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RESUMO 

 

ESTRATÉGIAS VISANDO À MELHORIA DA PRODUÇÃO DE ETANOL POR 

Kluyveromyces marxianus PELO PROCESSO DE SACARIFICAÇÃO SIMULTÂNEA À 

FERMENTAÇÃO DE CASCAS DE ARROZ 

 

A casca de arroz é um resíduo proveniente do beneficiamento do arroz, sendo um 

subproduto abundante em países produtores do cereal. Por apresentar teores consideráveis 

de celulose em sua composição, é uma potencial matéria-prima para utilização em vários 

bioprocessos, como a produção de etanol. No entanto, vários desafios técnicos precisam ser 

superados a fim de tornar o processo de produção de etanol de segunda geração 

economicamente viável e competitivo. Nesse contexto, o processo de sacarificação, 

simultânea à fermentação (SSF), associado ao aumento da concentração de sólidos, bem 

como à utilização de surfactantes na hidrólise enzimática, em processos fermentativos, que 

empregam biomassa lignocelulósica, são estratégias promissoras para a obtenção de 

maiores rendimentos de açúcares e, consequentemente, de etanol. Sendo assim, o objetivo 

deste trabalho foi avaliar diferentes estratégias, a fim de obter melhoria na produção de 

etanol, a partir da fração 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 sólidos; a 

segunda foi avaliar o efeito da adição de surfactantes não iônicos durante a hidrólise 

enzimática no processo de SSF. Primeiramente, a biomassa de casca de arroz foi 

submetida à caracterização química quanto aos teores de celulose, hemicelulose e lignina, 

antes e após pré-tratamento alcalino com hidróxido de sódio (NaOH) 8% (m/v). A casca de 

arroz tratada foi submetida à hidrólise enzimática com diferentes cargas enzimáticas (5, 11 e 

22 FPU/gcelulose) e 10% de sólidos (m/v), a fim de determinar a condição com maior liberação 

de açúcares redutores para posterior utilização na SSF em batelada alimentada com alta 

carga de sólidos. Para a SSF em batelada alimentada, foram realizados quatro 

experimentos com diferentes concentrações 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 alimentação, sendo duas alimentações a cada 

24 horas (E1 e E3) e quatro alimentações a cada 12 horas (E2 e E4). Como segunda 

estratégia, foi realizada a hidrólise enzimática, com o objetivo de avaliar o efeito de 

diferentes cargas de enzima (5; 8; 13,5; 19 e 22 FPU/gcelulose), em associação 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 

liberação de glicose, por meio de três experimentos, seguindo um delineamento composto 

central rotacional (DCCR) 22, que inclui 4 ensaios nas condições axiais e 4 repetições no 

ponto central, totalizando 12 ensaios para cada surfactante, além de um experimento 

controle (com adição de enzima e sem surfactante), em triplicata.  A terceira estratégia 

consistiu na adição de surfactante na SSF, objetivando avaliar a influência do surfactante na 

produção de etanol. Para isso, foram realizados três experimentos: controle (sem 

surfactante+19 FPU/gcelulose), com adição de Polisorbato 80 (10,0 mg/L+19 FPU/gcelulose) e 

com Polietilenoglicol 4000 (3,0 g/L+19 FPU/gcelulose), sendo o tipo de surfactante e 

respectivas concentrações e carga enzimática selecionados a partir dos resultados da 
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hidrólise enzimática, que foram significativos. Os experimentos foram feitos com uma 

proporção de sólidos 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, após o tratamento com NaOH 8% (m/v), os teores dessas frações foram 70,27; 

8,39 e 21,34% de celulose, hemicelulose e lignina, respectivamente. Na SSF em batelada 

alimentada com alta carga de sólidos, obteve-se produção de etanol de 9,57; 9,92; 13,99 e 

12,77 g/L, rendimentos (YE/C) 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-1, para os experimentos E1, E2, E3 e E4, respectivamente. 

Com relação ao efeito da adição de surfactantes na hidrólise enzimática, as concentrações 

de glicose variaram de 32,36 a 79,57 g/L, com adição de PS80, de 45,14 a 74,60 g/L, com 

PEG e 32,28 a 47,89 g/L, com adição 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 associação a diferentes 

cargas de enzimas, promoveram efeitos significativos (p<0,05), sendo a carga enzimática o 

fator que mais influenciou o aumento da produção final de glicose. Em relação à SSF com 

surfactante, a adição de PS80 (10 mg/L) e PEG (3,0 g/L), em associação a 19 FPU/gcelulose, 

resultou em 6,73 e 8,17 g/L de etanol, YE/C de 0,17 e 0,21 g/g e QP de 0,56 e 0,68 g/L.h-1, em 

12 horas de fermentação, respectivamente. No controle, com adição da mesma carga 

enzimática (19 FPU/gcelulose) e sem surfactante, a produção de etanol foi 5,02 g/L, com YE/C 

de 0,13 g/g e QP de 0,14 g/L.h-1, em 36 horas. Os resultados sugerem que a casca de arroz 

é uma matéria-prima que pode ser utilizada como substrato em bioprocessos, por 

apresentar teor de celulose semelhante ao de outras biomassas lignocelulósicas.  As 

diferentes estratégias de alimentação com casca de arroz, utilizadas na SSF em batelada 

alimentada, não resultaram aumentos substanciais na produção de etanol. A adição dos 

surfactantes PS80 e PEG, durante a hidrólise enzimática, resultou aumentos significativos  à 

produção final de glicose. Na SSF, os mesmos surfactantes contribuíram para um ligeiro 

aumento na produção de etanol em um tempo menor de fermentação, comparado ao 

controle.  

Palavras-chave: Biomassa lignocelulósica. Hidrólise enzimática. 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/gcelullose) 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/gcellulose) 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/gcellulose), 
with addition of Polysorbate 80 (10.0 mg/L + 19 FPU/gcellulose) and with Polyethylene Glycol 
4000 (3.0 g/L + 19 FPU/gcellulose), 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 (YE/C) 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/gcellulose resulted in 6.73 and 8.17 g/L of ethanol, YE/C of 
0.17 and 0.21 g / g and QP of 0.56 and 0.68 g/Lh-1, 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 INTRODUÇÃO 

 

A casca de arroz é um subproduto do beneficiamento de arroz, sendo abundante 

em países produtores desse cereal. Características relacionadas à baixa digestibilidade, 

devido à presença de sílica e altos teores de cinzas, além do baixo valor nutricional, 

dificultam a aplicação desse resíduo na alimentação animal. A principal destinação da casca 

de arroz ainda é a sua queima para produção de energia, gerando como resíduo grandes 

volumes de cinzas, que também necessitam de uma destinação adequada. No entanto, 

outras aplicações tecnológicas da casca de arroz vêm sendo avaliadas em diversas áreas, 

como biotecnologia, ambiental, construção civil, dentre outras. Porém, a maioria das 

biomassas lignocelulósicas apresenta potencial para utilização como matéria-prima, em 

vários bioprocessos, a exemplo da produção de etanol, por apresentar teores consideráveis 

de celulose em sua composição. 

O aproveitamento de matérias-primas residuais, não apenas para a produção de 

energia e calor, mas também para a geração de produtos tecnológicos, é uma alternativa 

para minimizar os impactos negativos da destinação inadequada desses materiais ao meio 

ambiente. Nesse sentido, são crescentes os estudos referentes à produção biotecnológica 

de etanol, a partir de biomassa lignocelulósica, por caracterizar uma fonte de energia limpa, 

renovável e abundante no meio ambiente. Além disso, a produção de etanol, a partir de 

biomassa lignocelulósica, contribui para o aumento de recursos energéticos, sem competir 

com a produção de alimentos, além de reduzir a emissão de gases poluentes para a 

atmosfera.  

No entanto, a produção de etanol de segunda geração, até agora, enfrenta muitos 

desafios para tornar-se um processo economicamente viável. Os custos ainda são elevados, 

se comparados aos do etanol de primeira geração, pois a tecnologia ainda não está 

consolidada, havendo vários desafios técnicos a serem superados que possibilitem a 

integração dos processos de produção.  

Para isso, as etapas de pré-tratamento para a separação das frações que 

compõem a biomassa lignocelulósica, a hidrólise enzimática e a fermentação precisam ser 

otimizadas, de forma a se obter maiores rendimentos de etanol e redução de custos. Alguns 

dos maiores gargalos estão na obtenção de altos rendimentos em açúcares, na etapa de 

hidrólise, com reduzidas cargas de enzimas.  

Diferentes estratégias fermentativas têm sido pesquisadas para melhorar a 

produção de etanol de segunda geração. A utilização de altas concentrações de sólidos 

(fração celulósica de casca de arroz), em processos fermentativos de sacarificação, 

simultânea à fermentação (SSF), é uma alternativa promissora para aumentar os 

rendimentos de açúcares, no entanto, encontrar a melhor condição de alimentação e 
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otimizar a concentração de enzimas, de forma a melhorar o desempenho, são ainda 

desafios a serem enfrentados. 

O emprego de surfactantes, durante a sacarificação ou SSF, é uma forma de 

potencializar a ação enzimática, contribuindo para a redução da carga enzimática, pois os 

surfactantes minimizam problemas de adsorção improdutiva de enzimas que, 

consequentemente, resultam em baixas conversões de celulose em açúcares.  

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a utilização da casca de 

arroz, como matéria-prima para produção de etanol, pela levedura termotolerante 

Kluyveromyces marxianus, empregando diferentes estratégias, como SSF em batelada 

alimentada, visando incrementar a carga de sólidos, bem como o uso de surfactantes 

durante a SSF, com o intuito de melhorar a sacarificação enzimática.  
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2 OBJETIVOS 

 

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar diferentes estratégias para melhorar a 

produção de etanol por sacarificação, simultânea à fermentação (SSF) de cascas de arroz, 

utilizando a levedura termotolerante Kluyveromyces marxianus ATCC 36907. Para isso, os 

objetivos específicos foram: 

- Analisar a composição química da casca de arroz, antes e após tratamento alcalino com 

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

- Determinar a melhor carga enzimática durante a hidrólise enzimática da fração celulósica 

da casca de arroz pré-tratada, para utilização na SSF, em batelada alimentada com alta 

carga de sólidos; 

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

diferentes cargas de sólidos (fração celulósica da casca de arroz tratada);  

- Avaliar o efeito da adição dos surfactantes Polisorbato 80, Polietilenoglicol 4000 e Triton X-

100, no desempenho da hidrólise enzimática da fração celulósica da casca de arroz; 

- Avaliar a influência da adição do surfactante na produção de etanol, durante a SSF da 

fração celulósica da casca de arroz. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 A casca de arroz 

 

O arroz (Oryza sativa) é um cereal consumido mundialmente, sendo o Brasil um dos 

maiores produtores, pois concentra a maior parte da produção (82,7%) na região Sul 

(CONAB, 2019). No Brasil, a safra 2018/2019 atingiu uma produção de 10.428,1 milhões de 

toneladas do cereal, segundo dados da CONAB (2019). Considerando que, para cada 

tonelada de grãos colhidos, são 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 poderão ser 

disponibilizadas.    

A casca de arroz é um subproduto abundante nos países produtores de arroz 

(DUTTA et al., 2014). É resultado da etapa de moagem durante o beneficiamento do grão e 

corresponde a 20% do peso do grão, porém, apresenta baixo valor agregado para utilização 

em ração animal, devido a características como baixo teor nutricional e baixa digestibilidade 

(WEI et al., 2009); isso tendo em vista a presença de elevados teores de sílica e cinzas em 

sua composição (BAZARGAN et al., 2015).  

Por apresentar um alto poder calorífico, a principal destinação para a casca de arroz 

é a sua queima direta para a geração de energia, na forma de calor (DELLA; KHÜN; 

HOTZA, 2001; FOLLETO et al., 2005). Porém, outras aplicações tecnológicas para esse 

resíduo vêm sendo estudadas, como extração de sílica pura (BAKAR; YAHYA; GAN, 2016), 

produção de cerâmicas refratárias (SOBROSA et al., 2017), bio-óleo e biochar (BISWAS et 

al., 2017), ingrediente para baterias de lítio (JUNG et al., 2013), adsorção de metais 

pesados em solução aquosa (NAIYA et al., 2009), materiais de construção (HOSAIN; 

SARKER; BASAK, 2014) e tijolos (ELICHE-QUESADA et al., 2017). 

Com uma composição 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 

MONTIPÓ et al., 2019), a casca de arroz apresenta-se como uma fonte em potencial de 

carboidratos para processos fermentativos, a exemplo da produção de etanol, dentre outros 

produtos biotecnológicos. 

3.2 Biomassa lignocelulósica: potencial aplicação como matéria-prima em 

bioprocessos 

 

A biomassa lignocelulósica consiste na mais abundante fonte renovável de carbono, 

contendo cerca de 70% de polissacarídeos em peso seco (ZHANG et al., 2016). As 

principais frações que compõem a biomassa lignocelulósica são a celulose, a hemicelulose 

e a lignina, que estão ligadas fortemente por ligações covalentes e não 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) é a fração mais abundante na biomassa, sendo um polímero 

constituído por moléculas de glicose (C6H12O6), unidas por ligações glicosídicas do tipo -

1,4, formando uma cadeia linear, com alto grau de polimerização, que contém vários 

radicais hidroxila, unidos por pontes de hidrogênio intra e intermoleculares, o que resulta em 

uma estrutura cristalina (SUN et al., 2016). A celulose cristalina constitui a maior proporção 

da celulose, enquanto que uma pequena porcentagem de cadeias de celulose não 

organizadas forma a celulose amorfa, a qual consiste na região mais suscetível à 

degradação enzimática (BAJPAI, 2016). 

 

Figura 1 Principais frações que compõem a biomassa lignocelulósica 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 polissacarídeo ramificado, intimamente 

associado à celulose, formado por pentoses (xilose e arabinose) e hexoses (glicose, 

manose e galactose), além de ácidos urônicos (GÍRIO et al., 2010). De acordo com a 

biomassa vegetal, a hemicelulose difere na sua composição quanto ao tipo de açúcar 

presente na cadeia principal do polímero, podendo ser classificada como xilana (formada 

por xilose e arabinose), ou como glicomanana (formado por glicose e manose) (BAJPAI, 

2016). 

 

A 

B 

C 
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Já a lignina, é uma macromolécula polifenólica (Figura 1C), formada a partir de 

precursores fenilpropanoides, como guaiacil (G), siringil (S) e p-hidroxifenil (H), sendo 

considerada a fração mais recalcitrante presente na parede celular vegetal; confere rigidez e 

desempenha papel de resistência a patógenos, regulação de água e manutenção da 

integridade estrutural da parede celular (PU et al., 2013). Segundo Barbosa et al. (2008), os 

monômeros que compõem a lignina são derivados dos alcoóis coniferílico (G), sinapílico (S) 

e p-cumarílico (H). De acordo com a espécie vegetal, a composição e o conteúdo de lignina 

pode variar (BECKER; WITTMANN, 2019). 

A biomassa lignocelulósica é uma potencial matéria-prima de baixo custo, sendo alvo 

de pesquisas para aplicação em bioprocessos e obtenção de diversos produtos 

biotecnológicos, como enzimas celulases em cultivo sólido e submerso de bagaço de cana-

de-açúcar (CUNHA et al., 2012), digestão anaeróbica de palha de trigo para produção de 

biogás (MANCINI et al., 2018), acetona, butanol e etanol, a partir do hidrolisado 

hemicelulósico de polpa de madeira (GUAN et al., 2018), ácido lático, a partir de 

sacarificação simultânea e co-fermentação (SSCF) de diferentes biomassas (GREWAL; 

KHARE, 2018), ácido succínico, a partir da celulose de bagaço de sorgo sacarino (LO et al., 

2020), síntese de poliéster (Poli-hidroxialcanoato), utilizando hidrolisado de madeira 

(KUCERA et al., 2017), entre outras. 

Além da fração de carboidratos da biomassa lignocelulósica, a lignina também pode 

ser utilizada nos bioprocessos, como substrato para produção de ácido cis, cis-mucônico, 

usado na produção do Nylon (KOHLSTEDT et al., 2018), ácido dicarboxílico aromático para 

síntese de bioplástico (MYCROFT et al., 2015) e produção de resina de fenol-formaldeído 

(QIAO et al., 2015).  

Esses processos não apenas consistem em alternativas verdes às rotas fósseis 

(BECKER; WITTIMANN, 2019), como estão de acordo com o conceito de biorrefinaria, 

gerando energia, produtos químicos e materiais, a partir de biomassa renovável sob 

condições de sustentabilidade (CHANDEL et al., 2018). 

3.3 Produção de etanol de segunda geração 

 
 

O etanol de segunda geração é um biocombustível obtido a partir da biomassa 

lignocelulósica, sendo uma alternativa sustentável de energia limpa em relação ao modelo 

extrativista dos recursos fósseis. O Brasil apresenta-se em uma posição de destaque em 

relação à inserção de renováveis na matriz energética nacional, com uma participação de 

45,3%, em 2018, de 43%, em 2017, enquanto que a média mundial, em 2016, foi de 13,7% 

(BALANÇO ENERGÉTICO NACIONAL, 2019). 
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A produção de etanol, a partir da biomassa lignocelulósica, requer etapas, como 

mostra a Figura 2. O processo convencional envolve pré-tratamento, hidrólise ácida ou 

enzimática para obtenção de monômeros de açúcares, fermentação dos açúcares a etanol 

por micro-organismos e a destilação (CHOUDHARY; SINGH; NAIN, 2016).  

No caso da hidrólise ácida da biomassa, o processo é conduzido em dois estágios; 

no primeiro, utiliza-se ácido diluído, pois a hemicelulose é mais facilmente solubilizada, 

enquanto que a celulose é hidrolisada em um segundo estágio, podendo ser utilizado ácido 

mais concentrado, o qual tem como desvantagens a dificuldade na recuperação e 

reciclagem de ácidos. Isso resulta em aumentos no custo de produção (AZHAR et al., 2017), 

pois a formação de inibidores do metabolismo microbiano, provenientes da degradação de 

açúcares, como furfural e HMF (HANLY; HENSON, 2014), também podem ser degradados 

originando outros subprodutos tóxicos, como ácido fórmico e levulínico (KANCHANALAI et 

al,. 2016), além da corrosão de equipamentos (TAHERZADEH; KARIMI, 2007). 

 

 
 

Figura 2 Representação das etapas de produção de etanol de segunda geração. Fonte: 
Adaptado de Wingren et al. (2003) e Pereira Jr. et al. ( 2008). 
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O pré-tratamento é uma etapa essencial para o desempenho e eficiência do 

processo, pois o 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 redução da cristalinidade da 

celulose, separação do complexo celulignina, com consequente aumento da área de 

superfície à ação enzimática, preservação das pentoses (açúcares de cinco carbonos); com 

isso, há obtenção de maiores rendimentos em açúcares, com uma formação limitada de 

compostos inibidores, provenientes da degradação dos próprios componentes da biomassa 

(BEHERA et al., 2014). São diversos os tipos de pré-tratamentos utilizados, que atuam de 

diferentes formas sobre os componentes da biomassa, por exemplo, hidrólise ácida 

(DAGNINO et al., 2013), tratamento alcalino (CABRERA et al., 2014), explosão a vapor 

(NIEMI et al., 2017) e hidrotérmico (SAHA et al., 2013).   

Pré-tratamentos com ácidos diluídos promovem a hidrólise da hemicelulose em 

monômeros, tornando a celulose mais acessível, enquanto que o tratamento alcalino 

promove uma redução no grau de polimerização e cristalinidade da celulose, interrompendo 

a estrutura da lignina por meio da quebra das ligações entre a lignina e os polissacarídeos, o 

que os torna acessíveis (AGBOR et al., 2011). Os pré-tratamentos físico-químicos atuam 

promovendo modificações na estrutura física e química da biomassa, diminuindo a interação 

entre os componentes por meio da separação dos feixes de fibras e a solubilização da 

hemicelulose, além de aumentar a acessibilidade enzimática da celulose (DUANGWANG et 

al., 2016).  

Nesse contexto, a seleção de um pré-tratamento adequado ao tipo de biomassa é 

necessária para superar a recalcitrância característica desses materiais, a fim de tornar os 

açúcares mais facilmente disponíveis para a hidrólise enzimática (SUN et al., 2016). 

3.3.1 Hidrólise enzimática da celulose  

 
 

Após o pré-tratamento da biomassa nas condições adequadas para remoção da 

lignina e exposição da celulose, o material segue para a etapa de hidrólise enzimática, para 

obtenção de monômeros de glicose a partir da celulose. Por ser altamente específica, não 

ocorre a formação de compostos inibidores que influenciam o desempenho da fermentação 

(BANERJEE et al., 2010). 

 A hidrólise enzimática é realizada por enzimas celulases, com alta especificidade 

para a celulose (BANERJEE et al., 2010) e pode ser realizada em condições mais brandas 

de pH (4,8-5,0) e temperatura (45-50 °C) (CANILHA et al., 2012), de acordo com as 

condições otimizadas para a enzima.  

Por se tratar de uma reação heterogênea, a hidrólise da celulose inicia pela porção 

insolúvel, numa interface líquido-sólido, ocorrendo uma hidrólise em fase aquosa de 
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intermediários solúveis de oligossacarídeos, pela ação sinérgica de enzimas (YANG et al., 

2011).  

As celulases formam um complexo enzimático dividido em três classes de enzimas, 

que atuam sinergicamente: endoglucanases, exoglucanases (celobiohidrobiolases) e -

glucosidases. As endoglucanases atuam na clivagem aleatória das ligações glicosídicas -

1,4 da porção interna da cadeia, principalmente nas regiões amorfas, reduzindo o grau de 

polimerização, que origina novos terminais, enquanto que as exoglucanases atuam nos 

terminais das cadeias de celulose, liberando celobioses (KUMAR; MURTHY, 2016). As -

glucosidases realizam a clivagem da celobiose em monômeros de glicose (FENILA; 

SHASTRI, 2016). A Figura 3 mostra uma representação simplificada da atuação de cada 

enzima do complexo. 

 

 

Figura 3 Representação simplificada da atuação das celulases. Fonte: Adaptado de BINOD 
et al. (2011). 

 

São diversos os fatores que interferem na hidrólise enzimática da celulose, sendo os 

principais divididos em dois grupos: fatores relacionados ao substrato e à enzima (BINOD et 

al., 2011).  

Com relação ao substrato, a composição da biomassa lignocelulósica, como a 

presença de lignina e hemicelulose associada à celulose e o grau de cristalinidade da 

celulose, desempenham um papel importante na eficácia do pré-tratamento e, 

consequentemente, na hidrólise enzimática (ALVIRA et al., 2010). Esses elementos 

estruturais são responsáveis pela recalcitrância da biomassa, por formarem uma barreira 

física, o que dificulta a acessibilidade do complexo enzimático à superfície da celulose (SUN 

et al., 2016).  

A remoção da lignina proporciona o aumento da acessibilidade enzimática às frações 

de carboidratos, como a hemicelulose e a celulose (BINOD et al., 2011). No entanto, Oliveira 

et al. (2014) não observaram diferenças significativas na conversão da celulose de bagaço 
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de cana-de-açúcar deslignificado, após pré-tratamento hidrotérmico, que alcança 

rendimentos máximos de 68% e 70% para o bagaço sem deslignificação e após 

deslignificação, respectivamente. Isso porque, segundo Donohoe et al. (2008), durante os 

pré-tratamentos, a lignina pode se redistribuir e migrar para a superfície do substrato, sendo 

um fator chave da recalcitrância da biomassa, que, provavelmente, está mais relacionado à 

eficiência da hidrólise enzimática do que ao teor total presente na biomassa (OLIVEIRA et 

al., 2014).  

Os fatores referentes à enzima, tais como sua concentração, adsorção, o sinergismo 

entre essas enzimas que formam o complexo, a inativação térmica, a adsorção inespecífica 

da enzima à lignina, reduzem a hidrólise improdutiva da celulose, a inibição por produto 

(oligômeros e glicose), entre outros, os quais são fatores que, de forma conjunta, 

influenciam para a eficiência da hidrólise enzimática (KUMAR; MURTHY, 2016). 

3.3.2 Fermentação dos açúcares 

 
 

Após a conversão da celulose em monômeros de glicose pela ação enzimática, a 

biomassa lignocelulósica segue para a etapa de fermentação dos açúcares. A fermentação 

pode ser realizada em dois processos, ou seja, hidrólise separada da fermentação (SHF – 

do inglês “Separate Hidrolysis and Fermentation”) ou sacarificação simultânea à 

fermentação (SSF – do inglês “Simultaneous Saccharification and Fermentation”) (DAHNUM 

et al., 2015). 

O processo de SHF tem como vantagem a realização da hidrólise nas condições 

ideais para a enzima (cerca de 50°C) e para a fermentação (30-35°C) (CHOUDHARY; 

SINGH; NAIN, 2016; SINDHU et al., 2014); no entanto, podem ocorrer problemas de inibição 

da enzima pela celobiose e glicose liberadas no meio reacional, durante a hidrólise da 

celulose, resultando em baixos rendimentos em etanol (OGEDA; PETRI, 2010). Além disso, 

a presença de elevadas concentrações de açúcares no meio reacional, liberadas durante a 

etapa de sacarificação, pode causar inibição osmótica da levedura e, consequentemente, 

reduzir a produtividade volumétrica específica de etanol (PARRONDO; GARCÍA; DÍAZ, 

2009).  

Nesse contexto, o processo de SSF é uma alternativa para minimizar a inibição 

enzimática pelo produto final da hidrólise, pois a glicose é rapidamente metabolizada pelo 

micro-organismo (LI et al., 2014), evitando, assim, seu acúmulo no meio, além de ser um 

processo que oferece menores riscos de contaminação, manuseio mínimo de equipamentos 

e baixo custo (JUNCHEN; IRFAN; LIN, 2012). No entanto, por ser realizado em uma mesma 

etapa, as condições deverão ser as mesmas para a enzima e o micro-organismo (37-40°C) 
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(CHAROENSOPHARAT et al., 2015; MURATA et al., 2015), sendo necessário utilizar micro-

organismos termotolerantes. 

3.3.2.1 A levedura Kluyveromyces marxianus 

 

A espécie Kluyveromyces marxianus é uma das leveduras mais promissoras por 

apresentar tolerância 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), característica vantajosa, considerando as necessidades de uma 

indústria. Como consequência, é 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 conversão 

de açúcar de biomassa lignocelulósica (FONSECA et al., 2007).  

Castro e Roberto (2014) alcançaram 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 indução de proteínas do choque térmico para evitar a agregação 

de proteínas, a síntese de alguns solutos compatíveis, como a trealose, remodelação da 

parede celular e a interrupção transitória do ciclo celular (AUESUKAREE, 2017). 

Por ter sido isolada de vários ambientes, K. marxianus apresenta alta diversidade 

metabólica e elevado grau de polimorfismo intraespecífico (LANE et al., 2011); em 

decorrência disso, é amplamente estudada em aplicações biotecnológicas, como produção 

de enzimas pectinases (PIEMOLINE-BARRETO; ANTÔNIO; ECHEVERRIGARAY, 2017), 

inulinases (JAIN; JAIN; KANGO, 2012), compostos aromáticos (MARTINEZ et al., 2017), 

peptídeos bioativos (LI et al., 2015), biofármacos (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, é uma levedura respiro-

fermentativa, apresentando capacidade de obter energia, tanto com base no ciclo do ácido 

tricarboxílico, por fosforilação oxidativa, como por fermentação alcoólica. No caso de S. 

cerevisiae, na presença de altas concentrações de açúcares, o metabolismo é direcionado à 

fermentação, o que significa que a célula utiliza, preferencialmente, o piruvato para a 

produção de etanol, embora o rendimento energético seja menor do que poderia ser obtido, 

a partir da respiração (LANE; MORRISSEY, 2010). Esse fenômeno é denominado efeito 

Crabtree, definido como a ocorrência de fermentação alcoólica em condições aeróbicas, que 

confere vantagem competitiva em certos nichos ecológicos (PISKUR et al., 2006). As 

leveduras convencionais, Crabtree-positivas, são capazes de produzir etanol sob condições 

aeróbicas, enquanto, nas mesmas condições, as cepas Crabtree-negativas usarão seu 
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metabolismo respiratório e formarão 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 ácidos tricarboxílicos 

com melhor rendimento energético, no entanto, existem relatos contraditórios na literatura 

quanto a essa classificação, pois alguns estudos referem-se à K. marxianus como 

“Crabtree-positiva” (LANE; MORRISSEY, 2010).   

Ballesteros et al. (2004) verificaram que é possível alcançar rendimentos entre 50-

72% do rendimento máximo teórico (0,51 g de etanol/g de glicose), com teores máximos 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 lignocelulósicas lenhosa e herbácea, em condições de 42°C, com 10% (m/v) de 

concentração 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 

concentração de substrato (CAMARGO; GOMES; SENE, 2014). 

3.3.2.2 Sacarificação simultânea à fermentação com altas cargas de sólidos 

 

Para que a produção de etanol, a partir da biomassa lignocelulósica, seja eficiente e 

economicamente viável, é essencial a obtenção de altos rendimentos em açúcares, na 

etapa de sacarificação, para que a seguinte ocasione maiores rendimentos em etanol. Para 

isso, a maior concentração de sólidos, na etapa inicial de hidrólise enzimática, tem sido 

avaliada com a finalidade de atingir altas concentrações finais de etanol (LU et al., 2010). 

O emprego de processos com elevada concentração de substrato pode resultar em 

maiores concentrações de açúcares, além de beneficiar etapas subsequentes, como a 

fermentação e a destilação (KRISTENSEN et al., 2009), ocasionando um efeito significativo 

sobre os custos de capital e operacional para a mesma produção de etanol (LU et al., 2010).  

No entanto, a adição de altas cargas de sólidos enfrenta alguns desafios, 

principalmente, devido a limitações de transferência de massa, ao aumento da viscosidade 

inicial do meio, à inibição das enzimas, decorrente da dificuldade da mistura adequada do 

substrato, interferindo na eficiência da interação enzima-substrato, além da inibição da 

enzima pelo aumento da concentração de açúcares liberados, o que reduz os rendimentos 

da hidrólise (KOPPRAM et al., 2014). 

Para avaliar o impacto da taxa de transferência de massa, alterando as condições 

dinâmicas de fluídos em um biorreator de tanque agitado (STBR – do inglês “stirred tank 

bioreactor”), sobre a sacarificação enzimática de palha de milho, Wojtusik et al. (2016) 

conduziram o processo de sacarificação em diferentes velocidades de agitação (50 e 500 

rpm), com carga de sólidos de 20% (m/v), e compararam os valores globais da taxa de 
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processo de hidrólise com a taxa de transferência de massa estimada. Além disso, autores 

comparam os efeitos do aumento da concentração de enzima e do aumento da velocidade 

de agitação em três experimentos: um experimento com 15,5 mg de enzima/g de glicana e 

agitação variando de 50 a 500 rpm; um segundo, com duas alimentações de enzimas 

(15,5 mg de enzimas/g de glicana + 15 mg de enzima/g de glicana, em intervalos de 12 

horas) e agitação de 50 rpm; e um terceiro, com adição inicial do volume total de enzimas 

(31 mg de enzimas/g de glicana) e agitação de 50 rpm. Os resultados mostraram que 

velocidades de agitação abaixo de 100 rpm resultaram em baixos rendimentos de glicose, 

independentemente da concentração de enzimas, enquanto, em velocidades acima de 

300 rpm, maiores rendimentos de glicose e aumentos da taxa de transferência de massa 

foram alcançados.  

Com base nesses resultados, Wojtusik et al. (2016) relataram que o efeito da 

velocidade de agitação no coeficiente de transferência de massa é muito mais importante do 

que a forma de alimentação de enzima, bem como o aumento da concentração de enzimas 

na reação de hidrólise.  

Nesse contexto, uma estratégia para eliminar esses problemas é a alimentação 

gradual de carga de sólidos no processo de sacarificação simultânea à fermentação. A 

alimentação gradual ou batelada alimentada demonstra benefícios em vários aspectos, 

como maior facilidade de mistura, após sacarificação parcial, possibilitando a adição gradual 

de substrato e, consequentemente, a manutenção da viscosidade inicial mais baixa 

(RUDOLF et al., 2005), menor demanda de energia, devido à redução da viscosidade 

(DASARI et al., 2009), e manutenção de baixas concentrações de glicose no meio 

(ÖHGREN et al., 2006).  

Liu et al. (2015) mostraram que, à medida em que foram adicionadas altas cargas de 

sólidos de bagaço de cana-de-açúcar, variando de 15-36%, aumentou a viscosidade do 

meio. No entanto, ao utilizarem a estratégia de batelada alimentada, iniciando com 15% de 

carga de sólidos, com posterior adição de 8%, 7% e 6%, sucessivamente, verificaram que a 

viscosidade do sistema diminuía para valores estáveis, até atingir um teor final de sólidos de 

36%. Os autores também avaliaram duas formas de alimentação com enzimas: adição de 

carga total de enzimas, no início da hidrólise, e adição de enzimas, a cada alimentação com 

sólidos. Os resultados mostraram que a adição da carga total de enzimas, no início da 

reação, promoveu rendimentos de aproximadamente 231,7 g/L açúcares totais e uma 

concentração de glicose de 134,9 g/L, após 96 horas, com teor de sólidos de 36%, 

indicando a viabilidade do sistema operado, em batelada alimentada com altas cargas de 

sólidos, para obtenção de elevadas concentrações de açúcares. 

Triwahyuni et al. (2015) conduziram o processo de SSF com resíduos de frutos de 

palmeira (pré-tratado com NaOH 10%), em frascos Erlenmeyer de 250 mL, com a levedura 

S. cerevisiae nas condições 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 possível produzir 

83,40 g/L de etanol, com rendimento de 80,21%. 

A adição gradual com enzimas também é uma estratégia que, associada à 

alimentação de substrato, pode beneficiar processos de SSF. Ao estudarem diferentes 

estratégias de SSF em batelada e batelada alimentada, com alimentação de enzima e 

substrato, utilizando uma espécie de capim (pré-tratado por hidrotermólise) e fermentado 

pela levedura K. marxianus IMB3, Pessani et al. (2011) observaram que a adição de 0,7 mL 

de carga enzimática por g de glicana (Acellerase 1500) e uma temperatura de fermentação 

de 45°C foram associados ao maior rendimento de etanol de 86%, com 8% de sólidos, após 

168 horas, em SSF batelada. Apesar de uma carga enzimática 33% menor ter sido utilizada 

no tratamento SSF em batelada alimentada, com 12% de sólidos, observou-se uma 

produção similar de etanol (32 g/L) em todos os tratamentos realizados sem e com 

alimentação de substrato, após 72 horas, o que equivale a 82% de rendimento. Os autores 

atribuíram o maior rendimento de etanol com 8% de sólidos ao menor acúmulo de glicose, 

ao final da fermentação, em comparação com 12% de sólidos. 

 O processo de SSF em batelada alimentada foi avaliado empregando um biorreator 

convencional, com alimentação de substrato (palha de milho) e enzimas, utilizando uma 

levedura S. cerevisiae recombinante capaz de metabolizar glicose e xilose. Foram 

alcançados 47 e 40 g/L de etanol, a partir de 10,5% de sólidos, correspondendo a 68% e 

58% do rendimento teórico de etanol, a partir de glicose e xilose disponíveis, 

respectivamente (KOPPRAM et al., 2013).  

A melhoria nos processos de fermentação, como na SSF, está atribuída a maiores 

rendimentos de açúcares, com consequente aumento nos rendimentos em etanol, sendo 

necessária a otimização das operações envolvidas, visando tornar o processo 

economicamente viável.  

3.3.3 Uso de surfactantes na hidrólise enzimática e na sacarificação simultânea à 

fermentação 

 

Os surfactantes são moléculas anfipáticas, constituídas de uma porção hidrofóbica e 

uma porção hidrofílica. A porção apolar é, frequentemente, uma cadeia hidrocarbonada, 

enquanto a porção polar pode ser iônica (aniônica ou catiônica), não-iônica ou anfotérica 

(DESAI; BANAT, 1997; NITSCHKE; PASTORE, 2002).  

A presença das porções hidrofóbica e hidrofílica na mesma molécula faz com que os 

surfactantes se distribuam nas interfaces entre fases fluídas, com diferentes graus de 

polaridade e ligações de hidrogênio, como na interface água/óleo e ar/água (DESAI; 
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BANAT, 1997), de modo que a porção hidrofílica se oriente para a fase fluída e a porção 

hidrofóbica na direção oposta a esta fase, reduzindo a tensão superficial (OLIVEIRA; MEI, 

2009). Devido a essas propriedades, os surfactantes apresentam diversas aplicações 

industriais, a saber, detergência, emulsificação, lubrificação, capacidade espumante, 

solubilização e dispersão de fases (NISCHKE; PASTORE, 2002).  

Uma das formas de avaliar a eficiência de um surfactante é por meio da 

determinação da concentração micelar crítica (CMC). A CMC é definida como a solubilidade 

do surfactante em fase aquosa e pode ser determinada medindo as mudanças na tensão 

superficial ou interfacial pela adição de concentrações crescentes de surfactantes, levando a 

uma redução da tensão superficial até um nível crítico, acima do qual as moléculas 

anfifílicas se associam, formando estruturas supramoleculares, como micelas, bicamadas e 

vesículas, sendo esse o valor da CMC (DESAI; BANAT, 1997). 

A adição de surfactantes não iônicos à hidrólise enzimática ou a processos de 

fermentação tem como proposta promover melhorias que resultem na redução de custos 

operacionais da produção de etanol, aumento da atividade das enzimas, redução da carga 

enzimática e do tempo de fermentação. Pesquisas têm sido realizadas objetivando 

potencializar a ação de enzimas à hidrólise enzimática e fermentação, as quais empregaram 

surfactantes (BALLESTEROS et al., 1998; KRISTENSEN et al., 2007; LIU et al., 2014; 

KUMAR; DUTT; GAUTAM, 2016). 

Vários mecanismos de ação foram propostos para explicar de que forma os 

surfactantes atuam na atividade das enzimas durante a hidrólise enzimática da biomassa 

lignocelulósica. Os surfactantes podem promover alterações na estrutura do substrato, 

aumentando a área superficial da celulose, de forma a torná-la mais acessível à enzima 

(HELLE et al., 1993). Outro mecanismo proposto é a estabilização das enzimas, prevenindo 

a desnaturação durante a hidrólise enzimática (KIM et al., 1982).  Também podem atuar 

reduzindo a adsorção inespecífica das enzimas à lignina, devido à interação hidrofóbica do 

surfactante com a lignina na superfície da biomassa, o que resulta em maior concentração 

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 hidrólise 

enzimática ainda não foi elucidado (QING; YANG; WYMAN, 2010). 

A adição do surfactante Tween 20, durante a hidrólise de lascas de madeira de 

pinho, reduziu a adsorção inespecífica das enzimas β-glicosidases e aumentou a adsorção 

específica das celulases (Celluclast 1,5L), resultando em aumentos da velocidade de 

conversão de celulose (SEO et al., 2011). 

Em um estudo, Rocha-Martín et al. (2017) testaram o efeito da adição do surfactante 

polietilenoglicol (PEG 4000), entre 0-5 g/L, na hidrólise enzimática de palha de milho, palha 

de cana-de-açúcar e celulose cristalina (Avicel), em condições industriais com altas cargas 

de sólidos (20%), condições limitadas de mistura e baixas concentrações 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-açúcar) e 32% (Avicel), além de aumentos da 

atividade de β-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 bagaço de cana-de-açúcar (pré-tratado com amônia líquida não lavado e 

lavado), utilizando o Tween 80. Os efeitos do surfactante Tween 80 sobre a hidrólise 

enzimática e subsequente fermentação de madeira de pinheiro, submetida a diferentes pré-

tratamentos: explosão a vapor e pré-tratado com 1,1% de H2SO4 (m/m) etanol 65% (v/v), 

foram avaliados por Tu et al. (2009), sendo que verificaram que a adição do surfactante 

(0,2%), durante a hidrólise da biomassa pré-tratada, por explosão a vapor, resultou em um 

aumento de 32% no rendimento da conversão 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 concentração de surfactante. 

A utilização de Tween 20 na concentração de 2,5 g/L hidrólise aumentou em até 75% 

o rendimento de glicose durante a SSF de bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado com 

sulfito-alcalino (Na2SO3 e NaOH proporções fixadas em 2:1) e três cargas químicas 

crescentes de Na2SO3 (4 a 8% m/m), sendo que o rendimento de etanol também foi 

aumentado em função da severidade do pré-tratamento. O rendimento máximo de etanol foi 

de 56% para a amostra pré-tratada com a maior carga química. Para a amostra pré-tratada 

com as menores cargas químicas (2% m/m de NaOH e 4% m/m Na2SO3), adicionar Tween 

20 durante o processo de hidrólise 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 concentração do 

surfactante não-iônico, durante a hidrólise da celulose pura, causou efeitos negativos, 

levando a um efeito  inibidor na fase tardia da hidrólise. Contudo, os autores verificaram que 

a adição de surfactantes, em concentrações adequadas, pode melhorar a conversão da 

celulose até certo ponto, por reduzir a adsorção improdutiva das enzimas e aumentar a 

adsorção produtiva durante a hidrólise. No entanto, a ação benéfica do surfactante na 

hidrólise da celulose pura também é influenciada por vários fatores, incluindo o tipo de 

surfactante e sua concentração, a estrutura da celulose, como grau de polimerização e 

cristalinidade, formulação das enzimas e as condições de hidrólise. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Para a realização dos experimentos, foram utilizados o Laboratório de Enzimologia 

e Tecnologia das Fermentações (LAETF) e o Laboratório de Análises Agro-Ambientais 

(LAAA) da Universidade Estadual do Oeste do Paraná, 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 município 

de Santa Tereza do Oeste - PR. O material foi acondicionado em embalagens plásticas com 

capacidade para 5 L e armazenadas a -4°C até o início 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 macroscópico da casca de arroz utilizada nos experimentos. Fonte: A 

autora. 

4.1.2 Determinação da composição química da casca de arroz 

 

Para a determinação da composição química da casca de arroz, foram realizadas 

análises do teor de cinzas totais, umidade, proteínas, extrativos e as porcentagens das 
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principais frações quanto ao teor de celulose, hemicelulose e lignina (solúvel e insolúvel), de 

acordo com método descrito pelo Laboratório Nacional de Energia Renovável (NREL - 

National Renewable Energy Laboratory, USA) (SLUITER et al., 2008a; 2008b; 2008c).  

4.2 Pré-tratamento da casca de arroz 

 

Para a obtenção da fração celulósica da casca de arroz, foi realizado um pré-

tratamento alcalino, selecionado a partir de experimentos preliminares realizados por Pintro 

(2019), utilizando hidróxido de sódio (NaOH) 8% (m/v), numa proporção de sólidos de 

2% (m/v), baseado em condições descritas por Wang et al. (2016) com modificações, em 

autoclave a 121°C, por 30 minutos. Após resfriamento à temperatura ambiente, o material foi 

filtrado e lavado com água 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 então ser caracterizado quanto aos teores de celulose, hemicelulose e 

lignina.  

O percentual de redução da lignina foi calculado de acordo com a Equação 1 (XU et 

al., 2011): 

 

         edução da lignina  
     -      

    
                                                                        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 absorção na região infravermelha (FTIR) 

 

Para verificar possíveis mudanças na estrutura química, as cascas de arroz in natura 

e pré-tratada, com NaOH 8% (m/v), foram submetidas à análise de espectroscopia no 

Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), em um espectrofotômetro Perkin Elmer 

Spectrum 100, no modo refletância total atenuada (ATR). Todas as amostras foram 

analisadas na faixa entre 400 a 4000 cm-1, com acumulação de 16 varreduras e com 

resolução de 2 cm-1. As análises foram realizadas no Laboratório Central de Análises na 

Universidade Tecnológica Federal do Paraná – UTFPR, Campus Medianeira. 
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4.2.2 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

As cascas de arroz in natura e pré-tratadas foram submetidas à análise de 

microscopia eletrônica de varredura (MEV), no Departamento de Engenharia de Materiais - 

DEMAR, da EEL/USP, para verificar as mudanças estruturais causadas pela ação química 

durante o pré-tratamento. As amostras foram fixadas sobre uma placa de aço, por meio de 

uma fita de carbono, e aplicada uma fina camada de prata de, aproximadamente, 20 nm em 

uma metalizadora MED020 (BAL-TEC /MCS MULTICONTROL SYSTEM). As micrografias 

de MEV foram obtidas em um equipamento HITACHI TM3000, empregando sinal de 

elétrons secundários e voltagem de 20 kV. 

4.3 Microrganismo e preparo do inóculo 

 

Os experimentos foram realizados utilizando a levedura Kluyveromyces marxianus 

ATCC 36907, adquirida da Coleção de Culturas Tropical André Tosello, Campinas – SP. A 

cultura foi mantida em tubo contendo “Malt Extract Ágar  ase” – HIMedia (extrato de malte 

3,0 g/L; peptona 5,0 g/L e ágar 15,0 g/L), a 4°C. Para o preparo do inóculo, a levedura foi 

cultivada em Erlenmeyers de 125 mL, contendo 50 m  de meio “Yeast Malt  eptone 

Medium” (YM ), 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 agitação rotatória 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 água destilada estéril para utilização como inóculo. A 

concentração celular inicial, inoculada nos ensaios, foi medida por meio de uma curva 

padrão que correlaciona absorbância, medida em espectrofotômetro a 600 nm, com a 

massa seca das células (g.L-1) e o número de células obtido por contagem em Câmara de 

Neubauer (céls./mL). 

4.4 Parte I - Efeito da alimentação no processo de sacarificação simultânea à 

fermentação (SSF) da celulose de casca de arroz  

 

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

relacionados à Parte I. 
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Figura 5 Esquema das etapas para realização dos experimentos de SSF em batelada 

alimentada com alta carga de sólidos. 

4.4.1 Determinação da carga enzimática 

 

A determinação da carga enzimática sobre a sacarificação da celulose, presente na 

biomassa de casca de arroz em glicose, foi realizada segundo metodologia do N E  “SSF 

Experimental Protocols – Lignocellulosic Biomass Hydrolisys and Fermentation” (DOWE; 

MCMILLAN, 2008), com modificação em relação à carga de sólidos, considerando o teor de 

celulose (%) presente na biomassa de casca de arroz pré-tratada. 

A hidrólise enzimática foi realizada em frascos Erlenmeyer de 125 mL numa 

proporção de 10% (m/v) de biomassa de casca de arroz pré-tratada, em base seca, e 
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adicionados 50 mL de solução tampão citrato de sódio 0,05 mol/L, pH 5,0, previamente 

esterilizado a 121°C por 15 minutos. Para cada ensaio, foram adicionadas três 

concentrações de celulases, 5; 11 e 22 FPU/gcelulose. Os frascos foram mantidos sob 

agitação rotatória a 150 rpm e temperatura de 50°C, por um período de 96 horas. As 

alíquotas 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 quantificação dos açúcares redutores (AR), utilizando o reagente ácido 

dinitrosalicílico (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 Sacarificação simultânea à fermentação em batelada alimentada 

 

O processo de sacarificação simultânea à fermentação (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 sólidos da biomassa pré-

tratada, em solução tampão citrato de sódio 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 enzimática de 22 FPU/ g 

celulose do complexo comercial de celulases CellicCTec2 da Sigma-Aldrich (solução 

aquosa contendo celulases, β-glicosidases e hemicelulases), definida no item 4.4.1, e os 

frascos incubados sob agitação rotatória a 200 rpm, a 50°C, por um período de 6 horas. Em 

seguida, foi adicionado 1 g/L (1,13 x 1010 /mL) de K. marxianus ATCC 36907 (SILVA et al, 

2015) e os frascos foram incubados sob agitação de 200 rpm, a 40°C, por 96 horas 

(TAVARES al., 2019). Nas primeiras 48 horas de fermentação, foram coletadas alíquotas a 

cada 12 horas e, após esse período, a cada 24 horas, para quantificação de açúcares 

(glicose e celobiose), etanol, ácido acético e glicerol, após inativação térmica da enzima, as 

amostras foram centrifugadas. 

Foram feitos quatro experimentos com diferentes cargas de alimentação de sólidos, 

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 alimentações de 5,0% de carga em 

intervalos de 24 horas, enquanto que, nos experimentos 2 (E2) e 4 (E4), foram feitas quatro 

alimentações 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 alimentação que foram empregadas nos experimentos, de acordo com Barros et al. 

(2017). 

 

 

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

Experimentos Carga inicial de 

sólidos (% m/v) 

Carga final de 

sólidos (% m/v) 

Número de 

alimentações 

(carga) 

Intervalos de 

tempo entre as 

alimentações (h) 

E1 10 20 2 24 

E2 10 20 4 12 

E3 15 25 2 24 

E4 15 25 4 12 

4.5 Parte II - Efeito da adição de surfactante durante a hidrólise enzimática da celulose 

de casca de arroz  

 

Para avaliar o efeito dos surfactantes Polisorbato 80 (PS 80), Polietilenoglicol 4000 

(PEG) e Triton X-100, em associação a diferentes cargas de enzima (FPU/g celulose), na 

liberação de glicose da celulose da casca de arroz pré-tratada, foram realizados três 

experimentos, seguindo um delineamento composto central rotacional (DCCR) 22, incluindo 

4 ensaios nas condições axiais e 4 repetições no ponto central, o que totalizou 12 ensaios 

para cada surfactante (Tabela 2), além de um experimento controle (com adição de enzima 

e sem surfactante), em triplicata. As concentrações dos surfactantes adicionados no meio 

reacional tiveram como base a concentração micelar crítica (CMC), exceto para o 

Polietilenoglicol 4000, que teve como referência o trabalho de Rocha-Martín et al. (2017). 

Na Figura 6, estão representadas as etapas para a realização dos experimentos de 

hidrólise enzimática com e sem adição dos surfactantes. 
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Tabela 2 Matriz de planejamento para avaliação da adição dos diferentes surfactantes em 
associação a diferentes cargas enzimáticas, utilizados durante a hidrólise enzimática da 
celulose da casca de arroz 

 Valores codificados Valores reais 

Ensaios X1 X2 
Polisorbato 80 

(mg/L) 
Polietilenoglicol 

(g/L) 
Triton X-100 

(mg/L) 
Enzima 

(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 enzimática 

 

A hidrólise enzimática foi realizada em frascos Erlenmeyer de 125 mL, numa 

proporção de 10% (m/v) de biomassa pré-tratada em base seca, em 25 mL de solução 

tampão citrato de sódio 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 alíquotas para quantificação de açúcares (glicose 

e celobiose), após inativação da enzima e centrifugação. 
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Figura 6 Esquema das etapas para realização dos experimentos de hidrólise enzimática 

com e sem adição de surfactantes. 

4.6 Parte III - Efeito da adição de surfactante no processo de sacarificação simultânea 

à fermentação da celulose de casca de arroz 

 

Os experimentos de sacarificação simultânea à fermentação com e sem a adição de 

surfactantes foram realizados seguindo as etapas apresentadas na Figura 7. 

4.6.1 Sacarificação simultânea à fermentação com adição 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 sólidos da biomassa em tampão citrato de sódio 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. Após o preparo do meio, foram adicionados, aos frascos, 19 FPU/gcelulose do 
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complexo comercial CellicCTec2 da Sigma-Aldrich (solução aquosa contendo celulases, β-

glicosidases e hemicelulases). Em seguida, os frascos foram incubados a 50°C, sob 

agitação de 200 rpm, durante 6 horas. Após a pré-sacarificação, foi inoculado 1 g/L (1,47 x 

1010/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 

fermentação, foram coletadas alíquotas a cada 12 horas e, após esse período, a cada 24 

horas, para quantificação de açúcares (glicose e celobiose), etanol, ácido acético e glicerol, 

após inativação da enzima e centrifugação. 

 

 

Figura 7 Esquema das etapas para realização dos experimentos de SSF com e sem adição 

de surfactantes. 
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4.7 Métodos analíticos 

4.7.1 Determinação do teor de cinzas total 

 

Para a determinação do teor de cinzas total na biomassa de cascas de arroz, 2 g de 

amostras de cascas de arroz secas (em triplicata) foram adicionadas em cadinhos de 

porcelana, previamente padronizados em mufla a 575°C, durante 4 horas, e submetidas à 

calcinação a 575°C, por 3 horas. Após esse período, os cadinhos foram retirados da mufla, 

resfriados em temperatura ambiente, transferidos para um dessecador e, então, pesados em 

balança analítica.  O cálculo do teor total de cinzas foi feito segundo a Equação 2:  

                  cinzas    
M - M 

M  - M 

                                                                                          Eq. (2) 

Em que: 

M1 – massa do cadinho calcinado vazio, em g; 

M2 – massa do cadinho + massa da amostra seca, em g; 

M3 – massa do cadinho com cinzas, em g. 

4.7.2 Determinação do teor de umidade 

 

O teor de umidade da casca de arroz foi determinado segundo a metodologia 

“Determination of Total Solids in  iomass”, 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 após secagem. O cálculo do teor de 

umidade foi realizado segundo a Equação 3: 

               umidade     -  
M - M 

M  - M 
                                                                             Eq. (3) 

Em que: 

M1 – massa do béquer vazio, em g; 

M2 – massa do béquer + massa da amostra úmida, em g; 

M3 – massa do béquer + amostra seca, em g. 
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4.7.3 Determinação do teor de proteínas 

 

O teor de proteínas foi determinado pelo conteúdo de nitrogênio (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 balança analítica, com precisão de (0,0001 g). O 

método consiste em três passos, como descrito por Silva; Queiroz (2009): digestão da 

amostra em ácido sulfúrico, destilação e quantificação por titulação.  

O fator de correção (6,25) foi utilizado para transformar a porcentagem de nitrogênio 

em proteína, considerando-se que as proteínas contêm, em média, 16% de nitrogênio, ou 

seja, 100 – 16 = 6,25 (valor médio). Os resultados foram calculados, segundo a Equação 4, 

e expressos em massa seca (MS):  

 

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

% PB = %N x 6,25  

 

Em que:  

Volume de HCl (ácido clorídrico) gasto na titulação = volume gasto de HCl 0,1N;  

N/10 = valor da normalidade do HCl 1N, diluído por dez vezes (100 mL da solução de 

tritisol HCl 1N, adicionados em balão volumétrico de 1 L e completados com água destilada 

= 0,1 N);  

Fator do ácido = 1 mL H2SO4 equivale a 0,014 de nitrogênio;  

% PB = % de proteína bruta,  

% N = % de nitrogênio multiplicado pelo fator de correção de 6,25. 

4.7.4 Determinação de extrativos 

 

A quantificação de extrativos na biomassa foi realizada de acordo com o 

procedimento “Determination of Extractives in  iomass” do N E  (S UITE  et al.,    8b). 

Para isso, 4,0 g de casca de arroz em base seca foram acondicionados em envelopes de 

papel filtro (em triplicata) e extraídos em aparelho de Soxhlet com éter de petróleo, seguida 

da evaporação do solvente, em estufa a 105°C, até massa constante. O cálculo do teor de 

extrativo foi feito conforme a Equação 5: 

               extrativos    
Ma- Mb

Ma
                                                                              Eq. (5) 

Em que: 

Ma – massa da amostra em base seca, em g; 
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Mb – massa da amostra livre de extrativos, em g; 

4.7.5 Determinação de celulose, hemicelulose e lignina 

 

Os teores de celulose, hemicelulose e lignina foram determinados seguindo a 

metodologia “Determination of Structural Carbohydrates and lignin in  iomass”, 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 H2SO4 a 72% (m/m). Em seguida, a mistura foi homogeneizada 

durante 1 minuto e incubada em banho termostático a 30°C por 60 minutos e, a cada 10 

minutos, submetidos à agitação com bastão de vidro, a fim de uniformizar o meio. 

Após esse processo, os tubos foram retirados do banho termostático e o conteúdo 

transferido para frascos Erlenmeyer de 250 mL, nos quais foram adicionados 84 mL de água 

destilada. Os frascos Erlenmeyer foram fechados com papel alumínio e autoclavados a 

121°C, por 60 minutos. Ao fim dessa etapa, os frascos foram retirados da autoclave, 

resfriados à temperatura ambiente e filtrados em papel filtro. 

Concluída a filtragem, aproximadamente 50 mL do hidrolisado foram armazenados 

em freezer para determinação da lignina solúvel, açúcares (celobiose, glicose, arabinose e 

xilose), ácido acético, fenóis, furfural e hidroximetilfurfural. Os sólidos retidos foram 

utilizados para determinação dos teores de celulose, hemicelulose e lignina. 

 

4.7.5.1 Determinação da lignina insolúvel 

 

Os sólidos retidos no papel filtro, na etapa anterior (item 4.7.5), foram lavados com 

aproximadamente 1,5 L de água destilada, para remoção de ácido residual, e submetidos à 

secagem, em estufa a 105°C, até peso constante para determinação de sua massa. 

Após a determinação da lignina insolúvel, os resíduos foram transferidos para 

cadinhos de porcelana, a fim de determinar a massa de cinzas, conforme descrito no item 

4.7.1. O cálculo da porcentagem de lignina será feito com base na Equação 6: 

               ki  
 Mp a - Mp - Mc c - Mc 

Ma
                                                                             Eq. (6) 

Em que: 

Lki – lignina Klason insolúvel (%); 

Mp+a – peso do papel filtro com amostra seca, em g; 

Mp – peso do papel filtro, em g; 
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Mc+c – massa do cadinho com cinzas da lignina, em g; 

Mc – massa do cadinho vazio, em g; 

Ma – massa da amostra seca, em g. 

4.7.5.2 Determinação da lignina solúvel 

 

Para a determinação da lignina solúvel, as amostras foram adequadamente diluídas 

e, posteriormente, feitas as leituras em espectrofotômetro a 280 nm. O teor de lignina 

solúvel foi calculado de acordo com as Equações 7 e 8: 

Clig   , 8     
-   t-  pd  -  ,      

- 
                                                           Eq. (7) 

                pd  C      C                                                                                                 Eq. (8) 

Em que: 

Clig – concentração de lignina solúvel, em g/L; 

At – absorbância (280 nm) da solução de lignina com os produtos de degradação; 

Apd – absorbância, a 280 nm, dos produtos de decomposição dos açúcares 

(hidroximetilfurfural (HMF) e furfural), calculado a partir da Equação 7, cujas concentrações 

C1 e C2 foram previamente determinadas por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(C  E) e  1 e  2 são as absortividades do HMF e furfural (114,0 e 146,85 L.g-1 cm-1, 

respectivamente). 

4.7.5.3 Lignina total 

 

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

insolúvel, conforme descrito abaixo: 

%lignina total = %lignina insolúvel + %lignina solúvel  
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4.7.5.4 Determinação dos teores de celulose e hemicelulose 

 

A quantificação dos teores de celulose e hemicelulose foram feitas a partir da 

transferência de 20 mL do licor obtido da hidrólise (item 4.7.5) para um Erlenmeyer de 

50 mL. Em seguida, foi adicionado, lentamente, carbonato de cálcio até pH 5. Após 

decantação, uma alíquota do sobrenadante foi retirada, filtrada em cartucho “Sep  ak” C 8, 

para análise em CLAE das concentrações de açúcares, conforme descrito no método para 

determinação de açúcares (4.7.6). 

As porcentagens de celulose ou hemicelulose foram obtidas a partir da concentração 

de açúcares monoméricos, de acordo com as Equações 9 e 10: 

                    Celulose   
CC  E   C     filtrado

M 
                                                                     Eq. (9) 

 

                Hemicelulose   
CC  E   C     filtrado

M 
                                                              Eq. (10) 

Em que: 

CCLAE – concentração do açúcar quantificado por CLAE, em g/L; 

CA – anidro correção para calcular a concentração polimérica dos açúcares, dada a 

concentração monomérica dos açúcares, sendo, para glicose, celobiose, xilose e arabinose 

os fatores 0,90, 0,95, 0,88 e 0,88, respectivamente. 

Vfiltrado – volume do hidrolisado filtrado; 

M1 – massa da amostra seca utilizada na hidrólise, em g. 

4.7.6 Determinação da concentração de glicose, xilose, celobiose, ácido acético, 

glicerol e etanol 

 

Para quantificação dos açúcares, ácido acético, glicerol e etanol, as amostras foram 

purificadas em cartucho Sep Pak C18 e analisadas em cromatógrafo líquido (Shimadzu, 

modelo 20A), com detector de índice de refração, empregando coluna Phenomenex Rezex 

ROA-Organic Acid H+ (8%); 150 x 7.8 mm; fase móvel: H2SO4 0,005 mol/L; fluxo de 0,6 mL 

min-1 e temperatura do forno 65ºC (CAMARGO et al., 2014). Curvas de calibração foram 

obtidas para cada composto.  

As concentrações de glicose, xilose, arabinose e celobiose, bem como ácido acético, 

glicerol e etanol, foram determinadas a partir de curvas padrão, obtidas com padrões de alta 

pureza (98-99%, SIGMA e VETEC). 
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4.7.7 Determinação da concentração de furfural e hidroximetilfurfural 

 

Para a determinação da concentração dos compostos furfural e HMF, as amostras 

foram filtradas em membrana HAWP 0,45 m (MILLIPORE), para total remoção de 

partículas sólidas. O eluente foi filtrado a vácuo, empregando-se membrana GVWP 0,22 m 

(MILLIPORE) e, em seguida, desgaseificado em banho de ultrassom (Microsonic SX-50) por 

15 min. 

As amostras foram analisadas em cromatógrafo líquido, empregando as seguintes 

condições: coluna Kinetex  henomenex, C 8, 5μm    Å  5  x  ,6 mm; temperatura 

ambiente (25°C); detector de ultravioleta (SPD-20A), a 208 nm; como fase móvel, foi 

utilizada solução de acetonitrila/água (1:8) com 1% de ácido acético; volume da amostra 

injetada, 20 L (CAMARGO et al., 2019). As concentrações desses compostos foram 

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

4.7.8 Determinação da concentração de fenóis 

 

A concentração de fenóis 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. Após 5 minutos, foram adicionados 0,8 mL de solução de 

carbonato de sódio (150 g/L), seguido de agitação em vortex. As amostras foram mantidas 

no escuro por 30 minutos. Em seguida, foram feitas as leituras das absorbâncias em 

espectrofotômetro a 750 nm.  

As concentrações foram calculadas com base em uma curva padrão de vanilina 

(Sigma–98% de pureza) (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELARAVENTOS, 1999). 

4.7.9 Determinação da atividade enzimática 

 

A atividade celulásica total, expressa em unidades de papel filtro (FPU) por mL do 

complexo, foi determinada segundo a metodologia proposta por Ghose (1987). A conversão 

da celulose em glicose foi realizada utilizando o complexo comercial de celulases 

CellicCTec2 da Sigma-Aldrich.  

Utilizando solução tampão citrato de sódio (0,05 mol/L, pH 4,8), foram preparadas 

quatro diferentes diluições do complexo enzimático. Foi confeccionada uma curva de 

calibração a partir de tubos (em duplicata), contendo 1 mL de solução tampão citrato e 

0,5 mL de solução padrão de glicose (1 mg/0,5 mL; 1,65 mg/0,5 mL; 2,5 mg/0,5 mL e 

3,35 mg/0,5 mL). Tubos de ensaio, em duplicata, foram preparados, adicionando 1 mL de 

solução tampão citrato, 50 mg de substrato (aproximadamente 1 x 4,55 cm de papel filtro 
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qualitativo, 80 g.m2, 205 μm de espessura,  ,5  de cinzas, poro    μm, permeabilidade ao 

ar de 14 L.s -1m2), e 0,5 mL da enzima adequadamente diluída. Como branco da enzima, 

foram adicionados, em diferentes tubos, 1 mL da solução tampão e 0,5 mL das respectivas 

diluições da enzima. Para o branco do substrato, foram preparados tubos, contendo 1,5 mL 

de solução tampão e o substrato (fita de papel filtro). O tubo correspondente ao branco foi 

preparado adicionando apenas 1,5 mL de solução tampão. Em seguida, todos os tubos 

foram incubados em banho-maria, a 50°C, por 60 minutos. Após esse período, foram 

adicionados 3 mL da solução de ácido dinitrosalícílico (DNS), homogeneizados e fervidos 

por 5 minutos, seguido de resfriamento. Em seguida, foram adicionados 20 mL de água 

destilada e, então, a determinação dos açúcares redutores; segundo Miller (1959), em 

espectrofotômetro (UV-VIS FEMTO 700 Plus) a 540 nm. A concentração de enzima, que 

liberou exatamente 2 mg de glicose, durante a reação, foi estimada por meio da equação da 

reta, correlacionando a concentração de glicose e o logaritmo da concentração de enzima, 

conforme protocolo descrito por Ghose (1987). Para o cálculo da atividade enzimática, foi 

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

 

    F U  
 ,   

Concentração de enzima que libera  ,  mg de glicose
 unidade m                         Eq. (11) 

 

4.7.10 Determinação da concentração celular  

 

Para a avaliação do crescimento celular final de K. marxianus ATCC 36907, no 

processo de SSF, as amostras foram devidamente diluídas e submetidas à contagem direta 

das células livres em câmara de Neubauer, em microscópio óptico. Para cada amostra, a 

contagem foi realizada em cinco campos e em duplicata, para posterior obtenção dos 

valores médios. 

4.7.11 Determinação do pH 

 

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

leitura direta, utilizando-se potenciômetro de bancada da marca Luthon pH206. 



48 
 

 

4.8 Cálculo dos parâmetros fermentativos 

 

4.8.1 Produtividade volumétrica em etanol (Qp) 

 

A produtividade volumétrica em etanol (Qp), expressa em g/L.h-1, foi calculada 

utilizando a Equação 12: 





























ti
f

t

i
P

f
P

Δt

ΔP
P

Q                                                                                      Eq. (12) 

Em que:  

Pi e Pb - concentração inicial e final de etanol.  

ti e tf - tempo inicial e final da fermentação. 

4.8.2 Fator de conversão da celulose em etanol (Y E/C). 

 

O fator de conversão de celulose em etanol, por K. marxianus, foi calculado a partir 

da equação 13: 

  Conversão de celulose em etanol  
 ET H f- ET H  

 ,5  f  iomassa  ,    
                                    Eq. (13)  

Em que: 

           [ETOH]f – Concentração de etanol no final da fermentação (g/L); 

            [ETOH]0 – concentração de etanol no início da fermentação (g/L), que deve ser zero; 

           [Biomassa] – Concentração da biomassa seca no início da fermentação (g/L); 

f – Fração de celulose na biomassa seca (g/g); 

0,51 – Fator de conversão para glicose em etanol com base na bioquímica 

estequiométrica de levedura; 

1,111 – Fator de conversão de celulose em glicose equivalente. 

4.8.3 Eficiência de conversão de celulose (ECC). 

 

A eficiência de conversão de celulose (ECC), expressa em porcentagem, foi 

calculada, utilizando a Equação 14: 
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  ECC  
  licose    , 5   Celobiose 

 ,    f   iomassa 
                                                                     Eq. (14) 

Em que: 

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

[Celobiose] = Concentração de celobiose (g/L); 

[Biomassa] = Concentração de biomassa seca no início da fermentação (g/L); 

f = fração de celulose na biomassa seca (g/g); 

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

           1,111 = fator de conversão de celulose em glicose equivalente. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Análise da composição química da casca de arroz antes e após tratamento 

alcalino 

 

A composição química da casca de arroz in natura e após o tratamento, bem como o 

percentual de remoção da lignina, são 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 estão de acordo com os obtidos em outros estudos com casca de arroz 

(HICKERT et al., 2013; CABRERA et al., 2014; ZHANG et al., 2015; MONTIPÓ et al., 2019), 

os 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 Composição química da casca de arroz in natura e após pré-tratamento com 
NaOH 8% (m/v) 

 
Casca de arroz antes do  

pré-tratamento 

Casca de arroz após  

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 

Proteína (%) 2,63 ± 0,00 nd 

Umidade (%) 8,44 ± 0,01 nd  

Nota: nd = não determinado. Valores médios de triplicatas ± desvio padrão das amostras. 

 

Após 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 fração de celulose, indicando que não houve degradação desse carboidrato. 

Quanto às frações de hemicelulose e lignina, tiveram uma redução de 42,96% e 5,12%, 

respectivamente. A remoção de hemicelulose e lignina da biomassa favorece o desempenho 

enzimático durante a etapa de hidrólise, por aumentar a acessibilidade da enzima às fibras 

celulósicas. Isso porque as fibras de celulose são incorporadas a uma rede de hemicelulose 

e lignina, que são interrompidas quando a biomassa é pré-tratada (AGBOR et al., 2011; 

SAINI et al., 2016). 

A Tabela 4 apresenta uma comparação da composição química da casca de arroz, 

utilizada neste estudo, em relação a diferentes biomassas lignocelulósicas. Verifica-se que o 
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conteúdo de celulose (36,03%), na casca de arroz utilizada neste trabalho, é muito próximo 

aos encontrados em outras biomassas, como bagaço de sorgo sacarino (36,08%) 

(CAMARGO et al., 2019), sabugo de milho (37,0%) (SAHA et al., 2013), bagaço de cana-de-

açúcar (38,59%) (GUILHERME et al., 2019) e palha de cevada (38,55%) (MORAES et al., 

2018), sugerindo que a casca de arroz é uma matéria-prima promissora para utilização em 

processos de bioconversão. 

Tabela 4 Comparação da composição química da casca de arroz usada neste trabalho em 
relação a diferentes biomassas lignocelulósicas 

Biomassa 

lignocelulósica 
Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) Cinzas (%) Referência 

Casca de arroz 36,03 14,71 26,47 18,94 Este estudo 

Bagaço de 

cana-de-açúcar 
38,59 27,89 17,79 nr Guilherme et al. 

(2019) 

Bagaço de 

sorgo sacarino 
36,08 31,18 24,77 3,31 Camargo et al. 

(2019) 

Palha de 

cevada 
38,55 21,41 19,90 9,50 Moraes et al. 

(2018) 

Palha de trigo 31,6 16,2 21,2 nr Qiu et al. (2017) 

Palha de cana-

de-açúcar 
31.70 27.00 31.10 1.50 Hernández-Pérez 

et al. (2016) 

Palha de sorgo 39,50 27,90 23,10 5,50 Camargo et al. 

(2015) 

Farelo de 

girassol 
32,93 30,90 26,62 5,05 Camargo et al. 

(2014) 

Sabugo de 

milho 
37,0 31,3 18,8 7,3 Saha et al. (2013) 

 Nota: nr = não relatado 

Apesar da composição rica em celulose e hemicelulose, a casca de arroz apresentou 

elevados teores de lignina e cinzas. O conteúdo de lignina é superior aos encontrados em 

outras biomassas (Tabela 4), como bagaço de cana-de-açúcar (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 está abaixo do teor 

obtido por Hernández-Pérez et al. (2016) com palha de cana-de-açúcar (31,10%). O 

problema de elevados conteúdos de lignina na biomassa está relacionado à formação de 

compostos fenólicos provenientes da degradação dos componentes presentes na lignina, 

durante pré-tratamentos, dependendo das condições de reação (RASMUSSEN et al., 2014; 

KIM, 2018); além disso, exerce efeitos inibitórios na ação enzimática devido à adsorção 

improdutiva na lignina, reduzindo o acesso eficiente da enzima à celulose (ZHANG et al., 

2017). 
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Para visualizar possíveis alterações estruturais na biomassa, foram feitas imagens 

de microscopia eletrônica de varredura (MEV). A Figura 8 mostra o aspecto morfológico da 

casca de arroz in natura e após o tratamento alcalino. 

É possível observar que a casca de arroz in natura (Figura 8A-C-E) apresenta um 

aspecto morfológico característico, com uma estrutura superficial ordenada e compacta, 

além de protuberâncias e sulcos paralelos, compatíveis ao encontrado na literatura para 

casca de arroz (JOHAR et al., 2012; SCAGLIONI; BADIALE-FURLONG, 2016; EBRAHIMI et 

al., 2017); ademais, há depósitos de grânulos,  principalmente, nos espaços entre as 

protuberâncias, que correspondem a partículas de sílica, semelhantes ao visualizado por 

Park et al. (2003). Na Figura 8-D-F, é possível visualizar que o pré-tratamento promoveu 

alterações na estrutura da biomassa, como a desorganização das fibras e a formação de 

poros. A criação de poros na superfície se deve, provavelmente, à remoção de hemicelulose 

e lignina da biomassa (SHIMIZU et al., 2019). Nota-se, na Figura 8D, a ausência dos 

depósitos de grânulos na superfície (partículas de sílica), como visualizado na casca de 

arroz in natura (Figura 8C), indicando que o pré-tratamento também contribuiu para a 

remoção de sílica. Segundo Bazargan et al. (2015), o tratamento com NaOH promove a 

extração eficiente de sílica, por meio da formação de silicato de sódio (Na2SiO3), que é 

lixiviado na fração líquida. 
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Figura 8 Micrografias eletrônicas da casca de arroz reduzida a partículas de 50 mesh, 
obtidas por microscopia eletrônica 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 após 

tratamento com NaOH 8% (m/v). Com base nos padrões de bandas encontrados, verifica-se 

que houve mudanças na estrutura química da biomassa pré-tratada, em comparação à 

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

 

É possível visualizar bandas nas regiões próximas de 3300-2897 cm-1 tanto na 

biomassa in natura quanto na biomassa pré-tratada, em diferentes intensidades, as quais 

são atribuídas ao alongamento de ligações dos grupos  ꟷH e CꟷH, referentes às ligações 

de hidrogênio e grupos metil e metileno característicos da fração de celulose (VENTURIN et 

al., 2018). Verifica-se a presença de uma banda na região de 1428 cm-1 na casca de arroz 

pré-tratada, podendo ser atribuída à vibração em ligações CH2, presentes na celulose e 

hemicelulose (LI et al., 2018).  

Nota-se, também, uma redução expressiva na banda em 1643 cm-1, na biomassa 

pré-tratada, e uma redução de banda na região de 1507 cm-1. A presença de bandas, na 

região de 1640 cm-1, está relacionada a ligações  ꟷH, correspondentes à absorção de água 

(JOHAR et al., 2012). Enquanto, em 1507 cm-1, atribui-se ao estiramento em grupos C═C de 

anéis aromáticos na lignina (ALEMDAR; SAIN, 2008). A redução nessas bandas indica a 

remoção parcial da hemicelulose e da lignina, respectivamente (ALEMDAR; SAIN, 2008). 

Observa-se a formação de bandas entre 1360-1320 cm-1, que se referem aos alongamentos 

fenólico de OꟷH e do anel siringil, que levam a alterações na estrutura e no monômero da 

lignina (VENTURIN et al., 2018). 

Na biomassa pré-tratada, verifica-se a redução na banda em 1268 cm-1, atribuída ao 

alongamento da ligação CꟷH do anel guaiacil, o que sugere mudanças no monômero da 

lignina (ZHAO et al., 2016). A presença de bandas, em 1205 e 1163 cm-1, sugere o 

envolvimento de grupos funcionais presentes na celulose, hemicelulose e lignina. De acordo 

com a literatura, bandas na região de 1200 cm-1 sugerem alterações nas ligações  ꟷH em 
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celulose e hemicelulose e em 1160 cm-1, ao estiramento assimétrico em Cꟷ ꟷC, também 

na estrutura da celulose e hemicelulose (SILLS; GOSSET, 2012). Já alterações na banda 

em regiões próximas a 900 cm-1, são atribuídas ao alongamento em Cꟷ  e vibração em 

grupos CꟷH, encontrados na estrutura da celulose (ALEMDAR; SAIN, 2008).  

A Tabela 5 apresenta um resumo com as posições de todas as bandas referentes às 

frações de celulose, hemicelulose e lignina da casca de arroz pré-tratada, observadas nos 

espectros da Figura 9, em comparação aos dados da literatura para biomassas 

lignocelulósicas, submetidas a diferentes pré-tratamentos.  

 

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

Comprimento de onda (cm
-1

) 

Atribuições/Grupos funcionais Referências 
Casca de arroz 

pré-tratada 
Diferentes biomassas 

lignocelulósicas 

3300-2897 3348-2900 
 longamento em  ꟷH e CꟷH 

ligações de hidrogênio e grupos metil 
e metileno (celulose) 

Venturin et al. (2018) 

1643 1638 
 igação  ꟷH referente à absorção de 

água 
Johar et al. (2012) 

1507 1507 
Estiramento em C═C de anéis 

aromáticos (lignina) 
Alemdar e Sain (2008) 

1428 1425 
Vibração em CH2 (celulose e 

hemicelulose) 
Li et al. (2018) 

1360 1373  longamento fenólico  ꟷH 

Venturin et al. (2018) 

1320 1319 Alongamento anel siringil 

1268 1268 Alongamento CꟷH do anel guaiacil Zhao et al. (2016) 

1205 1200 
Mudanças nas ligações  ꟷH 

(celulose e hemicelulose) 
Sills e Gossett. (2012) 

1163 1160 
Estiramento assimétrico em Cꟷ ꟷC 

(celulose e hemicelulose) 

900 896 
Alongamento em Cꟷ  e vibração em 

grupos CꟷH (celulose) 
Alemdar e Sain (2008) 

 

5.2 Parte I - Efeito da alimentação no processo de sacarificação simultânea à 

fermentação (SSF) da celulose de casca de arroz  

 

5.2.1 Determinação da carga enzimática 

 

Após pré-tratamento com NaOH 8% (m/v), a biomassa de casca de arroz foi 

submetida à hidrólise enzimática para avaliação de diferentes cargas enzimáticas do 

complexo comercial de celulases CellicCTec2 da Sigma-Aldrich. Na Figura 10, estão 

apresentados os resultados dos perfis de liberação de AR obtidos com a adição de 5; 11 e 

22 FPU/gcelulose de casca de arroz, ao longo de 96 horas de processo.  
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A maior concentração de AR ocorreu com a adição de 22 FPU/g de celulose (42,49 ± 

0,02 g/L), seguido do ensaio com adição de 11 FPU/gcelulose (37,80 ± 0,03 g/L) e 

5 FPU/gcelulose (29,64 ± 0,02), após 96 horas. Essa nova geração de complexos enzimáticos 

de celulases, como CellicCTec2, tem demonstrado melhor desempenho comparado às 

preparações mais antigas (CANELLA et al., 2014) e, por isso, tem sido utilizada na hidrólise 

de outras biomassas lignocelulósicas, como lascas de bambu e madeira (LUO et al., 2019), 

cardo (um tipo de herbácea) (COTANA et al., 2015), alcachofra de Jerusalém (KIM; PARK; 

KIM, 2013), capim (XU et al., 2011) e grãos de cervejaria usados (WILKINSON et al., 2016). 

 

 

Figura 10 Perfil de liberação de AR durante a hidrólise enzimática da celulose da casca de 
arroz, após 96 horas de processo utilizando diferentes quantidades de enzima. 

 

Nota-se que, em 6 horas de hidrólise, o perfil do processo foi semelhante nos três 

ensaios, com rápida liberação de AR para todas as concentrações de enzimas e uma 

estabilização até 48 horas, apresentando um segundo pico de AR a partir de 72 horas, o 

que indica que não houve perda da atividade enzimática ao longo da hidrólise. De acordo 

com Xiros et al. (2017), as novas preparações enzimáticas, como complexo de celulases 

CellicCTec2, são menos afetadas pela inibição do produto final como glicose e celobiose, a 

exemplo do que ocorre com complexos enzimáticos anteriores.  

O aumento na carga de enzima de 5 para 11 FPU/gcelulose resultou no incremento de 

27,53% no teor de AR, enquanto que, na variação de 11 para 22 FPU/gcelulose, o percentual 

foi menor, elevando em 12,41% a concentração de AR ao final do processo (96 horas). A 

adição de 22 FPU/ g de celulose resultou no aumento de 43,35% na liberação de AR em 

relação à adição de 5 FPU/gcelulose. Xu et al. (2011) obtiveram maiores rendimentos de 

açúcares redutores com uma carga enzimática de 15 FPU/gsubstrato do complexo 

CellicCTec2, durante a hidrólise de um tipo de capim pré-tratado com NaOH 1% (m/v). Os 
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autores atribuem o desempenho satisfatório com reduzida carga de enzima às 

características do complexo enzimático, como conteúdo de celulases mais agressivas e 

altos níveis de β-glicosidade, além das propriedades da biomassa e das condições de pré-

tratamento aplicadas. Zain et al. (2018) relataram maior produção de glicose, utilizando 

15 FPU/mLglicana (complexo CellicCTec2), durante a hidrólise de folhas de palmeira de óleo 

pré-tratada com 4,42% de NaOH (m/v). Enquanto isso, Lamb et al. (2018) obtiveram o 

máximo rendimento de glicose com uma carga enzimática de 40 FPU/gsubstrato (complexo 

CellicCTec2), a partir da hidrólise enzimática da casca de arroz pré-tratada com 1% de 

H2SO4 (m/v).  

 

5.2.2 Sacarificação simultânea à fermentação com elevada carga de sólidos 

 

5.2.2.1 Variação nas concentrações de açúcares e produção de etanol 

 

O processo de SSF, com diferentes estratégias de alimentação gradual, com 

biomassa de casca de arroz pré-tratada, a fim de atingir elevadas cargas de sólidos (20 e 

25%), foi avaliado utilizando a levedura K. marxianus ATCC 36907.  

A Figura 11 mostra os resultados dos perfis de concentração (g/L) de glicose, 

celobiose e etanol, obtidos durante o processo de fermentação em batelada alimentada, 

iniciados com 10% (m/v) e terminados em 20% (m/v) de casca de arroz pré-tratada, com 

duas alimentações (5%) a cada 24 horas, em E1 (Figura 11A), e quatro alimentações 

(2,5%), a cada 12 horas, em E2 (Figura 11B); iniciados em 15% (m/v) e terminados em 25% 

(m/v), com duas alimentações 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 liberação e consumo 

de glicose, concentração de celobiose e produção de etanol foram semelhantes, 

independentemente da estratégia de alimentação com casca de arroz tratada. 
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Figura 11 Concentração de glicose, celobiose e produção de etanol por K. marxianus ATCC 

36907 durante a SSF em batelada alimentada: (A) E1 - concentração inicial de biomassa 

10% e final 20% com duas alimentações a cada 24 h; (B) E2 - concentração inicial de 

biomassa 10% e final 20% com 4 alimentações a cada 12 h; (C) E3 - concentração inicial de 

biomassa15% e final 25% com duas alimentações a cada 24 h e (D) E4 - concentração 

inicial de biomassa 15% e final 25% com 4 alimentações a cada 12 h. As linhas tracejadas 

na vertical, correspondem ao momento de alimentação com casca de arroz tratada. 

 

Observa-se que, para todas as condições, a glicose se esgotou em 24 horas, 

independentemente do período e número de alimentações, enquanto que a produção de 

etanol iniciou em 12 horas. A liberação de glicose é retomada a partir de 36 horas, 

coincidindo com a alimentação feita no tempo de 24 horas, atingindo a máxima 

concentração 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, não houve aumentos na produção de etanol. 

Além disso, nas condições de máxima carga de sólidos (25%), a concentração de etanol 

apresentou um ligeiro decréscimo a partir de 48 horas. Verifica-se, também, que, embora 

haja liberação de glicose a partir de 36 horas, com pico em 72 horas, esse açúcar não foi 

totalmente consumido pela levedura K. marxianus ATCC 36907, ou seja, após 72 horas, o 

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 acúmulo de glicose pode ser devido à alta carga de sólidos, pois a adição de 

12% (m/v) já resultou num teor seis vezes maior de glicose acumulada, em relação à adição 

de 8% (m/v) (PESSANI et al., 2011). Além disso, o desempenho da levedura, no início da 

fermentação, pode ter sido afetado devido a um estresse metabólico, resultante da baixa 

concentração de glicose (BALLESTEROS et al., 2004), visto que, em 24 horas, não havia 

mais glicose, voltando a ser liberada lentamente entre 36 e 48 horas, mas em baixas 

concentrações, 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 à produção de etanol, os experimentos E3 e E4, iniciados com 15 e 

terminados em 25% (m/v) de casca de arroz, apresentaram maior produção, sendo 

13,99 g/L e 12,77 g/L, em 36 e 24 horas de fermentação, respectivamente, 

independentemente da estratégia de alimentação. Nos experimentos E1 e E2, iniciados em 

10 e terminados em 20% (m/v) de casca de arroz, a produção máxima de etanol foi de 9,57 

e 9,92 g/L, respectivamente, em 36 horas.  

Esses valores estão 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 resíduos 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 condições de 32°C, pH 4.8 e 150 rpm, por 72 horas. 

Porém, Montipó et at. (2019) obtiveram menor produção de etanol (19,17 g/L), a partir de 

20% (m/v) de casca de arroz (pré-tratada por explosão a vapor), sem alimentação gradual, 

com adição de 20 FPU/gsubstrato do complexo Celluclast 1,5 L, 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 

bagaço de caju (pré-tratamento ácido-alcalino com 0,6 M de H2SO4 e 1,0 M de NaOH; 

30 FPU/g de celulose+60 CBU/g de celulose de Celluclast 1,5 L; 5 g/L de células; 40 °C, 

150 rpm), com adição gradual de substrato entre 10 a 20% (m/v) e 15 a 25% (m/v), com 

duas ou quatro alimentações (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 H2SO4 (m/v) e 1% 

NaOH (m/v)), a 38°C, 150 rpm, 8% (m/v) de concentração de substrato e 0,5 g/L de células. 

Com a linhagem de K. marxianus IMB3, Pessani et al. (2011) obtiveram concentrações de 

etanol entre 30 e 32 g/L, em 48 horas de SSF, com adição de 12% (m/v) de um tipo de 

capim (pré-tratado por hidrotermólise), 4,85 mL/gglicana do complexo de celulases Acellerase 

1500, 0,2 g/L de células, 45°C, 250 rpm. Com K. marxianus CK8, a produção 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 sólidos 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 inóculo 5% (v/v), 20 FPU/gsubstrato (Meicelase), 150 rpm, 96 horas 

(NACHAIWIENG et al., 2015). 

Com relação à celobiose (Figura 11), as concentrações mantiveram-se com pouca 

variação ao longo da fermentação, ficando entre 10,12 e 8,20 g/L (E1), 10,23 e 8,00 g/L 

(E2), 9,77 e 7,81 g/L e 10,02 e 7,39 g/L (E4). Essas concentrações estão próximas do valor 

obtido por Gao et al. (2018), que foi de 9,38 g/L, durante SSF com 33% (m/v) de bagaço de  

cana-de-açúcar, utilizado como substrato. Vale ressaltar que, em todos os experimentos, a 

presença de celobiose nas primeiras horas se deve a uma pré-sacarificação, realizada 6 

horas antes da inoculação da levedura, para evitar um possível estresse metabólico ao 

micro-organismo, pela falta de substrato disponível no meio. Embora tenha relato quanto ao 

consumo de celobiose por K. marxianus (RAJOKA et al., 2003), no presente trabalho, isso 

não 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 número de células, valores de pH e 

parâmetros fermentativos, obtidos no processo de SSF pela levedura K. marxianus ATCC 

36907.  

 

Tabela 6 Número de células, pH e parâmetros obtidos no processo de SSF conduzido a 
40°C, 200 rpm por K. marxianus ATCC 36907 utilizando diferentes estratégias de 
alimentação com cargas de sólidos (concentração de biomassa) 

Experimentos 
Nº de 

células 
(10

8
/mL) 

pH  Etanol (g/L) YE/C (g/g) QP (g/L.h
-1
) η (%) 

Tempo 
(h) 

 96 h       

E1 3,38 ± 0,21 5,47 ± 0,04 

 7,12 ± 0,05 0,18 ± 0,01 0,59 ± 0,02 17,96 ± 0,01 12 

 9,07 ± 0,01 0,23 ± 0,00 0,38 ± 0,00 22,87 ± 0,00 24 

 9,57 ± 0,34 0,16 ± 0,01 0,27 ± 0,01 16,09 ± 0,01 36 

E2 4,32 ± 0,94 5,45 ± 0,04 

 6,36 ± 0,30 0,16 ± 0,01 0,53 ± 0,04 16,04 ± 0,01 12 

 9,74 ± 0,86 0,20 ± 0,02 0,41 ± 0,04 19,64 ± 0,02 24 

 9,92 ± 0,26 0,17 ± 0,00 0,28 ± 0,01 16,67 ± 0,00 36 

E3 4,35 ± 0,44 5,48 ± 0,03 

 10,83 ± 0,43 0,18 ± 0,01 0,90 ± 0,03 18,21 ± 0,01 12 

 12,63 ± 0,03 0,21 ± 0,00 0,53 ± 0,00 21,23 ± 0,01 24 

 13,99 ± 0,22 0,18 ± 0,00 0,39 ± 0,01 17,64± 0,00 36 

E4 5,78 ± 0,26 5,48 ± 0,03 

 10,22 ± 0,24 0,17 ± 0,00 0,85 ± 0,02 17,18 ± 0,00 12 

 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) concentração inicial de biomassa 10% e final 20% com duas alimentações a cada 24 h; (E2) 
concentração inicial de biomassa 10% e final 20% com 4 alimentações a cada 12 h; (E3) concentração inicial de 
biomassa15% e final 25% com duas alimentações a cada 24 h e (E4) concentração inicial de biomassa 15% e 
final 25% com 4 alimentações a cada 12 h; η (%) = rendimento de celulose em etanol. Valores médios de 
triplicatas ± desvio padrão das amostras.  
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Observa-se que, ao final de 96 horas, o número de células foi maior no experimento 

E4 (5,78 x 108/mL), seguido por E3 (4,35 x 108/mL), E2 (4,32 x 108/mL) e E1 (3,38 x 108/mL). 

No entanto, o crescimento celular está 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 108/mL, após 72 horas de SSF (38°C; 150 rpm) de 

8% (m/v) de farelo de girassol. Para os valores de pH ao final da fermentação, verifica-se 

que, em todos os experimentos, não houve variação expressiva, considerando o pH inicial 

de 5,5, pois o meio utilizado foi tamponado. 

Quanto aos parâmetros fermentativos, os maiores rendimentos de etanol (YE/C) foram 

obtidos em 24 horas; quanto à produtividade volumétrica (QP), verificam-se valores elevados 

nas primeiras 12 horas de fermentação. Para os cálculos de YE/C, foram considerados os 

percentuais de casca de arroz, adicionados no início de cada experimento (10 ou 15%), 

somado aos adicionados após cada alimentação (duas alimentações com 5% (m/v) ou 

quatro de 2,5% (m/v) de casca de arroz).  

O experimento E1 apresentou maior YE/C (0,23 g/g), calculado com base na adição 

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 relação aos experimentos E3 e E4, os valores de YE/C 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 alimentação com 

casca de arroz não necessariamente resultaram em aumentos na produção de etanol e, 

consequentemente, nos valores de YE/C. Após 12 horas da primeira alimentação com 

5% (m/v) de casca de arroz, feita nos experimentos E1 e E3, totalizando 15 e 20% (m/v) de 

sólidos, respectivamente, observa-se uma redução de 30,43% e 14,29% nos valores de 

YE/C. Já nos experimentos E2 e E4, após duas alimentações com 2,5% (12 em 12 horas), 

houve decréscimo de 15 e 11,11% nos YE/C, respectivamente. Varga et al. (2004) verificaram 

rendimentos de etanol (YEtOH%) considerados baixos, entre 4,4 e 5,3%, com adição de 

20% (m/v) de sólidos de palha de milho (após pré-tratamentos alcalino e ácido via oxidação 

úmida). Camargo; Gomes; Sene (2014), adicionando 8% (m/v) de sólidos 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 alcançaram 0,59 e 0,53 g/L.h-

1, respectivamente, todos em 12 horas de fermentação. Esses valores mais elevados de QP 

se devem a uma produção de etanol relativamente alta já nas primeiras 12 horas de SSF, 

embora não sejam referentes à produção máxima (Tabela 6). Porém, esse parâmetro 

decresce após esse período, sendo de 0,53 g/L.h-1 (E3 e E4), 0,41 g/L.h-1 (E2) e 0,38 g/L.h-1 

(E1), ou seja, após 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 alimentação do processo com casca de arroz, realizada 

em 12 horas, nos experimentos E3 e E4. Ao final de 96 horas de fermentação, a redução 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 relação aos valores obtidos em 24 horas. 

A queda no rendimento e produtividade de etanol, durante a SSF com alta carga de 

sólidos, é reportada na literatura por Liu et al. (2014), com 25,4% (m/m) de palha de milho 

pré-tratada por explosão a vapor; Gao et al. (2018), com 19; 26 e 33% (m/v) de bagaço de 

cana-de-açúcar, pré-tratado com NaOH 1,8%; Zheng et al. (2020), com o aumento da 

concentração de substrato (resíduo de sabugo de milho e torta de sementes) para 

20% (m/m) e, possivelmente, está relacionada ao aumento da viscosidade do meio, com 

consequente redução da eficiência da mistura dos componentes, bem como baixa 

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

 

5.2.2.2 Formação de ácido acético e glicerol 

 

A formação de subprodutos, ácido acético e glicerol, por K. marxianus ATCC 36907, 

também foi monitorada durante a SSF, em batelada alimentada, e os resultados obtidos são 

apresentados na Figura 12. É possível observar que houve produção de ácido acético e 

glicerol, nas primeiras 12 horas de fermentação, a qual permaneceu constante após esse 

período, nos quatro experimentos. 

Os experimentos E3 e E4 (Figura 12C-D) apresentaram maiores acúmulos de ácido 

acético, variando de 13,71 – 16,91 g/L para E3 e 13,46 – 13,98 g/L para E4, que apresentou 

valor máximo de 15,93 g/L, em 36 horas, sendo superiores à produção de etanol. No 

experimento E1 (Figura 12A), a concentração foi de 9,9 – 10,69 g/L, com maior produção 

(12,53 g/L) em 48 horas, enquanto que, para E2 (Figura 12B), as concentrações 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 níveis de subprodutos, como ácido acético, durante a SSF, conforme o 

aumento no teor de sólidos (resíduos de sabugo de milho) de 10, 15 e 20% (m/v).  

A formação de ácido acético durante a SSF com a levedura K. marxianus foi relatada 

empregando a linhagem IMB3, com concentrações máximas de ácido acético  de 5,6; 6,3 e 

3,6 g/L, com adição de 8% (m/v) de sólidos e temperaturas de 37, 41 e 45°C (PESSANI et 

al., 2011), e de 2,6 g/L, com 15% (m/v) de sólidos e 2,0 g/L com adição de 10% (m/v) de 

sólidos (SILVA et al., 2015). Nos quatro experimentos, a produção de ácido acético coincidiu 

com o consumo de glicose, assim como com a produção de etanol (Figura 11), indicando 

que o consumo do açúcar também foi direcionado para a formação desse metabólito. Esse 

acúmulo de ácido acético pode estar relacionado com a menor produção de etanol 

(NITIYON et al., 2016; ZHENG et al., 2020). 
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Figura 12 Formação de ácido acético e glicerol em comparação ao perfil de consumo de 

glicose por K. marxianus ATCC 36907 durante a SSF em batelada alimentada: (A) E1- 

concentração inicial de biomassa 10% e final 20% com duas alimentações a cada 24 h; (B) 

E2 - concentração inicial de biomassa 10% e final 20% com 4 alimentações a cada 12 h; (C) 

E3 - concentração inicial de biomassa15% e final 25% com duas alimentações a cada 24 h e 

(D) E4 - concentração inicial de biomassa 15% e final 25% com 4 alimentações 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 acetaldeído desidrogenase e acetil CoA sintetase (VAN URK et al., 1990); seu 

metabolismo está associado a elevados níveis de ácido acético e produção de acetaldeído 

(SWIEGERS et al., 2005). Quando em condições limitantes de oxigênio, ocorre um aumento 

da atividade da piruvato descarboxilase (KIERS et al.,1998; FRENDLUND et al., 2004). 

Em condições limitantes de oxigênio ou hipóxia, o crescimento celular requer a 

manutenção do balanço redox nas células; assim, como estratégia para restaurar esse 

equilíbrio, a levedura pode formar glicerol, a partir do transporte e oxidação do NADH no 

citosol (MERICO et al., 2009) ou seguir para via acetaldeído, formando acetato para 

regeneração de NADH e NADPH (REMIZE; ANDRIEU; DEQUIN, 2000). Isso porque, sob 

condições de hipóxia, reduções na taxa de consumo de açúcar e no fluxo de glicerol podem 

ocorrer e, como consequência disso, levar a um desequilíbrio redox nos níveis 
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citoplasmático e mitocondrial, como ocorreu com a levedura Kluyveromyces lactis (MERICO 

et al., 2009). 

No presente trabalho, a adição de altas concentrações de sólidos pode ter 

contribuído para uma ineficiente difusão de oxigênio, devido à maior viscosidade do meio, o 

que dificulta a mistura do conteúdo dos frascos, mesmo sob agitação contínua, ocasionando 

uma possível redução dos níveis de oxigênio dissolvido no meio. O transporte eficiente de 

oxigênio dissolvido é dependente de uma mistura eficiente e a privação de oxigênio por 

períodos prolongados de tempo causa danos às células (KOYNOV et al., 2007). 

Com relação ao glicerol, a maior produção 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 produção foi menor, com concentrações entre 0,37 

– 1,68 g/L e 0,72 – 1,62 g/L. Esses valores estão de acordo com Camargo; Gomes; Sene 

(2014), que utilizaram a mesma levedura K. marxianus ATCC 36907, a qual apresentou uma 

produção máxima de 2,67 g/L, durante a SSF de farelo de girassol (8% m/v). Todavia, estão 

abaixo dos observados por Zheng et al. (2019), que detectaram uma produção de 3,64 g/L 

do subproduto, durante a SSF com 20% (m/v) de sólidos, utilizando a levedura S. cerevisiae, 

o que é considerado baixo pelos autores. Nota-se que os maiores valores, obtidos no 

presente estudo, correspondem aos experimentos com teores de sólidos mais elevados 

(15% inicial e 25% (m/v) final).  Zheng et al. (2020) verificaram aumentos na produção de 

glicerol por S. cerevisiae, durante a SSF de resíduo de sabugo de milho, com o aumento da 

adição de sólidos de 10, 15 e 20% (m/v), sendo as maiores concentrações obtidas com 

20% (m/v) de sólidos.  

No trabalho, desenvolvido por Pessani et al. (2011), a levedura K. marxianus IMB3 

também produziu glicerol durante a SSF, com adição de 12% (m/v). Os autores notaram 

aumentos na produção do subproduto, com o aumento da temperatura (2,4 g/L, a 37°C, e 

3,2 g/L, a 45°C). O glicerol é um dos subprodutos formados durante o processo de SSF e 

também está relacionado com a manutenção do equilíbrio redox (JI et al., 2016), como 

mencionado anteriormente, em resposta a diferentes condições de estresse, a exemplo das 

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

5.3 Parte II - Efeito da adição de surfactante durante a hidrólise enzimática da celulose 

de casca de arroz  

5.3.1 Variação nas concentrações e rendimentos de glicose  

 

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

planejamento, com os valores codificados e reais das variáveis estudadas e os resultados 
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obtidos para a produção de glicose, bem como o rendimento de glicose após 96h de 

hidrólise enzimática da celulose de casca de arroz, com adição dos surfactantes Polisorbato 

80 (PS80), Polietilenoglicol 4000 (PEG) e Triton X-100 (TX-100) e o controle (sem 

surfactante).  

Observa-se que a adição de surfactantes, em associação às diferentes cargas de 

enzimas, favoreceu o processo de hidrólise, comparado ao experimento controle (sem 

surfactante). As concentrações de glicose variaram de 32,36 a 79,57 g/L no experimento, 

com adição de PS 80, de 45,14 a 74,60 g/L, com adição de PEG, de 32,28 a 47,89 g/L, com 

adição de TX-100, como mostram as Tabelas 6, 7 e 8, respectivamente. No experimento 

controle, a concentração do açúcar 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 adição de 10,0 mg/L do surfactante e 

19 FPU/gcelulose de enzima apresentou a maior concentração de glicose (79,57 g/L), seguido 

pelo ensaio 6 (70,56 g/L de glicose), com adição de 23,0 mg/L de surfactante e 

13,5 FPU/gcelulose.  

 

Tabela 7 Concentração de glicose e rendimentos obtidos durante a hidrólise enzimática da 
celulose da casca de arroz com e sem adição do surfactante Polisorbato 80 (PS80) 

 
   96 h 

 
X1 X2  Glicose ECC 

Ensaios PS80 (mg/L) 
Enzima 

(FPU/g celulose) 
 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/gcelulose ----- 5  20,36 ± 0,11 38,60 ± 0,00 

Controle 8 FPU/gcelulose ----- 8  29,94 ± 0,91 52,52 ± 1,96 

Controle 13,5 FPU/gcelulose ----- 13,5  42,13 ± 2,58 66,89 ± 4,33 

Controle 19 FPU/gcelulose ----- 19  44,66 ± 1,85 65,80 ± 3,48 

Controle 22 FPU/gcelulose ----- 22  47,77 ± 0,96 74,46 ± 1,28 

Nota: Concentração de sólidos adicionados nos ensaios = 10% sólidos (m/v); Controle = sem surfactante; ECC = 

eficiência de conversão da celulose ou produção de glicose a partir da celulose (%); Valores médios de triplicatas 

± desvio padrão das amostras.  
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Nota-se que foi possível alcançar elevada concentração de glicose (70,56 g/L), com 

uma carga enzimática 38,6% menor, adicionando a maior concentração de PS 80 

(23,0 mg/L de surfactante e 13,5 FPU/g de celulose), comparado ao controle com a máxima 

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 desativação 

enzimática e a estabilização de componentes instáveis da celulase, quando em condições 

de agitação, provavelmente, devido à redução da hidrofobicidade da superfície desses 

componentes, aumentando o rendimento da hidrólise e, consequentemente, da 

concentração de glicose. A tensão de cisalhamento, resultante da agitação, pode levar à 

desativação de um componente específico da celulase e, assim, reduzir a atividade da 

enzima durante o processo (TANEDA et al., 2012). 

No experimento com adição de PEG (Tabela 8), a melhor condição foi obtida no 

ensaio 4 (3,0 g/L de surfactante e 19 FPU/g de celulose), que resultou em maior 

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

 

Tabela 8 Concentração de glicose e rendimentos obtidos durante a hidrólise enzimática da 
celulose da casca de arroz com e sem adição do surfactante Polietilenoglicol 4000 (PEG) 

 
   96 h 

 
X1 X2  Glicose ECC 

Ensaios PEG (g/L) 
Enzima 

(FPU/g celulose) 
 g/L % 

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 

11 2,0 (0) 13,5 (0)  62,77 96,57 

12 2,0 (0) 13,5 (0)  66,76 102,01 

Controle 5 FPU/gcelulose ----- 5  20,36 ± 0,11 38,60 ± 0,00 

Controle 8 FPU/gcelulose ----- 8  29,94 ± 0,91 52,52 ± 1,96 

Controle 13,5 FPU/gcelulose ----- 13,5  42,13 ± 2,58 66,89 ± 4,33 

Controle 19 FPU/gcelulose ----- 19  44,66 ± 1,85 65,80 ± 3,48 

Controle 22 FPU/gcelulose ----- 22  47,77 ± 0,96 74,46 ± 1,28 

Nota: Concentração de sólidos adicionados nos ensaios = 10% sólidos (m/v); Controle = sem surfactante; ECC = 
eficiência de conversão da celulose ou produção de glicose a partir da celulose (%); Valores médios de triplicatas 
± desvio padrão das amostras.  
 

É possível verificar também que a adição de PEG proporcionou um aumento de 

52,1% na concentração de glicose, com base na média obtida nos pontos centrais (Ensaios 
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9-12), em comparação ao controle. Li et al. (2012) sugerem que a ação do PEG-4000, no 

processo de hidrólise enzimática, está relacionada ao aumento da atividade das enzimas 

livres no meio, além da interação não apenas com a lignina, mas também com a celulose, o 

que reduz a adsorção improdutiva. 

Em relação à hidrólise enzimática com adição do Triton X-100 (Tabela 9), as 

concentrações de glicose obtidas foram muito próximas às do controle (sem surfactante), 

exceto o ensaio 7 (150 mg/L de surfactante e 5 FPU/g de celulose), com adição da menor 

carga de enzima, que resultou em 13,17 g/L de glicose a mais em relação ao controle com a 

mesma carga de enzima; isso indica que o surfactante, nesse caso, não melhorou o 

desempenho da enzima durante o processo. 

  

Tabela 9 Concentração de glicose e rendimentos, obtidos durante a hidrólise enzimática da 

celulose da casca de arroz com e sem adição do surfactante Triton X-100 (TX-100) 

    96 h 

 X1 X2  Glicose ECC 

Ensaios TX-100 (mg/L) 
Enzima 

(FPU/g celulose) 
 g/L % 

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 

11 150 (0) 13,5 (0)  46,79 67,79 

12 150 (0) 13,5 (0)  4316 62,05 

Controle 5 FPU/gcelulose ----- 5  20,36 ± 0,11 38,60 ± 0,00 

Controle 8 FPU/gcelulose ----- 8  29,94 ± 0,91 52,52 ± 1,96 

Controle 13,5 FPU/gcelulose ----- 13,5  42,13 ± 2,58 66,89 ± 4,33 

Controle 19 FPU/gcelulose ----- 19  44,66 ± 1,85 65,80 ± 3,48 

Controle 22 FPU/gcelulose ----- 22  47,77 ± 0,96 74,46 ± 1,28 

Nota: Concentração de sólidos adicionados nos ensaios = 10% sólidos (m/v); Controle = sem surfactante; ECC = 
eficiência de conversão da celulose ou produção de glicose a partir da celulose (%); Valores médios de triplicatas 
± desvio padrão das amostras. 
 

O baixo desempenho da hidrólise enzimática, com adição de Triton X-100, é 

reportado por Araújo et al. (2017), a partir da hidrólise enzimática da casca de coco verde, e 

por Zhou et al. (2015), durante a hidrólise de celulose pura. Ao contrário do presente estudo, 

Qu et al. (2017) obtiveram aumentos satisfatórios no desempenho da hidrólise de bagaço de 

cana-de-açúcar, adicionando Triton X-100.  É importante ressaltar que os benefícios da 
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ação do surfactante dependem, além da concentração e do tipo de surfactante, de outros 

fatores, como o complexo de celulases utilizado, características da biomassa e das 

condições de hidrólise (ZHOU et al., 2015). 

Quanto aos rendimentos de glicose (ECC), observa-se que a adição dos surfactantes 

PS80 e PEG contribuíram 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 adição de 

PEG (110,64%), o que pode estar relacionado, possivelmente, ao conteúdo subestimado de 

celulose da biomassa após o tratamento.  

Destaca-se que a adição dos surfactantes favoreceu a hidrólise enzimática, 

principalmente, quando associados às menores cargas de enzimas (5 FPU/gcelulose), quando 

comparado ao controle, como no caso da adição de 5 FPU/gcelulose + 15 mg/L de PS80 

(ensaio 7), com rendimento de 59,46% (32,36 g/L de glicose), embora não correspondam às 

máximas concentrações de glicose (Tabela 7).  

A melhora no desempenho da hidrólise é ainda mais evidente com a adição de PEG 

(Tabela 8), como é possível observar no ensaio 1 (8 FPU/gcelulose + 1,0 g/L de PEG), ensaio 2 

(8 FPU/gcelulose + 3,0 g/L de PEG) e ensaio 7 (5 FPU/gcelulose + 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 adição de 5 FPU/gcelulose e 52,52%, com uma 

carga de enzima de 8 FPU/gcelulose.  

De acordo com Li et al. (2012), em geral, as celulases se ligam em substratos 

celulósicos, primeiro com o domínio de ligação à celulose enquanto o domínio catalítico 

reage com a celulose; assim, quando muita celulase é adsorvida, dificulta-se a aproximação 

do domínio catalítico à celulose. Como o Polietilenoglicol adsorve na celulose, forma um 

revestimento que exclui a adsorção de mais celulases, permitindo, assim, a completa reação 

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

 

5.3.2 Análise dos perfis cinéticos da hidrólise enzimática com adição de Polisorbato 

80 e Polietilenoglicol-4000 

 

Com base na análise preliminar do perfil de hidrólise da liberação de açúcares 

redutores, obtido pelo método DNS, não houve melhorias no desempenho da hidrólise 

enzimática, com adição do TX-100, em comparação ao controle e, por isso, o perfil cinético 

da liberação de glicose para esse surfactante não foi analisado, apenas a quantificação no 

tempo final (96 horas), como apresentado na Tabela 9.  

As Figuras 13A-E e 14A-E mostram os perfis de liberação de glicose, durante a 

hidrólise enzimática, nos experimentos com adição de PS80 e PEG, respectivamente, em 

comparação 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 concentrações de glicose com adição de ambos os surfactantes 

(PS80 e PEG), já no início da hidrólise, em comparação ao controle com as mesmas cargas 

enzimáticas.  

Comparado ao ensaio controle (19 FPU/gcelulose e sem surfactante), a adição de 

3,0 g/L de PEG associado à carga enzimática de 19 FPU/gcelulose (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/gcelulose) promoveu aumentos de 33,9; 13,1; 37,4 e 17,5%, em 12, 24, 48 e 72h de 

hidrólise, respectivamente. Ao final de 96 horas, a adição do PEG resultou em 29,2% a mais 

de glicose em relação ao controle, enquanto o PS 80 se destacou, aumentando em 37,8% a 

concentração do açúcar. O efeito do surfactante PEG foi melhor nas primeiras 24h de 

hidrólise, comparado ao PS 80, resultando em um aumento de 39,1% na concentração de 

glicose, enquanto que, ao final do processo (96 h), a concentração de glicose foi 5,8% 

menor em relação à obtida, com adição do PS80.  

Esses resultados estão consistentes com os obtidos por outros pesquisadores, como 

Tu et al. (2009), que obtiveram melhorias no desempenho da hidrólise enzimática de 

madeira de pinheiro (pré-tratada por explosão a vapor); Oladi; Aita (2018), a partir da 

hidrólise do bagaço de cana-de-açúcar (pré-tratado com hidróxido de amônia); Zhang et al. 

(2018), durante a hidrólise de bagaço de cana-de-açúcar (pré-tratado com cloreto férrico e 

organosolv), ambos com a adição do surfactante Tween 80; Rocha-Martín et al. (2017), na 

hidrólise enzimática de biomassas de palha de milho e cana-de-açúcar, pré-tratadas por 

explosão a vapor e 2,3% de ácido sulfúrico; e Liu et al. (2012), na hidrólise de resíduos de 

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

surfactante Polisorbato 80 (PS80) e diferentes cargas enzimáticas: (A) adição de 

5 FPU/gcelulose, (B) adição de 8 FPU/gcelulose, (C) adição de 13,5 FPU/gcelulose, (D) adição de 

19 FPU/gcelulose e (E) adição 22 FPU/gcelulose. Nota: E9 = média de 4 repetições no ponto 

central. 
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Figura 14 Perfis cinéticos da hidrólise enzimática da casca de arroz com e sem a adição do 

surfactante Polietilenoglicol 4000 (PEG) e diferentes cargas enzimáticas: (A) adição de 

5 FPU/gcelulose, (B) adição de 8 FPU/gcelulose, (C) adição de 13,5 FPU/gcelulose, (D) adição de 

19 FPU/gcelulose e (E) adição de 22 FPU/gcelulose. Nota: E9 = média de 4 repetições no ponto 

central. 
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no experimento com PEG, e de 9,17 e 10,36 g/L, no controle. No experimento com adição 
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com Yang et al. (2010), concentrações de celobiose entre 10 e 20 g/L podem levar a uma 

ligeira inibição das celulases. No entanto, isso não ocorreu no presente estudo, visto que a 

atividade enzimática se manteve até o final do processo.  

Esses resultados sugerem que a adição dos surfactantes PS80 e PEG não 

influenciou a atividade da enzima β-glicosidase, que atua na conversão de celobiose em 

glicose. Hsieh et al. (2015) avaliaram o efeito do PEG-3000 na hidrólise de celobiose pura, 

utilizando o complexo comercial CellicCTec2, e verificaram que não houve aumento da 

produção de glicose, com adição do surfactante, em comparação ao controle (sem 

surfactante).  

 

5.3.3 Avaliação do efeito da adição dos surfactantes por meio da análise estatística do 

Planejamento Composto Central Rotacional (DCCR) 

 

As estimativas dos efeitos principais ao nível de 95% de confiança, para os três 

surfactantes utilizados (PS 80, PEG e TX-100), são apresentadas na Figura 15. Verifica-se, 

no gráfico de Pareto, que os dois fatores avaliados, variação nas concentrações de 

surfactantes associados às diferentes cargas enzimáticas, foram significativos (p<0,05) para 

os experimentos com PS80 e PEG, enquanto que, no experimento com adição de TX-100, 

apenas o fator carga enzimática foi significativo (p<0,05). Nos três experimentos com adição 

de surfactante (PS80, PEG e TX-100), o fator que mais influenciou o aumento da produção 

de glicose foi a carga enzimática utilizada.  

No experimento com adição do surfactante PS80, o fator carga de enzima 

apresentou os efeitos lineares (p=0,001147) e quadráticos (p=0,025681) significativos, 

enquanto que, para o fator surfactante, apenas o efeito quadrático foi significativo 

(p=0,001732). A interação entre os dois fatores foi significativa (p=0,006416) (Figura 15A), 

no entanto, o efeito dessa interação foi negativo, ou seja, dependendo da concentração do 

surfactante e da carga enzimática empregada, pode ocorrer uma redução na concentração 

final de glicose. Quanto ao experimento com adição do surfactante PEG, para o fator carga 

enzimática, foi significativo tanto o efeito linear (p=0,004299) quanto o quadrático 

(p=0,023132), assim como, para o fator surfactante, o efeito linear (p=0,006952) e 

quadrático (p=0,009574) também foram significativos (Figura 15B). O efeito da interação 

entre os dois fatores não foi significativo (p>0,05), indicando que o efeito da concentração de 

PEG não interfere no da carga enzimática. Já no experimento com adição de TX-100 (Figura 

15C), foi significativo o efeito linear (p=0,14155) e quadrático (p=0,039598) para o fator 

carga de enzima. 
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Figura 15 Gráfico de Pareto com os efeitos padronizados para os fatores investigados e 
suas interações sobre a concentração de glicose ao nível de 95% de confiança: (A) 
Polisorbato 80, (B) Polietilenoglicol 4000 e (C) Triton X-100. 

 

A Tabela 10 apresenta a análise de variância (ANOVA) para a concentração de 

glicose obtida com adição de PS80 e PEG, em associação a diferentes cargas de enzimas. 

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

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

significativo. O coeficiente de determinação (R2) foi 0,73, indicando que 73% da variação, 

explicada na concentração de glicose, são atribuídos às variáveis estudadas.  
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Tabela 10 Análise de variância (ANOVA) para concentração de glicose (g/L) ao nível de 

95% de confiança 

Polisorbato 80 (mg/L) 

Fonte de variação SQ GL MQ F F tab 

Regressão 1580,79 4 395,20 4,80 4,12 

Resíduo 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
2
 0,73 

    

Polietilenoglicol 4000 (g/L) 

Fonte de variação SQ GL MQ F F tab 

Regressão 660,04 4 165,01 4,24 4,12 

Resíduo 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 
11 

   

R
2
 0,71 

    

 

Com base na análise dos coeficientes de regressão obtidos e excluindo o fator não 

significativo (p > 0,05), obteve-se o modelo com as variáveis codificadas da concentração de 

glicose, em função das variáveis estudadas no experimento com PS80, em associação a 

diferentes cargas de enzimas, como apresentado na Equação 15: 

 

Glicose (g/L) = 44,95 + 8,99x1
2 + 9,22x2 - 3,46x2

2 - 7,21x1x2                                   Eq (15) 

 

Em que:  

x1= surfactante PS80 (mg/L); 

x2 = carga de enzima (FPU/gcelulose). 

Em relação ao experimento com adição de PEG, o valor de F calculado (4,24) 

também foi maior do que F tabelado (4,12), indicando que o modelo proposto é significativo. 

O valor do coeficiente de determinação (R2) foi igual a 0,71, indicando que 71% da variação, 

explicada na concentração de glicose, são atribuídos às variáveis estudadas (adição de 

PEG, associado a diferentes cargas de enzimas). O modelo gerado a partir da análise dos 

coeficientes de regressão, excluído o fator não significativo, nesse caso, a interação entre 

PEG e carga enzimática, com as variáveis codificadas da concentração de glicose, em 

função das variáveis estudadas, é representado pela Equação 16: 

 

Glicose (g/L) = 64,07 + 4,91x1
 – 4,92x1

2
 + 5,81x2

 – 3,57x2
2
                                   Eq (16) 
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Em que:  

x1= surfactante PEG (g/L); 

x2 = carga de enzima (FPU/gcelulose). 

 

A Figura 16A-B mostra a superfície de resposta e curvas de contorno para 

concentração de glicose, em função da adição de PS80, associado a diferentes cargas 

enzimáticas. Verifica-se que não há uma região ótima na qual se encontra uma faixa de 

combinações de carga enzimática e concentração de surfactante para a produção de 

glicose. A adição de enzimas entre 13,5 e 22 FPU/gcelulose leva ao aumento da liberação do 

açúcar, enquanto o surfactante contribui, quando em concentração mais alta (nível 1,41), 

acima da concentração micelar crítica (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 são preservadas. Além 

disso, contribui para o aumento de enzimas livres no meio reacional (TU et al., 2009), 

sugerindo a redução da adsorção improdutiva na lignina. A ligação improdutiva entre a 

celulase e a lignina é um dos fatores que diminuem o rendimento da hidrólise (TU et al., 

2009). 

 

 

Figura 16 Superfície de resposta (A) e curvas de contorno (B) para concentração de glicose 
obtida a partir da hidrólise enzimática da casca de arroz em função das concentrações de 
Polisorbato 80 e enzima. 
 

A análise da superfície de reposta (Figura 17A-B) mostra a existência de uma faixa 

de carga enzimática entre 13,5 e 22 FPU/gcelulose, bem como concentrações do surfactante 

PEG entre 2,0 e 3,0 g/L, que levam à maior produção de glicose (acima de 60 g/L). É 

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 adição de 2,5 g/L de PEG 
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reduziu expressivamente a adsorção improdutiva na biomassa lignocelulósica e aumentou a 

atividade celulolítica durante a hidrólise (SIPOS et al., 2010). Esses efeitos podem ser 

vantajosos no caso de reciclagem de enzimas, redução no tempo de hidrólise e de carga 

enzimática (TU; SADDLER, 2010). No presente estudo, a adição do nível +1 de enzima 

(19 FPU/g de celulose) proporcionou o máximo teor de glicose (74,60 g/L), mesmo na 

presença de PEG. Porém, verifica-se que a adição de 8 FPU/gcelulose de enzima (nível -1) e 

3,0 g/L (nível +1) de PEG também resultou em considerável concentração de glicose 

(60,38 g/L). 

Rocha-Martín et al. (2017) observaram um aumento substancial na conversão da 

celulose, medido como glicose liberada, quando o PEG-4000 foi adicionado entre 1–2,5 g/L 

à mistura de hidrólise. No entanto, os autores relatam que, quando concentrações mais altas 

de PEG (maiores que 2,5 g/L) foram adicionadas à hidrólise, não foram observados 

aumentos nos seus rendimentos.  

 

 
Figura 17 Superfície de resposta (A) e curvas de contorno (B) para concentração de glicose 
obtida a partir da hidrólise enzimática da casca de arroz em função das concentrações de 
Polietilenoglicol 4000 e enzima. 
 

 

5.4 Parte III - Efeito da adição de surfactante no processo de sacarificação simultânea 

à fermentação (SSF) da celulose de casca de arroz 

 

5.4.1 Variação nas concentrações de açúcares e produção de etanol 

 

A partir dos resultados obtidos na hidrólise enzimática da celulose da casca de arroz, 

foram selecionados os surfactantes PS80 (condição E3 = 10,0 mg/L surfactante e 

19 FPU/gcelulose) e PEG (condição E4 = 3,0 g/L surfactante e 19 FPU/gcelulose), que 
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apresentaram efeitos significativos (p<0,05), conforme discutido no item 5.3, para avaliar o 

efeito da adição de surfactante, durante a SSF por K. marxianus ATCC 86907.  

Na Figura 18A-C, são apresentados os perfis de concentração (g/L) de glicose, 

celobiose e etanol, obtidos durante o processo de fermentação com adição dos surfactantes 

PS80 e PEG e o experimento sem surfactante (controle).  

 

 

Figura 18 Concentração de açúcares e produção de etanol por K. marxianus ATCC 36907 
durante a SSF com e sem a adição 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 possível observar, as concentrações iniciais de glicose foram 15,37; 16,57 e 

19,23 g/L para os experimentos controle (sem surfactante), com adição de PS80 e PEG, 

respectivamente, após 6 horas de pré-sacarificação (tempo 0), momento em que a levedura 

foi inoculada. Após 12 horas, esse açúcar foi totalmente consumido pelo micro-organismo 

nos três experimentos. Quanto à celobiose, as concentrações variaram entre 8,68 e 

9,47 g/L, no experimento controle, entre 8,76 e 9,41 g/L, para o experimento com adição de 

PS80, e entre 9,14 e 9,40 g/L, com adição de PEG, permanecendo constantes ao longo da 

SSF. É importante destacar que a presença de celobiose, no início da fermentação, é devida 

à pré-sacarificação, como já mencionado no tópico 5.2.2, realizada com o objetivo de evitar 

um possível estresse metabólico ao micro-organismo, pela falta de substrato.  
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A maior concentração de etanol (8,17 g/L) foi obtida no experimento com adição de 

PEG, seguido do experimento com adição de PS80, que foi 6,73 g/L, ambos em 12 horas de 

fermentação. Já no experimento controle, a máxima produção foi de 5,02 g/L, em 36 horas. 

Apesar da produção de etanol ser ligeiramente superior ao controle (sem surfactante), esses 

resultados sugerem que os surfactantes PS80 e PEG, nas concentrações avaliadas, não 

são tão efetivos na SSF como na hidrólise enzimática. Resultados semelhantes foram 

obtidos por Tu et al. (2009), que apresentaram uma concentração máxima 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 explosão a vapor), por S. cerevisiae (4 g/L; 20 FPU de Celluclast 

1,5 L + 40 IU de β-glicosidase; 30 °C e 150 rpm). Ballesteros et al. (1998) também não 

observaram efeitos benéficos da adição de surfactante (Tween 80), durante a SSF de 

biomassa de álamo, com a levedura K. marxianus EMS 26, como ocorreu durante o 

processo de hidrólise enzimática. 

Em relação ao PEG, Gomes et al. (2018) realizaram uma pré-sacarificação de 

bagaço de cana-de-açúcar (com 26 FPU/ de enzima por g de substrato), por 12 horas, com 

adição de 5% (m/m) de PEG-4000 e, após esse tempo, inoculou o micro-organismo (S. 

cerevisiae) no processo de pré-sacarificação simultânea à fermentação (PSSF), com alta 

carga de sólidos (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 enzimático Celic CTec2, resultando numa produção máxima de 

102,0 g/L de etanol em 60 horas, o que é 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 não apenas o aumento da 

produção 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 redução de 30% na carga enzimática (de 60 para 

40 FPU/g de glicana). 

Nota-se que houve um decréscimo nas concentrações de etanol, a partir de 48 

horas, até o final da fermentação, nos três 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, não 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 número de células, valores de pH e 

parâmetros fermentativos, obtidos no processo de SSF, com e sem adição de surfactantes, 

pela levedura K. marxianus ATCC 36907. 
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Tabela 11 Número de células, pH e parâmetros obtidos no processo de SSF conduzido a 
40 °C, 200 rpm e 10% sólidos (m/v) por K. marxianus ATCC 36907, com e sem adição de 
surfactante 

Experimentos 
Nº de 

células 
(108/mL) 

pH  Etanol (g/L) YE/C (g/g) QP (g/L.h-1) η (%) 
Tempo 

(h) 

 96 h       

Controle 5,78 ± 1,02 5,37 ± 0,03 

 4,66 ± 0,07 0,12 ± 0,01 0,39 ± 0,01 11,75 ± 0,01 12 

 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 

PS80 6,73 ± 0,72 5,28 ± 0,03 

 6,73 ± 0,06 0,17 ± 0,01 0,56 ± 0,00 16,96 ± 0,01 12 

 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 

PEG 7,83 ± 0,79 5,27 ± 0,04 

 8,17 ± 0,74 0,21 ± 0,02 0,68 ± 0,06 20,59 ± 0,01 12 

   5,65 ± 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. η ( )   rendimento de celulose em etanol. Valores médios de 
triplicatas ± desvio padrão das amostras. 

 

O crescimento celular foi maior no experimento com PEG (7,83 x 108/mL), seguido 

dos experimentos com PS80 (6,73 x 108/mL) e o controle (5,78 x 108/mL), indicando que a 

adição de surfactantes na SSF não prejudicou o crescimento da levedura. Esses resultados 

são consistentes com os obtidos por Wu e Ju (1998), no qual a adição do surfactante Tween 

80 (2% m/v) não inibiu o crescimento das leveduras Dekkera clausenii e S. cerevisiae.  

Quanto ao pH, os valores mantiveram-se sem variações expressivas, considerando o pH 

inicial 5,5, devido à utilização do meio tamponado. 

Em relação aos parâmetros fermentativos, a adição de surfactante proporcionou 

maiores rendimentos de etanol (YE/C) e (η ), em comparação ao controle, com valores 0,21; 

0,17; 0,12 g/g e 20,59; 16,96 e 11,75%, com adição de PEG, PS80 e controle, em 12 horas 

de fermentação, respectivamente. Porém, o ensaio controle apresentou maior produção de 

etanol (5,02 g/L) em 36 horas, o que representa um YE/C de 0,13 g/g e η( ) de   ,66 , 

sugerindo que os dois surfactantes contribuíram para a redução no tempo para atingir a 

produção máxima de etanol, sendo mais evidente com a adição de PEG. Esse efeito foi 

observado com a adição de 2,5 g/L de Tween 20 na SSF de madeira macia com 5% de 

sólidos, além disso, resultou no rendimento máximo de etanol com 50% menos enzima 

(ALKASRAWI et al., 2003). O desempenho, obtido no presente estudo, está abaixo do 

apresentado por Mesquita; Ferraz e Aguiar (2016), que observaram um aumento no 

rendimento de etanol de 25 para 39,5% durante sacarificação semissimultânea à 

fermentação de bagaço de cana-de-açúcar (pré-tratado com 4% de sulfito de sódio + 2% 

NaOH), adicionando 2,5 g/L de Tween 20, comparado à amostra sem o surfactante. A 

adição de 0,2% de Tween 80, na SSF de madeira de pinheiro (pré-tratado por explosão a 

vapor), aumentou o rendimento de etanol de 0,08 para 0,13 g/L, em 12 horas de 
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fermentação 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 fermentação, com 20% (m/v) de sólidos, enquanto que, sem a 

adição de surfactante, nas mesmas condições, o rendimento foi de 78%. 

Em relação à 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 

alcançou um valor de 0,39 g/L.h-1. Esses valores mais elevados de QP são devidos a uma 

produção de etanol relativamente alta, já nas primeiras 12 horas de SSF. A adição 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-1, após 48 horas de SSF, com alta carga de sólidos (27% (m/v)) (GOMES 

et al., (2018). 

De forma geral, os resultados obtidos no presente trabalho indicam que o baixo 

rendimento fermentativo não está relacionado à presença dos surfactantes no meio. É 

possível que outros fatores, como concentração inicial de células (tamanho do inóculo) e 

condições de cultivo, tenham contribuído para essa resposta.  

O tamanho do inóculo tem efeito na produção de etanol (TURHAN et al., 2010), 

como mostra Wanderley, Soares e Gouveia (2014), em que a produção 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 concentrações iniciais de inóculo de 0,4 e 8,0 g/L, respectivamente; Tahir 

et al. (2010) verificaram aumentos gradativos na produção de etanol, com tamanho de 

inóculo variando de 1 a 5% (v/v), sendo que, em ambos os trabalhos, a levedura utilizada foi 

a S. cerevisiae. Isso porque existe uma relação entre crescimento celular e produção de 

etanol, parâmetros que podem ser afetados pelas condições de cultivo empregadas, sendo 

importante a otimização de condições que favoreçam o crescimento da levedura, como 

temperatura, agitação e aeração (ROCHA et al., 2011). 

 

5.4.2 Formação de ácido acético e glicerol 

 

A formação de subprodutos, ácido acético e glicerol por K. marxianus ATCC 36907 

também foi monitorada durante a SSF com e sem a adição dos surfactantes PS80 e PEG; 

os resultados obtidos são apresentados na Figura 19. É possível observar que houve 

produção tanto de ácido acético como de glicerol, a partir de 12 horas, nos três 

experimentos. 
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Figura 19 Formação de ácido acético e glicerol por K. marxianus ATCC 36907 durante a 
SSF com e sem a adição 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/gcelulose. 
 

A produção de ácido acético variou de 0,4 a 1,32 g/L, no experimento controle, de 

0,41 a 1,43 g/L, no experimento com adição de PS80, e 0,32 a 1,42 g/L, com adição 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 produção máxima (1,42 g/L) ocorreu em 48 horas. A presença de surfactantes na 

SSF não influenciou a formação de ácido acético em comparação ao controle. Observa-se 

uma redução nas concentrações desse ácido nos três experimentos, sendo que, no controle 

e com adição de PS80, ocorreu a partir de 48 horas e, no experimento com PEG, a redução 

ocorreu a partir de 72 horas de fermentação, sugerindo que a levedura possivelmente 

utilizou o ácido acético como fonte de carbono. 

Em relação ao glicerol, as concentrações 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 adição de PEG, 

respectivamente, sendo o maior valor (0,84 g/L) obtido no experimento com PEG, em 

72 horas. Já nos experimentos controle e com PS80, as maiores concentrações (0,69 e 

0,61 g/L) foram observadas em 48 horas, respectivamente. Camargo, Gomes e Sene (2014) 

relataram a formação 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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Não foram encontrados, na literatura, relatos sobre a influência do uso de 

surfactantes na formação de ácido acético e glicerol. Porém, normalmente, esses 

subprodutos são formados em resposta a diferentes situações de estresse, como presença 

de etanol, temperaturas elevadas (FU et al., 2019) e condições limitantes de oxigênio, a fim 

de restabelecer o equilíbrio redox da célula (MERICO et al., 2009).  
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6 CONCLUSÕES 

 

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, é possível concluir que: 

 - A casca de arroz é uma matéria-prima que pode ser utilizada em bioprocessos, como na 

produção de etanol, por apresentar teores de celulose e hemicelulose semelhante ao de 

outras biomassas lignocelulósicas; 

- O tratamento com NaOH 8% (m/v) da casca de arroz resultou em elevado teor de celulose; 

- A sacarificação da celulose da casca de arroz (tratada), com adição de carga enzimática 

de 22 FPU/gcelulose, promoveu maior liberação de açúcares redutores; 

- As diferentes estratégias de alimentação, com alta carga de sólidos (fração celulósica da 

casca de arroz), empregadas na SSF, em batelada alimentada, não promoveram aumentos 

substanciais à produção de etanol. Porém, a adição inicial de 15% (m/v) resultou em maior 

concentração de etanol, em relação ao processo, com carga inicial de 10% (m/v). Além 

disso, a presença de altas cargas de sólidos resultou em elevado acúmulo de ácido acético, 

o que pode ter contribuído para a menor produção de etanol.  

- A adição de surfactantes à hidrólise enzimática favoreceu o desempenho da enzima ao 

longo de todo o processo, em comparação ao controle. Os surfactantes Polisorbato 80 e 

Polietilenoglicol-4000, em associação a diferentes cargas enzimáticas, influenciaram 

significativamente a concentração final de glicose, visto que, sem a adição de surfactante, a 

carga enzimática para obtenção da máxima concentração de glicose foi de 22 FPU/gcelulose e, 

com surfactante, resultados superiores foram obtidos, com 19 FPU/gcelulose e 10 mg/L de 

Polisorbato 80 e 19 FPU/gcelulose e 3,0 g/L de Polietilenoglicol-4000. O surfactante 

Polietilenoglicol-4000 demonstrou melhor desempenho na hidrólise enzimática; 

- O uso dos surfactantes Polisorbato 80 e Polietilenoglicol-4000, na SSF, favoreceu a 

produção de etanol, em comparação ao controle, porém, os rendimentos não foram 

satisfatórios. O Polietilenoglicol-4000 mostrou melhor resultado tanto para o crescimento da 

levedura K. marxianus quanto para a produção de etanol.  
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, ficou constatado o potencial da 

casca de arroz como matéria-prima para utilização em bioprocessos, pelo conteúdo das 

frações de celulose e hemicelulose, semelhantes aos teores apresentados por outras 

biomassas lignocelulósicas, comumente estudadas. 

A adição de surfactantes à hidrólise enzimática favoreceu a conversão da celulose 

em glicose, proporcionando elevadas concentrações dessa hexose; no entanto, seria 

interessante, a partir das condições que mais favoreceram o processo, avaliar o efeito de 

diferentes temperaturas e agitação. 

Embora a levedura K. marxianus ATCC 36907 tenha sido capaz de produzir etanol, a 

partir da fração celulósica da casca de arroz, tanto por meio da SSF em batelada 

alimentada, com alta carga de sólidos, como na SSF, com adição de surfactantes, os 

rendimentos não foram satisfatórios. Em ambos os processos, verifica-se a necessidade da 

otimização das condições de cultivo da levedura, como temperatura, agitação e aeração, de 

forma que favoreça o crescimento do micro-organismo e, consequentemente, a produção de 

etanol. 
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