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RESUMO

ESTRATEGIAS VISANDO A MELHORIA DA PRODUGAO DE ETANOL POR
Kluyveromyces marxianus PELO PROCESSO DE SACARIFICAGAO SIMULTANEA A
FERMENTAGCAO DE CASCAS DE ARROZ

A casca de arroz € um residuo proveniente do beneficiamento do arroz, sendo um
subproduto abundante em paises produtores do cereal. Por apresentar teores consideraveis
de celulose em sua composicido, € uma potencial matéria-prima para utilizagdo em varios
bioprocessos, como a producao de etanol. No entanto, varios desafios técnicos precisam ser
superados a fim de tornar o processo de produgdo de etanol de segunda geracdo
economicamente viavel e competitivo. Nesse contexto, o processo de sacarificacao,
simultanea a fermentagcdo (SSF), associado ao aumento da concentragdo de sdlidos, bem
como a utilizagao de surfactantes na hidrolise enzimatica, em processos fermentativos, que
empregam biomassa lignocelulésica, sdo estratégias promissoras para a obtencido de
maiores rendimentos de agucares e, consequentemente, de etanol. Sendo assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar diferentes estratégias, a fim de obter melhoria na producao de
etanol, a partir da fragdo de celulose presente na casca de arroz, utilizando a levedura
termotolerante Kluyveromyces marxianus ATCC 36907. A primeira estratégia consistiu em
realizar a SSF em batelada alimentada, objetivando o aumento da carga de sélidos; a
segunda foi avaliar o efeito da adicdo de surfactantes ndo iGnicos durante a hidrdlise
enzimatica no processo de SSF. Primeiramente, a biomassa de casca de arroz foi
submetida a caracterizagdo quimica quanto aos teores de celulose, hemicelulose e lignina,
antes e apos pré-tratamento alcalino com hidréxido de sédio (NaOH) 8% (m/v). A casca de
arroz tratada foi submetida a hidrélise enzimatica com diferentes cargas enzimaticas (5, 11 e
22 FPU/Qeewiose) € 10% de sélidos (m/v), a fim de determinar a condicao com maior liberagao
de acucares redutores para posterior utilizacdo na SSF em batelada alimentada com alta
carga de solidos. Para a SSF em batelada alimentada, foram realizados quatro
experimentos com diferentes concentracbes de biomassa de cascas de arroz, sendo os
experimentos E1 e E2, com carga inicial de 10% e final de 20% (m/v) e E3 e E4 com carga
inicial de 15% e final de 25% (m/v), respectivamente, em pH 5,5, 40 °C, 200 rpm, 96 horas.
Para isso, foram estabelecidos intervalos de alimentacdo, sendo duas alimentacbes a cada
24 horas (E1 e E3) e quatro alimentagdes a cada 12 horas (E2 e E4). Como segunda
estratégia, foi realizada a hidrélise enzimatica, com o objetivo de avaliar o efeito de
diferentes cargas de enzima (5; 8; 13,5; 19 e 22 FPU/Qceuose)y €M associagdo aos
surfactantes Polisorbato 80 (PS80) (7,0; 10; 15; 20 e 23 mg/L), Polietilenoglicol 4000 (PEG)
(0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 3,5¢g/L) e Triton X-100 (TX-100) (75; 100; 150; 200 e 225 mg/L), na
liberacdo de glicose, por meio de trés experimentos, seguindo um delineamento composto
central rotacional (DCCR) 2% que inclui 4 ensaios nas condigdes axiais e 4 repeticdes no
ponto central, totalizando 12 ensaios para cada surfactante, além de um experimento
controle (com adicao de enzima e sem surfactante), em ftriplicata. A terceira estratégia
consistiu na adicdo de surfactante na SSF, objetivando avaliar a influéncia do surfactante na
producao de etanol. Para isso, foram realizados trés experimentos: controle (sem
surfactante+19 FPU/Qceu0se), cOm adi¢gdo de Polisorbato 80 (10,0 mg/L+19 FPU/Qeewiose) ©
com Polietilenoglicol 4000 (3,0 g/L+19 FPU/Qceiose), Sendo o tipo de surfactante e
respectivas concentragbes e carga enzimatica selecionados a partir dos resultados da
Vi



hidrélise enzimatica, que foram significativos. Os experimentos foram feitos com uma
proporgao de solidos de 10% (m/v), pH 5,5, 40 °C, 200 rpm, 96 horas, em triplicata. A casca
de arroz in natura apresentou 36,03% de celulose, 14,71% de hemicelulose e 26,47%
lignina e, apds o tratamento com NaOH 8% (m/v), os teores dessas fragbes foram 70,27,
8,39 e 21,34% de celulose, hemicelulose e lignina, respectivamente. Na SSF em batelada
alimentada com alta carga de sdélidos, obteve-se produgao de etanol de 9,57; 9,92; 13,99 e
12,77 g/L, rendimentos (Ygc) de 0,16;0,17; 0,18 e 0,18 g/g e produtividade volumétrica (Qp)
de 0,27; 0,28; 0,39 e 0,53 g/L.h™", para os experimentos E1, E2, E3 e E4, respectivamente.
Com relacao ao efeito da adicao de surfactantes na hidrolise enzimatica, as concentracoes
de glicose variaram de 32,36 a 79,57 g/L, com adigdo de PS80, de 45,14 a 74,60 g/L, com
PEG e 32,28 a 47,89 g/L, com adicdo de TX-100, enquanto o controle apresentou de 20,36
a 47,77 g/L, em 96 horas. Apenas os surfactantes PS80 e PEG, em associacao a diferentes
cargas de enzimas, promoveram efeitos significativos (p<0,05), sendo a carga enzimatica o
fator que mais influenciou o aumento da producgéo final de glicose. Em relacdo a SSF com
surfactante, a adicdo de PS80 (10 mg/L) e PEG (3,0 g/L), em associagao a 19 FPU/Qeeiose,
resultou em 6,73 e 8,17 g/L de etanol, Ygcde 0,17 e 0,21 g/g e Qp de 0,56 e 0,68 g/L.h'1, em
12 horas de fermentacdo, respectivamente. No controle, com adicdo da mesma carga
enzimatica (19 FPU/gcauose) € Sem surfactante, a produgéo de etanol foi 5,02 g/L, com Yg,c
de 0,13 g/g e Qrde 0,14 g/L.h™", em 36 horas. Os resultados sugerem que a casca de arroz
€ uma matéria-prima que pode ser utilizada como substrato em bioprocessos, por
apresentar teor de celulose semelhante ao de outras biomassas lignocelulésicas. As
diferentes estratégias de alimentagdo com casca de arroz, utilizadas na SSF em batelada
alimentada, nao resultaram aumentos substanciais na producado de etanol. A adigcdo dos
surfactantes PS80 e PEG, durante a hidrélise enzimatica, resultou aumentos significativos a
producao final de glicose. Na SSF, os mesmos surfactantes contribuiram para um ligeiro
aumento na producdo de etanol em um tempo menor de fermentagdo, comparado ao
controle.

Palavras-chave: Biomassa lignoceluldsica. Hidrolise enzimatica. Batelada alimentada.
Surfactantes.
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ABSTRACT

ESTRATEGIES FOR THE IMPROVEMENT OF ETHANOL PRODUCTION
BY Kluyveromyces marxianus BY SIMULTANEOUS SACCHARIFICATION AND
FERMENTATION PROCESS OF RICE HUSKS

Rice husk is a waste derived from rice milling and is an abundant byproduct in cereal
producing countries. Due to the considerable contents of cellulose in its composition, it is a
potential raw material for use in various bioprocesses, such as ethanol production. However,
several technical challenges must be overcome to make the second-generation ethanol
production process economically viable and competitive. In this context, the process of
simultaneous saccharification and fermentation (SSF), associated with the increase of solids
concentration, as well as the use of surfactants in enzymatic hydrolysis in fermentation
processes that employ lignocellulosic biomass are promising strategies to obtain higher
sugar yields and consequently ethanol. Thus, the objective of this work was to evaluate
different strategies to obtain an improvement in ethanol production from rice husk cellulose,
using the thermotolerant yeast Kluyveromyces marxianus ATCC 36907. The first strategy
was to carry out the fed batch SSF to increase the solids load; the second was to evaluate
the effect of adding nonionic surfactants during enzymatic hydrolysis in the SSF process.
First, rice husk biomass was subjected to chemical characterization for cellulose,
hemicellulose, and lignin content, before and after alkaline pretreatment with 8% (w/v)
sodium hydroxide (NaOH). The pretreated rice husk was subjected to enzymatic hydrolysis
with different enzyme loading (5, 11, 22 FPU/Qceuiose) and 10% solids (w/v) to determine the
condition with increased release of reducing sugars for subsequent SSF use in batch fed
with high solids loading. For the SSF in fed batch, four experiments were performed with
different biomass concentrations of rice husk, being E1 and E2 experiments with initial load
of 10% and final 20% (w/v) and E3 and E4 with initial load 15% and final 25% (w/v),
respectively, at pH 5.5; 40 °C, 200 rpm, 96 hours. Thus, feeding intervals were established,
with two feedings every 24 hours (E1 and E3) and four feedings every 12 hours (E2 and E4).
As a second strategy, enzymatic hydrolysis was carried out, with the objective of evaluating
the effect of different enzyme loads (5; 8; 13.5; 19 and 22 FPU/Qcauose) it was evaluated in
association with Polysorbate 80 (PS80) surfactants (7.0, 10, 15, 20 and 23 mg/L),
Polyethylene glycol 4000 (PEG) (0.5, 1.0, 2.0, 3.0 and 3.5 g/L) and Triton X-100 (TX-100)
(75; 100; 150, 200 and 225 mg/L) in glucose release through three experiments following a
central rotational composite design (DCCR) 22, including 4 axial conditions and 4 center point
repetitions, totaling 12 assays for each surfactant, besides a control experiment (with
enzyme addition and without surfactant), in triplicate. The third strategy consisted of adding
the surfactant SSF, to evaluate the influence of the surfactant in the production of ethanol.
For this, three experiments were performed: control (without surfactant + 19 FPU/Qceiuiose),
with addition of Polysorbate 80 (10.0 mg/L + 19 FPU/Qcaiuse) @and with Polyethylene Glycol
4000 (3.0 g/L + 19 FPU/gceose), the type of surfactant and respective concentrations and
enzyme load selected from the results of enzymatic hydrolysis that were significant. The
experiments were carried out with a solids ratio of 10% (m / v), pH 5.5, 40 °C, 200 rpm, 96
hours, in triplicate. The chemical composition of rice husk was 36.03% cellulose, 14.71%
hemicellulose and 26.47% lignin and after pretreatment with 8% NaOH (w/v) the content of
these fractions was 70.27; 8.39 and 21.34% cellulose, hemicellulose, and lignin, respectively.
In the fed batch SSF with high solids loading, an ethanol production was obtained of 9.57;
9.92; 13.99 and 12.77 g/L, yields (Ygc) of 0.16; 0.17; 0.18 and 0.18 g/g and volumetric
productivity (Qp) of 0.27; 0.28; 0.39 and 0.53 g/L.h-1 for the experiments E1, E2, E3 and E4,
respectively. For the enzymatic hydrolysis, glucose concentrations ranged from 32.36 to
79.57 g/L with PS80 addition, from 45.14 to 74.60 g/L with PEG and 32.28 to 47.89 g/L with
addition of TX-100, while the control showed from 20.36 to 47.77 g/L in 96 hours. Only the
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surfactants PS80 and PEG in association with different enzyme loads promoted significant
effects (p<0.05), the enzymatic load being the factor that most influenced the increase of final
glucose production. Regarding SSF with surfactant, the addition of PS80 (10 mg/L) and PEG
(3.0 g/L) in association with 19 FPU/Qeenuose resulted in 6.73 and 8.17 g/L of ethanol, Yg, of
0.17 and 0.21 g / g and Qp of 0.56 and 0.68 g/Lh™, in 12 hours of fermentation, respectively.
The results suggest that rice husk is a raw material that can be used as a substrate in
bioprocesses because it has a cellulose content similar to that of other lignocellulosic
biomasses. The different rice husk feeding strategies used in fed batch SSF did not result in
substantial increases in ethanol production. The addition of surfactants PS80 and PEG
during enzymatic hydrolysis resulted in significant increases in final glucose production. In
SSF, the same surfactants contributed to a slight increase in ethanol production in a shorter
fermentation time, compared to the control.

Key-words: Lignocellulosic biomass, Enzymatic hydrolysis, Fed batch, Surfactants.
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1 INTRODUGAO

A casca de arroz é um subproduto do beneficiamento de arroz, sendo abundante
em paises produtores desse cereal. Caracteristicas relacionadas a baixa digestibilidade,
devido a presenca de silica e altos teores de cinzas, além do baixo valor nutricional,
dificultam a aplicagao desse residuo na alimentacéo animal. A principal destinagdo da casca
de arroz ainda é a sua queima para producao de energia, gerando como residuo grandes
volumes de cinzas, que também necessitam de uma destinagcido adequada. No entanto,
outras aplicagdes tecnoldgicas da casca de arroz vém sendo avaliadas em diversas areas,
como biotecnologia, ambiental, construcdo civil, dentre outras. Porém, a maioria das
biomassas lignocelulésicas apresenta potencial para utilizagdo como matéria-prima, em
varios bioprocessos, a exemplo da producado de etanol, por apresentar teores consideraveis
de celulose em sua composicao.

O aproveitamento de matérias-primas residuais, ndo apenas para a producao de
energia e calor, mas também para a geracao de produtos tecnoldgicos, € uma alternativa
para minimizar os impactos negativos da destinagdo inadequada desses materiais ao meio
ambiente. Nesse sentido, sdo crescentes os estudos referentes a produgéo biotecnoldgica
de etanol, a partir de biomassa lignoceluldsica, por caracterizar uma fonte de energia limpa,
renovavel e abundante no meio ambiente. Além disso, a producdo de etanol, a partir de
biomassa lignoceluldsica, contribui para o aumento de recursos energéticos, sem competir
com a producdo de alimentos, além de reduzir a emissdo de gases poluentes para a
atmosfera.

No entanto, a produgao de etanol de segunda geragao, até agora, enfrenta muitos
desafios para tornar-se um processo economicamente viavel. Os custos ainda sado elevados,
se comparados aos do etanol de primeira geracdo, pois a tecnologia ainda n&o esta
consolidada, havendo varios desafios técnicos a serem superados que possibilitem a
integrac&o dos processos de produgao.

Para isso, as etapas de pré-tratamento para a separacdo das fragdes que
compdem a biomassa lignoceluldsica, a hidrolise enzimatica e a fermentagéo precisam ser
otimizadas, de forma a se obter maiores rendimentos de etanol e redugéo de custos. Alguns
dos maiores gargalos estao na obtencao de altos rendimentos em acucares, na etapa de
hidrélise, com reduzidas cargas de enzimas.

Diferentes estratégias fermentativas tém sido pesquisadas para melhorar a
producao de etanol de segunda geragao. A utilizagdo de altas concentragdes de sélidos
(fragdo celulésica de casca de arroz), em processos fermentativos de sacarificagao,
simultdnea a fermentagdo (SSF), é uma alternativa promissora para aumentar os

rendimentos de acucares, no entanto, encontrar a melhor condicdo de alimentacdo e
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otimizar a concentragdo de enzimas, de forma a melhorar o desempenho, séo ainda
desafios a serem enfrentados.

O emprego de surfactantes, durante a sacarificagdo ou SSF, € uma forma de
potencializar a agao enzimatica, contribuindo para a redugao da carga enzimatica, pois os
surfactantes minimizam problemas de adsor¢do improdutiva de enzimas que,
consequentemente, resultam em baixas conversoes de celulose em agucares.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a utilizacao da casca de
arroz, como matéria-prima para producdo de etanol, pela levedura termotolerante
Kluyveromyces marxianus, empregando diferentes estratégias, como SSF em batelada
alimentada, visando incrementar a carga de sdlidos, bem como o uso de surfactantes

durante a SSF, com o intuito de melhorar a sacarificagdo enzimatica.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar diferentes estratégias para melhorar a
producado de etanol por sacarificagao, simultanea a fermentacédo (SSF) de cascas de arroz,
utilizando a levedura termotolerante Kluyveromyces marxianus ATCC 36907. Para isso, 0s

objetivos especificos foram:

- Analisar a composigcdo quimica da casca de arroz, antes e apés tratamento alcalino com

NaOH 8% (m/v), quanto aos teores de celulose, hemicelulose e lignina residuais;

- Determinar a melhor carga enzimatica durante a hidrélise enzimatica da fragao celuldsica
da casca de arroz pré-tratada, para utilizacdo na SSF, em batelada alimentada com alta

carga de sélidos;

- Avaliar o efeito da estratégia de alimentacdo na SSF, em batelada alimentada com

diferentes cargas de sélidos (fracao celuldsica da casca de arroz tratada);

- Avaliar o efeito da adi¢do dos surfactantes Polisorbato 80, Polietilenoglicol 4000 e Triton X-

100, no desempenho da hidrélise enzimatica da fracéo celulésica da casca de arroz;

- Avaliar a influéncia da adicdo do surfactante na producédo de etanol, durante a SSF da

fracao celuldsica da casca de arroz.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A casca de arroz

O arroz (Oryza sativa) € um cereal consumido mundialmente, sendo o Brasil um dos
maiores produtores, pois concentra a maior parte da producédo (82,7%) na regiao Sul
(CONAB, 2019). No Brasil, a safra 2018/2019 atingiu uma producéo de 10.428,1 milhdes de
toneladas do cereal, segundo dados da CONAB (2019). Considerando que, para cada
tonelada de graos colhidos, sdo gerados, em média, 220 kg de cascas (DIAS et al., 2012),
pode-se estimar que cerca de 2.294 mil toneladas de cascas de arroz poderdao ser
disponibilizadas.

A casca de arroz é um subproduto abundante nos paises produtores de arroz
(DUTTA et al., 2014). E resultado da etapa de moagem durante o beneficiamento do grdo e
corresponde a 20% do peso do gréo, porém, apresenta baixo valor agregado para utilizagao
em ragdo animal, devido a caracteristicas como baixo teor nutricional e baixa digestibilidade
(WEI et al., 2009); isso tendo em vista a presenca de elevados teores de silica e cinzas em
sua composicdo (BAZARGAN et al., 2015).

Por apresentar um alto poder calorifico, a principal destinagao para a casca de arroz
¢ a sua queima direta para a geracdo de energia, na forma de calor (DELLA; KHUN;
HOTZA, 2001; FOLLETO et al., 2005). Porém, outras aplicagdes tecnologicas para esse
residuo vém sendo estudadas, como extracao de silica pura (BAKAR; YAHYA; GAN, 2016),
producao de ceramicas refratarias (SOBROSA et al., 2017), bio-6leo e biochar (BISWAS et
al., 2017), ingrediente para baterias de litio (JUNG et al., 2013), adsor¢cdo de metais
pesados em solugdo aquosa (NAIYA et al., 2009), materiais de constru¢ao (HOSAIN;
SARKER; BASAK, 2014) e tijolos (ELICHE-QUESADA et al., 2017).

Com uma composi¢do média de 33-36% de celulose, 12-18% de hemicelulose e 24-
29% de lignina (HICKERT et al., 2013; CABRERA et al.,, 2014; ZHANG et al., 2015 e
MONTIPO et al., 2019), a casca de arroz apresenta-se como uma fonte em potencial de
carboidratos para processos fermentativos, a exemplo da producdo de etanol, dentre outros

produtos biotecnoldgicos.

3.2 Biomassa lignocelulésica: potencial aplicagdo como matéria-prima em
bioprocessos

A biomassa lignoceluldsica consiste na mais abundante fonte renovavel de carbono,
contendo cerca de 70% de polissacarideos em peso seco (ZHANG et al.,, 2016). As
principais fracdes que compdem a biomassa lignoceluldsica séo a celulose, a hemicelulose

e a lignina, que estao ligadas fortemente por ligacbes covalentes e nao covalentes (SUN et
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al., 2016), além de pectina, cinzas, sais e minerais (RAVINDRAN e JAISWAL, 2016). Os
seus teores na biomassa podem variar de acordo com a espécie vegetal.

A celulose (Figura 1A) € a fracdo mais abundante na biomassa, sendo um polimero
constituido por moléculas de glicose (CsH1205), unidas por ligagdes glicosidicas do tipo -
1,4, formando uma cadeia linear, com alto grau de polimerizagdo, que contém varios
radicais hidroxila, unidos por pontes de hidrogénio intra e intermoleculares, o que resulta em
uma estrutura cristalina (SUN et al., 2016). A celulose cristalina constitui a maior proporg¢ao
da celulose, enquanto que uma pequena porcentagem de cadeias de celulose nédo
organizadas forma a celulose amorfa, a qual consiste na regido mais suscetivel a
degradacédo enzimatica (BAJPAI, 2016).
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Figura 1 Principais fragbes que compdem a biomassa lignocelulésica e as respectivas
estruturas das moléculas de: (A) celulose; (B) hemicelulose e (C) lignina. Fonte: Adaptado
de Mussato; Dragone (2016).

A hemicelulose (Figura 1B) consiste em um polissacarideo ramificado, intimamente
associado a celulose, formado por pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (glicose,
manose e galactose), além de acidos urénicos (GIRIO et al., 2010). De acordo com a
biomassa vegetal, a hemicelulose difere na sua composicdo quanto ao tipo de agucar
presente na cadeia principal do polimero, podendo ser classificada como xilana (formada
por xilose e arabinose), ou como glicomanana (formado por glicose e manose) (BAJPAI,
2016).
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Ja a lignina, € uma macromolécula polifendlica (Figura 1C), formada a partir de
precursores fenilpropanoides, como guaiacil (G), siringil (S) e p-hidroxifenil (H), sendo
considerada a fragdo mais recalcitrante presente na parede celular vegetal; confere rigidez e
desempenha papel de resisténcia a patégenos, regulagdo de agua e manutencido da
integridade estrutural da parede celular (PU et al., 2013). Segundo Barbosa et al. (2008), os
mondmeros que compdem a lignina sao derivados dos alcoois coniferilico (G), sinapilico (S)
e p-cumarilico (H). De acordo com a espécie vegetal, a composicédo e o contelido de lignina
pode variar (BECKER; WITTMANN, 2019).

A biomassa lignoceluldsica € uma potencial matéria-prima de baixo custo, sendo alvo
de pesquisas para aplicagcdo em bioprocessos e obtencdo de diversos produtos
biotecnoldgicos, como enzimas celulases em cultivo solido e submerso de bagacgo de cana-
de-agucar (CUNHA et al., 2012), digestdo anaerdbica de palha de trigo para produgao de
biogas (MANCINI et al., 2018), acetona, butanol e etanol, a partir do hidrolisado
hemicelulésico de polpa de madeira (GUAN et al., 2018), acido latico, a partir de
sacarificacdo simultdnea e co-fermentacdo (SSCF) de diferentes biomassas (GREWAL,;
KHARE, 2018), acido succinico, a partir da celulose de bagacgo de sorgo sacarino (LO et al.,
2020), sintese de poliéster (Poli-hidroxialcanoato), utilizando hidrolisado de madeira
(KUCERA et al., 2017), entre outras.

Além da fragdo de carboidratos da biomassa lignoceluldsica, a lignina também pode
ser utilizada nos bioprocessos, como substrato para producédo de acido cis, cis-mucbnico,
usado na produgao do Nylon (KOHLSTEDT et al., 2018), acido dicarboxilico aromatico para
sintese de bioplastico (MYCROFT et al., 2015) e produgéo de resina de fenol-formaldeido
(QIAO et al., 2015).

Esses processos nao apenas consistem em alternativas verdes as rotas fdsseis
(BECKER; WITTIMANN, 2019), como estdo de acordo com o conceito de biorrefinaria,
gerando energia, produtos quimicos e materiais, a partir de biomassa renovavel sob
condigdes de sustentabilidade (CHANDEL et al., 2018).

3.3 Producgao de etanol de segunda geracao

O etanol de segunda geracdo € um biocombustivel obtido a partir da biomassa
lignoceluldsica, sendo uma alternativa sustentavel de energia limpa em relagdo ao modelo
extrativista dos recursos fosseis. O Brasil apresenta-se em uma posi¢cao de destaque em
relacdo a inser¢do de renovaveis na matriz energética nacional, com uma participacao de
45,3%, em 2018, de 43%, em 2017, enquanto que a média mundial, em 2016, foi de 13,7%
(BALANCO ENERGETICO NACIONAL, 2019).
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A producdo de etanol, a partir da biomassa lignocelulésica, requer etapas, como
mostra a Figura 2. O processo convencional envolve pré-tratamento, hidrolise acida ou
enzimatica para obtencdo de monémeros de acgucares, fermentacdo dos agucares a etanol
por micro-organismos e a destilagdo (CHOUDHARY; SINGH; NAIN, 2016).

No caso da hidrdlise acida da biomassa, o processo é conduzido em dois estagios;
no primeiro, utiliza-se acido diluido, pois a hemicelulose é mais facilmente solubilizada,
enquanto que a celulose ¢ hidrolisada em um segundo estagio, podendo ser utilizado acido
mais concentrado, o qual tem como desvantagens a dificuldade na recuperagcdo e
reciclagem de acidos. Isso resulta em aumentos no custo de producao (AZHAR et al., 2017),
pois a formagao de inibidores do metabolismo microbiano, provenientes da degradacao de
acgucares, como furfural e HMF (HANLY; HENSON, 2014), também podem ser degradados
originando outros subprodutos téxicos, como acido férmico e levulinico (KANCHANALAI et
al,. 2016), além da corrosao de equipamentos (TAHERZADEH; KARIMI, 2007).

Biomassa
Lignocelulésica Lignina
W ) I
E—— . Alcalino Solidos Hidrolise acida da
e laaeens —> (Celuligningy —————> celulose

Acido diluido l l

Fermentagao
Cs - hexoses (glicose) —

Hidrolise enzimatica da
celulose

Fermentagao
C; - pentoses (xilose)

Aglcares soluveis

A 4

Destilagao

l

Etanol

Figura 2 Representagdo das etapas de producdo de etanol de segunda geragao. Fonte:
Adaptado de Wingren et al. (2003) e Pereira Jr. et al. ( 2008).
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O pré-tratamento € uma etapa essencial para o desempenho e eficiéncia do
processo, pois 0 uso da celulose nativa requer alta quantidade de enzimas e resulta em
baixo rendimento da sua digestibilidade (MOOD et al., 2013).

Dentre os objetivos dos pré-tratamentos, destacam-se a redugao da cristalinidade da
celulose, separacdo do complexo celulignina, com consequente aumento da area de
superficie a acao enzimatica, preservacao das pentoses (agucares de cinco carbonos); com
isso, ha obtencdo de maiores rendimentos em acgucares, com uma formacgao limitada de
compostos inibidores, provenientes da degradacao dos préprios componentes da biomassa
(BEHERA et al., 2014). Sao diversos os tipos de pré-tratamentos utilizados, que atuam de
diferentes formas sobre os componentes da biomassa, por exemplo, hidrélise acida
(DAGNINO et al., 2013), tratamento alcalino (CABRERA et al., 2014), explosdo a vapor
(NIEMI et al., 2017) e hidrotérmico (SAHA et al., 2013).

Pré-tratamentos com acidos diluidos promovem a hidrélise da hemicelulose em
mondémeros, tornando a celulose mais acessivel, enquanto que o tratamento alcalino
promove uma redugdo no grau de polimerizacao e cristalinidade da celulose, interrompendo
a estrutura da lignina por meio da quebra das ligagdes entre a lignina e os polissacarideos, o
que os torna acessiveis (AGBOR et al.,, 2011). Os pré-tratamentos fisico-quimicos atuam
promovendo modificagdes na estrutura fisica e quimica da biomassa, diminuindo a interagao
entre os componentes por meio da separacao dos feixes de fibras e a solubilizagdo da
hemicelulose, além de aumentar a acessibilidade enzimatica da celulose (DUANGWANG et
al., 2016).

Nesse contexto, a selegcdo de um pré-tratamento adequado ao tipo de biomassa é
necessaria para superar a recalcitrancia caracteristica desses materiais, a fim de tornar os

agucares mais facilmente disponiveis para a hidrélise enzimatica (SUN et al., 2016).

3.3.1 Hidrélise enzimatica da celulose

Apo6s o pré-tratamento da biomassa nas condi¢gdes adequadas para remocgao da
lignina e exposicéo da celulose, o material segue para a etapa de hidrélise enzimatica, para
obtengdo de mondmeros de glicose a partir da celulose. Por ser altamente especifica, nao
ocorre a formagéao de compostos inibidores que influenciam o desempenho da fermentagao
(BANERJEE et al., 2010).

A hidrdlise enzimatica é realizada por enzimas celulases, com alta especificidade
para a celulose (BANERJEE et al., 2010) e pode ser realizada em condi¢cdes mais brandas
de pH (4,8-5,0) e temperatura (45-50 °C) (CANILHA et al.,, 2012), de acordo com as
condigdes otimizadas para a enzima.

Por se tratar de uma reagao heterogénea, a hidrdlise da celulose inicia pela porgao

insoluvel, numa interface liquido-sélido, ocorrendo uma hidrélise em fase aquosa de
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intermediarios soluveis de oligossacarideos, pela agao sinérgica de enzimas (YANG et al.,
2011).

As celulases formam um complexo enzimatico dividido em trés classes de enzimas,
que atuam sinergicamente: endoglucanases, exoglucanases (celobiohidrobiolases) e [-
glucosidases. As endoglucanases atuam na clivagem aleatéria das ligagdes glicosidicas -
1,4 da porcao interna da cadeia, principalmente nas regides amorfas, reduzindo o grau de
polimerizacdo, que origina novos terminais, enquanto que as exoglucanases atuam nos
terminais das cadeias de celulose, liberando celobioses (KUMAR; MURTHY, 2016). As j-
glucosidases realizam a clivagem da celobiose em mondémeros de glicose (FENILA;
SHASTRI, 2016). A Figura 3 mostra uma representagdo simplificada da atuacdo de cada

enzima do complexo.

W Celulose
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Figura 3 Representagao simplificada da atuagéo das celulases. Fonte: Adaptado de BINOD
et al. (2011).

Sao diversos os fatores que interferem na hidrélise enzimatica da celulose, sendo os
principais divididos em dois grupos: fatores relacionados ao substrato e a enzima (BINOD et
al., 2011).

Com relagdo ao substrato, a composicdo da biomassa lignocelulésica, como a
presenca de lignina e hemicelulose associada a celulose e o grau de cristalinidade da
celulose, desempenham um papel importante na eficacia do pré-tratamento e,
consequentemente, na hidrolise enzimatica (ALVIRA et al.,, 2010). Esses elementos
estruturais sdo responsaveis pela recalcitrancia da biomassa, por formarem uma barreira
fisica, o que dificulta a acessibilidade do complexo enzimatico a superficie da celulose (SUN
et al., 2016).

A remocao da lignina proporciona o aumento da acessibilidade enzimatica as fragdes
de carboidratos, como a hemicelulose e a celulose (BINOD et al., 2011). No entanto, Oliveira

et al. (2014) nao observaram diferencgas significativas na conversado da celulose de bagaco
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de cana-de-agucar deslignificado, apods pré-tratamento hidrotérmico, que alcanga
rendimentos maximos de 68% e 70% para o bagago sem deslignificacdo e apds
deslignificacdo, respectivamente. Isso porque, segundo Donohoe et al. (2008), durante os
pré-tratamentos, a lignina pode se redistribuir e migrar para a superficie do substrato, sendo
um fator chave da recalcitrancia da biomassa, que, provavelmente, estd mais relacionado a
eficiéncia da hidrdlise enzimatica do que ao teor total presente na biomassa (OLIVEIRA et
al., 2014).

Os fatores referentes a enzima, tais como sua concentragao, adsorgao, o sinergismo
entre essas enzimas que formam o complexo, a inativagao térmica, a adsor¢ao inespecifica
da enzima a lignina, reduzem a hidrélise improdutiva da celulose, a inibicdo por produto
(oligbmeros e glicose), entre outros, os quais sdo fatores que, de forma conjunta,
influenciam para a eficiéncia da hidrolise enzimatica (KUMAR; MURTHY, 2016).

3.3.2 Fermentagao dos agucares

Apoés a conversdo da celulose em mondémeros de glicose pela agdo enzimatica, a
biomassa lignocelulésica segue para a etapa de fermentagédo dos agucares. A fermentacgao
pode ser realizada em dois processos, ou seja, hidrélise separada da fermentacédo (SHF —
do inglés “Separate Hidrolysis and Fermentation”) ou sacarificacdo simultinea a
fermentagao (SSF — do inglés “Simultaneous Saccharification and Fermentation”) (DAHNUM
et al., 2015).

O processo de SHF tem como vantagem a realizagdo da hidrdlise nas condi¢des
ideais para a enzima (cerca de 50°C) e para a fermentagédo (30-35°C) (CHOUDHARY;
SINGH; NAIN, 2016; SINDHU et al., 2014); no entanto, podem ocorrer problemas de inibicao
da enzima pela celobiose e glicose liberadas no meio reacional, durante a hidrélise da
celulose, resultando em baixos rendimentos em etanol (OGEDA; PETRI, 2010). Além disso,
a presenca de elevadas concentragdes de acucares no meio reacional, liberadas durante a
etapa de sacarificacdo, pode causar inibicdo osmotica da levedura e, consequentemente,
reduzir a produtividade volumétrica especifica de etanol (PARRONDO; GARCIA; DIAZ,
2009).

Nesse contexto, o processo de SSF é uma alternativa para minimizar a inibicao
enzimatica pelo produto final da hidrdlise, pois a glicose é rapidamente metabolizada pelo
micro-organismo (LI et al., 2014), evitando, assim, seu acumulo no meio, além de ser um
processo que oferece menores riscos de contaminagdo, manuseio minimo de equipamentos
e baixo custo (JUNCHEN; IRFAN; LIN, 2012). No entanto, por ser realizado em uma mesma

etapa, as condigbes deverdo ser as mesmas para a enzima € o micro-organismo (37-40°C)
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(CHAROENSOPHARAT et al., 2015; MURATA et al., 2015), sendo necessario utilizar micro-

organismos termotolerantes.

3.3.2.1 A levedura Kluyveromyces marxianus

A espécie Kluyveromyces marxianus é uma das leveduras mais promissoras por
apresentar tolerdncia a temperaturas elevadas, entre 40-45°C (WU et al., 2016;
NACHAIWIENG et al., 2015; PESSANI et al., 2011) ou superior, dependendo da linhagem
(MORRISSEY et al., 2015), caracteristica vantajosa, considerando as necessidades de uma
industria. Como consequéncia, € muito empregada em processos de SSF (CAMARGO;
GOMES; SENE, 2014; DAHNUM et al., 2015; BARROS et al., 2017). Além disso, possui
uma das maiores taxas de crescimento entre as leveduras e alta capacidade de conversao
de agucar de biomassa lignoceluldsica (FONSECA et al., 2007).

Castro e Roberto (2014) alcangaram maiores rendimentos de etanol (0,44 g/g) e
produtividade (3,6 g/L.h-1), a partir de 40 g/L de glicose em meio semissintético, utilizando a
levedura K. marxianus NRRL Y-6860, cultivada a 45°C. As respostas adaptativas contra o
estresse térmico incluem a indugéo de proteinas do choque térmico para evitar a agregacao
de proteinas, a sintese de alguns solutos compativeis, como a trealose, remodelacdo da
parede celular e a interrupgao transitéria do ciclo celular (AUESUKAREE, 2017).

Por ter sido isolada de varios ambientes, K. marxianus apresenta alta diversidade
metabdlica e elevado grau de polimorfismo intraespecifico (LANE et al.,, 2011); em
decorréncia disso, € amplamente estudada em aplica¢des biotecnoldgicas, como produgdo
de enzimas pectinases (PIEMOLINE-BARRETO; ANTONIO; ECHEVERRIGARAY, 2017),
inulinases (JAIN; JAIN; KANGO, 2012), compostos aromaticos (MARTINEZ et al., 2017),
peptideos bioativos (LI et al., 2015), biofarmacos (NAMBU-NISHIDA et al., 2018) e etanol
(CAMARGO; GOMES; SENE, 2014; DINIZ et al., 2014; GOBARDO et al., 2015; WU et al.,
2016).

K. marxianus, assim como Saccharomyces cerevisae, € uma levedura respiro-
fermentativa, apresentando capacidade de obter energia, tanto com base no ciclo do acido
tricarboxilico, por fosforilagdo oxidativa, como por fermentagdo alcodlica. No caso de S.
cerevisiae, na presenca de altas concentragdes de agucares, o metabolismo ¢é direcionado a
fermentagdo, o que significa que a célula utiliza, preferencialmente, o piruvato para a
producao de etanol, embora o rendimento energético seja menor do que poderia ser obtido,
a partir da respiragéo (LANE; MORRISSEY, 2010). Esse fenbmeno é denominado efeito
Crabtree, definido como a ocorréncia de fermentagao alcodlica em condigbes aerdbicas, que
confere vantagem competitiva em certos nichos ecoldégicos (PISKUR et al., 2006). As
leveduras convencionais, Crabtree-positivas, sdo capazes de produzir etanol sob condigbes

aerdbicas, enquanto, nas mesmas condigdes, as cepas Crabtree-negativas usardo seu
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metabolismo respiratério e formaréo baixas quantidades de etanol (WILKOWSKA et al.,
2015).

A levedura K. marxianus é classificada como uma levedura "Crabtree-negativa",
direcionando o seu metabolismo preferencialmente para o ciclo dos acidos tricarboxilicos
com melhor rendimento energético, no entanto, existem relatos contraditérios na literatura
quanto a essa classificagdo, pois alguns estudos referem-se a K. marxianus como
“Crabtree-positiva” (LANE; MORRISSEY, 2010).

Ballesteros et al. (2004) verificaram que é possivel alcancar rendimentos entre 50-
72% do rendimento maximo tedrico (0,51 g de etanol/g de glicose), com teores maximos de
16 a 19 g/L de etanol, com base no percentual de glicose (52-56,3%), presente em cada
biomassa pré-tratada, utilizando a levedura K. marxianus CECT 10875, durante a SSF de
biomassas lignoceluldsicas lenhosa e herbacea, em condigdes de 42°C, com 10% (m/v) de
concentracao de substrato. A levedura K. marxianus ATCC 36907 produziu 27,88 g/L de
etanol, a partir de 30,6 g de glicose, por SSF de farelo de girassol, a 38°C e 8% (m/v) de
concentracao de substrato (CAMARGO; GOMES; SENE, 2014).

3.3.2.2 Sacarificagdo simultanea a fermentagcao com altas cargas de soélidos

Para que a producao de etanol, a partir da biomassa lignoceluldsica, seja eficiente e
economicamente viavel, € essencial a obtencdo de altos rendimentos em acgucares, na
etapa de sacarificagédo, para que a seguinte ocasione maiores rendimentos em etanol. Para
isso, a maior concentracdo de solidos, na etapa inicial de hidrdlise enzimatica, tem sido
avaliada com a finalidade de atingir altas concentracdes finais de etanol (LU et al., 2010).

O emprego de processos com elevada concentracao de substrato pode resultar em
maiores concentragcdes de agucares, além de beneficiar etapas subsequentes, como a
fermentacgéo e a destilagdo (KRISTENSEN et al., 2009), ocasionando um efeito significativo
sobre os custos de capital e operacional para a mesma produgao de etanol (LU et al., 2010).

No entanto, a adicdo de altas cargas de sdlidos enfrenta alguns desafios,
principalmente, devido a limitagdes de transferéncia de massa, ao aumento da viscosidade
substrato, interferindo na eficiéncia da interagao enzima-substrato, além da inibicdo da
enzima pelo aumento da concentragdo de acgucares liberados, o que reduz os rendimentos
da hidrélise (KOPPRAM et al., 2014).

Para avaliar o impacto da taxa de transferéncia de massa, alterando as condigbes
dindmicas de fluidos em um biorreator de tanque agitado (STBR — do inglés “stirred tank
bioreactor”), sobre a sacarificagdo enzimatica de palha de milho, Wojtusik et al. (2016)
conduziram o processo de sacarificagdo em diferentes velocidades de agitagao (50 e 500

rpm), com carga de solidos de 20% (m/v), e compararam os valores globais da taxa de
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processo de hidrélise com a taxa de transferéncia de massa estimada. Além disso, autores
comparam os efeitos do aumento da concentracdo de enzima e do aumento da velocidade
de agitacdo em trés experimentos: um experimento com 15,5 mg de enzima/g de glicana e
agitacdo variando de 50 a 500 rpm; um segundo, com duas alimentagbes de enzimas
(15,5 mg de enzimas/g de glicana + 15 mg de enzima/g de glicana, em intervalos de 12
horas) e agitacdo de 50 rpm; e um terceiro, com adic¢ao inicial do volume total de enzimas
(31 mg de enzimas/g de glicana) e agitacdo de 50 rpm. Os resultados mostraram que
velocidades de agitagdo abaixo de 100 rpm resultaram em baixos rendimentos de glicose,
independentemente da concentracdo de enzimas, enquanto, em velocidades acima de
300 rpm, maiores rendimentos de glicose e aumentos da taxa de transferéncia de massa
foram alcancados.

Com base nesses resultados, Woijtusik et al. (2016) relataram que o efeito da
velocidade de agitacao no coeficiente de transferéncia de massa é muito mais importante do
que a forma de alimentacido de enzima, bem como o aumento da concentracdo de enzimas
na reacao de hidrolise.

Nesse contexto, uma estratégia para eliminar esses problemas é a alimentagéo
gradual de carga de sdlidos no processo de sacarificagdo simultdnea a fermentagdo. A
alimentagéo gradual ou batelada alimentada demonstra beneficios em varios aspectos,
como maior facilidade de mistura, apés sacarificagado parcial, possibilitando a adigdo gradual
de substrato e, consequentemente, a manutencdo da viscosidade inicial mais baixa
(RUDOLF et al., 2005), menor demanda de energia, devido a redugdo da viscosidade
(DASARI et al.,, 2009), e manutengcdo de baixas concentragdes de glicose no meio
(OHGREN et al., 2006).

Liu et al. (2015) mostraram que, a medida em que foram adicionadas altas cargas de
sélidos de bagago de cana-de-agucar, variando de 15-36%, aumentou a viscosidade do
meio. No entanto, ao utilizarem a estratégia de batelada alimentada, iniciando com 15% de
carga de solidos, com posterior adigao de 8%, 7% e 6%, sucessivamente, verificaram que a
viscosidade do sistema diminuia para valores estaveis, até atingir um teor final de sélidos de
36%. Os autores também avaliaram duas formas de alimentagdo com enzimas: adigéo de
carga total de enzimas, no inicio da hidrélise, e adicdo de enzimas, a cada alimentagdo com
sélidos. Os resultados mostraram que a adicdo da carga total de enzimas, no inicio da
reagdao, promoveu rendimentos de aproximadamente 231,7 g/L aclUcares totais e uma
concentracao de glicose de 134,9 g/L, apés 96 horas, com teor de sélidos de 36%,
indicando a viabilidade do sistema operado, em batelada alimentada com altas cargas de
sélidos, para obtencao de elevadas concentragdes de agucares.

Triwahyuni et al. (2015) conduziram o processo de SSF com residuos de frutos de
palmeira (pré-tratado com NaOH 10%), em frascos Erlenmeyer de 250 mL, com a levedura

S. cerevisiae nas condicbes de 32°C, pH 4.8 e 150 rpm, por 72 horas. Os resultados
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mostraram que, com uma carga de substrato de 25%, adicionada, gradualmente, 18 FPU da
enzima Cellic® Ctec2, adicionada de 20% Cellic® Htec2 (com base no volume de Cellic®
Ctec2), por g de substrato e 1% (g/mL) de células de S. cerevisiae, foi possivel produzir
83,40 g/L de etanol, com rendimento de 80,21%.

A adicdo gradual com enzimas também ¢é uma estratégia que, associada a
alimentacdo de substrato, pode beneficiar processos de SSF. Ao estudarem diferentes
estratégias de SSF em batelada e batelada alimentada, com alimentacao de enzima e
substrato, utilizando uma espécie de capim (pré-tratado por hidrotermdlise) e fermentado
pela levedura K. marxianus IMB3, Pessani et al. (2011) observaram que a adi¢ao de 0,7 mL
de carga enzimatica por g de glicana (Acellerase 1500) e uma temperatura de fermentacao
de 45°C foram associados ao maior rendimento de etanol de 86%, com 8% de sdlidos, apds
168 horas, em SSF batelada. Apesar de uma carga enzimatica 33% menor ter sido utilizada
no tratamento SSF em batelada alimentada, com 12% de solidos, observou-se uma
producdo similar de etanol (32 g/L) em todos os tratamentos realizados sem e com
alimentacdo de substrato, apds 72 horas, o que equivale a 82% de rendimento. Os autores
atribuiram o maior rendimento de etanol com 8% de sélidos ao menor acumulo de glicose,
ao final da fermentacao, em comparagao com 12% de solidos.

O processo de SSF em batelada alimentada foi avaliado empregando um biorreator
convencional, com alimentacdo de substrato (palha de milho) e enzimas, utilizando uma
levedura S. cerevisiae recombinante capaz de metabolizar glicose e xilose. Foram
alcangados 47 e 40 g/L de etanol, a partir de 10,5% de sdlidos, correspondendo a 68% e
58% do rendimento tedrico de etanol, a partir de glicose e xilose disponiveis,
respectivamente (KOPPRAM et al., 2013).

A melhoria nos processos de fermentagcdo, como na SSF, esta atribuida a maiores
rendimentos de acucares, com consequente aumento nos rendimentos em etanol, sendo
necessaria a otimizagdo das operagdes envolvidas, visando tornar o processo

economicamente viavel.

3.3.3 Uso de surfactantes na hidrdlise enzimatica e na sacarificagao simultinea a

fermentacgao

Os surfactantes sao moléculas anfipaticas, constituidas de uma porgao hidrofébica e
uma porcao hidrofilica. A porgao apolar é, frequentemente, uma cadeia hidrocarbonada,
enquanto a porgao polar pode ser ibnica (anibénica ou catibnica), ndo-ibnica ou anfotérica
(DESAI; BANAT, 1997; NITSCHKE; PASTORE, 2002).

A presenca das porgdes hidrofébica e hidrofilica na mesma molécula faz com que os
surfactantes se distribuam nas interfaces entre fases fluidas, com diferentes graus de

polaridade e ligagdes de hidrogénio, como na interface agua/dleo e ar/agua (DESAI;
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BANAT, 1997), de modo que a porgao hidrofilica se oriente para a fase fluida e a porgao
hidrofobica na direcdo oposta a esta fase, reduzindo a tensédo superficial (OLIVEIRA; MEI,
2009). Devido a essas propriedades, os surfactantes apresentam diversas aplicagbes
industriais, a saber, detergéncia, emulsificagdo, lubrificagdo, capacidade espumante,
solubilizacao e dispersao de fases (NISCHKE; PASTORE, 2002).

Uma das formas de avaliar a eficiéncia de um surfactante é por meio da
determinacgao da concentragao micelar critica (CMC). A CMC é definida como a solubilidade
do surfactante em fase aquosa e pode ser determinada medindo as mudancas na tensao
superficial ou interfacial pela adicdo de concentragbes crescentes de surfactantes, levando a
uma reducdo da tensdo superficial até um nivel critico, acima do qual as moléculas
anfifilicas se associam, formando estruturas supramoleculares, como micelas, bicamadas e
vesiculas, sendo esse o valor da CMC (DESAI; BANAT, 1997).

A adigdo de surfactantes n&o ibnicos a hidrolise enzimatica ou a processos de
fermentacdo tem como proposta promover melhorias que resultem na reducdo de custos
operacionais da producéo de etanol, aumento da atividade das enzimas, redugédo da carga
enzimatica e do tempo de fermentacdo. Pesquisas tém sido realizadas objetivando
potencializar a agdo de enzimas a hidrdlise enzimatica e fermentagao, as quais empregaram
surfactantes (BALLESTEROS et al., 1998; KRISTENSEN et al., 2007; LIU et al., 2014;
KUMAR; DUTT; GAUTAM, 2016).

Varios mecanismos de acdo foram propostos para explicar de que forma os
surfactantes atuam na atividade das enzimas durante a hidrdlise enzimatica da biomassa
lignocelulésica. Os surfactantes podem promover alteragbes na estrutura do substrato,
aumentando a area superficial da celulose, de forma a torna-la mais acessivel a enzima
(HELLE et al., 1993). Outro mecanismo proposto é a estabilizagdo das enzimas, prevenindo
a desnaturagao durante a hidrélise enzimatica (KIM et al., 1982). Também podem atuar
reduzindo a adsorgao inespecifica das enzimas a lignina, devido a interagao hidrofdbica do
surfactante com a lignina na superficie da biomassa, o que resulta em maior concentracao
de enzimas livres no meio (KRISTENSEN et al., 2007). No entanto, um mecanismo que
pode explicar de forma consistente de que modo os surfactantes melhoram a hidrolise
enzimatica ainda nao foi elucidado (QING; YANG; WYMAN, 2010).

A adicdo do surfactante Tween 20, durante a hidrdlise de lascas de madeira de
pinho, reduziu a adsorgao inespecifica das enzimas [(-glicosidases e aumentou a adsorgao
especifica das celulases (Celluclast 1,5L), resultando em aumentos da velocidade de
conversao de celulose (SEO et al., 2011).

Em um estudo, Rocha-Martin et al. (2017) testaram o efeito da adi¢gdo do surfactante
polietilenoglicol (PEG 4000), entre 0-5 g/L, na hidrdlise enzimatica de palha de milho, palha
de cana-de-agucar e celulose cristalina (Avicel), em condi¢des industriais com altas cargas

de sodlidos (20%), condigdes limitadas de mistura e baixas concentragcdes de enzimas
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(9,0 mg/g de glicana). Os resultados mostraram aumentos nos rendimentos de glicose em
10% (palha de milho), 7,5% (palha de cana-de-agucar) e 32% (Avicel), além de aumentos da
atividade de B-glicosidase e endoglucanase em 20% e 60%, respectivamente.

Oladi e Aita (2018) obtiveram melhorias de 75,85% e 12,74% na digestibilidade da
celulose de bagaco de cana-de-acucar (pré-tratado com amoénia liquida nao lavado e
lavado), utilizando o Tween 80. Os efeitos do surfactante Tween 80 sobre a hidrélise
enzimatica e subsequente fermentacao de madeira de pinheiro, submetida a diferentes pré-
tratamentos: exploséo a vapor e pré-tratado com 1,1% de H,SO, (m/m) etanol 65% (v/v),
foram avaliados por Tu et al. (2009), sendo que verificaram que a adicdo do surfactante
(0,2%), durante a hidrdlise da biomassa pré-tratada, por exploséo a vapor, resultou em um
aumento de 32% no rendimento da conversao da celulose em glicose, o que ocasionou
maiores rendimentos em etanol por SSF, enquanto que, na biomassa pré-tratada com
etanol, a melhora foi menor com a mesma concentracido de surfactante.

A utilizagdo de Tween 20 na concentragéo de 2,5 g/L hidrélise aumentou em até 75%
o rendimento de glicose durante a SSF de bagago de cana-de-agucar pré-tratado com
sulfito-alcalino (Na,SO; e NaOH proporgbes fixadas em 2:1) e trés cargas quimicas
crescentes de Na,SO; (4 a 8% m/m), sendo que o rendimento de etanol também foi
aumentado em funcao da severidade do pré-tratamento. O rendimento maximo de etanol foi
de 56% para a amostra pré-tratada com a maior carga quimica. Para a amostra pré-tratada
com as menores cargas quimicas (2% m/m de NaOH e 4% m/m Na,SO,), adicionar Tween
20 durante o processo de hidrélise aumentou o rendimento de etanol de 25 para 39,5%
(MESQUITA; FERRAZ; AGUIAR, 2016).

No entanto, Zhou et al. (2015) observaram que o aumento da concentragdo do
surfactante nao-ibnico, durante a hidrélise da celulose pura, causou efeitos negativos,
levando a um efeito inibidor na fase tardia da hidrélise. Contudo, os autores verificaram que
a adicdo de surfactantes, em concentragcdes adequadas, pode melhorar a conversao da
celulose até certo ponto, por reduzir a adsor¢do improdutiva das enzimas e aumentar a
adsorgao produtiva durante a hidrolise. No entanto, a agdo benéfica do surfactante na
hidrélise da celulose pura também é influenciada por varios fatores, incluindo o tipo de
surfactante e sua concentragdo, a estrutura da celulose, como grau de polimerizagao e

cristalinidade, formulagao das enzimas e as condi¢cdes de hidrdlise.
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4 MATERIAL E METODOS

Para a realizagao dos experimentos, foram utilizados o Laboratério de Enzimologia
e Tecnologia das Fermentacdes (LAETF) e o Laboratério de Andlises Agro-Ambientais

(LAAA) da Universidade Estadual do Oeste do Parana, Campus de Cascavel.

4.1 Matéria-prima

4.1.1 Casca de arroz

A casca de arroz foi obtida da Empresa de Alimentos Itasa, localizada no municipio
de Santa Tereza do Oeste - PR. O material foi acondicionado em embalagens plasticas com
capacidade para 5L e armazenadas a -4°C até o inicio dos experimentos. Antes de cada
procedimento experimental, o material foi descongelado, triturado em moinhos de facas, a
uma granulometria de 20 mesh, e seco em estufa a uma temperatura de 60°C até peso
constante. A Figura 4 mostra o aspecto da casca de arroz utilizada em todos os

experimentos.

Figura 4 Aspecto macroscopico da casca de arroz utilizada nos experimentos. Fonte: A

autora.

4.1.2 Determinagdo da composi¢ao quimica da casca de arroz

Para a determinacdo da composicdo quimica da casca de arroz, foram realizadas
analises do teor de cinzas totais, umidade, proteinas, extrativos e as porcentagens das
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principais fragdes quanto ao teor de celulose, hemicelulose e lignina (soluvel e insoluvel), de
acordo com método descrito pelo Laboratério Nacional de Energia Renovavel (NREL -
National Renewable Energy Laboratory, USA) (SLUITER et al., 2008a; 2008b; 2008c).

4.2 Pré-tratamento da casca de arroz

Para a obtencdo da fracdo celulésica da casca de arroz, foi realizado um pré-
tratamento alcalino, selecionado a partir de experimentos preliminares realizados por Pintro
(2019), utilizando hidréxido de sodio (NaOH) 8% (m/v), numa proporgdo de sodlidos de
2% (m/v), baseado em condi¢cbes descritas por Wang et al. (2016) com modificagdes, em
autoclave a 121°C, por 30 minutos. Apés resfriamento a temperatura ambiente, o material foi
fitrado e lavado com agua deionizada para retirada do excesso de NaOH até atingir a
neutralidade. Em seguida, o material resultante foi seco em estufa a 50°C até peso
constante para entdo ser caracterizado quanto aos teores de celulose, hemicelulose e
lignina.

O percentual de reducao da lignina foi calculado de acordo com a Equacéo 1 (XU et
al., 2011):

% Reducgao da lignina =% x100 Eq. (1)

Em que:
% LB — porcentagem de lignina presente na biomassa de casca de arroz;

% LP — porcentagem de lignina presente na biomassa de casca de arroz pré-tratada.

4.2.1 Espectrometria de absorgao na regiao infravermelha (FTIR)

Para verificar possiveis mudancas na estrutura quimica, as cascas de arroz in natura
e pré-tratada, com NaOH 8% (m/v), foram submetidas a analise de espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), em um espectrofotdbmetro Perkin Elmer
Spectrum 100, no modo refletdncia total atenuada (ATR). Todas as amostras foram
analisadas na faixa entre 400 a 4000 cm™, com acumulacdo de 16 varreduras e com
resolucdo de 2 cm™. As analises foram realizadas no Laboratério Central de Andlises na

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — UTFPR, Campus Medianeira.
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4.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As cascas de arroz in natura e pré-tratadas foram submetidas a analise de
microscopia eletrénica de varredura (MEV), no Departamento de Engenharia de Materiais -
DEMAR, da EEL/USP, para verificar as mudangas estruturais causadas pela acdo quimica
durante o pré-tratamento. As amostras foram fixadas sobre uma placa de ago, por meio de
uma fita de carbono, e aplicada uma fina camada de prata de, aproximadamente, 20 nm em
uma metalizadora MEDO020 (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.

4.3 Microrganismo e preparo do inéculo

Os experimentos foram realizados utilizando a levedura Kluyveromyces marxianus
ATCC 36907, adquirida da Colecao de Culturas Tropical André Tosello, Campinas — SP. A
cultura foi mantida em tubo contendo “Malt Extract Agar Base” — HIMedia (extrato de malte
3,0 g/L; peptona 5,0 g/L e agar 15,0 g/L), a 4°C. Para o preparo do inéculo, a levedura foi
cultivada em Erlenmeyers de 125 mL, contendo 50 mL de meio “Yeast Malt Peptone
Medium” (YMP), com 10,0 g/L de glicose; 3,0 g/L de extrato de malte; 3,0 g/L de extrato de
levedura e 5,0 g/L de peptona, em incubadora, sob agitagéo rotatéria a 200 rpm e 35°C, por
16 horas (CAMARGO et al., 2014). Posteriormente, as células foram centrifugadas a 2000 x
g por 20 minutos e ressuspensas em agua destilada estéril para utilizacdo como inéculo. A
concentragao celular inicial, inoculada nos ensaios, foi medida por meio de uma curva
padrdo que correlaciona absorbancia, medida em espectrofotbmetro a 600 nm, com a
massa seca das células (g.L") e o nimero de células obtido por contagem em Camara de

Neubauer (céls./mL).

4.4 Parte | - Efeito da alimentacao no processo de sacarificagao simultanea a

fermentacao (SSF) da celulose de casca de arroz

A Figura 5 apresenta o esquema das etapas de realizagdo dos experimentos

relacionados a Parte |I.
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Figura 5 Esquema das etapas para realizagédo dos experimentos de SSF em batelada
alimentada com alta carga de sdlidos.

4.4.1 Determinacgao da carga enzimatica

A determinacao da carga enzimatica sobre a sacarificagdo da celulose, presente na
biomassa de casca de arroz em glicose, foi realizada segundo metodologia do NREL “SSF
Experimental Protocols — Lignocellulosic Biomass Hydrolisys and Fermentation” (DOWE;
MCMILLAN, 2008), com modificagao em relagao a carga de sélidos, considerando o teor de
celulose (%) presente na biomassa de casca de arroz pré-tratada.

A hidrdlise enzimatica foi realizada em frascos Erlenmeyer de 125 mL numa

proporgdo de 10% (m/v) de biomassa de casca de arroz pré-tratada, em base seca, e



36

adicionados 50 mL de solugdo tampéo citrato de soédio 0,05 mol/L, pH 5,0, previamente
esterilizado a 121°C por 15 minutos. Para cada ensaio, foram adicionadas trés
concentracdes de celulases, 5; 11 e 22 FPU/Qeuiose- Os frascos foram mantidos sob
agitacao rotatéria a 150 rpm e temperatura de 50°C, por um periodo de 96 horas. As
aliquotas foram coletadas em intervalos de 0, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas. Posteriormente, a
enzima foi inativada termicamente e as amostras centrifugadas a 2000 g, por 20 minutos,
para a quantificagdo dos acucares redutores (AR), utilizando o reagente acido
dinitrosalicilico (DNS), segundo Miller (1959).

Como controle, para cada ensaio, foram mantidos frascos contendo apenas o meio
tamponado (sem o substrato) adicionado das enzimas. O experimento foi realizado em

triplicata.

4.4.2 Sacarificagao simultianea a fermentacao em batelada alimentada

O processo de sacarificagao simultdnea a fermentacéo (SSF) da biomassa de casca
de arroz pré-tratada, conforme item 4.2, foi realizado em frascos Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 100 mL de meio, com 10 ou 15% (m/v) de carga de sélidos da biomassa pré-
tratada, em solucéo tampao citrato de sédio 0,05 mol/L, pH 5,5, suplementado com 3 g/L de
extrato de levedura, 3 g/L de extrato de malte e 5 g/L de peptona, previamente esterilizados
(CAMARGO et al., 2014). Em seguida, foi adicionada a carga enzimatica de 22 FPU/ g
celulose do complexo comercial de celulases Cellic®CTec2 da Sigma-Aldrich (solucéo
aquosa contendo celulases, (B-glicosidases e hemicelulases), definida no item 4.4.1, e os
frascos incubados sob agitagao rotatéria a 200 rpm, a 50°C, por um periodo de 6 horas. Em
seguida, foi adicionado 1 g/L (1,13 x 10'° /mL) de K. marxianus ATCC 36907 (SILVA et al,
2015) e os frascos foram incubados sob agitagdo de 200 rpm, a 40°C, por 96 horas
(TAVARES al., 2019). Nas primeiras 48 horas de fermentagéo, foram coletadas aliquotas a
cada 12 horas e, apds esse periodo, a cada 24 horas, para quantificacdo de agulcares
(glicose e celobiose), etanol, acido acético e glicerol, apds inativagdo térmica da enzima, as
amostras foram centrifugadas.

Foram feitos quatro experimentos com diferentes cargas de alimentagédo de sodlidos,
sendo dois com carga inicial de 10% e final de 20% (E1 e E2), e dois experimentos com
carga inicial de 15% e final de 25% (E3 e E4), conforme Barros et al. (2017). Nos
experimentos 1 (E1) e 3 (E3), foram realizadas duas alimentagbes de 5,0% de carga em
intervalos de 24 horas, enquanto que, nos experimentos 2 (E2) e 4 (E4), foram feitas quatro

alimentagdes de 2,5% de carga em intervalos de 12 horas.
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Os experimentos foram realizados em triplicata. A Tabela 1 apresenta as estratégias
de alimentacdo que foram empregadas nos experimentos, de acordo com Barros et al.
(2017).

Tabela 1 Estratégias de alimentacdo de carga de solidos empregadas nos quatro
experimentos de SSF com biomassa de casca de arroz pré-tratada

Carga inicial de Carga final de Namero de Intervalos de
Experimentos arg -arg alimentagdes tempo entre as
solidos (% m/v) solidos (% m/v) . ~
(carga) alimentagoes (h)
E1 10 20 2 24
E2 10 20 4 12
E3 15 25 2 24
E4 15 25 4 12

4.5 Parte Il - Efeito da adigcdo de surfactante durante a hidrélise enzimatica da celulose

de casca de arroz

Para avaliar o efeito dos surfactantes Polisorbato 80 (PS 80), Polietilenoglicol 4000
(PEG) e Triton X-100, em associacao a diferentes cargas de enzima (FPU/g celulose), na
liberacdo de glicose da celulose da casca de arroz pré-tratada, foram realizados trés
experimentos, seguindo um delineamento composto central rotacional (DCCR) 2 incluindo
4 ensaios nas condi¢cdes axiais e 4 repeticdoes no ponto central, o que totalizou 12 ensaios
para cada surfactante (Tabela 2), além de um experimento controle (com adicdo de enzima
e sem surfactante), em ftriplicata. As concentragbes dos surfactantes adicionados no meio
reacional tiveram como base a concentragdo micelar critica (CMC), exceto para o
Polietilenoglicol 4000, que teve como referéncia o trabalho de Rocha-Martin et al. (2017).

Na Figura 6, estdo representadas as etapas para a realizagao dos experimentos de

hidrélise enzimatica com e sem adicao dos surfactantes.
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Tabela 2 Matriz de planejamento para avaliacdo da adicao dos diferentes surfactantes em
associagao a diferentes cargas enzimaticas, utilizados durante a hidrélise enzimatica da

celulose da casca de arroz

Valores codificados

Valores reais

Ensaios X1 X2 Polisorbato 80  Polietilenoglicol  Triton X-100 Enzima
(mg/L) (g/L) (mg/L) (FPU/gcelulose)
01 -1 -1 10 1,0 100 8
02 +1 -1 20 3,0 200 8
03 -1 +1 10 1,0 100 19
04 +1 +1 20 3,0 200 19
05 -1,41 0 7,0 0,5 75 13,5
06 +1,41 0 23 3,5 225 13,5
07 0 -1,41 15 2,0 150 5
08 0 +1,41 15 2,0 150 22
09 0 0 15 2,0 150 13,5
10 0 0 15 2,0 150 13,5
11 0 0 15 2,0 150 13,5
12 0 0 15 2,0 150 13,5

Nota: X1= surfactante e X2= carga enzimatica

A hidrélise enzimatica foi realizada em frascos Erlenmeyer de 125 mL, numa

propor¢do de 10% (m/v) de biomassa pré-tratada em base seca, em 25 mL de solugéo
tampao citrato de sédio 0,05 mol/L, pH 5,0, 50°C, 150 rpm por 96 h. Em intervalos de 0, 6,

12, 24, 48, 72 e 96 horas, foram coletadas aliquotas para quantificagdo de agucares (glicose

e celobiose), apés inativagdo da enzima e centrifugacao.
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Figura 6 Esquema das etapas para realizagdo dos experimentos de hidrélise enzimatica
com e sem adi¢ao de surfactantes.

4.6 Parte lll - Efeito da adicao de surfactante no processo de sacarificagao simultanea

a fermentacao da celulose de casca de arroz

Os experimentos de sacarificacao simultanea a fermentacdo com e sem a adicao de

surfactantes foram realizados seguindo as etapas apresentadas na Figura 7.

4.6.1 Sacarificagao simultanea a fermentagao com adig¢ao de surfactante

O processo de SSF da biomassa de casca de arroz pré-tratada, conforme item 4.2,
foi realizado em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de meio e 10% (m/v) de
carga de solidos da biomassa em tampao citrato de sédio 0,05 mol/L, pH 5,5, suplementado
com 3 g/L de extrato de levedura, 3 g/L de extrato de malte, 5 g/L de peptona, segundo
Camargo et al. (2014) e os surfactantes (conforme definido no item 4.5), previamente

esterilizados. Apds o preparo do meio, foram adicionados, aos frascos, 19 FPU/gceiuose dO
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complexo comercial Cellic®CTec2 da Sigma-Aldrich (solucdo aquosa contendo celulases, B-
glicosidases e hemicelulases). Em seguida, os frascos foram incubados a 50°C, sob
agitacao de 200 rpm, durante 6 horas. Apds a pré-sacarificacao, foi inoculado 1 g/L (1,47 x
101°/mL) (SILVA et al., 2015) de K. marxianus ATCC 36907, nos frascos, e incubados em
shaker a 40°C, 200 rpm por 96 horas (TAVARES al., 2019). Nas primeiras 48 horas de
fermentacdo, foram coletadas aliquotas a cada 12 horas e, apds esse periodo, a cada 24
horas, para quantificacao de acucares (glicose e celobiose), etanol, acido acético e glicerol,

apos inativacdo da enzima e centrifugagao.

Parte lll
Efeito da adicao de surfactante
na SSF

4

Cascade arroz
pré-tratada
(fracéo sdlida)

1

Microrganismo: K. mamxianus ATCC 36907
Preparc doindculo: meio Y MP, 35 °C, 200 rpm, 16 h.
Inoculado apds Bh de prée-sacarificacéo.

Surfactantes e condigiies (concentracio de 10% (m/v) de casca de arroz (7,0 g de celulose);
surfactante) e carga enzimatica: selecionados Tampio citrato de sédio 0,05 M, pH 5,5;
anteriormente (Parte II). 40 °C, 200 rpm, 96 h.

Realizados emtriplicata

Folisorbato 80 Paolietilenoglicol 4000 Controle (sem
(10 moiL), {3.0agl); surfactante)
Cargaenzimatica Carga enzimética Cargaenzimatica
(19 FPU’rgcelulose:’- (19FPU’rgcelu\ose)- (79 FPU’rgcelulose)-

Retirada de aliqu otas:

.— 12: 24,36, 48, 72296 h ‘
v y
Determinagéo concentragéo Obtengéo do sobrenadante apds
celulare pH (termpo final 96 h) centrifu gag4o: determinac4o de glicose,
celobiose, etancl, glicercl e acido acético

(CLAE).

Figura 7 Esquema das etapas para realizagdo dos experimentos de SSF com e sem adi¢ao
de surfactantes.
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4.7 Métodos analiticos

4.7.1 Determinacao do teor de cinzas total

Para a determinagao do teor de cinzas total na biomassa de cascas de arroz, 2 g de
amostras de cascas de arroz secas (em ftriplicata) foram adicionadas em cadinhos de
porcelana, previamente padronizados em mufla a 575°C, durante 4 horas, e submetidas a
calcinacdo a 575°C, por 3 horas. Apds esse periodo, os cadinhos foram retirados da mufla,
resfriados em temperatura ambiente, transferidos para um dessecador e, entdo, pesados em
balanca analitica. O calculo do teor total de cinzas foi feito segundo a Equacgao 2:

Ms- M,

Mz_Nh) x100 Eq. (2)

% cinzas = (

Em que:
M, — massa do cadinho calcinado vazio, em g;
M, — massa do cadinho + massa da amostra seca, em g;

M; — massa do cadinho com cinzas, em g.

4.7.2 Determinacao do teor de umidade

O teor de umidade da casca de arroz foi determinado segundo a metodologia
“Determination of Total Solids in Biomass”, do NREL (SLUITER et al., 2008a), na qual 6,0 g
de amostra de casca de arroz (em triplicata) foram adicionados em recipientes de 100 mL e
secos em estufa, a 105°C, até peso constante. Foram obtidas as massas dos béqueres
vazios, previamente secos e da amostra, antes e apds secagem. O calculo do teor de

umidade foi realizado segundo a Equacgéo 3:

% umidade = 1-(;23)| *100 Eq. (3)

2 -V
Em que:
M; — massa do béquer vazio, em g;
M, — massa do béquer + massa da amostra umida, em g;

M; — massa do béquer + amostra seca, em g.
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4.7.3 Determinagao do teor de proteinas

O teor de proteinas foi determinado pelo conteudo de nitrogénio (N) total das amostras,
utilizando o método microKjedahl, descrito por AOAC (1995). Para o procedimento, utilizou-
se 0,2 g de amostra seca, pesada em balanga analitica, com precisdo de (0,0001 g). O
método consiste em trés passos, como descrito por Silva; Queiroz (2009): digestdo da
amostra em acido sulfurico, destilagdo e quantificacao por titulagao.

O fator de correcao (6,25) 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, segundo a Equacéo 4,

€ expressos em massa seca (MS):

% N = Volume de HCI gasto (mL) x N/10x0,014 x 100/peso amostra (g)/2xMS x100 Eq. (4)
% PB = %N x 6,25

Em que:

Volume de HCI (acido cloridrico) gasto na titulacdo = 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 acido = 1 mL H,SO, equivale a 0,014 de nitrogénio;

% PB = % de proteina bruta,

% N = % de nitrogénio multiplicado pelo fator de corregéo de 6,25.

4.7.4 Determinagao de extrativos

A quantificacdo de extrativos na biomassa foi realizada de acordo com o
procedimento “Determination of Extractives in Biomass” do NREL (SLUITER et al., 2008b).
Para isso, 4,0 g de casca de arroz em base seca foram acondicionados em envelopes de
papel filtro (em triplicata) e extraidos em aparelho de Soxhlet com éter de petréleo, seguida
da evaporagao do solvente, em estufa a 105°C, até massa constante. O calculo do teor de

extrativo foi feito conforme a Equacgao 5:
, Mg- M
% extrativos = (aM—ab) x100 Eq. (5)

Em que:

M, — massa da amostra em base seca, em g;
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M, — massa da amostra livre de extrativos, em g;

4.7.5 Determinagao de celulose, hemicelulose e lignina

Os teores de celulose, hemicelulose e lignina foram determinados seguindo a
metodologia “Determination of Structural Carbohydrates and lignin in Biomass”, do NREL
(SLUITER et al., 2008c).

Para isso, foram adicionados, em um tubo de ensaio, 0,30 g de casca de arroz em
base seca e 3 mL de H,SO, a 72% (m/m). Em seguida, a mistura foi homogeneizada
durante 1 minuto e incubada em banho termostatico a 30°C por 60 minutos e, a cada 10
minutos, submetidos a agitagdo com bastéo de vidro, a fim de uniformizar o meio.

Apos esse processo, os tubos foram retirados do banho termostatico e o conteudo
transferido para frascos Erlenmeyer de 250 mL, nos quais foram adicionados 84 mL de agua
destilada. Os frascos Erlenmeyer foram fechados com papel aluminio e autoclavados a
121°C, por 60 minutos. Ao fim dessa etapa, os frascos foram retirados da autoclave,
resfriados a temperatura ambiente e filtrados em papel filtro.

Concluida a filtragem, aproximadamente 50 mL do hidrolisado foram armazenados
em freezer para determinagao da lignina soluvel, agucares (celobiose, glicose, arabinose e
xilose), acido acético, fendis, furfural e hidroximetilfurfural. Os sélidos retidos foram

utilizados para determinacgao dos teores de celulose, hemicelulose e lignina.
4.7.5.1 Determinagéao da lignina insolavel

Os solidos retidos no papel filtro, na etapa anterior (item 4.7.5), foram lavados com
aproximadamente 1,5 L de agua destilada, para remogao de acido residual, e submetidos a
secagem, em estufa a 105°C, até peso constante para determinagédo de sua massa.

Apds a determinagcdo da lignina insoluvel, os residuos foram transferidos para
cadinhos de porcelana, a fim de determinar a massa de cinzas, conforme descrito no item
4.7.1. O calculo da porcentagem de lignina sera feito com base na Equacao 6:

L= WoraMe)WereMe) 40 Eq. (6)

Em que:
Ly — lignina Klason insoluvel (%);
M,:a — peso do papel filtro com amostra seca, em g;

M, — peso do papel filtro, em g;
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M...— massa do cadinho com cinzas da lignina, em g;
M. — massa do cadinho vazio, em g;

M, — massa da amostra seca, em g.

4.7.5.2 Determinagéo da lignina soluvel

Para a determinag&o da lignina soluvel, as amostras foram adequadamente diluidas
e, posteriormente, feitas as leituras em espectrofotdbmetro a 280 nm. O teor de lignina

soluvel foi calculado de acordo com as Equacbes 7 e 8:

Cig= 4,187 x107(A- Ag) - 3,279x10™ Eq. (7)
A= Cre1 tCr & Eq. (8)
Em que:

Ciy— concentragdo de lignina soluvel, em g/L;
Ai— absorbancia (280 nm) da solug¢ao de lignina com os produtos de degradagéo;

A,y — absorbéncia, a 280 nm, dos produtos de decomposigdo dos acgucares
(hidroximetilfurfural (HMF) e furfural), calculado a partir da Equacao 7, cujas concentragbes
Cs e C, foram previamente determinadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) e ¢ ec¢, sdo as absortividades do HMF e furfural (114,0 e 146,85L.g" cm™,

respectivamente).

4.7.5.3 Lignina total

O teor da lignina total foi calculado com base nos resultados da lignina soluvel e

insoluvel, conforme descrito abaixo:

%lignina total = %lignina insoluvel + %lignina soluvel
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4.7.5.4 Determinagao dos teores de celulose e hemicelulose

A quantificagdo dos teores de celulose e hemicelulose foram feitas a partir da
transferéncia de 20 mL do licor obtido da hidrélise (item 4.7.5) para um Erlenmeyer de
50 mL. Em seguida, foi adicionado, lentamente, carbonato de calcio até pH 5. Apds
decantacao, uma aliquota do sobrenadante foi retirada, filtrada em cartucho “Sep Pak” C18,
para analise em CLAE das concentracbes de agucares, conforme descrito no método para
determinag&o de agucares (4.7.6).

As porcentagens de celulose ou hemicelulose foram obtidas a partir da concentracao
de acucares monomeéricos, de acordo com as Equacdes 9 e 10:

CcLae - CA . Viitrado

% Celulose = ( v
1

) 100 Eq. (9)

CoLae - CA . Viitrado

% Hemicelulose = ( v
]

) *100 Eq. (10)

Em que:

CcLae — concentragdo do agucar quantificado por CLAE, em g/L;

CA - anidro correcao para calcular a concentracao polimérica dos agucares, dada a
concentracdo monomeérica dos agucares, sendo, para glicose, celobiose, xilose e arabinose
os fatores 0,90, 0,95, 0,88 e 0,88, respectivamente.

Viirado — VOlume do hidrolisado filtrado;

M; — massa da amostra seca utilizada na hidrélise, em g.

4.7.6 Determinagdao da concentragdao de glicose, xilose, celobiose, acido acético,
glicerol e etanol

Para quantificagdo dos acglcares, acido acético, glicerol e etanol, as amostras foram
purificadas em cartucho Sep Pak C18 e analisadas em cromatografo liquido (Shimadzu,
modelo 20A), com detector de indice de refragdo, empregando coluna Phenomenex Rezex
ROA-Organic Acid H" (8%); 150 x 7.8 mm; fase movel: H,SO, 0,005 mol/L; fluxo de 0,6 mL
min” e temperatura do forno 65°C (CAMARGO et al., 2014). Curvas de calibragdo foram
obtidas para cada composto.

As concentracdes de glicose, xilose, arabinose e celobiose, bem como acido acético,
glicerol e etanol, foram determinadas a partir de curvas padrao, obtidas com padrdes de alta
pureza (98-99%, SIGMA e VETEC).
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4.7.7 Determinagao da concentragao de furfural e hidroximetilfurfural

Para a determinacido da concentracdo dos compostos furfural e HMF, as amostras
foram filtradas em membrana HAWP 0,45 um (MILLIPORE), para total remog¢ao de
particulas sdlidas. O eluente foi filtrado a vacuo, empregando-se membrana GVWP 0,22 um
(MILLIPORE) e, em seguida, desgaseificado em banho de ultrassom (Microsonic SX-50) por
15 min.

As amostras foram analisadas em cromatografo liquido, empregando as seguintes
condicdes: coluna Kinetex Phenomenex, C18, 5um 100A 150 x 4,6 mm; temperatura
ambiente (25°C); detector de ultravioleta (SPD-20A), a 208 nm; como fase moével, foi
utilizada solugdo de acetonitrila/agua (1:8) com 1% de acido acético; volume da amostra
injetada, 20 puL (CAMARGO et al.,, 2019). As concentragbes desses compostos foram

determinadas a partir de curvas padrao obtidas com padrdes de alta pureza (99%, SIGMA).

4.7.8 Determinagdo da concentragao de fendis

A concentragao de fendis totais no hidrolisado foi determinada conforme o método de
Folin Ciocalteu. Nesse processo, foram adicionados 0,2 mL de reagente Folin Ciocalteu a
3 mL de amostra do hidrolisado. Apds 5 minutos, foram adicionados 0,8 mL de solucao de
carbonato de sodio (150 g/L), seguido de agitagdo em vortex. As amostras foram mantidas
no escuro por 30 minutos. Em seguida, foram feitas as leituras das absorbancias em
espectrofotdbmetro a 750 nm.

As concentragbes foram calculadas com base em uma curva padrédo de vanilina
(Sigma—98% de pureza) (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELARAVENTOS, 1999).

4.7.9 Determinagao da atividade enzimatica

A atividade celulasica total, expressa em unidades de papel filtro (FPU) por mL do
complexo, foi determinada segundo a metodologia proposta por Ghose (1987). A converséo
da celulose em glicose foi realizada utilizando o complexo comercial de celulases
Cellic®CTec2 da Sigma-Aldrich.

Utilizando solugao tampao citrato de sodio (0,05 mol/L, pH 4,8), foram preparadas
quatro diferentes diluicbes do complexo enzimatico. Foi confeccionada uma curva de
calibragdo a partir de tubos (em duplicata), contendo 1 mL de solucdo tampao citrato e
0,5mL de solugdo padrdao de glicose (1 mg/0,5mL; 1,65 mg/0,5mL; 2,5mg/0,5mL e
3,35 mg/0,5 mL). Tubos de ensaio, em duplicata, foram preparados, adicionando 1 mL de

solugédo tampao citrato, 50 mg de substrato (aproximadamente 1 x 4,55 cm de papel filtro
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qualitativo, 80 g.m? 205 um de espessura, 0,5% de cinzas, poro 14 ym, permeabilidade ao
ar de 14 L.s'm?), e 0,5 mL da enzima adequadamente diluida. Como branco da enzima,
foram adicionados, em diferentes tubos, 1 mL da solu¢do tampéao e 0,5 mL das respectivas
diluigdes da enzima. Para o branco do substrato, foram preparados tubos, contendo 1,5 mL
de solugcdo tampao e o substrato (fita de papel filtro). O tubo correspondente ao branco foi
preparado adicionando apenas 1,5 mL de solugcdo tamp&o. Em seguida, todos os tubos
foram incubados em banho-maria, a 50°C, por 60 minutos. Apds esse periodo, foram
adicionados 3 mL da solugdo de acido dinitrosalicilico (DNS), homogeneizados e fervidos
por 5 minutos, seguido de resfriamento. Em seguida, foram adicionados 20 mL de agua
destilada e, entdo, a determinacdo dos acgucares redutores; segundo Miller (1959), em
espectrofotdmetro (UV-VIS FEMTO 700 Plus) a 540 nm. A concentracao de enzima, que
liberou exatamente 2 mg de glicose, durante a reacéo, foi estimada por meio da equacao da
reta, correlacionando a concentragdo de glicose e o logaritmo da concentragcado de enzima,
conforme protocolo descrito por Ghose (1987). Para o calculo da atividade enzimatica, foi

utilizada a Equacao 11, proposta por Ghose (1987):

0,37
Concentragao de enzima que libera 2,0 mg de glicose

FPU = unidade/mL Eq. (11)

4.7.10 Determinacao da concentragao celular

Para a avaliagcdo do crescimento celular final de K. marxianus ATCC 36907, no
processo de SSF, as amostras foram devidamente diluidas e submetidas a contagem direta
das células livres em camara de Neubauer, em microscépio optico. Para cada amostra, a
contagem foi realizada em cinco campos e em duplicata, para posterior obtengdo dos

valores médios.

4.7.11 Determinagéao do pH

A determinacdo do pH, nas amostras do tempo final (96 horas), foi realizada por

leitura direta, utilizando-se potenciébmetro de bancada da marca Luthon pH206.
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4.8 Calculo dos parametros fermentativos

4.8.1 Produtividade volumétrica em etanol (Q;)

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

utilizando a Equacgao 12:
APY [Pf—F;
Qp =|—1|= Eqg. (12
P (Atj Ltf—ti a-(12)

Em que:

P; e Py, - concentracgao inicial e final de etanol.

t e t;- tempo inicial e final da fermentacéo.

4.8.2 Fator de conversao da celulose em etanol (Y gc).

O fator de conversdo de celulose em etanol, por K. marxianus, foi calculado a partir
da equacao 13:

[ETOH];-[ETOH]p

0 =) =
% Conversao de celulose em etanol 051 (Biomassall 111)

x100 Eq. (13)

Em que:

[ETOH];— Concentracao de etanol no final da fermentacao (g/L);

[ETOH], — concentragao de etanol no inicio da fermentagéo (g/L), que deve ser zero;
[Biomassa] — Concentragao da biomassa seca no inicio da fermentagao (g/L);

f — Fracao de celulose na biomassa seca (g/g);

0,51 — Fator de conversdo para glicose em etanol com base na bioquimica

estequiométrica de levedura;

1,111 — Fator de conversé&o de celulose em glicose equivalente.

4.8.3 Eficiéncia de conversao de celulose (ECC).

A eficiéncia de conversao de celulose (ECC), expressa em porcentagem, foi

calculada, utilizando a Equacéo 14:
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o _ [Glicose]+ 1,053 [Celobiose]
% ECC= 1,111 f [Biomassal] 100 Eq. (14)

Em que:

[Glicose] = Concentracao de glicose (g/L);

[Celobiose] = Concentrag&o de celobiose (g/L);

[Biomassa] = Concentragcéo de biomassa seca no inicio da fermentacéo (g/L);
f = fracdo de celulose na biomassa seca (g/9);

1,053 = fator de conversao de celobiose em glicose equivalente;

1,111 = fator de conversao de celulose em glicose equivalente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise da composi¢do quimica da casca de arroz antes e apés tratamento
alcalino

A composigdo quimica da casca de arroz in natura e apos o tratamento, bem como o
percentual de remogéao da lignina, sdo descritos na Tabela 3. A casca de arroz apresentou
teores de celulose (36,03%), hemicelulose (14,71%), lignina (26,47%) e cinzas (18,94%).
Esses valores estdo de acordo com os obtidos em outros estudos com casca de arroz
(HICKERT et al., 2013; CABRERA et al., 2014; ZHANG et al., 2015; MONTIPO et al., 2019),
0s quais apresentaram entre 33,79 — 36,0% de celulose, 12,0 — 18,20% de hemicelulose,
24,52 — 29,0% de lignina e 15,90 — 18,85% de cinzas.

Tabela 3 Composicdo quimica da casca de arroz in natura e apds pré-tratamento com
NaOH 8% (m/v)

Casca de arroz antes do Casca de arroz apés
pré-tratamento pré-tratamento

Celulose (%) 36,03 £ 1,11 70,27 £ 4,51

Hemicelulose (%) 14,71 £ 0,34 8,39+ 0,40

Lignina (%) 26,47 £ 4,80 21,34 £2,89
Extrativos (%) 5,27 + 0,21 nd
Cinzas (%) 18,94 + 0,21 nd
Proteina (%) 2,63 +0,00 nd
Umidade (%) 8,44 + 0,01 nd

Nota: nd = ndo determinado. Valores médios de triplicatas + desvio padrao das amostras.

Apds o tratamento alcalino com NaOH 8% (m/v), 121°C por 30 minutos em
autoclave, a casca de arroz apresentou teores de celulose de 70,27%, 8,39% de
hemicelulose e 21,34% de lignina (Tabela 3). O tratamento proporcionou um aumento de
95,03% na fragdo de celulose, indicando que nédo houve degradagdo desse carboidrato.
Quanto as fragbes de hemicelulose e lignina, tiveram uma redugéo de 42,96% e 5,12%,
respectivamente. A remogao de hemicelulose e lignina da biomassa favorece o desempenho
enzimatico durante a etapa de hidrdlise, por aumentar a acessibilidade da enzima as fibras
celuldsicas. Isso porque as fibras de celulose sao incorporadas a uma rede de hemicelulose
e lignina, que sao interrompidas quando a biomassa é pré-tratada (AGBOR et al., 2011;
SAINI et al., 2016).

A Tabela 4 apresenta uma comparagao da composi¢cao quimica da casca de arroz,

utilizada neste estudo, em relacao a diferentes biomassas lignocelulésicas. Verifica-se que o
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conteudo de celulose (36,03%), na casca de arroz utilizada neste trabalho, € muito proximo
aos encontrados em outras biomassas, como bagaco de sorgo sacarino (36,08%)
(CAMARGO et al., 2019), sabugo de milho (37,0%) (SAHA et al., 2013), bagaco de cana-de-
acucar (38,59%) (GUILHERME et al., 2019) e palha de cevada (38,55%) (MORAES et al.,
2018), sugerindo que a casca de arroz € uma matéria-prima promissora para utilizacdo em

processos de bioconversio.

Tabela 4 Comparagao da composi¢ao quimica da casca de arroz usada neste trabalho em
relacdo a diferentes biomassas lignoceluldsicas

Biomassa
3 Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) Cinzas (%) Referéncia
lignocelulésica
Casca de arroz 36,03 14,71 26,47 18,94 Este estudo
Bagaco de 38.59 27 89 17.79 nr Guilherme et al.
cana-de-agucar ’ ’ ’ (2019)
Bagaco de 36,08 31,18 2477 3,31 Camargo et al.
sorgo sacarino (2019)
Palha de 38,55 21,41 19.90 9,50 Moraes et al.
cevada (2018)
Palha de trigo 31,6 16,2 21,2 nr Qiu et al. (2017)
Palha de cana- 31.70 27.00 31.10 150 Hernandez-Pérez
de-agucar et al. (2016)
Palha de sorgo 39,50 27,90 23,10 5,50 Camargo et al.
(2015)
Fa.relo de 32.93 30,90 26,62 5,05 Camargo et al.
girassol (2014)
Sabugo de 37,0 313 18,8 73 sahaetal (2013)
milho

Nota: nr = nao relatado

Apesar da composigao rica em celulose e hemicelulose, a casca de arroz apresentou
elevados teores de lignina e cinzas. O conteudo de lignina é superior aos encontrados em
outras biomassas (Tabela 4), como bagaco de cana-de-acgucar (17,79%) (GUILHERME et
al., 2019), sabugo de milho (18,8%) (SAHA et al., 2013), palha de cevada (19,90%)
(MORAES et al, 2018) e palha de trigo (21,2%) (QIU et al., 2017), mas esta abaixo do teor
obtido por Hernandez-Pérez et al. (2016) com palha de cana-de-acucar (31,10%). O
problema de elevados conteudos de lignina na biomassa esta relacionado a formagao de
compostos fendlicos provenientes da degradagdo dos componentes presentes na lignina,
durante pré-tratamentos, dependendo das condigbes de reagdo (RASMUSSEN et al., 2014;
KIM, 2018); além disso, exerce efeitos inibitdrios na acdo enzimatica devido a adsorgao
improdutiva na lignina, reduzindo o acesso eficiente da enzima a celulose (ZHANG et al.,
2017).
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Para visualizar possiveis alteragbes estruturais na biomassa, foram feitas imagens
de microscopia eletrbnica de varredura (MEV). A Figura 8 mostra o aspecto morfolégico da
casca de arroz in natura e apos o tratamento alcalino.

E possivel observar que a casca de arroz in natura (Figura 8A-C-E) apresenta um
aspecto morfolégico caracteristico, com uma estrutura superficial ordenada e compacta,
além de protuberancias e sulcos paralelos, compativeis ao encontrado na literatura para
casca de arroz (JOHAR et al., 2012; SCAGLIONI; BADIALE-FURLONG, 2016; EBRAHIMI et
al., 2017); ademais, ha depodsitos de granulos, principalmente, nos espacos entre as
protuberancias, que correspondem a particulas de silica, semelhantes ao visualizado por
Park et al. (2003). Na Figura 8-D-F, é possivel visualizar que o pré-tratamento promoveu
alteragdes na estrutura da biomassa, como a desorganizacido das fibras e a formacao de
poros. A criacao de poros na superficie se deve, provavelmente, a remocao de hemicelulose
e lignina da biomassa (SHIMIZU et al., 2019). Nota-se, na Figura 8D, a auséncia dos
depositos de granulos na superficie (particulas de silica), como visualizado na casca de
arroz in natura (Figura 8C), indicando que o pré-tratamento também contribuiu para a
remo¢ao de silica. Segundo Bazargan et al. (2015), o tratamento com NaOH promove a
extragdo eficiente de silica, por meio da formacdo de silicato de sédio (Na,SiO3), que é

lixiviado na fracao liquida.
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EEL-USP HL D93 x500 200um EEL-USP
IN TG

EEL-USP
IN TG

EEL-USP HL D92 x20k 30 um EEL-USP HL D88 x2 30 um
IN TG

Figura 8 Micrografias eletronicas da casca de arroz reduzida a particulas de 50 mesh,
obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV). (A) in natura e (B) pré-tratada,
ampliadas 500 x; (C) in natura e (D) pré-tratada, ampliadas 1000 x; (E) in natura e (F) pré-
tratada, ampliadas 2000 x.

A Figura 9 mostra os espectros FTIR, obtidos para a casca de arroz in natura e apés
tratamento com NaOH 8% (m/v). Com base nos padrdes de bandas encontrados, verifica-se
que houve mudangas na estrutura quimica da biomassa pré-tratada, em comparagao a

biomassa in natura.
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Figura 9 Espectro FTIR da casca de arroz in natura e apds pré-tratada com NaOH 8%
(121 °C, autoclave, 30 min.)

E possivel visualizar bandas nas regides proximas de 3300-2897 cm™ tanto na
biomassa in natura quanto na biomassa pré-tratada, em diferentes intensidades, as quais
sao atribuidas ao alongamento de ligagbes dos grupos O—H e C—H, referentes as ligagbes
de hidrogénio e grupos metil e metileno caracteristicos da fragdo de celulose (VENTURIN et
al., 2018). Verifica-se a presenca de uma banda na regido de 1428 cm™ na casca de arroz
pré-tratada, podendo ser atribuida a vibragdao em ligagdes CH, presentes na celulose e
hemicelulose (LI et al., 2018).

Nota-se, também, uma redugdo expressiva na banda em 1643 cm™, na biomassa
pré-tratada, e uma reducdo de banda na regido de 1507 cm™. A presenca de bandas, na
regido de 1640 cm™, esta relacionada a ligagées O—H, correspondentes a absorc¢éo de agua
(JOHAR et al., 2012). Enquanto, em 1507 cm™, atribui-se ao estiramento em grupos C=C de
anéis aromaticos na lignina (ALEMDAR; SAIN, 2008). A redugdo nessas bandas indica a
remocgao parcial da hemicelulose e da lignina, respectivamente (ALEMDAR; SAIN, 2008).
Observa-se a formagao de bandas entre 1360-1320 cm™, que se referem aos alongamentos
fendlico de O—H e do anel siringil, que levam a alteragdes na estrutura € no monémero da
lignina (VENTURIN et al., 2018).

Na biomassa pré-tratada, verifica-se a reducédo na banda em 1268 cm™, atribuida ao
alongamento da ligagdo C—H do anel guaiacil, o que sugere mudangas no mondmero da
lignina (ZHAO et al., 2016). A presenca de bandas, em 1205 e 1163 cm™, sugere o
envolvimento de grupos funcionais presentes na celulose, hemicelulose e lignina. De acordo

com a literatura, bandas na regio de 1200 cm™ sugerem alteragdes nas ligagdes O—H em
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celulose e hemicelulose e em 1160 cm™, ao estiramento assimétrico em C—O—C, também
na estrutura da celulose e hemicelulose (SILLS; GOSSET, 2012). Ja alteragbes na banda
em regides préximas a 900 cm™, sdo atribuidas ao alongamento em C—O e vibragdo em
grupos C—H, encontrados na estrutura da celulose (ALEMDAR; SAIN, 2008).

A Tabela 5 apresenta um resumo com as posicoes de todas as bandas referentes as
fracbes de celulose, hemicelulose e lignina da casca de arroz pré-tratada, observadas nos
espectros da Figura 9, em comparagdo aos dados da literatura para biomassas

lignoceluldsicas, submetidas a diferentes pré-tratamentos.

Tabela 5 Bandas de vibragao no infravermelho observadas na casca de arroz apos pré-
tratamento alcalino (NaOH 8%, 121 °C, 30 min, autoclave) e grupos funcionais atribuidos

Comprimento de onda (cm™)

Atribuic6es/Grupos funcionais Referéncias
Cascade arroz  Diferentes biomassas ¢ P

pré-tratada lignocelulésicas

Alongamento em O—H e C—H

3300-2897 3348-2900 ligagdes de hidrogénio e grupos metil Venturin et al. (2018)
e metileno (celulose)

Ligacdo O—H referente a absorcao de

1643 1638 . Johar et al. (2012)
agua
1507 1507 Estiramento em C=C de anéis Alemdar e Sain (2008)
aromaticos (lignina)
1428 1425 Vibragdo em CH (celulose e Li et al. (2018)
hemicelulose)
1360 1373 Alongamento fenolico O—H
Venturin et al. (2018)
1320 1319 Alongamento anel siringil
1268 1268 Alongamento C—H do anel guaiacil Zhao et al. (2016)
1205 1200 " Colase o hemiceluiose)
. e Sills e Gossett. (2012)
Estiramento assimétrico em C—0O—C
1163 1160 )
(celulose e hemicelulose)
900 896 Alongamento em C—O e vibragdo em Alemdar e Sain (2008)
grupos C—H (celulose)
5.2 Parte | - Efeito da alimentagcdo no processo de sacarificagcdo simultanea a

fermentacgao (SSF) da celulose de casca de arroz

5.2.1 Determinagao da carga enzimatica

Apos pré-tratamento com NaOH 8% (m/v), a biomassa de casca de arroz foi
submetida a hidrolise enzimatica para avaliacdo de diferentes cargas enzimaticas do
complexo comercial de celulases Cellic°®CTec2 da Sigma-Aldrich. Na Figura 10, est&o
apresentados os resultados dos perfis de liberacdo de AR obtidos com a adicdo de 5; 11 e

22 FPU/geeui0se de casca de arroz, ao longo de 96 horas de processo.



56

A maior concentragao de AR ocorreu com a adigao de 22 FPU/g de celulose (42,49 +
0,02 g/L), seguido do ensaio com adicdo de 11 FPU/Qceunse (37,80+ 0,03 g/L) e
5 FPU/Qceiuose (29,64 + 0,02), apds 96 horas. Essa nova geragdo de complexos enzimaticos
de celulases, como Cellic®CTec2, tem demonstrado melhor desempenho comparado as
preparacdes mais antigas (CANELLA et al., 2014) e, por isso, tem sido utilizada na hidrélise
de outras biomassas lignoceluldsicas, como lascas de bambu e madeira (LUO et al., 2019),
cardo (um tipo de herbacea) (COTANA et al., 2015), alcachofra de Jerusalém (KIM; PARK;
KIM, 2013), capim (XU et al., 2011) e graos de cervejaria usados (WILKINSON et al., 2016).

-®-5FPU/g celulose - 11 FPU/g celulose —A—22FPU/g celulose

Acucar redutor (g/L)

0 12 24 36 48 60 72 84 96

Tempo (h)

Figura 10 Perfil de liberacdo de AR durante a hidrélise enzimatica da celulose da casca de
arroz, apos 96 horas de processo utilizando diferentes quantidades de enzima.

Nota-se que, em 6 horas de hidrélise, o perfil do processo foi semelhante nos trés
ensaios, com rapida liberagdo de AR para todas as concentragdes de enzimas e uma
estabilizagdo até 48 horas, apresentando um segundo pico de AR a partir de 72 horas, o
que indica que nao houve perda da atividade enzimatica ao longo da hidrélise. De acordo
com Xiros et al. (2017), as novas preparag¢des enzimaticas, como complexo de celulases
Cellic®CTec2, séo menos afetadas pela inibigdo do produto final como glicose e celobiose, a
exemplo do que ocorre com complexos enzimaticos anteriores.

O aumento na carga de enzima de 5 para 11 FPU/Q¢euiose resultou no incremento de
27,53% no teor de AR, enquanto que, na variagao de 11 para 22 FPU/Qgei0se; O percentual
foi menor, elevando em 12,41% a concentragéo de AR ao final do processo (96 horas). A
adicéo de 22 FPU/ g de celulose resultou no aumento de 43,35% na liberagdo de AR em
relagdo a adicdo de 5 FPU/Qceuiose- Xu et al. (2011) obtiveram maiores rendimentos de
agucares redutores com uma carga enzimatica de 15 FPU/Qgpstrate dO  complexo

Cellic®CTec2, durante a hidrélise de um tipo de capim pré-tratado com NaOH 1% (m/v). Os
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autores atribuem o desempenho satisfatéorio com reduzida carga de enzima as
caracteristicas do complexo enzimatico, como conteudo de celulases mais agressivas e
altos niveis de B-glicosidade, além das propriedades da biomassa e das condigdes de pré-
tratamento aplicadas. Zain et al. (2018) relataram maior produgcado de glicose, utilizando
15 FPU/mLgjicana (complexo Cellic®CTec2), durante a hidrélise de folhas de palmeira de 6leo
pré-tratada com 4,42% de NaOH (m/v). Enquanto isso, Lamb et al. (2018) obtiveram o
maximo rendimento de glicose com uma carga enzimatica de 40 FPU/Qsustrato (COMplexo
Cellic®CTec2), a partir da hidrélise enzimatica da casca de arroz pré-tratada com 1% de
H,SO,4 (miv).

5.2.2 Sacarificagao simultianea a fermentagdao com elevada carga de sélidos

5.2.2.1 Variagao nas concentragoes de aglcares e producao de etanol

O processo de SSF, com diferentes estratégias de alimentagdo gradual, com
biomassa de casca de arroz pré-tratada, a fim de atingir elevadas cargas de sélidos (20 e
25%), foi avaliado utilizando a levedura K. marxianus ATCC 36907.

A Figura 11 mostra os resultados dos perfis de concentracdo (g/L) de glicose,
celobiose e etanol, obtidos durante o processo de fermentacdo em batelada alimentada,
iniciados com 10% (m/v) e terminados em 20% (m/v) de casca de arroz pré-tratada, com
duas alimentagdes (5%) a cada 24 horas, em E1 (Figura 11A), e quatro alimentagbes
(2,5%), a cada 12 horas, em E2 (Figura 11B); iniciados em 15% (m/v) e terminados em 25%
(m/v), com duas alimentag¢des a cada 24 horas, em E3 (Figura 11C), e com quatro a cada 12
horas, em E4 (Figura 11D). De forma geral, verifica-se que o perfil de liberagdo e consumo
de (glicose, concentracdo de celobiose e produgcdo de etanol foram semelhantes,

independentemente da estratégia de alimentagdo com casca de arroz tratada.
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Figura 11 Concentracao de glicose, celobiose e producéo de etanol por K. marxianus ATCC
36907 durante a SSF em batelada alimentada: (A) E1 - concentragao inicial de biomassa
10% e final 20% com duas alimentagbes a cada 24 h; (B) E2 - concentracao inicial de
biomassa 10% e final 20% com 4 alimentagdes a cada 12 h; (C) E3 - concentracgéo inicial de
biomassa15% e final 25% com duas alimentacdes a cada 24 h e (D) E4 - concentracao
inicial de biomassa 15% e final 25% com 4 alimentag¢des a cada 12 h. As linhas tracejadas
na vertical, correspondem ao momento de alimentagdo com casca de arroz tratada.

Observa-se que, para todas as condi¢cdes, a glicose se esgotou em 24 horas,
independentemente do periodo e numero de alimentagdes, enquanto que a produgdo de
etanol iniciou em 12 horas. A liberacdo de glicose é retomada a partir de 36 horas,
coincidindo com a alimentagédo feita no tempo de 24 horas, atingindo a maxima
concentragao de 18,99; 13,29; 15,76 e 16,66 g/L, para os experimentos E1, E2, E3 e E4,
respectivamente, em 72 horas. No entanto, ndo houve aumentos na produgao de etanol.
Além disso, nas condigbes de maxima carga de solidos (25%), a concentragdo de etanol
apresentou um ligeiro decréscimo a partir de 48 horas. Verifica-se, também, que, embora
haja liberacao de glicose a partir de 36 horas, com pico em 72 horas, esse agucar nao foi
totalmente consumido pela levedura K. marxianus ATCC 36907, ou seja, apos 72 horas, 0
micro-organismo consumiu 66,34% (E1), 41,68% (E2), 52,38% (E3) e 59,53% (E4) da
glicose, restando 6,39; 7,75; 7,50 e 6,74 g/L dessa hexose, ao final da SSF, nos
experimentos E1, E2, E3 e E4, respectivamente.
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O acumulo de glicose pode ser devido a alta carga de sdlidos, pois a adigao de
12% (m/v) ja resultou num teor seis vezes maior de glicose acumulada, em relac&o a adi¢do
de 8% (m/v) (PESSANI et al., 2011). Além disso, o desempenho da levedura, no inicio da
fermentacdo, pode ter sido afetado devido a um estresse metabdlico, resultante da baixa
concentracao de glicose (BALLESTEROS et al., 2004), visto que, em 24 horas, ndo havia
mais glicose, voltando a ser liberada lentamente entre 36 e 48 horas, mas em baixas
concentragoes, que variaram entre 1,44 — 4,94 g/L (E1), 2,32 — 3,50 g/L (E2), 2,40 — 4,08 g/L
(E3) e 2,43 -4,42 g/L (E4).

Referente a producdo de etanol, os experimentos E3 e E4, iniciados com 15 e
terminados em 25% (m/v) de casca de arroz, apresentaram maior producdo, sendo
13,99¢g/L e 12,77g/L, em 36 e 24 horas de fermentacdo, respectivamente,
independentemente da estratégia de alimentacdo. Nos experimentos E1 e E2, iniciados em
10 e terminados em 20% (m/v) de casca de arroz, a producdo maxima de etanol foi de 9,57
e 9,92 g/L, respectivamente, em 36 horas.

Esses valores estdo abaixo do encontrado por Triwahyuni et al. (2015) que, com uma
carga de substrato de 25%, adicionada gradualmente, 18 FPU da enzima Cellic® Ctec2,
adicionada de 20% Cellic® Htec2 (com base no volume de Cellic® Ctec2) por g de
substrato, obtiveram 83,40 g/L de etanol em processo de SSF, com residuos de frutos de
palmeira (pré-tratado com NaOH 10%), em frascos Erlenmeyer de 250 mL, 1% (g/mL) de
células de levedura S. cerevisiae, nas condigdes de 32°C, pH 4.8 e 150 rpm, por 72 horas.
Porém, Montip6 et at. (2019) obtiveram menor producao de etanol (19,17 g/L), a partir de
20% (m/v) de casca de arroz (pré-tratada por explosao a vapor), sem alimentagéo gradual,
com adicdo de 20 FPU/ggsypstrato do complexo Celluclast 1,5L, 2,0 g/L de células de S.
cerevisiae (37 °C, 180 rpm), também em 72 horas.

A mesma linhagem de levedura, utilizada no presente trabalho, K. marxianus ATCC
36907, produziu entre 67,87 e 68,02 g/L de etanol , no tempo de 28 - 56 horas de SSF de
bagago de caju (pré-tratamento acido-alcalino com 0,6 M de H,SO, e 1,0 M de NaOH,;
30 FPU/g de celulose+60 CBU/g de celulose de Celluclast 1,5L; 5 g/L de células; 40 °C,
150 rpm), com adicdo gradual de substrato entre 10 a 20% (m/v) e 15 a 25% (m/v), com
duas ou quatro alimentagbes (BARROS et al.,, 2017). No trabalho de Camargo; Gomes;
Sene (2014), a levedura K. marxianus ATCC 36907 produziu 27,88 g/L de etanol a partir de
30,6 g/L de glicose, por SSF de farelo de girassol (pré-tratado com 6% de H,SO, (m/v) e 1%
NaOH (m/v)), a 38°C, 150 rpm, 8% (m/v) de concentragao de substrato e 0,5 g/L de células.
Com a linhagem de K. marxianus IMB3, Pessani et al. (2011) obtiveram concentragbes de
etanol entre 30 e 32 g/L, em 48 horas de SSF, com adicdo de 12% (m/v) de um tipo de
capim (pré-tratado por hidrotermolise), 4,85 mL/ggicana d0 complexo de celulases Acellerase
1500, 0,2 g/L de células, 45°C, 250 rpm. Com K. marxianus CK8, a producéo de etanol foi
de 15,07 g/L, a partir de 11,7% (m/v) e 12,93 g/L com 10% (m/v) de sdlidos durante a SSF
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de casca de arroz (pré-tratada com 2% (m/v) de NaOH), a 35°C e 45°C, respectivamente,
com tamanho de inéculo 5% (v/v), 20 FPU/Qswstrate (Meicelase), 150 rpm, 96 horas
(NACHAIWIENG et al., 2015).

Com relagao a celobiose (Figura 11), as concentracbes mantiveram-se com pouca
variacdo ao longo da fermentacéo, ficando entre 10,12 e 8,20 g/L (E1), 10,23 e 8,00 g/L
(E2), 9,77 € 7,81 g/L e 10,02 e 7,39 g/L (E4). Essas concentragdes estao proximas do valor
obtido por Gao et al. (2018), que foi de 9,38 g/L, durante SSF com 33% (m/v) de bagaco de
cana-de-agucar, utilizado como substrato. Vale ressaltar que, em todos os experimentos, a
presenca de celobiose nas primeiras horas se deve a uma pré-sacarificacao, realizada 6
horas antes da inoculagdo da levedura, para evitar um possivel estresse metabdlico ao
micro-organismo, pela falta de substrato disponivel no meio. Embora tenha relato quanto ao
consumo de celobiose por K. marxianus (RAJOKA et al., 2003), no presente trabalho, isso
nao foi observado, assim como no trabalho de Camargo; Gomes; Sene (2014), utilizando-se
a mesma levedura K. marxianus ATCC 36907.

A Tabela 6 apresenta os resultados para o numero de células, valores de pH e
parametros fermentativos, obtidos no processo de SSF pela levedura K. marxianus ATCC
36907.

Tabela 6 Numero de células, pH e parametros obtidos no processo de SSF conduzido a
40°C, 200 rpm por K. marxianus ATCC 36907 utilizando diferentes estratégias de
alimentacdo com cargas de sélidos (concentracao de biomassa)

Experimentos c';:u?:s pH Etanol (g/L) Yerc (g/g) Qs (g/L.h™") n (%) Tempo
(10%/mL) (h)
96 h

712+005  018+001 059+002 17,96 0,01 12

E1 3,38+0,21 547 +0,04 9,07+0,01  023+000 0,38+0,00 22,87+0,00 24
957+0,34  016+001 027+001 16,09+ 0,01 36

6,36+0,30  0,16+001 053+004 16,04 0,01 12

E2 432+094 5451+ 0,04 974+0,86  020+0,02 041+0,04 19,64+0,02 24
9,92+026  017+000 028+001 16,67+0,00 36

10,83+0,43  0,18+0,01 0,90+0,03 1821+0,01 12

E3 435+044 548+0,03 12,63+0,03 0,21%000 053+0,00 21,23+ 0,01 24
13,99+0,22 0,18+0,00 0,39+0,01 17,64+ 0,00 36

10,22+024  0,17+0,00 0,85+0,02 17,18 +0,00 12

E4 578+0,26 548+0,03 12,77+£0,19  0,18+0,00 0,53+0,01 18,40 + 0,01 24

12,76 £ 0,19 0,16+0,00 0,35+0,01 16,09 +0,02 36

Nota: (E1) concentracdo inicial de biomassa 10% e final 20% com duas alimentagbes a cada 24 h; (E2)
concentracgdo inicial de biomassa 10% e final 20% com 4 alimentacbes a cada 12 h; (E3) concentragéo inicial de
biomassa15% e final 25% com duas alimentagbes a cada 24 h e (E4) concentrag&o inicial de biomassa 15% e
final 25% com 4 alimentacdes a cada 12 h; n (%) = rendimento de celulose em etanol. Valores médios de
triplicatas + desvio padrao das amostras.
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Observa-se que, ao final de 96 horas, o numero de células foi maior no experimento
E4 (5,78 x 108/mL), seguido por E3 (4,35 x 10%/mL), E2 (4,32 x 10%/mL) e E1 (3,38 x 10%/mL).
No entanto, o crescimento celular estd muito abaixo do observado por Camargo; Gomes;
Sene (2014), com a mesma levedura (K. marxianus ATCC 36907), que apresentou um
crescimento celular de até 14,9 x 10%mL, apds 72 horas de SSF (38°C; 150 rpm) de
8% (m/v) de farelo de girassol. Para os valores de pH ao final da fermentacéo, verifica-se
que, em todos os experimentos, ndo houve variagdo expressiva, considerando o pH inicial
de 5,5, pois o meio utilizado foi tamponado.

Quanto aos parametros fermentativos, os maiores rendimentos de etanol (Yg/c) foram
obtidos em 24 horas; quanto a produtividade volumétrica (Qp), verificam-se valores elevados
nas primeiras 12 horas de fermentacdo. Para os calculos de Yg,c foram considerados os
percentuais de casca de arroz, adicionados no inicio de cada experimento (10 ou 15%),
somado aos adicionados apds cada alimentagdo (duas alimentagdes com 5% (m/v) ou
quatro de 2,5% (m/v) de casca de arroz).

O experimento E1 apresentou maior Ygc (0,23 g/g), calculado com base na adi¢cao
inicial de 10% de casca de arroz, enquanto E2 obteve 0,20 g/g, considerando 12,5% (m/v)
de casca de arroz (valor inicial de 10% (m/v) + 2,5% (m/v), adicionado no tempo 12 h), em
24 horas, respectivamente. Em relacdo aos experimentos E3 e E4, os valores de Yg, foram
0,21 e 0,18 g/g, respectivamente, também em 24 horas, baseado no teor inicial de 15%
(m/v); no caso do E3, de 17,5% (m/v) de casca de arroz (valor inicial de 15% (m/v) + 2,5%
(m/v) adicionado no tempo 12 h). Nota-se que as diferentes estratégias de alimentagao com
casca de arroz ndo necessariamente resultaram em aumentos na producdo de etanol e,
consequentemente, nos valores de Ygc. ApOos 12 horas da primeira alimentacdo com
5% (m/v) de casca de arroz, feita nos experimentos E1 e ES3, totalizando 15 e 20% (m/v) de
soélidos, respectivamente, observa-se uma reducao de 30,43% e 14,29% nos valores de
Yeic. Ja nos experimentos E2 e E4, apds duas alimentagées com 2,5% (12 em 12 horas),
houve decréscimo de 15 e 11,11% nos Yg, respectivamente. Varga et al. (2004) verificaram
rendimentos de etanol (Yewonys) considerados baixos, entre 4,4 e 5,3%, com adigdo de
20% (m/v) de sdlidos de palha de milho (apds pré-tratamentos alcalino e acido via oxidagao
umida). Camargo; Gomes; Sene (2014), adicionando 8% (m/v) de sdlidos de farelo de
girassol, obtiveram um rendimento de etanol (Yp;s) de 0,47 g/g em 72 horas.

A produtividade volumétrica (Qp) foi de 0,90 e 0,85 g/L.h'1, nos experimentos E3 e
E4, sendo os maiores valores obtidos, enquanto que E1 e E2 alcangaram 0,59 e 0,53 g/L.h
T respectivamente, todos em 12 horas de fermentacéo. Esses valores mais elevados de Qp
se devem a uma producao de etanol relativamente alta ja nas primeiras 12 horas de SSF,
embora nao sejam referentes a produgcao maxima (Tabela 6). Porém, esse parametro
decresce ap6s esse periodo, sendo de 0,53 g/L.h™" (E3 e E4), 0,41 g/L.h™" (E2) e 0,38 g/L.h™
(E1), ou seja, apds 12 horas, a Qp reduziu 41,11 e 37,65% (E3 e E4) e 22,64 e 35,59% (E2
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e E1), respectivamente, apesar da alimentagéo do processo com casca de arroz, realizada
em 12 horas, nos experimentos E3 e E4. Ao final de 96 horas de fermentacao, a reducao na
Qp foi de 77,36 e 81,13%, nos experimentos E3 e E4, e de 76,32 e 75,61%, em E1 e E2,
respectivamente, em relagcao aos valores obtidos em 24 horas.

A queda no rendimento e produtividade de etanol, durante a SSF com alta carga de
sélidos, é reportada na literatura por Liu et al. (2014), com 25,4% (m/m) de palha de milho
pré-tratada por explosédo a vapor; Gao et al. (2018), com 19; 26 e 33% (m/v) de bagaco de
cana-de-agucar, pré-tratado com NaOH 1,8%; Zheng et al. (2020), com o aumento da
concentracao de substrato (residuo de sabugo de milho e torta de sementes) para
20% (m/m) e, possivelmente, esta relacionada ao aumento da viscosidade do meio, com
consequente reducdo da eficiéncia da mistura dos componentes, bem como baixa

transferéncia de massa e calor durante o processo (KOPPRAM et al., 2014).

5.2.2.2 Formacao de acido acético e glicerol

A formacao de subprodutos, acido acético e glicerol, por K. marxianus ATCC 36907,
também foi monitorada durante a SSF, em batelada alimentada, e os resultados obtidos sao
apresentados na Figura 12. E possivel observar que houve producéo de &cido acético e
glicerol, nas primeiras 12 horas de fermentagéo, a qual permaneceu constante apds esse
periodo, nos quatro experimentos.

Os experimentos E3 e E4 (Figura 12C-D) apresentaram maiores acumulos de acido
acético, variando de 13,71 — 16,91 g/L para E3 e 13,46 — 13,98 g/L para E4, que apresentou
valor maximo de 15,93 g/L, em 36 horas, sendo superiores a producdo de etanol. No
experimento E1 (Figura 12A), a concentragéo foi de 9,9 — 10,69 g/L, com maior produgéo
(12,53 g/L) em 48 horas, enquanto que, para E2 (Figura 12B), as concentragdes foram entre
9,96 — 10,24 g/L, com pico de 11,80 g/L, em 24 horas. Zheng et al. (2020) verificaram
aumentos nos niveis de subprodutos, como acido acético, durante a SSF, conforme o
aumento no teor de sdlidos (residuos de sabugo de milho) de 10, 15 e 20% (m/v).

A formacgao de acido acético durante a SSF com a levedura K. marxianus foi relatada
empregando a linhagem IMB3, com concentragbes maximas de acido acético de 5,6; 6,3 e
3,6 g/L, com adi¢do de 8% (m/v) de sdlidos e temperaturas de 37, 41 e 45°C (PESSANI et
al., 2011), e de 2,6 g/L, com 15% (m/v) de sdlidos e 2,0 g/L com adi¢cao de 10% (m/v) de
sélidos (SILVA et al., 2015). Nos quatro experimentos, a produgao de acido acético coincidiu
com o consumo de glicose, assim como com a produgéo de etanol (Figura 11), indicando
que o consumo do agucar também foi direcionado para a formacao desse metabdlito. Esse
acumulo de acido acético pode estar relacionado com a menor produgao de etanol
(NITIYON et al., 2016; ZHENG et al., 2020).
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Figura 12 Formacdo de acido acético e glicerol em comparacao ao perfil de consumo de
glicose por K. marxianus ATCC 36907 durante a SSF em batelada alimentada: (A) E1-
concentracao inicial de biomassa 10% e final 20% com duas alimentagdes a cada 24 h; (B)
E2 - concentragao inicial de biomassa 10% e final 20% com 4 alimentag¢des a cada 12 h; (C)
E3 - concentragao inicial de biomassa15% e final 25% com duas alimentagdes a cada 24 h e
(D) E4 - concentracao inicial de biomassa 15% e final 25% com 4 alimentacdes a cada 12 h.

As leveduras, classificadas como Crabtree-negativas, como K. marxianus,
apresentam baixa atividade de piruvato descarboxilase, mas atividade relativamente alta das
enzimas acetaldeido desidrogenase e acetil CoA sintetase (VAN URK et al., 1990); seu
metabolismo esta associado a elevados niveis de acido acético e produgao de acetaldeido
(SWIEGERS et al., 2005). Quando em condigdes limitantes de oxigénio, ocorre um aumento
da atividade da piruvato descarboxilase (KIERS et al.,1998; FRENDLUND et al., 2004).

Em condi¢des limitantes de oxigénio ou hipdxia, o crescimento celular requer a
manutencdo do balango redox nas células; assim, como estratégia para restaurar esse
equilibrio, a levedura pode formar glicerol, a partir do transporte e oxidagdo do NADH no
citosol (MERICO et al.,, 2009) ou seguir para via acetaldeido, formando acetato para
regeneracédo de NADH e NADPH (REMIZE; ANDRIEU; DEQUIN, 2000). Isso porque, sob
condigdes de hipoxia, redugdes na taxa de consumo de agucar e no fluxo de glicerol podem

ocorrer e, como consequéncia disso, levar a um desequilibrio redox nos niveis
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citoplasmatico e mitocondrial, como ocorreu com a levedura Kluyveromyces lactis (MERICO
et al., 2009).

No presente trabalho, a adicdo de altas concentracbes de sélidos pode ter
contribuido para uma ineficiente difusdo de oxigénio, devido a maior viscosidade do meio, o
que dificulta a mistura do conteudo dos frascos, mesmo sob agitagcdo continua, ocasionando
uma possivel reducado dos niveis de oxigénio dissolvido no meio. O transporte eficiente de
oxigénio dissolvido é dependente de uma mistura eficiente e a privagao de oxigénio por
periodos prolongados de tempo causa danos as células (KOYNOV et al., 2007).

Com relagao ao glicerol, a maior produgao ocorreu nos experimentos E4 e E3 (Figura
12C-D), variando entre 0,95 — 2,56 g/L e 0,85 — 2,51 g/L, respectivamente. Enquanto nos
experimentos E1 e E2 (Figura 12A-B), a producgéao foi menor, com concentragdes entre 0,37
-1,68¢g/L e 0,72 — 1,62 g/L. Esses valores estdo de acordo com Camargo; Gomes; Sene
(2014), que utilizaram a mesma levedura K. marxianus ATCC 36907, a qual apresentou uma
producdo maxima de 2,67 g/L, durante a SSF de farelo de girassol (8% m/v). Todavia, estdo
abaixo dos observados por Zheng et al. (2019), que detectaram uma producdo de 3,64 g/L
do subproduto, durante a SSF com 20% (m/v) de sdlidos, utilizando a levedura S. cerevisiae,
0 que é considerado baixo pelos autores. Nota-se que o0s maiores valores, obtidos no
presente estudo, correspondem aos experimentos com teores de sélidos mais elevados
(15% inicial e 25% (m/v) final). Zheng et al. (2020) verificaram aumentos na producéo de
glicerol por S. cerevisiae, durante a SSF de residuo de sabugo de milho, com o aumento da
adicdo de sdlidos de 10, 15 e 20% (m/v), sendo as maiores concentragdes obtidas com
20% (m/v) de solidos.

No trabalho, desenvolvido por Pessani et al. (2011), a levedura K. marxianus IMB3
também produziu glicerol durante a SSF, com adicdo de 12% (m/v). Os autores notaram
aumentos na produgao do subproduto, com o aumento da temperatura (2,4 g/L, a 37°C, e
3,2 g/L, a 45°C). O glicerol € um dos subprodutos formados durante o processo de SSF e
também esta relacionado com a manutengdo do equilibrio redox (JI et al., 2016), como
mencionado anteriormente, em resposta a diferentes condigdes de estresse, a exemplo das

temperaturas elevadas, presenca de etanol (FU et al., 2019).

5.3 Parte Il - Efeito da adigao de surfactante durante a hidrélise enzimatica da celulose

de casca de arroz

5.3.1 Variacao nas concentragdes e rendimentos de glicose

As Tabelas 7, 8 e 9 apresentam o0s ensaios realizados, conforme a matriz do

planejamento, com os valores codificados e reais das variaveis estudadas e os resultados
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obtidos para a produgédo de glicose, bem como o rendimento de glicose apds 96h de
hidrolise enzimatica da celulose de casca de arroz, com adicdo dos surfactantes Polisorbato
80 (PS80), Polietilenoglicol 4000 (PEG) e Triton X-100 (TX-100) e o controle (sem
surfactante).

Observa-se que a adicao de surfactantes, em associacdo as diferentes cargas de
enzimas, favoreceu o processo de hidrélise, comparado ao experimento controle (sem
surfactante). As concentragdes de glicose variaram de 32,36 a 79,57 g/L no experimento,
com adicdo de PS 80, de 45,14 a 74,60 g/L, com adi¢ao de PEG, de 32,28 a 47,89 g/L, com
adicao de TX-100, como mostram as Tabelas 6, 7 e 8, respectivamente. No experimento
controle, a concentragao do agucar variou de 20,36 a 47,77 g/L, de acordo com a carga de
enzima utilizada.

Para o PS 80 (Tabela 7), o ensaio 3 com adicao de 10,0 mg/L do surfactante e
19 FPU/geeui0se de enzima apresentou a maior concentragao de glicose (79,57 g/L), seguido
pelo ensaio 6 (70,56 g/L de glicose), com adigdo de 23,0 mg/L de surfactante e
13,5 FPU/Qceluiose-

Tabela 7 Concentracdo de glicose e rendimentos obtidos durante a hidrélise enzimatica da
celulose da casca de arroz com e sem adigao do surfactante Polisorbato 80 (PS80)

96 h
X1 X2 Glicose ECC
Ensaios PS80 (mg/L) (FPUIIE;f:igI‘:Iose) g/L %
1 10 (-1) 8 (-1) 35,30 59,41
2 20 (1) 8 (-1) 37,37 61,73
3 10 (-1) 19 (1) 79,57 123,01
4 20 (1) 19 (1) 52,79 80,30
5 7 (-1,41) 13,5 (0) 53,53 87,15
6 23 (1,41) 13,5 (0) 70,56 113,67
7 15 (0) 5 (-1,41) 32,36 59,46
8 15 (0) 22 (1,41) 42,21 65,64
9 15 (0) 13,5 (0) 43,83 71,50
10 15 (0) 13,5 (0) 42,77 70,70
11 15 (0) 13,5 (0) 45,62 74,12
12 15 (0) 13,5 (0) 47,58 78,77
Controle 5 FPU/gcetutose - 5 20,36 + 0,11 38,60 = 0,00
Controle 8 FPU/gcelutose @ - 8 29,94 + 0,91 52,52 + 1,96
Controle 13,5 FPU/gceluiose - 13,5 42,13 + 2,58 66,89 + 4,33
Controle 19 FPU/gceluiose @ -———-- 19 44,66 + 1,85 65,80 + 3,48
Controle 22 FPU/gcelutose - 22 47,77 £ 0,96 74,46 + 1,28

Nota: Concentragéo de soélidos adicionados nos ensaios = 10% sélidos (m/v); Controle = sem surfactante; ECC =
eficiéncia de conversao da celulose ou producéo de glicose a partir da celulose (%); Valores médios de triplicatas
+ desvio padrao das amostras.
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Nota-se que foi possivel alcangar elevada concentragdo de glicose (70,56 g/L), com
uma carga enzimatica 38,6% menor, adicionando a maior concentragdo de PS 80
(23,0 mg/L de surfactante e 13,5 FPU/g de celulose), comparado ao controle com a maxima
carga de enzima (22 FPU/g de celulose). De acordo com Okino et al. (2013), o surfactante
Tween 80 (nome comercial para Polisorbato 80) pode atuar prevenindo a desativagao
enzimatica e a estabilizacdo de componentes instaveis da celulase, quando em condigbes
de agitacdo, provavelmente, devido a reducdo da hidrofobicidade da superficie desses
componentes, aumentando o rendimento da hidrélise e, consequentemente, da
concentracao de glicose. A tensao de cisalhamento, resultante da agitacdo, pode levar a
desativagdo de um componente especifico da celulase e, assim, reduzir a atividade da
enzima durante o processo (TANEDA et al., 2012).

No experimento com adicdo de PEG (Tabela 8), a melhor condi¢cao foi obtida no
ensaio 4 (3,0 g/L de surfactante e 19 FPU/g de celulose), que resultou em maior

concentracao de glicose (74,60 g/L).

Tabela 8 Concentracdo de glicose e rendimentos obtidos durante a hidrélise enzimatica da
celulose da casca de arroz com e sem adi¢ao do surfactante Polietilenoglicol 4000 (PEG)

96 h
X1 X2 Glicose ECC
Ensaios PEG (g/L) (FPUIIE;f:i:eTualose) glL %
1 1,0 (-1) 8 (-1) 45,14 72,87
2 3,0(1) 8 (-1) 60,38 91,90
3 1,0 (-1) 19 (1) 61,84 92,38
4 3,0 (1) 19 (1) 74,60 110,64
5 0,5 (-1,41) 13,5 (0) 45,39 70,11
6 3,5 (1,41) 13,5 (0) 53,33 79,85
7 2,0 (0) 5 (-1,41) 46,58 72,78
8 2,0 (0) 22 (1,41) 57,52 88,22
9 2,0 (0) 13,5 (0) 62,14 95,65
10 2,0 (0) 13,5 (0) 64,74 98,55
1 2,0 (0) 13,5 (0) 62,77 96,57
12 2,0 (0) 13,5 (0) 66,76 102,01
Controle 5 FPU/gceluose - 5 20,36 + 0,11 38,60 + 0,00
Controle 8 FPU/gceluose - 8 29,94 + 0,91 52,52 + 1,96
Controle 13,5 FPU/gcelutose ™~ - 13,5 42,13 £ 2,58 66,89 + 4,33
Controle 19 FPU/gcelyiose @ =—-- 19 44,66 £+ 1,85 65,80 + 3,48
Controle 22 FPU/gceluiose @ —-- 22 47,77 £ 0,96 74,46 £ 1,28

Nota: Concentragéo de sdlidos adicionados nos ensaios = 10% solidos (m/v); Controle = sem surfactante; ECC =
eficiéncia de conversao da celulose ou produgao de glicose a partir da celulose (%); Valores médios de triplicatas
* desvio padrao das amostras.

E possivel verificar também que a adigdo de PEG proporcionou um aumento de

52,1% na concentragéo de glicose, com base na média obtida nos pontos centrais (Ensaios
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9-12), em comparagao ao controle. Li et al. (2012) sugerem que a agdo do PEG-4000, no
processo de hidrélise enzimatica, esta relacionada ao aumento da atividade das enzimas
livres no meio, além da interagdo ndo apenas com a lignina, mas também com a celulose, o
que reduz a adsorgao improdutiva.

Em relacdo a hidrdlise enzimatica com adicao do Triton X-100 (Tabela 9), as
concentracoes de glicose obtidas foram muito proximas as do controle (sem surfactante),
exceto o ensaio 7 (150 mg/L de surfactante e 5 FPU/g de celulose), com adicdo da menor
carga de enzima, que resultou em 13,17 g/L de glicose a mais em relagdo ao controle com a
mesma carga de enzima; isso indica que o surfactante, nesse caso, nao melhorou o

desempenho da enzima durante o processo.

Tabela 9 Concentragao de glicose e rendimentos, obtidos durante a hidrolise enzimatica da
celulose da casca de arroz com e sem adi¢ao do surfactante Triton X-100 (TX-100)

96 h
X1 X2 Glicose ECC
Ensaios TX-100 (mg/L) (FPU?Jf:Zﬁllose) glL %

1 100 (-1) 8 (-1) 32,48 47,78

2 200 (1) 8 (-1) 32,28 55,53

3 100 (-1) 19 (1) 42,43 59,97

4 200 (1) 19 (1) 43,31 62,25

5 75 (-1,41) 13,5 (0) 36,36 56,98

6 225 (1,41) 13,5 (0) 43,69 55,47

7 150 (0) 5 (-1,41) 33,53 58.63

8 150 (0) 22 (1,41) 44,81 66,74

9 150 (0) 13,5 (0) 47,89 69,49

10 150 (0) 13,5 (0) 42,90 63,16

1 150 (0) 13,5 (0) 46,79 67,79

12 150 (0) 13,5 (0) 4316 62,05
Controle 5§ FPU/gceluose  ~ ———-- 5 20,36 + 0,11 38,60 £ 0,00
Controle 8 FPU/gcelutose - 8 29,94 + 0,91 52,52 + 1,96
Controle 13,5 FPU/gceluose - 13,5 42,13 £2,58 66,89 + 4,33
Controle 19 FPU/gceluiose @ —-- 19 44,66 £ 1,85 65,80 + 3,48
Controle 22 FPU/gceluiose @ == 22 47,77 £ 0,96 74,46 £ 1,28

Nota: Concentragéo de soélidos adicionados nos ensaios = 10% solidos (m/v); Controle = sem surfactante; ECC =
eficiéncia de conversao da celulose ou producgéo de glicose a partir da celulose (%); Valores médios de triplicatas
* desvio padrao das amostras.

O baixo desempenho da hidrélise enzimatica, com adicdo de Triton X-100, é
reportado por Araujo et al. (2017), a partir da hidrélise enzimatica da casca de coco verde, e
por Zhou et al. (2015), durante a hidrélise de celulose pura. Ao contrario do presente estudo,
Qu et al. (2017) obtiveram aumentos satisfatérios no desempenho da hidrélise de bagago de

cana-de-acucar, adicionando Triton X-100. E importante ressaltar que os beneficios da
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acao do surfactante dependem, além da concentragdo e do tipo de surfactante, de outros
fatores, como o complexo de celulases utilizado, caracteristicas da biomassa e das
condigdes de hidrolise (ZHOU et al., 2015).

Quanto aos rendimentos de glicose (ECC), observa-se que a adigdo dos surfactantes
PS80 e PEG contribuiram de forma expressiva com maiores rendimentos (Tabelas 7 e 8);
no entanto, observa-se que os valores passaram de 100%, como nos ensaios 3 e 6 do
experimento com PS80 (123,01% e 113,67%, respectivamente) e ensaio 4, com adi¢cao de
PEG (110,64%), o que pode estar relacionado, possivelmente, ao conteudo subestimado de
celulose da biomassa apds o tratamento.

Destaca-se que a adicdo dos surfactantes favoreceu a hidrélise enzimatica,
principalmente, quando associados as menores cargas de enzimas (5 FPU/gceuose), quando
comparado ao controle, como no caso da adicdo de 5 FPU/gceuose + 15 mg/L de PS80
(ensaio 7), com rendimento de 59,46% (32,36 g/L de glicose), embora nao correspondam as
maximas concentracdes de glicose (Tabela 7).

A melhora no desempenho da hidrdlise é ainda mais evidente com a adi¢do de PEG
(Tabela 8), como é possivel observar no ensaio 1 (8 FPU/gceose + 1,0 g/L de PEG), ensaio 2
(8 FPU/gceiuose + 3,0 g/L de PEG) e ensaio 7 (5 FPU/gceuose + 2,0 g/L de PEG), em que foram
obtidos elevados rendimentos de glicose, como 72,87; 91,90 e 72,78%, respectivamente. No
controle, os rendimentos foram 38,60%, com adigdo de 5 FPU/Qceiunse € 52,52%, com uma
carga de enzima de 8 FPU/Qceluiose-

De acordo com Li et al. (2012), em geral, as celulases se ligam em substratos
celuldsicos, primeiro com o dominio de ligagdo a celulose enquanto o dominio catalitico
reage com a celulose; assim, quando muita celulase € adsorvida, dificulta-se a aproximagao
do dominio catalitico a celulose. Como o Polietilenoglicol adsorve na celulose, forma um
revestimento que exclui a adsor¢ado de mais celulases, permitindo, assim, a completa reacéo

das celulases adsorvidas, o que resulta na melhoria da hidrélise enzimatica (LI et al., 2012).

5.3.2 Andlise dos perfis cinéticos da hidrélise enzimatica com adi¢ao de Polisorbato
80 e Polietilenoglicol-4000

Com base na analise preliminar do perfil de hidrélise da liberagdo de agucares
redutores, obtido pelo método DNS, ndo houve melhorias no desempenho da hidrélise
enzimatica, com adi¢ao do TX-100, em comparacao ao controle e, por isso, o perfil cinético
da liberacao de glicose para esse surfactante nao foi analisado, apenas a quantificagao no
tempo final (96 horas), como apresentado na Tabela 9.

As Figuras 13A-E e 14A-E mostram os perfis de liberacdo de glicose, durante a
hidrélise enzimatica, nos experimentos com adicdao de PS80 e PEG, respectivamente, em

comparagao ao controle, de acordo com as respectivas cargas de enzima. De forma geral,
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ocorreu um favorecimento no desempenho da enzima, ao longo de todo o processo,
resultando em maiores concentracbes de glicose com adigdo de ambos os surfactantes
(PS80 e PEG), ja no inicio da hidrélise, em comparagao ao controle com as mesmas cargas
enzimaticas.

Comparado ao ensaio controle (19 FPU/gceuose € Sem surfactante), a adicao de
3,0 g/L de PEG associado a carga enzimatica de 19 FPU/gcauiose (Figura 14D) resultou em
aumentos de 42,8; 57,4; 51,4 e 50,8% de glicose, enquanto o PS80 (Figura 13D) (10,0 mg/L
+ 19 FPU/gceuose) Promoveu aumentos de 33,9; 13,1; 37,4 e 17,5%, em 12, 24, 48 e 72h de
hidrélise, respectivamente. Ao final de 96 horas, a adicao do PEG resultou em 29,2% a mais
de glicose em relagao ao controle, enquanto o PS 80 se destacou, aumentando em 37,8% a
concentracao do agucar. O efeito do surfactante PEG foi melhor nas primeiras 24h de
hidrélise, comparado ao PS 80, resultando em um aumento de 39,1% na concentracéo de
glicose, enquanto que, ao final do processo (96 h), a concentragdo de glicose foi 5,8%
menor em relacio a obtida, com adicao do PS80.

Esses resultados estao consistentes com os obtidos por outros pesquisadores, como
Tu et al. (2009), que obtiveram melhorias no desempenho da hidrélise enzimatica de
madeira de pinheiro (pré-tratada por explosao a vapor); Oladi; Aita (2018), a partir da
hidrélise do bagaco de cana-de-agucar (pré-tratado com hidroxido de amoénia); Zhang et al.
(2018), durante a hidrdlise de bagago de cana-de-agucar (pré-tratado com cloreto férrico e
organosolv), ambos com a adi¢gdo do surfactante Tween 80; Rocha-Martin et al. (2017), na
hidrolise enzimatica de biomassas de palha de milho e cana-de-acucar, pré-tratadas por
explosdo a vapor e 2,3% de acido sulfurico; e Liu et al. (2012), na hidrélise de residuos de

sabugo de milho (pré-tratado com glicerol), adicionando Polietilenoglicol (PEG- 4000).
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Figura 13 Perfis cinéticos da hidrélise enzimatica da casca de arroz com e sem a adicao do

surfactante Polisorbato 80 (PS80) e diferentes cargas enzimaticas:

(A) adicao de

5 FPU/Qceuose; (B) adicao de 8 FPU/gceuose, (C) adicdo de 13,5 FPU/gcauose, (D) adicdo de
19 FPU/Qceiose € (E) adicdo 22 FPU/Qceunse- NOta: E9 = média de 4 repeticbes no ponto

central.
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Figura 14 Perfis cinéticos da hidrdlise enzimatica da casca de arroz com e sem a adi¢ao do
surfactante Polietilenoglicol 4000 (PEG) e diferentes cargas enzimaticas: (A) adicdo de
5 FPU/Qceuose; (B) adicao de 8 FPU/gceuose, (C) adicdo de 13,5 FPU/gcauiose, (D) adicdo de
19 FPU/Qceiose © (E) adicado de 22 FPU/Qceunse- NOta: E9 = média de 4 repeti¢des no ponto
central.

Com relagéo as concentragdes de celobiose, ao final de 96 horas de hidrdlise,
variaram de 8,40 a 16,94 g/L, para o experimento, com adi¢cao de PS80, de 8,33 a 11,95 g/L,
no experimento com PEG, e de 9,17 e 10,36 g/L, no controle. No experimento com adig¢éo

de TX-100, as concentragdes finais foram menores, variando de 3,71 a 7,37 g/L. De acordo
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com Yang et al. (2010), concentracdes de celobiose entre 10 e 20 g/L podem levar a uma
ligeira inibicdo das celulases. No entanto, isso ndo ocorreu no presente estudo, visto que a
atividade enzimatica se manteve até o final do processo.

Esses resultados sugerem que a adigdo dos surfactantes PS80 e PEG nao
influenciou a atividade da enzima [B-glicosidase, que atua na conversdo de celobiose em
glicose. Hsieh et al. (2015) avaliaram o efeito do PEG-3000 na hidrélise de celobiose pura,
utilizando o complexo comercial Cellic®CTec2, e verificaram que ndo houve aumento da
producdo de glicose, com adicdo do surfactante, em comparagdo ao controle (sem

surfactante).

5.3.3 Avaliacao do efeito da adi¢gao dos surfactantes por meio da analise estatistica do

Planejamento Composto Central Rotacional (DCCR)

As estimativas dos efeitos principais ao nivel de 95% de confianca, para os trés
surfactantes utilizados (PS 80, PEG e TX-100), sdo apresentadas na Figura 15. Verifica-se,
no grafico de Pareto, que os dois fatores avaliados, variagdo nas concentracbes de
surfactantes associados as diferentes cargas enzimaticas, foram significativos (p<0,05) para
os experimentos com PS80 e PEG, enquanto que, no experimento com adicdo de TX-100,
apenas o fator carga enzimatica foi significativo (p<0,05). Nos trés experimentos com adi¢ao
de surfactante (PS80, PEG e TX-100), o fator que mais influenciou o aumento da producao
de glicose foi a carga enzimatica utilizada.

No experimento com adicdo do surfactante PS80, o fator carga de enzima
apresentou os efeitos lineares (p=0,001147) e quadraticos (p=0,025681) significativos,
enquanto que, para o fator surfactante, apenas o efeito quadratico foi significativo
(p=0,001732). A interagao entre os dois fatores foi significativa (p=0,006416) (Figura 15A),
no entanto, o efeito dessa interagao foi negativo, ou seja, dependendo da concentragéo do
surfactante e da carga enzimatica empregada, pode ocorrer uma redugdo na concentragao
final de glicose. Quanto ao experimento com adi¢gao do surfactante PEG, para o fator carga
enzimatica, foi significativo tanto o efeito linear (p=0,004299) quanto o quadratico
(p=0,023132), assim como, para o fator surfactante, o efeito linear (p=0,006952) e
quadratico (p=0,009574) também foram significativos (Figura 15B). O efeito da interagao
entre os dois fatores nao foi significativo (p>0,05), indicando que o efeito da concentracao de
PEG n&o interfere no da carga enzimatica. Ja no experimento com adi¢cao de TX-100 (Figura
15C), foi significativo o efeito linear (p=0,14155) e quadratico (p=0,039598) para o fator

carga de enzima.
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Figura 15 Grafico de Pareto com os efeitos padronizados para os fatores investigados e
suas interagbes sobre a concentracdo de glicose ao nivel de 95% de confianca: (A)

Polisorbato 80, (B) Polietilenoglicol 4000 e (C) Triton X-100.

A Tabela 10 apresenta a analise de varidncia (ANOVA) para a concentragdo de

glicose obtida com adi¢ao de PS80 e PEG, em associagao a diferentes cargas de enzimas.

Observa-se que, para o experimento com adicao de PS80, o valor de F calculado para a

regressao (4,80) foi maior que o F tabelado (4,12), indicando que o modelo proposto é

significativo. O coeficiente de determinagao (R?) foi 0,73, indicando que 73% da variacao,

explicada na concentragao de glicose, sdo atribuidos as variaveis estudadas.
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Tabela 10 Analise de varidncia (ANOVA) para concentracao de glicose (g/L) ao nivel de
95% de confianca

Polisorbato 80 (mg/L)

Fonte de variagao sQ GL MQ F F tab
Regressao 1580,79 4 395,20 4,80 4,12
Residuo 576,39 7 82,34
Falta de ajuste 563,01 4 140,75 31,58 9,12
Erro puro 13,37 3 4,46
Total 2157,18 11
R? 0,73
Polietilenoglicol 4000 (g/L)
Fonte de variagao SQ GL MQ F F tab
Regressao 660,04 4 165,01 4,24 4,12
Residuo 272,59 7 38,94
Falta de ajuste 259,50 4 64,87 14,86 9,12
Erro puro 13,10 3 4,37
Total 932,63 "
R? 0,71

Com base na analise dos coeficientes de regressao obtidos e excluindo o fator nao
significativo (p > 0,05), obteve-se o modelo com as variaveis codificadas da concentracao de
glicose, em funcao das variaveis estudadas no experimento com PS80, em associagao a

diferentes cargas de enzimas, como apresentado na Equacéao 15:
Glicose (g/L) = 44,95 + 8,99x,2+ 9,22, - 3,46%,° - 7,21X1X, Eq (15)

Em que:

x+1= surfactante PS80 (mg/L);

X, = carga de enzima (FPU/Qceiuiose)-

Em relacdo ao experimento com adigdo de PEG, o valor de F calculado (4,24)
também foi maior do que F tabelado (4,12), indicando que o modelo proposto € significativo.
O valor do coeficiente de determinagao (R?) foi igual a 0,71, indicando que 71% da variag&o,
explicada na concentracdo de glicose, sdo atribuidos as variaveis estudadas (adicdo de
PEG, associado a diferentes cargas de enzimas). O modelo gerado a partir da analise dos
coeficientes de regressédo, excluido o fator ndo significativo, nesse caso, a interagcao entre
PEG e carga enzimatica, com as variaveis codificadas da concentragédo de glicose, em

fungéo das variaveis estudadas, é representado pela Equagao 16:

Glicose (g/L) = 64,07 + 4,91x,— 4,92x,° + 5,81x,— 3,57x,° Eq (16)
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Em que:
x1= surfactante PEG (g/L);

X, = carga de enzima (FPU/Q¢euiose)-

A Figura 16A-B mostra a superficie de resposta e curvas de contorno para
concentracdo de glicose, em fungdo da adicdo de PS80, associado a diferentes cargas
enzimaticas. Verifica-se que ndo ha uma regido 6tima na qual se encontra uma faixa de
combinagbes de carga enzimatica e concentracdo de surfactante para a produgdo de
glicose. A adigdo de enzimas entre 13,5 e 22 FPU/gceui0se l€Va a0 aumento da liberacdo do
agucar, enquanto o surfactante contribui, quando em concentracdo mais alta (nivel 1,41),
acima da concentragao micelar critica (CMC). Liu et al. (2011) verificaram que o surfactante
Tween 80, quando acima da sua CMC, interage fortemente com a enzima, formando uma
micela, por meio da qual a atividade e a estabilidade da enzima s&o preservadas. Além
disso, contribui para o aumento de enzimas livres no meio reacional (TU et al.,, 2009),
sugerindo a reducdo da adsorcdo improdutiva na lignina. A ligacdo improdutiva entre a

celulase e a lignina € um dos fatores que diminuem o rendimento da hidrolise (TU et al.,
2009).
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Figura 16 Superficie de resposta (A) e curvas de contorno (B) para concentragéo de glicose
obtida a partir da hidrélise enzimatica da casca de arroz em fungado das concentragbes de
Polisorbato 80 e enzima.

A analise da superficie de reposta (Figura 17A-B) mostra a existéncia de uma faixa
de carga enzimatica entre 13,5 e 22 FPU/Qceuose, P€M como concentragbes do surfactante
PEG entre 2,0 e 3,0 g/L, que levam & maior produgdo de glicose (acima de 60 g/L). E
esperado que o aumento da carga de enzimas resulte em teores de glicose mais elevados,

no entanto, isso ocasiona aumento dos custos do processo. A adicéo de 2,5 g/L de PEG
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reduziu expressivamente a adsor¢do improdutiva na biomassa lignocelulésica e aumentou a
atividade celulolitica durante a hidrolise (SIPOS et al., 2010). Esses efeitos podem ser
vantajosos no caso de reciclagem de enzimas, redugdo no tempo de hidrolise e de carga
enzimatica (TU; SADDLER, 2010). No presente estudo, a adicdo do nivel +1 de enzima
(19 FPU/g de celulose) proporcionou o maximo teor de glicose (74,60 g/L), mesmo na
presenca de PEG. Porém, verifica-se que a adi¢cdo de 8 FPU/Qceuiose de enzima (nivel -1) e
3,0 g/L (nivel +1) de PEG também resultou em consideravel concentracdo de glicose
(60,38 g/L).

Rocha-Martin et al. (2017) observaram um aumento substancial na conversdo da
celulose, medido como glicose liberada, quando o PEG-4000 foi adicionado entre 1-2,5 g/L
a mistura de hidrélise. No entanto, os autores relatam que, quando concentragdes mais altas

de PEG (maiores que 2,5g/L) foram adicionadas a hidrélise, ndo foram observados
aumentos nos seus rendimentos.
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Figura 17 Superficie de resposta (A) e curvas de contorno (B) para concentragao de glicose
obtida a partir da hidrolise enzimatica da casca de arroz em fungdo das concentragdes de
Polietilenoglicol 4000 e enzima.

5.4 Parte lll - Efeito da adi¢gao de surfactante no processo de sacarificagao simultanea
a fermentacao (SSF) da celulose de casca de arroz

5.4.1 Variagao nas concentrag¢des de agucares e produgao de etanol

A partir dos resultados obtidos na hidrdlise enzimatica da celulose da casca de arroz,
foram selecionados os surfactantes PS80 (condicdo E3 = 10,0 mg/L surfactante e

19 FPU/Qceiose) € PEG (condicdo E4 = 3,0 g/L surfactante e 19 FPU/Qceiuose), Que
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apresentaram efeitos significativos (p<0,05), conforme discutido no item 5.3, para avaliar o
efeito da adigdo de surfactante, durante a SSF por K. marxianus ATCC 86907.

Na Figura 18A-C, sdo apresentados os perfis de concentragdo (g/L) de glicose,
celobiose e etanol, obtidos durante o processo de fermentacdo com adicdo dos surfactantes

PS80 e PEG e o experimento sem surfactante (controle).
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Figura 18 Concentragédo de agucares e produgao de etanol por K. marxianus ATCC 36907
durante a SSF com e sem a adigao de surfactantes: (A) Controle sem surfactante; (B)
Polisorbato 80 — PS80 (10 mg/L) e (C) Polietilenoglicol 4000 — PEG (3,0 g/L). Nota: Controle
(sem surfactante), PS80 e PEG = 19 FPU/g de celulose.

Como é possivel observar, as concentragdes iniciais de glicose foram 15,37; 16,57 e
19,23 g/L para os experimentos controle (sem surfactante), com adi¢gdo de PS80 e PEG,
respectivamente, apds 6 horas de pré-sacarificagdo (tempo 0), momento em que a levedura
foi inoculada. Apds 12 horas, esse acgucar foi totalmente consumido pelo micro-organismo
nos trés experimentos. Quanto a celobiose, as concentragdes variaram entre 8,68 e
9,47 g/L, no experimento controle, entre 8,76 e 9,41 g/L, para o experimento com adi¢ao de
PS80, e entre 9,14 e 9,40 g/L, com adigdo de PEG, permanecendo constantes ao longo da
SSF. E importante destacar que a presenca de celobiose, no inicio da fermentagao, é devida
a pré-sacarificagdo, como ja mencionado no tépico 5.2.2, realizada com o objetivo de evitar

um possivel estresse metabdlico ao micro-organismo, pela falta de substrato.
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A maior concentragéo de etanol (8,17 g/L) foi obtida no experimento com adi¢cao de
PEG, seguido do experimento com adicdo de PS80, que foi 6,73 g/L, ambos em 12 horas de
fermentacdo. Ja no experimento controle, a maxima producéo foi de 5,02 g/L, em 36 horas.
Apesar da producao de etanol ser ligeiramente superior ao controle (sem surfactante), esses
resultados sugerem que os surfactantes PS80 e PEG, nas concentracdes avaliadas, nao
sdo tao efetivos na SSF como na hidrdlise enzimatica. Resultados semelhantes foram
obtidos por Tu et al. (2009), que apresentaram uma concentracdo maxima de 5,28 g/L de
etanol (em 12 horas), adicionando 0,2% de Tween 80, durante a SSF de madeira de
pinheiro (pré-tratado por explosao a vapor), por S. cerevisiae (4 g/L; 20 FPU de Celluclast
1,5L + 40 IU de B-glicosidase; 30 °C e 150 rpm). Ballesteros et al. (1998) também nao
observaram efeitos benéficos da adicdo de surfactante (Tween 80), durante a SSF de
biomassa de alamo, com a levedura K. marxianus EMS 26, como ocorreu durante o
processo de hidrdlise enzimatica.

Em relagdo ao PEG, Gomes et al. (2018) realizaram uma pré-sacarificagdo de
bagaco de cana-de-agucar (com 26 FPU/ de enzima por g de substrato), por 12 horas, com
adicdo de 5% (m/m) de PEG-4000 e, apds esse tempo, inoculou o micro-organismo (S.
cerevisiae) no processo de pré-sacarificagdo simultanea a fermentacado (PSSF), com alta
carga de sdlidos (27% m/m), resultando em 62 g/L de etanol em 48 horas. Kadhum et al.
(2019) utilizaram PEG-6000 (1,5%) durante a SSF de palha de trigo (30% m/v), com 2,0 g/L
de S. cerevisiae e complexo enzimatico Celic CTec2, resultando numa produgdo maxima de
102,0 g/L de etanol em 60 horas, o que € significativamente superior ao controle (sem
surfactante), que produziu 95,3 g/L de etanol. Mcintosh et al. (2017), empregando S.
cerevisiae e o mesmo surfactante (PEG-6000), obtiveram n&o apenas o aumento da
produgéo de etanol (60 g/L com 3% (m/v) de PEG), a partir da SSF de biomassa de
eucalipto (20% (m/v)), mas também uma reducdo de 30% na carga enzimatica (de 60 para
40 FPU/g de glicana).

Nota-se que houve um decréscimo nas concentracbes de etanol, a partir de 48
horas, até o final da fermentagdo, nos trés experimentos, sendo mais pronunciado no
experimento com PEG; isso pode ser devido ao consumo pela levedura como fonte
alternativa de carbono, visto que a glicose se esgotou em 12 horas e, provavelmente, nao foi
liberada em quantidade suficiente para as necessidades da levedura durante a SSF.
Comportamento semelhante, com a mesma linhagem ATCC 36907, foi observado por
Tavares et al. (2019) e por Silva et al. (2014).

A Tabela 11 apresenta os resultados para o numero de células, valores de pH e
parametros fermentativos, obtidos no processo de SSF, com e sem adi¢édo de surfactantes,
pela levedura K. marxianus ATCC 36907.
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Tabela 11 Numero de células, pH e parametros obtidos no processo de SSF conduzido a
40 °C, 200 rpm e 10% solidos (m/v) por K. marxianus ATCC 36907, com e sem adigéo de

surfactante

Experimentos cNé:u?aes pH Etanol (g/L)  Yerc(9/9) Qe (g/L.h™) n (%) Tempo
(10%/mL) (h)
96 h
4,66 + 0,07 0,12 £ 0,01 0,39 £ 0,01 11,75+ 0,01 12
Controle 5,78 £ 1,02 5,37 £ 0,03 3,61 +£0,02 0,09 £ 0,00 0,15 + 0,00 9,11 +£0,02 24
5,02 + 0,46 0,13+ 0,01 0,14 £ 0,01 12,66 + 0,01 36
6,73 £ 0,06 0,17 £ 0,01 0,56 + 0,00 16,96 £ 0,01 12
PS80 6,73 +0,72 5,28 £ 0,03 6,90 + 0,59 0,17 £ 0,59 0,29 + 0,59 17,39 £ 0,59 24
5,06 + 0,28 0,13 £ 0,01 0,14 £ 0,01 12,77 £ 0,01 36
8,17 £ 0,74 0,21 £ 0,02 0,68 + 0,06 20,59 £ 0,01 12
PEG 7,83+0,79 5,27 £ 0,04 565+0,62 0,14 £ 0,02 0,24 + 0,03 14,25 + 0,02 24
7,96 + 0,37 0,20 £ 0,01 0,22 + 0,01 20,06 £ 0,01 36

Nota: Controle = sem surfactante; PS80 = Polisorbato 80 (10 mg/L) e PEG = Polietilenoglicol 4000 (3,0 g/L).
Controle, PS80 e PEG = 19 FPU/g de celulose. n (%) = rendimento de celulose em etanol. Valores médios de
triplicatas + desvio padrdo das amostras.

O crescimento celular foi maior no experimento com PEG (7,83 x 10%/mL), seguido
dos experimentos com PS80 (6,73 x 10%/mL) e o controle (5,78 x 10®/mL), indicando que a
adicao de surfactantes na SSF nao prejudicou o crescimento da levedura. Esses resultados
sdo consistentes com os obtidos por Wu e Ju (1998), no qual a adi¢ao do surfactante Tween
80 (2% m/v) nao inibiu o crescimento das leveduras Dekkera clausenii e S. cerevisiae.
Quanto ao pH, os valores mantiveram-se sem variagbes expressivas, considerando o pH
inicial 5,5, devido a utilizacdo do meio tamponado.

Em relacdo aos parametros fermentativos, a adicdo de surfactante proporcionou
maiores rendimentos de etanol (Ygc) e (n%), em comparagéo ao controle, com valores 0,21;
0,17; 0,12 g/g e 20,59; 16,96 e 11,75%, com adi¢cao de PEG, PS80 e controle, em 12 horas
de fermentacao, respectivamente. Porém, o ensaio controle apresentou maior producao de
etanol (5,02 g/L) em 36 horas, o que representa um Yg, de 0,13 g/g e n(%) de 12,66%,
sugerindo que os dois surfactantes contribuiram para a redugdo no tempo para atingir a
producdo maxima de etanol, sendo mais evidente com a adicao de PEG. Esse efeito foi
observado com a adicédo de 2,5 g/L de Tween 20 na SSF de madeira macia com 5% de
solidos, além disso, resultou no rendimento maximo de etanol com 50% menos enzima
(ALKASRAWI et al., 2003). O desempenho, obtido no presente estudo, estd abaixo do
apresentado por Mesquita; Ferraz e Aguiar (2016), que observaram um aumento no
rendimento de etanol de 25 para 39,5% durante sacarificacdo semissimultdnea a
fermentagcdo de bagaco de cana-de-agucar (pré-tratado com 4% de sulfito de sodio + 2%
NaOH), adicionando 2,5 g/L de Tween 20, comparado a amostra sem o surfactante. A
adicao de 0,2% de Tween 80, na SSF de madeira de pinheiro (pré-tratado por explosao a

vapor), aumentou o rendimento de etanol de 0,08 para 0,13 g/L, em 12 horas de
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fermentagéo com S. cerevisiae (TU et al., 2009). Mcintosh et al. (2017) obtiveram 95,7% de
rendimento de etanol, adicionando 3% (m/v) de PEG-6000, na SSF de biomassa de
eucalipto, em 96 horas de fermentagdo, com 20% (m/v) de sélidos, enquanto que, sem a
adicao de surfactante, nas mesmas condi¢des, o rendimento foi de 78%.

Em relacdo a produtividade volumétrica de etanol (Qp), os experimentos com PEG e
PS80 apresentaram 0,68 e 0,56 g/L.h'1, respectivamente, em 12 horas, enquanto o controle
alcangcou um valor de 0,39 g/L.h'1. Esses valores mais elevados de Qp sdo devidos a uma
producdo de etanol relativamente alta, ja nas primeiras 12 horas de SSF. A adicdo de
2,5 g/L de Tween 20 resultou em uma produtividade de 1,6 g/L.h-1 em 48 horas, enquanto,
sem o surfactante, o valor foi de 1,4 g/L.h'1 em 72 horas (ALKASRAWI et al., 2003). A
produtividade de etanol também foi fortemente favorecida com 5% (m/m) de PEG-4000, com
valor de 6,6 g/L.h™", apds 48 horas de SSF, com alta carga de sélidos (27% (m/v)) (GOMES
et al., (2018).

De forma geral, os resultados obtidos no presente trabalho indicam que o baixo
rendimento fermentativo ndo esta relacionado & presenca dos surfactantes no meio. E
possivel que outros fatores, como concentracao inicial de células (tamanho do inéculo) e
condicdes de cultivo, tenham contribuido para essa resposta.

O tamanho do inéculo tem efeito na producdo de etanol (TURHAN et al., 2010),
como mostra Wanderley, Soares e Gouveia (2014), em que a produgao de etanol foi de
11,33 para 37,16 g/L, o rendimento de 0,28 para 0,43 g/g e a produtividade de 1,04 para
3,10 g/L.h'1, com concentragdes iniciais de indculo de 0,4 e 8,0 g/L, respectivamente; Tahir
et al. (2010) verificaram aumentos gradativos na produgdo de etanol, com tamanho de
indculo variando de 1 a 5% (v/v), sendo que, em ambos os trabalhos, a levedura utilizada foi
a S. cerevisiae. Isso porque existe uma relagao entre crescimento celular e producdo de
etanol, pardmetros que podem ser afetados pelas condigées de cultivo empregadas, sendo
importante a otimizacdo de condigbes que favorecam o crescimento da levedura, como

temperatura, agitagédo e aeragédo (ROCHA et al., 2011).

5.4.2 Formagao de acido acético e glicerol

A formacgao de subprodutos, acido acético e glicerol por K. marxianus ATCC 36907
também foi monitorada durante a SSF com e sem a adicdo dos surfactantes PS80 e PEG;
os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 19. E possivel observar que houve
producdo tanto de acido acético como de glicerol, a partir de 12 horas, nos trés

experimentos.
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Figura 19 Formacdo de acido acético e glicerol por K. marxianus ATCC 36907 durante a
SSF com e sem a adicao de surfactantes: (A) Controle sem surfactante; (B) Polisorbato 80 —
PS80 (10,0 mg/L) e (C) Polietilenoglicol 4000 — PEG (3,0 g/L). Nota: Controle (sem
surfactante), PS80 e PEG = 19 FPU/gceluose-

A producdo de acido acético variou de 0,4 a 1,32 g/L, no experimento controle, de
0,41 a 1,43 g/L, no experimento com adigdo de PS80, e 0,32 a 1,42 g/L, com adicao de
PEG. Os maiores valores foram observados em 36 horas (1,32 e 1,43 g/L), nos
experimentos controle e com PS80, respectivamente, enquanto que, no experimento com
PEG, a produgdo maxima (1,42 g/L) ocorreu em 48 horas. A presenca de surfactantes na
SSF nao influenciou a formacao de acido acético em comparagao ao controle. Observa-se
uma redugao nas concentracdes desse acido nos trés experimentos, sendo que, no controle
e com adicao de PS80, ocorreu a partir de 48 horas e, no experimento com PEG, a redugao
ocorreu a partir de 72 horas de fermentagdo, sugerindo que a levedura possivelmente
utilizou o acido acético como fonte de carbono.

Em relagdo ao glicerol, as concentragdes variaram de 0,46 a 0,69 g/L, 0,37 a
0,61 g/L e 0,61 a 0,84 g/L, para os experimentos controle, com PS80 e com adigao de PEG,
respectivamente, sendo o maior valor (0,84 g/L) obtido no experimento com PEG, em
72 horas. Ja nos experimentos controle e com PS80, as maiores concentragdes (0,69 e
0,61 g/L) foram observadas em 48 horas, respectivamente. Camargo, Gomes e Sene (2014)
relataram a formagao de até 2,62 g/L de glicerol pela mesma levedura, K. marxianus ATCC
36907, na SSF de farelo de girassol.
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Nao foram encontrados, na literatura, relatos sobre a influéncia do uso de
surfactantes na formacdo de acido acético e glicerol. Porém, normalmente, esses
subprodutos sdo formados em resposta a diferentes situagdes de estresse, como presenca
de etanol, temperaturas elevadas (FU et al., 2019) e condi¢des limitantes de oxigénio, a fim

de restabelecer o equilibrio redox da célula (MERICO et al., 2009).
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, é possivel concluir que:
- A casca de arroz é uma matéria-prima que pode ser utilizada em bioprocessos, como na
producdo de etanol, por apresentar teores de celulose e hemicelulose semelhante ao de
outras biomassas lignocelulésicas;
- O tratamento com NaOH 8% (m/v) da casca de arroz resultou em elevado teor de celulose;
- A sacarificagao da celulose da casca de arroz (tratada), com adicdo de carga enzimatica
de 22 FPU/Qceuiose, Promoveu maior liberacao de agucares redutores;
- As diferentes estratégias de alimentacdo, com alta carga de sdlidos (fragdo celuldsica da
casca de arroz), empregadas na SSF, em batelada alimentada, ndo promoveram aumentos
substanciais a produgao de etanol. Porém, a adi¢ao inicial de 15% (m/v) resultou em maior
concentracao de etanol, em relagdo ao processo, com carga inicial de 10% (m/v). Além
disso, a presencga de altas cargas de sélidos resultou em elevado acumulo de acido acético,
0 que pode ter contribuido para a menor produgao de etanol.
- A adicdo de surfactantes a hidrélise enzimatica favoreceu o desempenho da enzima ao
longo de todo o processo, em comparagado ao controle. Os surfactantes Polisorbato 80 e
Polietilenoglicol-4000, em associagdo a diferentes cargas enzimaticas, influenciaram
significativamente a concentragao final de glicose, visto que, sem a adigao de surfactante, a
carga enzimatica para obten¢cdo da maxima concentragao de glicose foi de 22 FPU/Qceiose €,
com surfactante, resultados superiores foram obtidos, com 19 FPU/Qceunse € 10 mg/L de
Polisorbato 80 e 19 FPU/Qcaunse © 3,0 g/L de Polietilenoglicol-4000. O surfactante
Polietilenoglicol-4000 demonstrou melhor desempenho na hidrélise enzimatica;
- O uso dos surfactantes Polisorbato 80 e Polietilenoglicol-4000, na SSF, favoreceu a
producdo de etanol, em comparacdo ao controle, porém, os rendimentos nao foram
satisfatorios. O Polietilenoglicol-4000 mostrou melhor resultado tanto para o crescimento da

levedura K. marxianus quanto para a produg¢ao de etanol.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, ficou constatado o potencial da
casca de arroz como matéria-prima para utilizacdo em bioprocessos, pelo conteudo das
fracdes de celulose e hemicelulose, semelhantes aos teores apresentados por outras
biomassas lignocelulésicas, comumente estudadas.

A adicao de surfactantes a hidrélise enzimatica favoreceu a conversido da celulose
em glicose, proporcionando elevadas concentragbes dessa hexose; no entanto, seria
interessante, a partir das condi¢des que mais favoreceram o processo, avaliar o efeito de
diferentes temperaturas e agitacao.

Embora a levedura K. marxianus ATCC 36907 tenha sido capaz de produzir etanol, a
partir da fracdo celuldésica da casca de arroz, tanto por meio da SSF em batelada
alimentada, com alta carga de sélidos, como na SSF, com adicdo de surfactantes, os
rendimentos nao foram satisfatérios. Em ambos os processos, verifica-se a necessidade da
otimizag¢ao das condi¢des de cultivo da levedura, como temperatura, agitacao e aeragao, de
forma que favorega o crescimento do micro-organismo e, consequentemente, a producao de

etanol.
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