fermentativo de Scheffersomyces
(Pichia) stipitis e Candida guilliermondii no hidrolisado hemicelulésico do bagaco de cana,
suplementado com fontes de nitrogénio, incluindo extrato de farelo de arroz. Os
experimentos foram realizados com hidrolisado com extrato de farelo de arroz suplementado
com peptona e extrato de levedura e hidrolisado ndo-suplementado (controle). S. stipitis
produziu somente etanol, enquanto que C. guilliermondii produziu xilitol como o produto
principal e etanol como subproduto. A produgcdo maxima de etanol por S.stipitis foi
observada quando hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana foi suplementado com
peptona e extrato de levedura. A produgdo maxima de xilitol por C. guilliermondii foi obtido
pelo emprego de hidrolisado suplementado com extrato de levedura e extrato de farelo de
arroz.

O extrato de farelo de arroz tem o potencial de substituir fontes de nitrogénio
organico para a producdo de etanol celulésico em biorrefinarias, bem como o xilitol,
conforme jA comprovado por diversos autores (CANILHA, et al., 2008; CHAUD; ARRUDA,;
FELIPE, 2009). Sendo assim, torna-se interessante avaliar o extrato de farelo de arroz como
suplemento do meio de cultivo de K. marxianus, visto que até o0 momento, nao ha estudos
referentes as necessidades nutricionais desta levedura visando melhorar seu desempenho

fermentativo.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos desta pesquisa foram realizados na Universidade Estadual do
Oeste do Parand (UNIOESTE), nos Laboratérios de Enzimologia e Tecnologia das
Fermentacbes (LAETEF) e no Laboratério de Analises Agro-Ambientais (LAAA) - Campus
Cascavel.

Parte | - Efeito da suplementacao nutricional do meio de cultura no crescimento e

producdo de etanol por K. marxianus ATCC 36907

4.1  Caracterizagdo quimica do farelo de arroz

A composi¢do quimica do farelo de arroz foi avaliada quanto a umidade, proteinas e

lipideos. A Figura 7 exibe o aspecto do farelo de arroz.

Figura7 Aspecto fisico do farelo de arroz.
Fonte: a autora.
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4.1.1 Determinagéo do teor de umidade

Pesaram-se, em triplicata 5 g de farelo de arroz que, na sequéncia, foram
depositados em estufa a temperatura de 105 °C pelo periodo de 24 horas. Apds esse
tempo, as amostras foram retiradas e colocadas no dessecador por um periodo de
20 minutos. Entdo, novamente passaram pelo processo de pesagem, para que se obtivesse
novo peso e, assim, foi determinada a umidade da casca de arroz por diferenca de pesagem
em termos de porcentagem, conforme recomendac¢des do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).

Os valores do teor de umidade foram expressos em porcentagem (%).

4.1.2 Determinacéo do teor de proteinas

O teor de proteinas foi determinado pelo conteddo de nitrogénio (N) total das
amostras, pelo método microKjedahl, descrito por AOAC (1995). O procedimento do método
utilizou 0,2 g de amostra seca, pesada em balanc¢a analitica com precisdo de (0,0001 g). O
método consiste em trés passos basicos: 1) Digestdo da amostra em &cido sulfarico;
2); Destilacao 3) Quantificagéo por titulacédo (SILVA; QUEIROZ, 2009).

O fator de correcdo foi utilizado para transformar a porcentagem de nitrogénio em
proteina, considerando-se que as proteinas contém em média, 16% de nitrogénio, ou seja,
100 — 16 = 6,25 (valor médio). Os resultados foram calculados por meio Equacédo 1, e

expressos em massa seca (MS):

%N = Vol.HCL.gasto (mL) x N/10x0,014 x 100/peso amostra (g)/2xMS x100

% PB = %N x 6,25 1)
em que:

- Volume de HCI gasto na titulagcdo = volume gasto de HCI 0,1N;

- n/10 = valor da normalidade do HCI 1N diluido por dez vezes (100 mL da solugéo
de tritisol HCI 1N adicionados em baldo volumétrico de 1 L e completados com agua
destilada = 0,1 N);

- Fator do &cido = 1 mL H,SO, equivale a 0,014 de nitrogénio;

- % PB = % de proteina bruta,

- % N = % de nitrogénio multiplicado pelo fator de correcao de 6,25.
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4.1.3 Determinacéo do teor de lipideos

Para a determinacdo do teor de lipideos, utilizou-se o método Soxhlet. Foram
colocados no determinador de lipideos (Tecnal), 2 g de casca de arroz e os lipideos foram
extraidos com éter de petréleo. O teor de lipideos foi determinado por diferencas de
pesagem de acordo com as normas analiticas do Instituo Adolfo Lutz (IAL, 2008) e

expressos em porcentagem (%).

4.2 Microrganismo e preparo do pré-inoculo

O microrganismo utilizado neste experimento foi a levedura termotolerante
Kluyveromyces marxianus ATCC 36907, obtida da Colegcdo de Culturas Tropical da
Fundacao André Tosello, Campinas - SP. Repicada e mantida em tubos contendo &agar
extrato de malte - YMP (extrato de malte 30 g/L, peptona micoldgica 5 g/L e agar 15 g/L),
inclinado e conservada em geladeira a 4 °C.

O pré-inéculo foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL do
meio sintético Yeast Malt Peptone Medium — YMP (glicose 10 g/L, extrato de malte 3 g/L,
extrato de levedura 3 g/L e peptona 5 g/L). O cultivo foi realizado em incubadora rotatéria
(MARCONI MA-240) a 200 rpm, temperatura de 35 °C, por 16 horas. Em seguida, as células
foram centrifugadas a 2000 rpm por 20 minutos, lavadas com agua destilada estéril e apos
nova centrifugacdo, ressuspensas em agua destilada estéril para, entdo, serem utilizadas
como indculo a uma concentragdo celular inicial de 1 g/L, quantificada através de uma curva
padrdo que correlaciona densidade éptica com massa seca de células (g/L), conforme

descrito no item 4.5.3.

4.3 Preparo do extrato de farelo de arroz

O farelo de arroz foi fornecido pela Empresa Alimentos Itasa, localizada na cidade de
Santa Teresa do Oeste — PR.

O extrato liquido concentrado de farelo de arroz foi preparado, misturando-se 200 g
de farelo de arroz com 1,0 L de solucdo tampao citrato de sédio (0,05 mol/L). A mistura foi

autoclavada a 110 °C (0,5 atm) por 15 min. Em seguida, os sélidos foram separados por
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centrifugacdo em condicdes estéreis (2000 rpm; 20 min) e o sobrenadante utilizado como

nutriente.

4.4 Efeito da suplementacéo nutricional do meio de cultura

O in6culo foi transferido para os meios testados, sendo eles:

T1 - controle (glicose 90 g/L);

T2 - meio com extrato hidrossollivel de farelo de arroz (FA) (glicose 90 g/L,
suplementado com 20 g/L de farelo de arroz);

T3 - meio com extrato hidrossolivel com farelo de arroz (FA) (glicose 90 g/L,
suplementado com 20 g/L de farelo de arroz, CaCl, 0,1 g/L, sulfato de amobnio 2 g/L);

T4 - meio extrato de malte (EM) (glicose 90 g/L, extrato de malte 3 g/L);

T5 - meio extrato de levedura (EL) (glicose 90 g/L, extrato de levedura 3 g/L);

T6 - meio peptona (PEP) (glicose 90 g/L, peptona 5 g/L);

T7 - meio YMP (com concentracdo de glicose modificada para 90 g/L, 3 g/L extrato
de malte, 3 g/L extrato de levedura e 5 g/L de peptona).

Em substituicdo a agua destilada, os meios foram preparados com tampéao citrato de
sédio 0,05 mol/L, pH 5,5 (50 MM/L). Os ensaios foram realizados em triplicata em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio. A concentracdo de glicose de 90 g/L foi
definida por Tavares et al. (2018), como a concentracdo de substrato 6tima para K.
marxianus.

Os tratamentos foram incubados em shaker (Marconi Ma-420) a 200 rpm, a 40° C
durante 96 horas, sendo que a cada 12 horas foram retiradas aliquotas para a avaliagdo do
crescimento celular, consumo de glicose e produgéo de etanol e subprodutos como glicerol
e acido acético.

Os suplementos nutricionais testados que obtiveram uma maior producéo de etanol
foram utilizados na segunda etapa deste estudo, para a producdo de bioetanol com casca
de arroz por sacarificacdo simultanea a fermentacéo (SSF) e sacarificacdo e fermentacéo

separadas (SFS) empregando Kluyveromyces maxianus.
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4.5 Métodos analiticos

4.5.1 Determinacgdo da concentragéo de glicose, &cido acético, glicerol e etanol

Para a quantificacdo de glicose e etanol as amostras foram filtradas em filtro
VertiPureTM PTFE (politetrafluoretileno) “Syringe Filters” com abertura de poros de 0,45 ym
e tamanho de 13 mm e analisadas em cromatdgrafo liquido (Shimadzu, modelo 20A), com
detector de indice de refracdo, empregando coluna Phenomenex Rezex ROA-Organic Acid
H+ (8%) 150 x 7.8 mm, fase moével H,SO, 0,005 mol/L, fluxo de 0,6 mL/min e temperatura
do forno de 65 °C. A fase movel foi filtrada a vacuo, em membrana GVWP 0,45 um
(MILLIPORE). As concentragbes dos acgucares, acido acético, glicerol e etanol foram
determinadas a partir de curvas obtidas com padrdes de alta pureza (98-99%, SIGMA e
VETEC).

45.2 Determinacéo do pH

Os valores de pH iniciais, durante os cultivos e finais foram determinados em pH-
metro Luthon pH 206.

4.5.3 Determinacdo da concentracao celular

A concentragdo do in6culo de K. marxianus e concentragdo celular durante as
fermentagBes foram determinadas pela medida da absorbéncia em espectrofotbmetro a
600 nm, e a conversao do valor da leitura por meio de uma curva padrao que correlaciona a

absorbancia ao peso seco das células de meio sintético (YMP).

4.6 Célculos dos parametros fermentativos

4.6.1 Fator de converséo de glicose em etanol (Yps)

O fator de conversao de glicose em etanol (Ypss), expresso em g/g, foi determinado

por meio da Equacgéo 2:
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Yp/s = (AP/AS) = (Pf-Pi)/(Si-Sf) 2
em que:

Pi e Pf = concentracgéo inicial e final de etanol;

Si e Sf = concentracéo inicial e final de substrato (glicose).

4.6.2 Fator de conversao de glicose em células (Yx/s)

O fator de converséo de glicose em células (Yys) expresso em g/g, foi determinado

por meio da equacao 3:

Yx/s = (AX/AS) = (Xf-Xi)/(Si-Sf) (3)
em que:

Xi e Xf = concentracgéo inicial e final das células;

Si e Sf = concentracéo inicial e final de substrato (glicose).

4.6.3 Produtividade volumeétrica em etanol (Qp)

A produtividade volumétrica em etanol (Qp), expressa em g/L.h, foi calculada por

meio da Equacéo 4.

Qp = (AP/At) = (Pf-Pi)/(tf- ti) 4
em que:
Pi e Pf = Concentracao inicial e final de etanol;

Si e Sf = Tempo inicial e final da fermentagéo.

4.6.4 Produtividade volumétrica em células (Qx)

Fator de conversdo da produtividade volumétrica em células, expresso em g/L.h, foi

determinado por meio da equacéo 5.

Qx = (Xf = X,/tf) (5)
em que:

Xf — concentracéo celular final (g/L);

Xo — concentracéo celular inicial (g/L);

tf — tempo total de fermentacgéo (horas).
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4.7 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas através dos testes paramétricos de analise
de variancia (ANOVA) e a comparacao entre os grupos foi realizada pelo pds-teste Tukey. O

valor fixado para significancia estatistica foi de p < 0.05.

Parte Il - Avaliacdo da utilizacdo das cascas de arroz para a producao de bioetanol por
sacarificacao simultanea a fermentacao (SSF) e sacarificacao e fermentacéao
separadas (SFS) empregando Kluyveromyces marxianus ATCC 36907

4.8 Obtencéo das cascas de arroz

As cascas de arroz foram fornecidas pela Empresa Alimentos Itasa, localizada na
cidade de Santa Tereza do Oeste — PR.

ApoOs a chegada das cascas no laboratorio, elas foram acondicionadas em sacos
plasticos com capacidade de 50 L e congeladas a aproximadamente -4 °C até o inicio dos
experimentos. Antes de cada procedimento experimental, as amostras foram
descongeladas, trituradas em moinho de facas a uma granulometria de 50 mesh e secas em
estufa a temperatura 60 °C até peso constante.

Na Figura 8, visualiza-se o0 aspecto das cascas de arroz.
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Figura8 Aspecto fisico da casca de arroz.

Fonte: Da autora.

4.9 Pré-tratamento da biomassa e hidrélise enzimética

Foram testados diferentes 6 pré-tratamentos: T1, T2, T3, T4, T5 E T6, conforme
descritos abaixo.

T1 — Pré-tratamento com acido sulftrico H,SO,4 1%. Utilizou-se 5 g de casca de arroz
a uma proporcao de 10% (p/v). Ap6s a adicdo da biomassa em frascos Erlenmeyer de
500 mL, contendo a solucdo de H,SO,, o frasco foi mantido em autoclave a 121 °C, durante
60 minutos.

T2 - Pré-tratamento com hidréxido de sédio (NaOH) 8%. Utilizou-se 4 g de amostra
de casca de arroz a uma proporcao de 8% (p/v). Os frascos foram mantidos em shaker
(Marconi Ma-420) a 180 rpm, 40 °C, durante 4 horas. Posteriormente, aumentou-se a
temperatura para 60 °C, por mais 20 horas, mantendo a agitacdo continua, totalizando,
assim, 24 horas de reacao.

T3 — Pré-tratamento com hidréxido de sddio (NaOH) 2% + perdxido de hidrogénio
(H.0,) 5%. O pré-tratamento foi realizado de acordo com o método proposto por Wang et al.
(2016), com algumas modificagbes. Utilizou-se 1 g de amostra de casca de arroz a uma
propor¢cdo de 2% (p/v). Apés a adicdo da biomassa em Erlenmeyer de 250 mL, contendo
solugbes de NaOH 2% + H,0, 5%, os frascos foram mantidos em shaker (Marconi Ma-420)
a 180 rpm, 40 °C, durante 4 horas. Posteriormente, aumentou-se a temperatura para 60 °C
por mais 20 horas, mantendo a agitacao continua, totalizando, assim, 24 horas de reacéo.

T4 - Pré-tratamento com acido sulfarico H,SO,4 1%. Utilizou-se 5 g de casca de arroz

a uma carga de 10% (p/v). ApGs a adicao da biomassa em frascos Erlenmeyer de 500 mL,
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contendo solucdo de H,SO, o frasco foi mantido em autoclave a 121 °C, durante 60
minutos. Em seguida, o material foi lavado com agua destilada até atingir a neutralidade. A
biomassa recuperada pelo processo de filtragem foi seca em estufa a 50 °C, até peso
constante. Em seguida, realizou-se o pré-tratamento com NaOH 1% e os frascos foram
mantidos em shaker (Marconi Ma-420) a 180 rpm, 40 °C, durante 4 horas. Posteriormente,
aumentou-se a temperatura para 60 °C por mais 20 horas, mantendo a agitacdo continua,
totalizando, assim, 24 horas de reacao.

T5 - Pré-tratamento com NaOH 2%. Utilizou-se 4 g de casca de arroz a uma carga
de 8% (p/v). Apb6s a adicdo da biomassa em frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo
solucéo de H,S0O,, o frasco foi mantido em autoclave 121 °C durante 30 minutos.

T6 - Pré-tratamento com NaOH 8%. Utilizou-se 4 g de casca de arroz a uma carga
de 8% (p/v). ApOs a adicdo da biomassa em frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo
solugdo de H,S0O,, o frasco foi mantido em autoclave a 121 °C, durante 30 minutos.

Para todos os seis pré-tratamentos, o material foi lavado com &agua destilada até
atingir a neutralidade. A biomassa recuperada pelo processo de filtragem foi seca em estufa
a 50 °C até peso constante, esse processo foi realizado nos 6 pré-tratamentos. O material
resultante foi utilizado para a realizacdo da hidrélise enzimética da casca de arroz, na
propor¢cdo de biomassa de 8% (m/v), em frascos de 125 mL, contendo 50 mL de tampéo
citrato de sédio 0,05 mol/L, pH 5,0 e 40 FPU/g celulose da enzima Cellic®CTec2, a 50 °C,
150 rpm, por 96 horas. Aliquotas foram retiradas em intervalos de 0, 12, 24, 48, 72 e 96
horas, para quantificacdo de acucares redutores (AR), utilizando o reativo &cido 3,5-
dinitrossalicilico (DNS).

Apds a andlise dos resultados obtidos da hidrélise enzimatica a uma carga
enzimatica fixa (40 FPU/g) de cada tratamento, selecionou-se aquele que resultou em
melhor converséo de acUcares redutores para realizacdo de uma nova hidrélise enzimatica
com trés diferentes concentracdes de enzima.

Para a avaliagdo da carga enzimatica, realizou-se experimentos de hidrolise
enzimatica da casca de arroz, na propor¢ao de 8% (m/v), em frascos de 125 mL, contendo
50 mL de tampéo citrato de sédio 0,05 mol/L, pH 5,0 e 10, 20 e 40 FPU/g celulose da
enzima Cellic®CTec2, a 50 °C, 150 rpm, por 96 horas. Aliquotas foram retiradas em
intervalos de 0, 12, 24, 48, 72 e 96 horas para quantificacdo de aclcares redutores (AR)

utilizando o reativo acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS).
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4,10 Caracterizacdo quimica das cascas de arroz

A composi¢do quimica da casca de arroz foi avaliada quanto ao teor de cinzas totais,

umidade, proteinas, lipideos e as porcentagens de celulose, hemicelulose e lignina.

4.10.1 Determinacéo do teor de cinzas

O teor de cinzas nas amostras foi obtido pelo método de incineracdo em mufla a
550 °C, segundo a metodologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). Foram pesados 5 g da
amostra em capsula de porcelana, colocados em mufla, em temperatura de 550 °C, até a
eliminacéo completa do carvao e obteng&o do aspecto acinzentado, branco ou ligeiramente

acinzentado. A determinacdo de cinzas ocorreu por diferenca de massas.

4.10.2 Determinacéo do teor de umidade

Para a determinagdo do teor de umidade foram utilizadas as mesmas condicdes

descritas no item 4.1.1.

4.10.3 Determinacéo do teor de proteinas

Para a determinacdo do teor de proteinas foram utilizadas as mesmas condi¢fes

descritas no item 4.1.2.

4.10.4 Determinagédo do teor de lipideos

Para a determinacdo do teor de lipideos foram utilizadas as mesmas condi¢fes

descritas no item 4.1.3.

4.10.5 Porcentagens de celulose, hemicelulose e lignina

As andlises foram realizadas segundo método sequencial de Van Soest (1994).

Foram pesados 0,5 g de casca de arroz previamente moidas, secas em estufa a 60 °C e
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trituradas em peneira de 50 mesch. Empregou-se solucdo detergente 4cido para remover 0s
outros componentes celulares que interferem na determinacéo do teor de fibra.

As andlises foram realizadas em equipamento determinador de fibra TE — 149, marca
TECNAL (FDN; FDA; FB), sendo que a sigla FB se refere a fibra bruta.

A lignina foi determinada a partir da fibra em detergente acido (FDA), em que as
amostras foram tratadas em solucdo de acido sulfarico a 72%, originando o residuo
insolavel da lignina. As amostras foram cobertas com acido sulfdrico a 72% e agitadas com
bastdo de vidro a cada 20 minutos. Apdés 1 hora, o acido foi filtrado e as amostras
novamente cobertas com acido, esse procedimento foi repetido por trés vezes.

Em seguida, as amostras foram filtradas e lavadas com agua quente até completa
neutralizacdo; estas permaneceram em estufa a 105 °C por 12 horas e foram levadas a
mufla a 550 por 6 horas e, posteriormente, foram colocadas em dessecador até o completo
resfriamento e pesadas em balanca analitica (0,0001g), obtendo o peso (taratlignina). Os
valores para porcentagem de celulose, hemicelulose e lignina estdo descritos nas equagoes
6,7e8:

Celulose (%) = FDA- LIG (6)
Hemicelulose (%) = FDN - FDA @)
Lignina (%) = FDA — (% cinzas da casca de arroz) x 100 (8)

4.11 Pré-tratamento da biomassa com NaOH 2% + H,0, 5%

Este pré-tratamento foi o selecionado (Item 4.9) com o intuito de remover a
hemicelulose e lignina das cascas de arroz, de forma a favorecer a etapa posterior de
sacarificacdo enzimatica da celulose.

O pré-tratamento foi realizado de acordo com o método proposto por Wang et al.
(2016), com algumas modificagbes. Utilizou-se 1 g de amostra de casca de arroz,
adicionada em Erlenmeyer de 250 mL, contendo solu¢gbes de NaOH 2% + H,O, 5%, os
frascos foram mantidos em shaker (Marconi Ma-420) a 180 rpm, 40 °C, durante 4 horas.
Posteriormente, aumentou-se a temperatura para 60 °C, por mais 20 horas, mantendo a
agitacdo continua, totalizando, assim, 24 horas de reacdo. Em seguida, o material foi lavado
com agua destilada até atingir a neutralidade. A biomassa recuperada pelo processo de
filtragem foi seca em estufa a 50 °C até peso constante. O material resultante foi
caracterizado quanto ao teor de celulose, hemicelulose e lignina e utilizado para o processo
de SSF e SFS.
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4.11.1 Espectrometria de absor¢éo na regidao infravermelha (FTIR)

As andlises de espectroscopia no Infravermelho com a transformada de Fourier
(FTIR) foram realizadas no Politereflato de Etileno (PET), na lignina e nas blendas, em um
espectrofotbmetro Perkin Elmer Spectrum 100, no modo refletancia total atenuada (ATR).
Todas as amostras foram analisadas na faixa entre 400 a 500 cm™, com acumulacdo de 16
varreduras e com resolucédo de 2 cm™. As andlises foram realizadas no Laboratério Central

de Andlises na Universidade Tecnoldgica Federal do Parand — UTFPR, Campus Medianeira.

4.11.2 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

As cascas de arroz in natura e pré-tratadas foram submetidas a andlise de
microscopia eletrénica de varredura (MEV), no Departamento de Engenharia de Materiais -
DEMAR, da EEL/USP, para verificar as mudancas estruturais causadas pela acao quimica
durante o pré-tratamento. As amostras foram fixadas sobre uma placa de aco por meio de
uma fita de carbono e aplicada uma fina camada de prata de, aproximadamente, 20 nm em
uma metalizadora MED020 (BAL-TEC /MCS MULTICONTROL SYSTEM). As micrografias
de MEV foram obtidas em um equipamento HITACHI TM3000, empregando sinal de

elétrons secundarios e voltagem de 20 kV.

4.12 Avaliagao da hidrélise enzimética

A biomassa de casca de arroz, apés ter passado pelos processos de pré-tratamento,
foi submetida ao estudo da avaliacdo da hidrélise enzimatica. A conversdo da celulose da
casca de arroz em glicose foi realizada empregando-se 0 complexo enzimético
Cellic® CTec2 da Novozymes Latin America LTDA. A atividade enzimatica da celulase foi
determinada e expressa em unidade de papel filtro (FPU), conforme a metodologia proposta
por Ghose (1987).

A hidrélise enzimética foi realizada em frascos Erlenmeyer de 125 mL, com
10% (m/v) da casca de arroz pré-tratada (celulose) em base seca, juntamente com 50 mL de

tampao citrato de sédio 0,05 mol/L, pH 5,0 e 40 FPU/g celulose da enzima Cellic®CTec2.
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Os frascos foram mantidos em shaker a 50 °C, 150 rpm, por 96 horas. Para a
obtencdo da hidrolise, foram retiradas aliquotas em intervalos de 0, 12, 24, 48, 72 e
96 horas de reacdo, pois a liberacdo de aclUcar estabilizou em 96 horas. Para parar a
reacdo, as amostras coletadas eram colocadas em um banho de &gua fervente por
5 minutos para inativar a enzima. Apos esse tempo, as mesmas foram centrifugadas a
2000 rpm durante 20 minutos, para quantificacdo de acUcares redutores (ART) utilizando o

reativo acido 3,5-dinitrossalicilico (MILLER, 1959). O experimento foi realizado em triplicata.

4.12.1 Determinacédo da atividade enzimatica

A atividade enziméatica da celulase foi determinada em termos de unidades de papel
filtro (“Filter Papel Unit” — FPU) por mililitro da solu¢do enzimatica original, ou seja, FPU/mL
(GHOSE, 1987).

A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada em duplicata por tubos de
ensaio contendo 50 mg de substrato (aproximadamente 1 cm x 4,55 cm de papel filtro
qualitativo), 1 mL de tampdo citrato 0,05 M pH 5,0 e 0,5 mL de enzima diluida
adequadamente, incubados a 50 °C, por 60 minutos. Também foram incubados
tubos-controle de enzima (0,5 mL de enzima diluida e 1,0 mL de tampao citrato) e um tubo
correspondente ao branco (1,5 mL de tampé&o citrato). Os tubos com os padrbes de glicose
continham 0,5 mL de glicose (1,0 mg/mL a 3,35 mg/mL) e 1 mL de tampé&o citrato.

Apb6s o periodo de incubacgédo, a reacao foi interrompida pela adicdo de 3 mL de
solucdo de &cido dinitrosalicilico (DNS) e os acUcares redutores totais foram dosados
segundo o método de Miller (1959), a 540 nm, em espectrofotbmetro (UV-VIS FEMTO 700

Plus.

4.12.2 Céalculo da atividade enzimatica

Com os dados obtidos pela leitura da absorbancia da curva padrdo de glicose, foi
possivel tragar um grafico linear da concentracdo de glicose (agucar redutor), em funcdo da
absorbéancia, obtendo-se, assim, uma equacado que relaciona as duas grandezas

De posse das leituras das absorbancias, obtidas apés a hidrélise enzimatica do papel
filtro e utilizando a equacdo obtida por meio da curva padrdo de glicose foi possivel
determinar a concentracdo de ART liberada pela enzima em cada um dos ensaios. Assim,
tragou-se uma reta relacionando a concentracdo da enzima em cada uma das diluicbes em
funcéo da massa de glicose liberada por 0,5 mL da enzima diluida, determinando-se, assim,

a atividade enzimética por meio da Equacéao 9.
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FPU/mL = 2,0 pmol * min * * mL™* 9)
(0,18016 * 0,5 * 60 * [enzima diluida]
FPU/mL= 0,37/ [enzima diluida].

Para a celulase, uma unidade da atividade enzimatica (FPU) é baseada na liberacéo
de exatamente 2,0 mg de glicose equivalente, isto é, 2,0/0,18016 umol de 50 mg de papel

de filtro por 0,5 mL de enzima diluida em 60 minutos de reacéo.

4.13 Micro-organismo e preparo do pré-inéculo

Para a producdo de etanol a partir da porcdo celuldsica foi utilizada a levedura
Kluyveromyces marxianus ATCC 36907. Para a conservacdo da cultura e preparo do

pré-indculo foram utilizadas as mesmas condi¢gdes descritas no item 4.2.

4.14 Sacarificacdo simultanea a fermentacao (SSF)

Para a realizacéo dos ensaios de producéo de etanol por K. marxianus pelo processo
de sacarificacdo simultanea a fermentacao (SSF), empregou-se a carga enzimatica que
resultou no melhor perfil de hidrélise enzimatica, determinada em ensaios preliminares (40
FPU/g de celulose).

Apés a remocdo da fragcdo hemicelulésica através do pré-tratamento, a fracado
celulésica restante foi seca em estufa a 50 °C até peso constante e seguiu-se ao processo
de SSF, realizado conforme metodologia utilizada por Ballesteros et al. (2004). A biomassa
celulésica, apés o pré-tratamento, foi transferida para frascos Erlenmeyer de 250 mL, numa
proporgdo de 10% (m/v), com os nutrientes selecionados no experimento anterior (Item 4.4),
sem adicao de glicose, sendo eles: T1 — extrato hidrossolavel de farelo de arroz (FA) 20 g/L
; T2 - extrato hidrossoluvel de farelo de arroz (FA) 20 g/L, CaCl, 0,1 g/L, sulfato de aménio
2g/L; e T3 - YMP (extrato de malte 3 g/L, extrato de levedura 3 g/L e de peptona 5 g/L). Os
frascos foram incubados em shaker a 40 °C, 150 rpm.

Inicialmente, adicionou-se a enzima aos meios e os frascos foram mantidos em
shaker, a 50 °C, 150 rpm, por 4 horas, periodo denominado de pré-sacarificacdo. Apos esse

periodo, foi adicionado o in6culo (1g/L) de K. marxianus e a temperatura foi reduzida para
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40 °C, durante 96 horas, sendo que a cada 12 horas eram retiradas aliquotas para a
quantificacdo de agucares, etanol, &cido acético e glicerol e medi¢édo do pH. O experimento
foi realizado com 4 repeticbes cada.

4.15 Sacarificacdo e fermentacado separadas (SFS)

Para a realizacéo dos ensaios de producéo de etanol por K. marxianus pelo processo
de sacarificacao e fermentacao separadas (SFS), foi empregada a mesma carga enzimatica
utilizada no ensaio anterior.

Apoés a remocado da fracdo hemiceluldsica no pré-tratamento, a fracdo celulosica
restante foi seca em estufa a 50 °C e transferida para frascos Erlenmeyer de 250 mL, numa
propor¢cdo de 10% (m/v) com os nutrientes selecionados no experimento anterior, sem
adicdo de glicose, sendo eles: T1 — extrato hidrossoluvel de farelo de arroz (FA) 20 g/L;
T2 - extrato hidrossolavel de farelo de arroz (FA) 20 g/L, CaCl, 0,1 g/L, sulfato de aménio
2g/L; e T3 - YMP (extrato de malte 3 g/L, extrato de levedura 3 g/L e de peptona 5 g/L). Os
frascos foram incubados em shaker a 50 °C, 150 rpm, com uma concentragdo de celulase
de 40 FPU/g de celulose.

Apb6s 72 horas de sacarificagdo foi adicionado o in6culo (1g/L) de K. marxianus,
mantendo-se os frascos em shaker a 150 rpm, a 40°C, durante 72 horas, sendo que a cada
12 horas eram retiradas aliquotas para a quantificacdo de acucares, etanol, acido acético,

glicerol e medig&o do pH. O experimento foi realizado com 4 repeti¢cdes cada.

4.16 Métodos analiticos

4.16.1 Determinacédo da concentracdo de glicose, etanol, acido acético e glicerol

Para a determinacdo da concentracdo de glicose, acido acético e glicerol, foram

utilizadas as mesmas condicdes descritas no item 4.5.1.
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4.16.2 Determinacéo do pH

Os valores de pH iniciais, durante os cultivos e finais foram determinados em
pH-metro Luthon pH 206.

4.17 Célculo dos parametros fermentativos

4.17.1 Fator de conversao da glicose em etanol (Yp/s)

O fator de conversdo de glicose em etanol, expresso em g/g, foi determinado por
meio da Equacéo 10:

Yp/s = (AP/AS) = (Pf-Pi)/(Si-Sf) (10)
em que:

Pi e Pf = concentracéo inicial e final de etanol;

Si e Sf = concentracéo inicial e final de substrato (glicose).

4.17.2 Produtividade volumétrica em etanol (Qp)

A produtividade volumétrica em etanol (Qp), expressa em g/L.h, foi calculada por
meio da Equagéo 11.

Qp = (AP/At) = (Pf-Pi)/(tf- ti) (12)
em que:
Pi e Pf = concentracéo inicial e final de etanol;

Si e Sf = tempo inicial e final da fermentagao.

4.18 Andélise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas por meio dos testes paramétricos de anélise
de variancia (ANOVA) e a comparacao entre os grupos foi realizada pelo pés-teste Tukey. O

valor fixado para significancia estatistica foi de p < 0.05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Parte | - Efeito da suplementacgéo nutricional do meio de cultura no crescimento e

producédo de etanol por K. marxianus ATCC 36907

5.1 Andlise da caracterizacao quimica do farelo de arroz

A composigdo quimica do farelo de arroz in natura esta expressa em porcentagem
na Tabela 2 e corrobora os valores encontrados por outros autores em relacdo aos teores
de umidade (5,59 — 9,7 %), lipideos (13,43 — 20,79%), proteinas (14 — 19,30 %), e cinzas
(8,47 — 18%) (AMISSAH et al.,, 2003; HUANG, 2005; ZAID; TAIWO, 2008; MIAH et al.,
2014).

Tabela2 Composi¢do quimica do farelo de arroz
Umidade (%) Cinzas (%) Lipideos (%) Proteinas (%)
9,95 9,87 17,24 15,80

5.2 Consumo de glicose e producgéo de etanol

A cinética de consumo de glicose com sete diferentes meios nutricionais pode ser
observada na Figura 9. Verificou-se que glicose foi totalmente consumida em 24 horas de
fermentagdo no tratamento T3. Nos tratamentos T2, T5 e T6 a glicose foi consumida em 36
horas, enquanto que no T4 mais lentamente, apresentando cerca de 10 g/L de glicose
residual ao final das 96 horas de fermentagcdo. Com o meio controle (T1) o consumo foi
muito mais lento e em 96 horas o meio ainda apresentava 59,86 g/L de glicose,
provavelmente porque este Ultimo continha somente a fonte de carbono, evidenciando a

necessidade de suplementagéo do meio para o cultivo de K. marxianus.
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Figura9 Consumo de glicose durante a fermentacdo com K. marxianus ATCC 36907 em
meio controle glicose (~¢); meio suplementado com farelo de arroz (“m); meio
suplementado com farelo de arroz + CaCl, + sulfato de amonio ( ); meio

Na Figura 10, demonstra-se a producdo de etanol ao longo de 96 horas de
fermentagéo pela levedura K. marxianus. A partir dos resultados, verifica-se que nas
primeiras 12 horas ocorreu a producdo de etanol nos sete tratamentos, sendo maxima
producdo nas condicbes T3 e T7 (25,50, 24,88 g/L, respectivamente), e em 24 h T2
(25,59 g/L). Tal fato se deve a que os meios contendo farelo de arroz e o meio YMP sé&o
meios mais ricos em nutrientes, contendo maiores quantidades de proteinas e carboidratos,
favorecendo ndo somente o crescimento celular, como também a formacéo do produto de
interesse. Para os tratamentos T6, T4 e T5 foi observada uma producgéo de 16,51, 16,34 e
14,29 g/L, respectivamente. O tratamento controle, contendo apenas glicose, apresentou
menor producao de etanol, em média 2,11 g/L.

Observa-se, porém, que ap0s o0 maior pico de producdo de etanol,
independentemente da condicdo avaliada, a sua concentragdo nos meios fermentados
diminuiu gradativamente. Essa reducdo pode ser atribuida a um possivel consumo da
levedura, por ter havido escassez de glicose no meio de fermentacéo que coincidiu com o
tempo de escassez desse composto (24 h, Figura 9), passando a utilizar o etanol como
fonte de carbono. O consumo de etanol foi relatado por Dalanhol (2014) ao observar
decréscimo na concentracdo de etanol, a partir de fermentacdo em hidrolisado
hemicelulésico de maca, provavelmente devido a assimilacdo do composto como fonte de
carbono pelas leveduras Candida guilliermondi e K. marxianus. Rouhollahet al. (2007)
também observaram uma diminuicdo na concentracdo de etanol a partir das 72 horas de
fermentacdo pelas leveduras P. stipitis e K. marxianus, em concentracdes acima de 30 g/L

de etanol e auséncia total de acgucares.
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Figura 10 Producéo de etanol durante a fermentacdo com K. marxianus ATCC 36907 em
meio controle glicose (~¢); meio suplementado com farelo de arroz ("'m); meio
suplementado com farelo de arroz + CaCl, + sulfato de amdnio ( ); meio
suplementado com extrato de malte (~X*); meio suplementado com extrato de
levedura (" ); meio suplementado com peptona (“e ) e meio YMP (+).

Aziz et al. (2011), ao estudarem diferentes fontes de carboidratos (glicose, sacarose
e melaco), em diferentes concentragbes (100, 120, 150 e 170 g/L), na producgéo de etanol
por K. marxianus M 15, obtiveram a concentracdo maxima de 75 g/L de etanol em meio
contendo 150 g/L.

Milessi et al. (2013) estudaram o potencial do extrato de farelo de arroz como fonte
de nitrogénio para a producdo de etanol por Scheffermsomyces stipitis NRRL Y- 7124
utilizando hidrolisado hemicelulésico de bagaco de cana. S stipitis foi cultivada em trés
diferentes meios de fermentacdo compostos de hidrolisado destoxificado como fonte de
carbono suplementado com fontes de nitrogénio variadas, ou seja, meio contendo extrato de
farelo de arroz + sulfato de amonio + cloreto de calcio; meio extrato de levedura + peptona e
meio extrato de levedura + peptona + extrato de malte, apresentando produ¢cdo maxima de
etanol de 8,6 g/L, 8,1 g/L, 8,1 g/L e 7,4 g/l, respectivamente.

Martiniano et al. (2013) avaliaram o potencial do extrato de farelo de arroz (RBE) na
producado de etanol e concluiram que é uma alternativa promissora de fontes de nitrogénio,
tais como peptona e extrato de levedura. Utilizaram cepas de leveduras isoladas de florestas
brasileiras (Scheffersomyces shehata e CG8-8BY e Spathaspora arboraria e UFMG-
HM19.1A). As leveduras S. shehataee S. arborariae, ambas em meio de fermentacdo do
hidrolisado suplementado com RBE obtiveram produc¢éo de etanol de 17,0 g/L e 5,4 g/L.

Neste trabalho, evidencia-se a possibilidade de utilizacdo do extrato de farelo de
arroz como fonte de nitrogénio em processos fermentativos empregando a levedura K.

marxianus ATCC e que, por ser de menor custo, pode tornar a producédo de etanol um
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processo potencialmente competitivo economicamente. Mochidzuki et al (2015) também
avaliaram o uso de farelo de arroz (27,6 g de farelo de arroz, 121,4 mL de tampéo e 12,5 uL
de oa-amilase) como suplemento nutritivo barato para a produgédo de etanol por

Saccharomyces cerevisiae em (SSF). A concentracéo final de etanol foi de 69,3 g/L.

5.3 Concentracao celular

Na Figura 11 estdo apresentados os dados da concentracdo celular da levedura
K. marxianus ATCC 36907, ao longo de 96 horas de fermentacdo dos experimentos
realizados em frascos sob agitacdo, com diferentes meios suplementados (T1 a T7).
Observou-se que 0 maior crescimento celular ocorreu nos tempos 12 e 24 horas, para todos
os tratamentos. A maior concentragdo celular foi verificada no meio extrato hidrossoluvel
com farelo de arroz + CaCl, + sulfato de amdnio (T3) 9,11 g/L, seguido pelo meio YMP (T7)
7,05 g/L, no meio extrato hidrossoluvel com farelo de arroz (T2), 7,03 g/L. Valores inferiores
foram verificados no meio suplementado com extrato de levedura (T5), 3,84 g/L, peptona
(T6), 3,61 g/L, no meio controle glicose (T1) 2,88 g/L, € ho meio contendo extrato de malte
(T4), 2,58 g/L,

O extrato hidrossoltvel de farelo de arroz é uma fonte barata de nitrogénio, que
segundo Kahlon (2009), contém cerca de 2,4% do nitrogénio total, enquanto o extrato de
levedura e peptona tém aproximadamente 10,9% de nitrogénio total, respectivamente.

No presente trabalho, verificaram-se resultados semelhantes, quando se empregou o
farelo de arroz (T2, T3) e YMP (T7). Verificou-se que o T3 tem resultados eficientes no
crescimento celular em relacdo aos meios mais enriquecidos (T3 e T7), isso demonstra a
viabilidade da utilizacdo do farelo de arroz na producdo de biocombustivel - etanol de
segunda geracao, visto que esse tratamento contém apenas meio hidrossollvel de farelo de
arroz. Por outro lado, nota-se ainda que para os tratamentos T2, T4 e T7 houve um
decréscimo do crescimento de K. marxianus no periodo de 48 a 72 horas, mantendo-se
constante até o final do processo. Oda et al. (2010) correlacionaram a viabilidade celular de
K. marxianus com a quantidade de etanol produzida e constataram que a viabilidade celular
reduziu drasticamente com o acumulo de etanol no meio.

Lebron et al. (2018) avaliaram o farelo de arroz como suplemento no processo de
fermentacgéo utilizando Saccharomyces cerevisiae para producdo de etanol em 12 horas de
fermentacéo, com diferentes concentragdes (2,5 - 7,5 g/L) e concentragéo celular (1 - 5 g/L),
utilizaram a curva padréo de peso seco para monitorar o crescimento celular. Os melhores

resultados, comprovados estatisticamente, foram alcancados no ponto de méaxima
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concentracao de farelo de arroz e concentracdo minima de células, representados por 7,5 e
1 g/L, respectivamente (0,57 g/g e 1,63 g/L.h).
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Figura 11 Concentragéo celular durante a fermentacdo com K. marxianus ATCC 36907 em
meio controle glicose (~¢); meio suplementado com farelo de arroz ("'m); meio
suplementado com farelo de arroz + CaCl, + sulfato de amonio ( ); meio
suplementado com extrato de malte (~X*); meio suplementado com extrato de
levedura (" ); meio suplementado com peptona (“e ) e meio YMP (+).

5.3.1 Formacéao de subprodutos

Além da producdo de etanol nos diferentes meios de cultura, foi quantificada a
producao de &cido acético e glicerol por K. marxianus, durante a fermentacédo. Os resultados

estdo demonstrados nas Figuras 12 e 13.
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Figura 12 Producdo de &cido acético durante a fermentacdo com K. marxianus ATCC
36907 em meio controle glicose (4); meio suplementado com farelo de arroz
("m); meio suplementado com farelo de arroz + CaCl, + sulfato de amdnio
( ); meio suplementado com extrato de malte (~X); meio suplementado com
extrato de levedura (3 ); meio suplementado com peptona (“e*) e meio YMP

()

A maior producado de &cido acético ocorreu no tratamento T3 com um valor maximo
de 9,54 g/L, estabilizando a partir de 12 horas. A produgdo de &cido acético teve seu
méximo coincidente com o crescimento celular e produgdo de etanol. Observou-se uma
pequena producgdo de acido acético no tratamento controle T1, com meio contendo somente
glicose, correspondendo a uma producéo de 1,50 g/L em 36 horas.

Embora as concentracdes maximas de acido acético tenham diferido entre os
tratamentos, observou-se que, para todos eles, a produgdo deste acido estabilizou apos
36 horas de fermentacao.

Observou-se uma pequena producdo de &cido acético no tratamento controle com
meio contendo somente glicose, foi observado que em 36 horas teve uma producdo de
1,50 g/L e foi diminuindo ao longo do tempo obtendo um valor de 1,28 g/L em 96 horas.

Ja para o meio suplementado com farelo de arroz + CaCl, + sulfato de amdnio e o
meio YMP o comportamento na producdo de acido acético foi semelhante, sendo que a
maior producdo para ambos os tratamentos ocorreu em 48 horas, obtendo-se uma

concentracdo de 7,68 e 9,86 g/L, respectivamente.



48

0,8 |
0,7 -
- 067 ..‘_','.'-""* ceopee T1
%0,5 1 " """ 2. R i I- o To
§0’4 | TP ‘.7,\ ...... N T3
203 ¢ 5 Sl S oo Ta
O 0,2 - : ‘ . - Mooooos Hooooaad(ocenee 3 e TS
01} SK T
[ SOSUNEINNNS UNNE Y - , . . 7

0 12 24 36 48 60 72 84 96
Tempo (horas)

Figura 13 Producéo de glicerol durante a fermentacdo com K. marxianus ATCC 36907 em
meio controle glicose (~¢); meio suplementado com farelo de arroz ("'m); meio
suplementado com farelo de arroz + CaCl, + sulfato de amonio ( ); meio
suplementado com extrato de malte (~X*); meio suplementado com extrato de
levedura (" ); meio suplementado com peptona (“e ) e meio YMP (+).

Com relagé@o a producédo de glicerol, observou-se que os tratamentos T7, T6, T2 e
T3, apdés 12 horas de fermentacdo, apresentaram valores de produgédo de 0,22, 0,53 e
0,53 g/L, respectivamente. Os tratamentos T5 e T1 apresentaram producdo de etanol, a
partir de 24 horas de fermentacgéo, variando entre 0,23 e 0,61 g/L. O tratamento T4 comecgou
a produzir etanol somente apos 36 horas de fermentacao, tendo uma producao maxima de
0,23 g/L.

5.3.2 Parametros fermentativos

Na Tabela 3 estdo apresentados os parametros fermentativos utilizando a levedura
K. marxianus, nos 7 diferentes meios de fermentacao testados.

Os valores de Yp,s dos sete tratamentos variaram entre 0,28 e 0,50 g/g, sendo que 0s
valores mais proximos ao Ypys - teérico (0,51 g/g) foram obtidos nos tratamentos com meio
contendo extrato hidrossolavel com farelo de arroz (T2), meio extrato hidrossolivel com
farelo de arroz + CaCl, + sulfato de aménio (T3) e o meio YMP (T7) com valores de 0,50,
0,49 e 0,50 g/g, respectivamente.

As maiores produtividades volumétricas também ocorreram nos tratamentos de
maior valor de Q,, os quais foram 1,16, 2,06 e 2,13 g/L.h para os tratamentos T2, T7 e T3,

respectivamente.
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Tabela3 Parametros fermentativos e maxima producdo de etanol durante a fermentacdo
com K.marxianus ATCC 36907, utilizando sete diferentes meios de fermentacéo

Meio de fermentagio Etanol (g/L)* Y bis Y ws Qx
T1 2,11 0,38 0,12 0,15
T2 25,59 0,50 1,16 0,50
T3 25,50 0,49 2,13 0,67
T4 16,34 0,29 1,06 0,12
T5 14,28 0,32 0,83 0,20
T6 16,51 0,28 0,82 0,21
T7 24,88 0,50 2,06 0,50

Notas: Meios de fermentacéo: T1 - (meio controle glicose); T2 - (meio suplementado com farelo de
arroz); T3 — (meio suplementado com farelo de arroz + CaCl, + sulfato de aménio); T4 - (meio
suplementado com extrato de malte); T5 - (meio suplementado com extrato de levedura); T6 -
(meio suplementado com peptona); T7 - (meio YMP) ap6s 96 horas de fermentacéo.

®maior concentracdo de etanol;

Yps: Fator de conversédo de substrato em produto (g/g);
Yys: fator de converséo do substrato em células (g/g);
Qx. produtividade volumétrica em células (g/L.h).

Costa (2011), ao estudar a producédo de etanol por K. marxianus CCT 4086, em meio
sintético, contendo uma concentracdo inicial de glicose de 47,81 g/L obteve fatores de
conversao de substrato em etanol inferiores ao desta pesquisa, da ordem de 0,13 g/g.

Tavares et al. (2019) avaliaram o efeito da remocdo do etanol a vacuo no
desempenho fermentativo com a mesma cepa utilizada no presente estudo. A levedura foi
cultivada em biorreator de bancada a uma concentragao inicial de glicose de 90g/L em meio
suplementado com YMP, em dois lotes sequenciais de 36 horas. Nas fermenta¢bes com
vacuo, apoés o primeiro ciclo, verificou-se Yp;50,38 g/g; Qp 0,94 g/L.h e Yp;5 0,18 g/g; Qp 0,43
g/L.h no final do segundo ciclo.

Na Tabela 4 estdo apresentados os dados de andlise de varidncia (ANOVA) dos
fatores: tratamentos com diferentes meios e tempo de fermentacdo (A e B), indicando que

ocorreu interagao significativa entre os fatores em avalia¢éo (F = 6,187).

Tabela4 Producao de etanol em 7 diferentes meios de fermentacéo, nos tempos 12, 24 e
36 horas de fermentacéo

Fontes de Variac&o sQ? GL° MQ° Fealculado p-valor
Tratamentos 2586,89 6 426,15 76,308 0,00000
Tempo (fermentacéo) 50,42 2 25,21 4,514 0,01670
Tratamentos * fermentagéo 414,66 12 34,55 6,187 0,00004
Erro 234,55 42 5,58 - -

Notas: ® soma dos quadrados; bgraus de liberdade;  quadrados médios;
Fator A: Tratamento principal/tratamento com diferentes meios;

Fator B: Tempo de fermentacéo.
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Conforme apresentado na Tabela 5, verifica-se que os tratamentos T3 e T7, que
apresentaram maior producao de etanol apds 12 horas de fermentacao, diferem dos demais
tratamentos, com valores respectivos de 25,50 e 24,81 g/L. Apds 24 horas de fermentacao,
o0 T2 apresenta maior producdo de etanol, cerca de 25,59 g/L, no entanto a producao de
etanol ndo diferiu estatisticamente dos tratamentos T3 e T7. O tratamento T7 apresenta em
sua composicdo compostos tais como carbono, nitrogénio, aminoacidos e vitaminas do
complexo B que estimulam o crescimento de leveduras e fungos que, consequentemente,
elevam a producédo do etanol. No entanto, o T3 que € meio suplementado com extrato de
farelo de arroz apresentou producdo equivalente ao T7, demonstrando desta forma que a
utilizacdo do extrato de arroz, apresentou-se eficiente na producéo de etanol, principalmente
gquando foi utilizado juntamente com CacCl, e sulfato de ambnio. Outro importante fator a ser
avaliado é que a producdo maxima de etanol ocorre apos 12 horas de fermentagdo nos
meios T3, T7, e em 24 horas para o meio T2.

Observou-se que apenas o T2 apresentou producédo de etanol equivalente ao T3 e
T7 no tempo de 12 horas. Desta forma pode-se afirmar que o extrato de farelo de arroz
apresenta potencial para o uso industrial para producdo de bioetanol, apesar de demandar
tempo de fermentagdo um pouco maior para a produ¢do maxima em torno de 25,50 g/L, o
gue refletiu no fator produtividade.

Tabela5 Producéo de etanol em 7 diferentes meios de fermentacéo, nos tempos 12, 24 e
36 horas de fermentacdo

Tratamentos 12 24 36
T1 1,42 cB 2,63 cA 2,79 aC
T2 14,34 bB 25,59 cA 21,83 aA
T3 25,50 aA 19,24 bAB 18,59 bAB
T4 12,69 bA 14,44 aB 16,34 aAB
T5 9,97 bB 14,02aB 13,28 aB
T6 9,88 bB 16,51 aB 16,32 aAB
T7 24,81 aA 21,22 bAB 19,51 bA

Nota: *Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna ndo diferem
entre si pelo teste de tukey a 5% de significancia.

Na Tabela 6 esta apresentada a Anova da concentracdo celular nos 7 diferentes
tratamentos e em relacdo ao tempo de fermentagdo, visto que ocorreu interagdo entre 0s

tratamentos e os tempos de fermentacéo (F = 4,17).
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Tabela 6 Analise de variancia (ANOVA) para crescimento celular em 7 diferentes meios de
fermentacgéo, nos tempos 12, 24 e 36 horas de fermentagéo

Fontes de Variacdo SQ? GL" MQ° Fealculado p-valor
Tratamentos 348,027 6 58,005 822,35 0,00000
Tempo (fermentacéo) 0,502 2 0,251 3,56 0,03743
Tratamentos * fermentacao 3,354 12 0,294 4,17 0,00026
Erro 2,962 42 0,071 - -

Notas: ? soma dos quadrados; bgraus de liberdade; ° quadrados médios.

BN

Em relacdo a concentracdo celular (Tabela 7) verificou-se que o tratamento T3
apresentou maior concentracdo celular nos tempos 12, 24 e 36 horas de fermentacéo,
seguido dos tratamentos T2 e T7, que apresentaram valores muito semelhantes.
Observou-se que ha uma tendéncia de os valores de todos os tratamentos se manterem
constantes e sem diferenga estatistica apos 12 horas de fermentacéo, devido ao consumo
total de agucares nas primeiras 36 horas, para a maior parte dos tratamentos. Isso reflete
diretamente na producdo de bioetanol, em que ocorre a tendéncia de redugdo de

produtividade.

Tabela7 Concentracdo celular em 7 tratamentos com ou sem suplementagéo apos 12, 24,
36 horas de fermentacdo

Tratamentos 12 24 36
T1 1,83 bD 2,82 aC 2,79 aD
T2 7,03 aB 7,06 aB 6,66 aAB
T3 9,11 aA 8,96 aA 8,93 aA
T4 2,56 aC 2,58 aD 2,59 aD
T5 3,47 bBC 3,84 aC 3,58 cB
T6 3,61 aBC 3,62 aC 3,16 cB
T7 7,06 aB 6,55 bAB 6,19 bC

Notas: *Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna nado diferem
entre si pelo teste de tukey a 5% de significancia.
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Parte Il - Avaliacdo da utilizacdo das cascas de arroz para a producao de bioetanol por
sacarificacdo simultanea a fermentacéao (SSF) e sacarificacao e fermentacao

separadas (SFS) empregando Kluyveromyces marxianus ATCC 36907

5.4 Hidrolise enzimética da casca de arroz

Na Figura 14 estdo apresentados os valores de hidrélise enzimética da casca de
arroz submetida a seis diferentes pré-tratamentos, Utilizou-se uma carga enzimética de
40 FPU/g celulose da enzima Cellic®CTec2. A casca submetida aos pré-tratamentos T2, T5
e T4 resultou em valores de 22,16; 21,53 e 13,43 g/L de acgucares redutores (AR),
respectivamente, ao final de 96 horas. O pior desempenho da hidrélise foi observado em T1
(H2S04 1%, 121 °C, 1 h), com a producéo de 4,71 g/L, sendo a menor concentracdo de AR,
gquando comparado aos demais tratamentos, indicando que esse pré-tratamento ndo foi
eficiente em aumentar a acessibilidade enziméatica a celulose da casca de arroz, visto que
este consiste em um dos requisitos para a obtencdo de maiores rendimentos em agucares.

O melhor desempenho da hidrélise foi observado no pré-tratamento T3 (NaOH 2% +
H,0, 5%, 180 rpm, 40 °C-4 h; 60 °C-20 h), com producéo de 51,24 g/L de A.R. Levando-se
em consideracdo esses resultados, fez-se um novo ensaio com a biomassa submetida ao

tratamento T3, desta vez, visando avaliar diferentes cargas enzimaticas.
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Figura 14 Perfil cinético da hidrélise enzimética da celulose de casca de arroz submetida a
diferentes pré-tratamentos: T1 - (H,SO,4 1%, 121 °C), 1 h; T2 - (NaOH 8%, 180
rpm, 40 °C-4 h; 60 °C-20 h); T3 - (NaOH 2% + H,0, 5%, 180 rpm, 40 °C-4 h; 60
°C-20 h); T4 - (H,SO4 1%, 121 °C, 1 h + NaOH 2%, 180 rpm, 40 °C-4 h; 60 °C-20
h); T5 - (NaOH 2%, 121°C; 30 min); T6 - (NaOH 8%, 121°C; 30 min).
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O efeito da carga de Cellic®CTec2 sobre a hidrélise enzimatica da casca de arroz,
avaliado quanto a liberacdo de aclcares redutores, estd representado na Figura 15. Em
relacdo ao tempo de 72 horas, quando houve estabilizacdo na liberacdo dos acucares
redutores, observa-se que o rendimento da hidrolise aumentou em 41,06%, correspondendo

a 70,56g/L de AR liberados quando a carga da enzima passou de 10 para 40 FPU/g de

celulose.
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Figura 15 Liberacdo de acucares redutores (g/L) ao longo de 96 horas de hidrélise da
casca de arroz, utilizando trés diferentes concentragbes de enzima (10, 20, 40
FPU/g de celulose enzima Cellic®CTec2.

A enzima Cellic®CTec2Novozymes vem sendo amplamente empregada na hidrélise
de materiais lignocelulésicos, como pode ser observado em trabalhos de diversos
pesquisadores reportando a hidrélise enzimatica de diferentes materiais como palha de trigo
(CANELLA et al.,2012; RODRIGUES et al.,2015), palha de milho (BRUNECKY et al., 2014),
sabugo de milho (STEVANIE; KARTAWIRIA; ABIMANYU, 2016) e folhas de beterraba
(ARAMRUEANG et al., 2017).

5.5 Andlise da composi¢cdo quimica da casca de arroz in natura

A casca de arroz inicialmente foi submetida aos ensaios experimentais de

caracterizac@o quimica descritos no item 4.9. Os resultados verificados para as amostras do
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material sdo apresentados na Tabela 8, em composicdo percentual dos seus principais

constituintes.

Tabela8 Composi¢do quimica da casca de arroz in natura

Umidade Cinzas Lipideos Proteinas Lignina Hemicelulose Celulose
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Biomassa in natura
8,44 18,94 0,17 2,63 28,21 12,29 38,88
Biomassa pré-tratada*

- - - - 20,54 9,57 47,51

Nota: *(NaOH 2% + H,0, 5%). — : ndo realizado.

Os resultados mostraram que a casca de arroz apresentou um elevado teor de
celulose, correspondendo a maior por¢do da biomassa da casca de arroz 38,88%, enquanto
cinzas, hemicelulose e lignina representaram 18,94% 12,29 e 28,21% respectivamente.
Segundo SAHA; COTTA (2008), a alta concentracdo de lignina e cinzas dificulta a
bioconversao da casca de arroz em etanol.

Os resultados obtidos da composicao quimica casca de arroz in natura foram
comparados com trabalhos descritos na literatura, os quais encontraram valores de,
aproximadamente, 25 - 35 % de celulose, 18 - 31,17 % de hemicelulose e 17,2 - 31% de
lignina (AZEVEDO et al., 2016; LUDUENA et al.,2011; ABBAS; ANSUMALLI, 2010; BAKAR;
PUTRAJAYA; ABDULAZIZ, 2010). Essas diferencas de valor podem ocorrer devido a
variabilidade natural da composicéo quimica entre cultivares, época de plantio e ou colheita,
qualidade do produto ou até mesmo ao método de analise utilizado.

Para a biomassa pré-tratada, o valor de celulose aumentou consideravelmente em
relagdo a biomassa in natura, enquanto que hemicelulose e lignina diminuiram, indicando
solubilizacdo hemicelulésica e de lignina, o que é desejavel, pois neste estudo o objetivo € a
producdo de etanol de segunda geracédo através da fracao celulésica. Quanto menor o teor
de hemicelulose e lignina melhor a degrabilidade enzimatica da celulose. As hemiceluloses
atuam como uma barreira fisica que dificulta hidrélise enzimatica pelo fato de estarem
alojadas entre e envolvendo as microfibrilas de celulose nas paredes celulares secundarias
(ZHU et al., 2010). Enquanto a lignina, naturalmente, inibe o acesso de enzimas celuloliticas
por formar uma barreira fisica que impede e compete por enzimas, causando adsorcao
ndo-produtiva e as desativando (XIMENES et al.,2011), a remogao de lignina pode reduzir
ou eliminar a inibicdo da hidrélise enzimética da celulose (YANG et al., 2004).

Ainda em relacdo aos resultados apresentados na Tabela 8, observa-se que a fracao
de celulose é consideravelmente superior a da hemicelulose na biomassa pré-tratada, o que
mostra que pode ser interessante para a producdo de etanol, j& que em sua composi¢cao ha

uma quantidade significativa de acucares.
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Com o pré-tratamento NaOH 2% + H,0O, 5%, o aumento de celulose foi de 22,20%.
As reducdes totais no contetdo percentual hemiceluldsico e de lignina foram de 22,13% e
27,20%, respectivamente. Os valores de remocgdo observados podem ser considerados
altos e satisfatérios, principalmente para a lignina, pois a deslignificacdo € essencial para a
hidrélise enzimatica subsequente, pois melhora a acessibilidade das enzimas a celulose
(REYES et al.,1998). A utilizacdo do NaOH e H,0O, na deslignificacao foi relatada por Xu et
al. (2010) e Barcelos et al. (2013), visto que ocorre uma maior eficiéncia na sacarificacdo
enzimatica, disponibilidades de acucares e diminuicdo da carga enzimatica no processo de
hidrolise.

Valores superiores de remocdo de lignina e hemicelulose foram obtidos por
Assumpcao et al., (2016), ao submeterem o0 baga¢o de cana-de-agucar ao pré-tratamento
combinado com &acido sulfurico diluido 1,45% (v/v), seguido da deslignificacdo com peroxido
de hidrogénio 7,5% (v/v) e hidroxido de sodio 4,0% (v/v), A caracterizacdo quimica foi
realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), por fibra detergente neutro
(FDN) e por fibra detergente acido (FDA). O pré-tratamento removeu 85,5% de lignina e
70,7% de hemicelulose. A cadeia celulésica foi preservada em 39,5 % e 45,1% pelas
técnicas CLAE e FDA/FDN.

Sukumaran et al. (2009) estudaram pré-tratamento acido e basico para posterior
hidrélise enzimatica da palha de arroz e bagaco de cana-de-acucar, utilizando HCI 0,1 M e
NaOH 0,1 M, 121 °C por uma hora em autoclave. Verificaram que a deslignificacdo alcalina
apresentou o maior rendimento em acuUcares fermentesciveis. Em comparacao ao
tratamento acido, a palha de arroz obteve maior rendimento em acucares redutores em
relagdo a cana-de-acgucar.

Diaz et al. (2013) avaliaram o pré-tratamento alcalino com per6xido de hidrogénio
para a conversdo da casca de arroz em acgulcares simples através da hidrolise enzimatica
para a produgdo subsequente de etanol. Utilizaram trés concentracdes 2,5, 5 e 7,5% (w/v),
90 °C, por duas horas. A concentragdo de peréxido de hidrogénio mostrou um efeito positivo
na degradacéo da estrutura lignocelulésica da casca de arroz, proporcionando maior acesso
as enzimas. Assim, melhores rendimentos (soma do pré-tratamento e rendimentos de
hidrélise) foram obtidos quando foi utilizada a concentracdo de 7,5%, obtendo um
rendimento total de 86,48%.

5.5.1 Analise da casca de arroz por espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)
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Na Figura 16 e Tabela 9 encontra-se representado o espectro de analises de FTIR
da casca de arroz in natura e pré-tratada (T3), com exposi¢ao ao hidroxido de sédio (NaOH)
2% e peroéxido de hidrogénio (H,0,) 5%.

No espectro FTIR foi avaliada a regido 4000-500 cm™, com o objetivo de avaliar
mudancas da casca de arroz provenientes do pré-tratamento da biomassa.

No presente estudo, verificou-se um pico inicial com frequéncia de 2994 cm™,
evidenciando a presenca de estruturas quimicas que apresentam ligacdes tipo O-H e C-H,
essas ligacdes estdo representadas nas regides que vai de 2700 cm™ a 3200 cm™. O
estiramento O-H representa que o pré-tratamento alcalino quebrou as ligacdes O-H da
extremidade nao redutora da cadeia da celulose e hemicelulose. Ocorrem também picos de
vibracéo de 1523 cm™, evidenciando a presenca de lignina (C=C) e nas vibracdes 920 e 829
ocorre presenca de silica (O-Si-O).

Biomassa pré-tratada
Biomassa in natura

Transmitancia (%)

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (cm™")

Figura 16 Espectro FTIR da casca de arroz in natura e pré-tratada (H,O, 5% + NaOH 2%).

Os resultados do presente estudo estdo de acordo com os relatados na literatura
(Tabela 9), de acordo com Rosa et al. (2010); Em Shi et al. (2012), os agrupamentos C-C e
C-O-C com intensidade entre 1115 e 1155 cm™sugerem a presenca de hemicelulose.
Bandas com intensidade em 1420 cm™ e 1430 cm™ sdo importantes para identificar os
componentes da celulose, correspondentes a estrutura amorfa e cristalina (BAHRIN et al.
2012). As bandas com intensidade de 1523 cm™ sdo caracteristicas do anel aromatico da
lignina (SAVAGAN; 2010; SAMIR; BERGLUND et al. 2010). As bandas de intensidade 808
cm® e 1100 cm™, indicam a presenca de silica (O-Si-O) (BAHRIN et al., 2012; SWANN;
PATWARDHAN, 2011) Tabela 9).
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Tabela 9 Indicacdo das bandas e componentes da biomassa lignoceluldsica
Comprimento

de onda (cm™) Vibracao Componente Referéncias

808 e 1100 0-Si-O Silica Bahrin et al., 2012,
Swann; Patwardhan,
2011.

1510 Cc=C Lignina Savagan; Samir; Berglund
et al.,2010;

1420 e 1430 C-0-C Celulose Yunus et al.,2012; Bahrin
etal., 2012

1115 e 1155 C-C e C-O-C Hemicelulose Rosa et al., 2010; Shi et
al., 2012.

2923 C-H Compostos orgéanicos: Sdcrates, 2004

celulose, hemicelulose e lignina

Fonte: Souza (2014), com adaptacdes.

5.5.2 Cascas de arroz in natura e pré-tratada em microscopia eletrénica de varredura
(MEV)

As cascas de arroz in natura e submetidas a pré-tratamento alcalino com hidréxido
de sédio 2% (NaOH) e perdxido de hidrogénio 5% (H,O,) foram submetidas a analise de
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) para verificar as mudangas estruturais na
analise estrutural da casca do arroz in natura (Figura 17 A, C; Figura 18 A, C).
Encontraram-se fragmentos com abundante deposicdo de silica e compacta organizacéo
celular. J4 na casca de arroz submetida ao pré-tratamento (Figura 17 B, D; Figura 18 B, D),
observou-se remocgédo dos depositos de silica (Figura 17 D; Figura 18 B, D), além da
descompactacgao das células superficiais e desorganizagédo das microfibrilas de celulose nas

paredes celulares, com a ocorréncia de fissuras e poros (Figura 18 B, D).
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Figura 17 Micrografias da casca de arroz reduzidas a particulas de 50 mesh, obtidas por
MEV. (A) in natura em aumento de 100 vezes; (C) in natura em aumento de
200 vezes; pré-tratada em aumento de 100 vezes (B); pré-tratada em aumento
de 200 vezes (D).
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Figura 18 Micrografias da casca de arroz reduzidas a particulas de 50 mesh, obtidas por
MEV. (A) in natura em aumento de 500 vezes; (C) in natura em aumento de
2000 vezes; pré-tratada em aumento de 500 vezes (B); pré-tratada em aumento
de 2000 vezes (D).

5.6  Sacarificacao simultanea a fermentacao (SSF)

Na Figura 19 estdo demonstrados os perfis de consumo de glicose, celobiose, xilose,
e producédo de etanol durante a SSF da casca de arroz pré-tratada com hidréxido de sddio
2% (NaOH) e peroxido de hidrogénio 5% (H,O,), utilizando-se a levedura K. marxianus nos
diferentes meios de cultura, empregando 40 FPU/g de celulase. No processo de
sacarificacdo e fermentacdo simultdneas (SSF), diferentemente do processo de
sacarificacdo e fermentacdo separadas (SFS), a hidrolise e a fermentacdo ocorrem
simultaneamente. Entretanto, antes de inocular a levedura e iniciar a fermentacdo, a
biomassa foi submetida a uma pré-hidrélise, durante 4 horas. A funcao da pré-hidrolise é
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fornecer uma fonte de carbono inicial para a levedura, uma vez que a biomassa esta na
forma de polimero que ndo é uma fonte de carbono diretamente fermentescivel.

Observa-se que a concentracdo de glicose liberada no meio pela acdo das enzimas
se manteve praticamente nula partir do tempo 12 horas, ndo sendo possivel detectar a
concentracdo de glicose por CLAE, até as 96 horas da SSF, devido a elevada taxa de
consumo deste acglcar pela levedura K. marxianus. Apds a adicdo do inéculo observou-se
que o perfil de consumo de glicose foi coincidente com a producdo de etanol pela levedura
K. marxianus. A glicose presente no meio foi totalmente consumida em 12 horas,
apresentando em 24 horas a maxima producao de etanol de 10,21, 10,05, e 9,78 g/L, nos
tratamentos T1, T2 e T3, respectivamente, com um comportamento semelhante entre os
trés tratamentos.

O consumo de celobiose foi em média de 6,51%, ja a xilose teve um maior consumo,
35,48% em média nos trés tratamentos.

Ao se comparar a cinética do comportamento da producédo de etanol por SSF nos
meios testados, representada na Figura 19, é possivel notar a semelhanca entre os trés
tratamentos. Os resultados estatisticos ANOVA (Tabela 13), corroboram o que foi exposto
anteriormente, pois ndo apontaram a existéncia de diferencas significativas entre os
tratamentos, indicando que o extrato de farelo de arroz pode ser usado como fonte de
nutriente sem que ocorram prejuizos a producao de etanol, quando comparado aos
nutrientes do meio YMP.

Em estudo realizado utilizando a cepa de K. marxianus CBS712, cultivada em meio
contendo glicose e xilose como fonte de carbono, a fermentagc&o do etanol e 0 consumo de
acucar foram verificados sob diferentes fontes de oxigénio (1,75%, 11,00% e 20,95% de O,).
Ao diminuir a quantidade de oxigénio, tanto a producdo de biomassa como a taxa de
utilizacdo de acgucar foram progressivamente reduzidas. Em todas as condi¢des testadas, o
consumo de xilose acompanhou o esgotamento da glicose (SIGNORI et al., 2014). No
entanto, no presente trabalho esse comportamento ndo foi observado visto que, para
12 horas, a glicose foi sendo consumida a medida que foi sendo liberada pela enzima.

Cabe-se ressaltar que o etanol foi provavelmente produzido a partir da glicose
liberada, pois ndo se observou consumo significante de xilose e celobiose (Figura 19).

Nachaiwieng et al. (2015) utilizaram em seu estudo a levedura Kluyveromyces
marxianus CK8, utilizando como substrato casca de arroz a 9,44 (p/v), 45 °C, pH 4,2 por
96 horas de fermentacdo, na sacarificacao simultanea a fermentacdo (SSF) e sacarificacao
em separado (SFS) e obtiveram uma producdo de etanol de 15,40 g/L e 10,80 g/L,
respectivamente, valores semelhantes aos observados neste estudo.

Castro e Roberto (2014), quando estudaram o processo de SSF da palha de arroz

pré-tratada com &cido utilizando as leveduras K. marxianus NRRL Y- 6860 e
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Saccharomyces cerevisiae a 30 e 45 °C, verificaram que K. marxianus NRRL Y- 6860
obteve uma maior eficiéncia, produzindo 21,5 g/L de etanol a partir de 51,3 g/L de glicose.

O processo SSF utilizando a levedura K. marxianus com uma concentragéo de palha
de cevada 16% (p/v), em duas diferentes temperaturas 35 e 45 °C, resultou em uma
producdo de etanol 22,2 g/ L e 34,3 g/L, respectivamente, em um periodo de 24 horas
(KANG et al., 2012).

Os resultados obtidos neste trabalho sdo menores que os obtidos por Camargo,
Gomes e Sene (2014) que, ao utilizarem a mesma cepa K. marxianus ATCC 36907,
obtiveram 27,88 g/L de etanol durante a SSF, empregando farelo de girassol.

LIN et al. (2013) avaliaram a producdo de etanol a partir do bagaco de cana
pré-tratada com NaOH por SSF utilizando K. marxianus, em que analisaram inicialmente a
influéncia da temperatura (37, 42 e 45 °C). O experimento foi realizado em frascos
Erlenmeyer. Obtiveram, para as temperaturas 37, 42 e 45°C, concentragbes de etanol de
28,7, 26,5 e 23,7 g/L, respectivamente. Na segunda etapa, realizaram o experimento em
biorreator a 42 °C, tendo como resposta maior concentracdo de etanol, 24,6 g/L, apés
72 horas de fermentacao.
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Figura 19 Variacdo das concentracGes de glicose, celobiose, xilose e producdo de etanol
na SSF da casca de arroz pré-tratada por K. marxianus ATCC 36907 em meio
suplementado com YMP (T1); meio suplementado com farelo de arroz (T2); e
meio suplementado com farelo de arroz + CaCl, + sulfato de amonio (T3).
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5.6.1 Formacéo de subprodutos

Além da producdo de etanol para os diferentes meios, também foi avaliada a
producao de acido acético e glicerol por K. marxianus durante a SSF, cujos resultados estédo
demonstrados na Figura 20. As concentracbes de 4&cido acético aumentaram
gradativamente, durante a fermentacédo, alcancando valores de 1,42, 1,54, 1,63 g/L ao final
de 96 horas para os tratamentos T1, T2 e T3. Observou-se também uma pequena producdo
de glicerol no inicio, alcancando valores de 1,09, 0,96 e 0,95 g/L nos tratamentos T1, T2 e
T3, respectivamente.

Camargo, Gomes e Sene (2014) também observaram a formacéo de glicerol (0,96-
2,62 g/L) como subprodutos, durante a SSF utilizando a levedura K. marxianus ATCC 36907
para a producdo de etanol, empregando a biomassa de farelo de girassol (8%) pré-tratada
com 6% H,SO, (m/v), 121 C, por 20 min.

Tavares et al. (2018) verificaram uma pequena producdo de &acido acético, quando
utilizaram a levedura K. marxianus para a producdo de etanol utilizando 90 g/L de glicose,
com concentragdo maxima de 1,5 g/l, permanecendo constante apdés 24 horas de
fermentacéo.

Embora a formacédo de acido acético sempre venha acompanhada do decréscimo do
pH, no presente trabalho, por ter sido utilizado meio tamponado, ndo houve variagdo do pH
(dados ndo mostrados).
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Figura 20 Concentragdo de acido acético e glicerol em SSF de casca de arroz pré-tratada
por K. marxianus 36907 em meio suplementado com YMP (T1); meio
suplementado com farelo de arroz (T2); e meio suplementado com farelo de
arroz + Cacl, + sulfato de aménio (T3).
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5.6.2 Parametros fermentativos

Na Tabela 10 estdo demonstrados os parametros fermentativos da SSF. A maior
producdo de etanol foi alcancada em 24 horas de fermentacdo nos trés tratamentos, sendo
que T1 apresentou a maior concentracao de etanol (10,24 g/L). A produtividade volumétrica
maxima em etanol (Qp) de 0,61 g/L.h foi observada no tratamento T3, em 12 horas, seguido
de T1l e T2, também em 12 horas. Os rendimentos maximos em etanol (Yp/s) ficaram bem
préximos entre 0s meios avaliados, tendo sido observados em 24 horas. Os valores de
parametros fermentativos do processo de SSF através da casca de arroz pela levedura K.
marxianus estdo demonstrados na Tabela 10, pela comparagcdo somente entre 12 e
24 horas de fermentacgéo, periodo em que a producgdo foi maior para os trés tratamentos em
todos os parametros estudados, embora o0 processo tenha sido monitorado por 96 horas. A
partir de 24 horas, observou-se consumo de etanol pela levedura, mesmo comportamento
observado na parte | deste trabalho (Figura 9).

Castro e Roberto (2014), ao estudarem a sacarificacdo simultanea a fermentacao de
palha de arroz pré-tratada com acido, a 30 e 45 °C, utilizaram K. marxianus NRRL Y-6860 e
encontraram valores maximos de Yps 0,44 e 0,24 glg, Qp 3,63 e 3,63 g/L.h,

respectivamente.

Tabela 10 Parametros fermentativos e maxima produgé@o de etanol durante o processo de
sacarificacdo simultanea a fermentacao (SSF) de casca de arroz pré-tratada com
K. marxianus ATCC 36907

Tratamento T1 T2 T3
Fermentacéo (h)® 12 (h) 24 (h) 12 (h) 24 (h) 12 (h) 24 (h)
Etanol (g/L) 6,96 10,21 6,64 10,05 7,24 9,78
Glicose residual (g/L) 0,29 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Yeis (9/9) 0,36 0,51 0,35 0,52 0,37 0,51
Qr (g/L.h) 0,58 0,43 0,55 0,42 0,61 0,41

Notas: “tempo em que foi observada a maior concentragdo de etanol;
Yps: fator de conversao de glicose potencial em etanol;
Qr: produtividade volumétrica total em etanol considerando o tempo de fermentacao;
T1: tratamento com meio suplementado com YMP;
T2: tratamento com meio suplementado com farelo de arroz;

T3: tratamento com meio suplementado com farelo de arroz + CacCl, + sulfato de aménio.
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5.7 Sacarificacdo e fermentacdo separadas (SFS)

5.7.1 Pré-sacarificacao

Na Figura 21 esta representada a formacdo de aglUcares na pré-sacarificacdo da
casca de arroz, realizada a 50 °C, 150 rpm, por um periodo de 72 horas. Nota-se que houve
um aumento da concentracdo de glicose com o decorrer do tempo, passando de 20,41 g/L
em meio suplementado com farelo de arroz (T2), 20,42 g/L em meio suplementado com
farelo de arroz + CaCl, + sulfato de amoénio (T2) e 22,15 (g/L) em meio YMP (T1) com 4
horas de processo para 63,92, 62,88, 62,97 (g/L), respectivamente, no final das 72 horas. O
aumento na concentragdo de glicose foi semelhante entre os tratamentos, durante todo o
periodo. Entre 60 e 72 horas a concentracdo de glicose foi constante, indicando o fim do
processo de pré-sacarificacdo. O comportamento da liberacao da xilose foi semelhante para
0s meios testados, com uma concentragdo maxima final de, aproximadamente, 6,4 g/L. No
entanto, com relagdo a celobiose, verificou-se uma menor liberacdo quando se utilizou a
biomassa pré-tratada em meio T2. Diferentemente da glicose e xilose, a liberacdo da
celobiose se estabilizou apds 24 horas, permanecendo constante até o final de 72 horas.

A biomassa pré-tratada com H,O, 5% + NaOH 2% se mostrou adequada para a
sacarificagdo enzimatica e a enzima mostrou ndo sofrer interferéncia negativa pelos
nutrientes do meio.

Diaz et al. (2013) avaliaram o pré-tratamento alcalino com peroxido de hidrogénio
para a conversdo da casca de arroz em acgulcares simples através da hidrolise enzimatica
para a producdo subsequente de etanol. Utilizaram trés concentragdes, 2,5, 5 e 7,5% (w/v),
temperatura 90 °C, por duas horas. A concentracdo de peroxido de hidrogénio mostrou um
efeito positivo na degradacgéo da estrutura lignocelulésica da casca de arroz, proporcionando
maior acesso as enzimas. Assim, melhores rendimentos (soma do pré-tratamento e
rendimentos de hidrolise) foram obtidos quando se utilizou a concentragéo de 7,5% com um
rendimento total de 86,48%.

A presenca de agUcares na casca de arroz € fundamental para alcangar o
rendimento de etanol desejado de K. marxianus durante a fermentagédo. Considerando que
as leveduras requerem uma variedade de substancias para a sintese de material celular e
energia (como carbono, oxigénio, nitrogénio), a presenca desses nutrientes € importante
para um bom desempenho do microrganismo nos processos de fermentacdo (FERREIRA et
al., 2011).
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Figura 21 Concentragdo (g/L) de glicose, celobiose e xilose em fungédo do tempo de pré-
sacarificagdo da biomassa pré-tratada em meio YMP (T1); suplementado com
farelo de arroz (T2); meio suplementado com farelo de arroz + CaCl, + sulfato de
amonio (T3).

As maiores velocidades de liberacdo de acUcares obtidas foram registradas nas
primeiras 4 horas de reacdo, demonstrando que a eficiéncia do processo de
pré-sacarificagdo quanto a estabilidade da enzima, concentracdo de produto liberado e
ocorréncia ou ndo de inibicdo depende do tempo de reacao.

Diante disso, ao se avaliar a etapa da pré-sacarificagdo, quanto ao rendimento de
acucares em relagdo ao tempo, determinou-se o melhor momento para inocular a levedura e
iniciar a fermentacéo. Definiu-se esse tempo como 72 horas, pois, foi nesse momento que a
concentracdo de glicose atingiu maior valor, conforme experimentos prévios realizados,

descritos no item 5.4.

5.7.2 Sacarificagéo e fermentacdo separadas (SFS)

Na Figura 22, pode-se observar que no inicio do processo fermentativo havia uma
grande concentracao de glicose (aproximadamente 63 g/L). A maxima producédo de etanol
ocorreu no tempo 24 horas, 13,08 g/L, quando a concentracdo de glicose ja era
praticamente nula, indicando utilizacdo de todo substrato. Caso 0 processo ocorresse por
mais tempo, ndo aumentaria a producdo de etanol, pois ndo havia mais glicose no meio

para ser fermentada. No momento em que toda a glicose é consumida, a atuacédo da
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levedura diminui e a producdo de etanol se estabiliza. Com o passar do tempo, a taxa de
fermentacg&o diminui e a levedura, ndo tendo mais glicose para consumir, comeca a utilizar o
etanol como fonte de carbono para sua manutengéo.

O rapido consumo de glicose na SFS do presente trabalho também ja foi observado
por outros autores em estudos com a palha de arroz (CASTRO; ROBERTO, 2014) e bagaco
de maca (RODRIGUES et al., 2011). Castro (2014) verificou o consumo de 100% de glicose
por K. marxianus NRRL Y-6860 foi verificado no hidrolisado celulésico da palha de arroz
obtido por hidrélise enzimatica.

O consumo de etanol também foi verificado durante a SSF (Figura 19) e também na
parte | deste trabalho (Figura 10), conforme ja comentado.

O perfil cinético da producédo etanol foi semelhante ao da SSF, com concentracdes

maximas observadas em 24 horas e consumo de etanol a partir desse periodo.
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Figura 22 Variacdo das concentracfes de glicose, celobiose, xilose e producdo de etanol
durante a SFS da casca de arroz pré-tratada por K. marxianus ATCC 36907 em
meio suplementado com YMP (T1); meio suplementado com farelo de arroz (T2);
e meio suplementado com farelo de arroz + CaCl, + sulfato de aménio (T3).
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5.7.3 Formacéo de subprodutos

Os resultados da producgéo de &cido acético e glicerol na SFS por K. marxianus estéo
apresentados na Figura 23 e mostram que a producao de &cido acético no processo de SFS
foi maior quando comparada a SSF, no qual obteve produ¢cdo méaxima de 1,63 g/L de acido
acético no tratamento em meio suplementado com farelo de arroz + CacCl, + sulfato de
amonio (T2). As concentracdes de &cido acético foram de 2,71, 2,81 e 3,31 g/L no tempo
inicial, alcancando valores de 3,49, 3,41 e 4,22 g/L, em 72 horas de fermentacdo, para 0s
tratamentos T1, T2 e T3, respectivamente, valores superiores aos verificados na SSF.
Wilkins et al. (2008) também relataram a formacdo de cerca de 2 g/L de &cido acético
gquando K. marxianus IMB 4 foi cultivada em meio contendo 20 g/L de glicose e xilose em
SSF.

Observou-se que, a partir de 36 horas, houve formacgéo de glicerol e, ao final da
fermentagdo, uma concentragdo de 0,51, 0,50 e 0,22 g/L estava presente nos tratamentos

T1, T2 E T3, respectivamente, valores inferiores aos verificados na SSF.
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Figura 23 Concentracdo de acido acético e glicerol durante a SFS da casca de arroz pré-
tratada por K. marxianusATCC 36907 em meio suplementado com YMP (T1);
meio suplementado com farelo de arroz (T2); meio suplementado com farelo de
arroz + CacCl, + sulfato de aménio (T3).

Na Tabela 11 estdo demonstrados os parametros fermentativos obtidos na SFS, para

os tratamentos T1, T2 e T3. Os resultados mais satisfatérios, em termos de producdo de
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etanol, foram observados em 24 horas de fermentacdo, com um maximo de 13,08 g/L,
observado para T3. O valor méximo de produtividade foi observado para T2 (0,96 g/L.h),
com 12 horas de fermentacéo.

Com relacado ao rendimento em etanol Ygis ( 9/g) € Qp (g/L.h) os valores observados

encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11 Paradmetros fermentativos e maxima producao de etanol durante o processo de
sacarificacdo simultdnea a fermentacao (SFS) de casca de arroz pré-tratada com
K. marxianusATCC 36907

Tratamento T1 T2 T3

Fermentacao (h)® 12 (h) 24 (h) 12 (h) 24 (h) 12 (h) 24 (h)
Etanol (g/L) 9,63 11,36 11,61 12,96 10,51 13,08
Glicose residual (g/L) 0,58 0,41 0,61 0,11 0,42 0,20
Yris (0/9) 0,15 0,18 0,19 0,21 0,17 0,21
Qr (g/L.h) 0,80 0,47 0,96 0,54 0,88 0,55

Notas: ®tempo em que foi observada a maior concentragéo de etanol;
Yrs: fator de converséo de glicose potencial em etanol;
Qp: produtividade volumétrica total em etanol considerando o tempo de fermentacao;
T1: tratamento com meio suplementado com YMP;
T2: tratamento com meio suplementado com farelo de arroz;

T3: tratamento com meio suplementado com farelo de arroz + CacCl, + sulfato de amdnio.

5.8 Comparacdo da producgéo de etanol entre os métodos SSF e SFS

Diante dos resultados obtidos nas diferentes estratégias de sacarificacdo e
fermentagdo empregando K. marxianus ATCC 36907, considerou-se importante realizar
uma comparacdo da producdo de etanol entre elas, apresentada na Figura 24.

O perfil fermentativo apresentado pelo método SSF foi similar ao observado no
método SFS, em que grande parte do substrato foi consumido nas primeiras 12 horas de
fermentacdo, apesar de que no método SFS a concentracao inicial de glicose tenha sido
muito superior, aproximadamente 60 g/L na SFS e 20 g/L na SSF. Entretanto, a maior
producdo de etanol foi observada apdés 24 horas de fermentacdo, com a méaxima
concentracdo de etanol de 11,61 g/L na SSF e 13,06 g/L na SFS. E importante ressaltar que
mesmo com uma concentracao inicial maior de agucar, ndo houve producao significativa de
etanol, com rendimentos (Yps) baixos, variando entre 0,15 a 0,20 g/g.

Saha e Cotta (2008) avaliaram a producdo de etanol por Escherichia coli em casca
de arroz 15 % (p/p) pré-tratada com 7,5% de H,O, (v/v), pH 6,5, 35 °C em 24 horas no

processo de sacarificagdo simultanea a fermentacdo (SSF), no processo sacarificacdo e
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fermentacdo separados (SFS) realizados a 45 °C e pH 5,0 por 48 horas, obtendo a
concentracdo de etanol de 8,2 na SSF e 8,0 g/L na SFS, resultados inferiores aos
encontrados no presente experimento que foram de 10,21 e 13,07 g/L na SSF e SFS,
respectivamente.

GARCIA-APARICIO et al. (2011) estudaram a palha de cevada pré-tratada por
exploséo a vapor com diferentes cargas de substrato (2-15 % m/v), utilizando a levedura K.
marxianus CECT 10875 em processos de SFS e SSF. No processo SFS a 42 °C com
concentracao inicial de glicose de 56,4 g/L, os autores obtiveram maior concentracdo de
etanol de 23 g/L, apdés 72 horas de fermentacdo com carga de 15 % de substrato, com a
mesma carga ao avaliarem o processo SSF a concentracdo de etanol aumentou para
29 g/L.

Dahnum et al. (2015) estudaram o desempenho dos processos de SSF e SFS para a
obtencgéo do etanol a partir de cascas de frutas, avaliaram diferentes cargas enzimaticas (10
20, 30 e 40 FPU/g de biomassa). Os experimentos foram realizados em frascos Erlenmeyer
agitados. Os resultados demonstraram que, quando se utilizou a maior carga enzimatica
(40 FPU), foi produzido 6,05 % de etanol em 24 horas de fermentacdo pelo processo SSF e
4,74% de etanol, em 72 horas de fermentacéo pelo processo SFS. Portanto, nesse trabalho,
considerou-se que o método SSF € mais eficiente devido a rdpida producdo e maior

concentracao de etanol produzido.
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Figura 24 Comparacao da concentragdo maxima de etanol nos processos de sacarificagao
simultanea a fermentacdo (SSF) e sacarificacdo e fermentacdo separadas
(SFS).

Por meio de analise estatistica (Tabela 12), observou-se que ndo ocorreu interacao
das variaveis de SSF e SFS e tratamentos com diferentes meios (F = 3,516). Deste modo,
as variaveis foram analisadas de forma independente, verificando que o0s processos

utilizados para sacarificacdo apresentaram niveis de significancia (F = 48,109).
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Tabela 12 Analise de variancia (ANOVA) para andlise da produtividade volumeétricas
méaximas dos processos em SFS (sacarificacdo e fermentagéo separadas) e SSF
(sacarificacéo e fermentacdo simultaneas) em 24 de fermentacdo comparando
os diferentes meios de cultura

Fontes de Variacao sQ? GLb MQc F calculado p-valor
Fermentagéo 36,089 1 36,089 48,109 0,00002
Nutrientes 2,467 2 1,233 1,644 0,220
Fermentag&o * Nutrientes 5,275 2 2,637 3,516 0,051
Erro 13,503 18 0,750

Nota: ?soma dos quadrados; bgraus de liberdade; © quadrados médios.

Na SFS parte do agucar consumido foi direcionada para uma maior producdo de
acido acético. Em ambos os processos, verificou-se a importancia de encerrar a producéo
em 24 horas, pois, a partir desse momento, o etanol passa a ser consumido. Quanto a
producado de biomassa, estd ndo péde ser monitorada devido a turbidez do meio e presenca
de particulas de biomassa que dificultaram a andlise por turbidimetria e contagem
microscopica.

Em relagdo a produgdo maxima de etanol (Tabela 13), verificou-se que a SFS
apresentou maior producdo de etanol em todos os tratamentos, no entanto, apenas nos

tratamentos T2 e T3 houve diferenca estatistica entre os dois processos de fermentacao.

Tabela 13 Andlise de variancia (ANOVA) para analise da producao maxima de etanol dos
processos em SFS (sacarificagdo e fermentacdo separadas) e SSF
(sacarificacéo e fermentacdo simultdneas) em 24 de fermentacéo

Tratamentos T1 T2 T3
SSF 10,21 aA 10,04 aB 9,78 aB
SFS 11,36 aA 12,96 aA 13,07 aA*

Notas: *Medias seguidas de mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia;

T1: tratamento com meio YMP;
T2: tratamento com meio suplementado com farelo de arroz;

T3: tratamento com meio suplementado com farelo de arroz + CacCl, + sulfato de aménio
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CONCLUSOES

Ao avaliar o farelo e a casca de arroz como matérias primas para a producdo de

etanol de segunda geracao, conclui-se que:

A levedura K. marxianus, quando cultivada em meio suplementado com extrato
hidrossoluvel de farelo de arroz e meio suplementado com farelo de arroz + CaCl, +
sulfato de aménio teve desempenho semelhante ao meio comercial YMP, com
concentracdes maximas de etanol de 25,50, 25,0 e 24,88 g/L, respectivamente;

O pré-tratamento alcalino NaOH 2% + H,O, 5% foi o que proporcionou maior
recuperacao de celulose;

O farelo de arroz mostrou-se uma fonte viavel e de baixo custo de nitrogénio para o
crescimento e producdo de etanol por K. marxianus, podendo, portanto, ser utilizada
em substituicdo ao YMP;

O perfil fermentativo apresentado pelo método SSF foi similar ao observado no
método SFS, em que grande parte da glicose liberada foi consumida nas primeiras
12 horas de fermentacdo. Entretanto, a maior produgéo de etanol foi observada apos
24 horas de fermentagdo, com a maxima concentragdo de etanol de 11,61 g/L na
SSF e 13,06 g/L na SFS. Em ambas as técnicas, SSF e SFS, observou-se consumo
de etanol apds 24 horas, devido ao esgotamento da glicose, embora outras fontes de
carbono como xilose e celobiose ainda estivessem presentes no meio;

Os rendimentos Yp;s foram menores na SFS do que na SSF, provavelmente porque o
substrato foi direcionado para maior producdo de acido acético e biomassa na SSF
N&o foram observadas diferencas nos rendimentos quanto aos nutrientes YMP,
farelo de arroz, e farelo de arroz + CaCl, + sulfato de amonio utilizados na SSF e
SFS;

A casca de arroz mostrou-se uma biomassa alternativa para producdo de etanol por
K. marxianus pelos métodos SSF e SFS, em meio suplementado com farelo de arroz
ou YMP.
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7 CONSIDERAGCOES FINAIS

Os resultados obtidos para a composicdo quimica da casca de arroz foram
semelhantes aos disponiveis na literatura. Estes resultados revelaram um alto teor de
celulose, fator importantes para o bom desempenho na producdo de etanol de segunda
geracao.

O pré-tratamento alcalino foi bastante eficiente na separacdo dos trés principais
componentes da casca do arroz, pois, além de promover uma maior solubilizacdo das
hemiceluloses e boa recuperacdo de glicose ap6s o pré-tratamento, aumentou a
acessibilidade da celulose, fator importante para maximizar o rendimento na producdo de
etanol celulésico.

Entretanto, ainda se faz necessario avaliar diferentes pré-tratamentos na casca de
arroz que possibilitem aumentar a acessibilidade da celulose as enzimas, visando aumentar
o rendimento da hidrélise, promovendo maior liberacdo da glicose a partir da casca de arroz.

Avaliar outros fatores que interferem na producdo de etanol por K. marxianus ATCC
36907, tanto em meio sintético quanto a partir da casca de arroz, tais como: tolerancia ao
etanol, necessidades nutricionais e um estudo mais aprofundado sobre as condi¢cdes de

oxigenagao requerida por esta levedura.
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