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RESUMO

A producéo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos é h@ealiennativa na reducao
do uso de combustiveis fésseis. A utilizacdo da casca de arrqredwair o etanol pode ser
uma opc¢ao valiosa, por ser um residuo agricola abundante e disponivel, atamndo
beneficiamento do arroz. Diversas técnicas vém sendo estudadasvaobpeti o
aprimoramento e o desenvolvimento de novas tecnologias para producéo ddestdagior
base o material lignocelulésico. O presente trabalho teve comdvobgpiantificar os
acucares redutores de amostra de casca de arroz ap0s o progasstratamento 4cido e
basico e pré-tratamento hidrotérmico, seguidos da hidrolise eram@tnostras de casca de
arroz foram tratadas com acido sulfarico diluido numa concentde®% (v/v), hidroxido
de sodio diluido a 0,25M e agua quente. Os pré-tratamentos foramadesalem autoclave a
1,1atm, 121°C por 30 minutos. Posteriormente aos pré-tratamentos realadhiegiélise
enzimatica que utilizou a enzima celulase como catalisadoraagda. O tempo total de
reacao da hidrolise foi de 72 horas, a temperatura de 50°C. Osdesutiastraram que o
pré-tratamento basico seguido da hidrélise enzimética, foi o progasstberou o maior
namero de acglcares redutores, resultando em uma concentracdo g HeYlicose em
solucéo para o tempo de ativagao enzimatica de 48 horas. O pré-tratamento aeaoapae
melhor concentracdo de glicose (1,27 g/L), ap0s 24 horas de acaditer@im o0 pre-
tratamento hidrotérmico apresentou a maior concentracao de dlicb8ey/L) apds 12 horas

de reagdo enzimatica.

Palavras-chave: casca de arroz; pré-tratamento; hidrélise enaimatic



ABSTRACT

The production of ethanol from lignocellulosic materials is now aerredtive in
reducing the use of fossil fuels. The use of rice husk to produce etteandde a valuable
option, being an agricultural residue abundantly available and, afisimgthe processing of
rice. Several techniques have been studied aiming to the improvemedéaidpment of
new technologies for ethanol production, based on the lignocelluloseriahalhis study
aimed to quantify the sugars sample after the pre-treatméht agid and basic and
hydrothermal pretreatment, followed by enzymatic hydrolysis. pBzsnof rice husk were
treated with dilute sulfuric acid at a concentration of 5% (\Weyium hydroxide diluted to
0.25 M and hot water. Pretreatments were carried out in an arg@tld.1 atm, 121°C for 30
minutes. Subsequently the pre-treatment was performed enzymdtmisys that used the
cellulase enzyme as a catalyst of the reaction. The t@elioa time of hydrolysis was 72
hours at 50°C. The results showed that pre-treatment followed byhpdisdysis enzymatic
process that was released the largest number of glucoseingesula concentration of 1.99
g/L of glucose solution for the enzymatic activation time of 48 hodarstreatment acid
showed the best glucose concentration 1.27 g/L after 24 hours of ernzyo@tin and
hydrothermal pretreatment generated the highest concentratituco$eg, 1.16 g/L after 12 h

of enzymatic reaction.

Keywords: rice husk; pretreatment, enzymatic hydrolysis.
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1 INTRODUCAO

Em 1974, o Brasil entrou na tecnologia dos biocombustiveis com o iniBimdarma
Nacional do Alcool — Prodlcool, o qual tinha como objetivo estimular a pliodde etanol.
Em poucos anos, carros movidos exclusivamente a alcool foram lancadescadandevido
ao desenvolvimento tecnolégico automotivo, reduzindo assim a importacao Gleopddez
anos depois do inicio do programa, 90% dos carros novos eram movidos aNdadétada
de 90, uma brusca reducéo no preco do petréleo somado & modificaces canaaitinal
do &lcool, fizeram com que a aquisicdo de carros a alcool dimenmisiso, atingindo 0,1%
(HOUGHTON et al., 2001 apud LIMA E RODRIGUES, 2007).

Atualmente, o combustivel utilizado para mover veiculos € o alcahtado,
composto por 96% de alcool puro e 4% de agua e o alcool anidro, composto pod89,5%
alcool puro e 0,5% de agua o qual é adicionado a gasolina numa propor¢cédo do2%fas
de hoje, alguns fatores favorecem o alcool hidratado na competiciogasuliaa, sdo eles:
a reducdo dos custos no setor, aumento do preco do barril de petrdiemrencas de
tributacdo entre a gasolina e o alcool. Em 2003, com o surgimento duslmaombustiveis,
que podem ser movidos a alcool e/ou gasolina independentemente da propopgfitpules
interesse dos consumidores pelo alcool, ja que a decisdo na hora deelgptaombustivel
pode ser baseada em seus precos. O aumento do consumo e da proélogi kieratado,
devido, sobretudo, a preocupacfes climaticas e econbmicas é muito @rofaisgue o
combustivel € substituto direto da gasolina, derivada do petroleo (LINNOBRIGUES,
2007).

Nos dias de hoje, no Brasil a produgdo de &alcool ou, como também édcham
biocombustivel etanol se da a partir da cana de acucar. O bio¢bmabetanol é produzido
através da fermentacdo da sacarose sintetizada pela canacde araves da absorcao de
energia solar. Esse é o denominado etanol de primeira gerajgEetapas do processo de
producdo consistem na preparacdo, extracdo do caldo da cana-de-tepaoantacao,
destilacdo e desidratacdo. Como residuo dessas etapas, surgeandea qurantidade de
material, denominada biomassa de cana-de-agfiqgartir da biomassa se produz o bioetanol
ou etanol de 2° geracé@d. producdo eficiente e sustentavel de bioetanol destaca-se entre
todas as outras fontes energéticas renovaveis disponiveis, seadaeagiender as urgentes

demandas para a reducao das emissfes de gases de efeito estufa.
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Pelas caracteristicas que possui, a massificacdo dag#ii de etanol é capaz de
melhorar a qualidade do ar nas metrépoles, além de ter preco itimmpan relacdo as
fontes convencionais. Atualmente € considerada a melhor alternaiaiiel considerando
as variaveis trabalho, terra, agua e Sol para a producdo de biotugibus cana-de-acucar
€ a opcao de biomassa energética de maior produtividade de bipetadota plantada e de
melhor balanco energético. Na condicao da transformacao do bagesmoadam bioetanol, o
aproveitamento da cana para biocombustivel se torna integral, aumeassioa oferta
desse combustivel sem exigir um aumento proporcional das areasntle. [@a alcool
celulésico, ou bioetanol, é considerado uma alternativa valiosa paratau@eroducdo do
biocombustivel Assim, investir na producdo de bioetanol representa uma oportunidade
estratégica em um cenario de crescente demanda global paadinepg. (BNDES, CGEE,
2008).

Nas esferas ambientais e econdmicas, a tecnologia de produgi@aetdaol por meio
de materiais celuldsicos, é uma alternativa para a producdo deocombiustivel eficiente.
Essa técnica para obtencdo de bioetanol com base em matgnacelulosicos envolve a
hidrolise dos polissacarideos da biomassa em acucares fernveigescisua posterior
fermentacdo para a producdo de bioetanol (CGEE, 2009). Objetivando a pratkica
bioetanol, os residuos de natureza lignocelulésica, podem ser aproveitadgerpaenergia
(RAMBO, 2009). Segundo Schuchardt et al (2001), 1% da biomassa prodozamente
no Brasil seria necessaria para substituir o petréleo, ja quedaicdo gira em torno de

21x10 toneladas de biomassa por ano, sendo que isto ndo afetaria a producéo de alimentos.

Atualmente, o Brasil € um dos lideres mundiais na producdo de asn&@um uma
safra da ordem de 160 milhSes de toneladas em 2012 (IBGE, 2013),0cyjEsposicdo de
destaque na producao de leguminosas, oleaginosas e cereais, dentre osaqoaj cultura
que associada ao milho e a soja correspondem a cerca de 90% daydedia brasileira.
Neste contexto, o Rio Grande do Sul emerge como o terceiro maior prodatonal de
graos, responsavel por 15,6% do total, ocupando ainda a liderangcauma otilticola. O
Estado responde por 63% da colheita realizada no Brasil, tendo colhido 7.042tetadas
do cereal no ano de 2012 (IRGA, 2013).

O arroz consumido diariamente na mesa de milhdes de brasileémenéas parte do
produto, no processo de beneficiamento do cereal, embora o grao egjeela, outros

subprodutos também possuem relevancia do ponto de vista comercialpoogénmen e o
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farelo, ou residual aonde figura a casca do arroz. Historicamstgeesiduo agregava pouco
ou nenhum valor a producdo sendo o despejo na natureza o meio mais utilizadcsea
descarte. Tal atividade, além de poluente, pois submete o ambietép@sito de material
organico de lenta decomposicao, € contraproducente, tendo em vista bsigamess que a
casca apresenta, tanto como matéria-prima para composicdo de priodustsalizados,
notadamente o alto teor de silicio resultante das cinzas proverdargqasima da casca, além
da possibilidade do seu aproveitamento para a producao de energiaa¢da eeésta Ultima,
a comunidade cientifica vem olhando além da simples queima emras|dé&ique a casca
corresponde aproximadamente a 22% da massa do cereal, a riziggdtard.550 mil
toneladas deste subproduto, possuindo assim enorme potencial para a piledvig@&tanol

através do processo de fermentacéo de acgucares.

Para o presente estudo utilizou-se a casca de arroz, fonteatdgiamprima
lignocelul@sica, por ser residuo agricola oriundo do beneficiamentoatcare € abundante
na regido sul do Rio Grande do Sul. O trabalho foi realizado com ovobgtiinvestigar
processos de pré-tratamento que facilitem a hidrélise enzan@to material e sua
subsequente susceptibilidade a formacao de acucares fermergepeirgeposterior producao

de &lcool (bioetanol).

Este trabalho esta organizado da seguinte forma, no capitulo desergprse a
revisdo bibliogréfica que discute a biomassa lignocelulésicapdugdio de bioetanol e o
meétodo para a quantificacdo de acUcar, no capitulo trés a metodmlsgraaplicada nos
procedimentos praticos e o tipo de analise para a posterior quantificac@icale sgcedutores
sdo apresentados, no capitulo quatro se encontra os resultados dacapkcagetodologia,
da técnica analitica, e a discussao e a conclusdo do trabalho encontra-seledbcapit
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Caracterizacdo do problema

Neste trabalho optou-se por utilizar a casca de arroz comodiemb@téria prima para
a producéo de bioetanol, pois este € um subproduto abundante da regidstetddaho
esta sendo feito, a metade Sul do estado do Rio Grande do Sul, €&8% dla producao

nacional desta cultura é oriunda desta regiéo.

O gréo de arroz é composto por aproximadamente 20% de casca, 70% dereradespe
10% de farelo e germe (DINIZ, 2005), durante o processo de benefittadeeleguminosa a
casca € descartada podendo ser usada na producdo de energia, doraodget em
caldeiras, na construcao civil, na agricultura como fertileantcomo corretivo de solos
(SOUZA et al, 2000). O problema é que em época de safra ha untke graantidade de
casca e o descarte deste subproduto acaba sendo um problema nd® esconéntico como
também ambiental. O aproveitamento adequado do residuo torna-se foatdadgns para
os beneficiarios, que poderdo descartar a matéria prima, e garauamidade, através da
criacdo de empregos (RAMBO, 2009). Neste sentido este trabalhogvegaavalor a um

subproduto agroindustrial com o objetivo de produzir um biocombustivel renovavel.

Basicamente os principais componentes da casca de arroz sacecélefgelulose,
lignina e minerais, cada um destes elementos deve variarod# amom o tipo de solo e
condicdes de cultura (DINIZ, 2005).

2.2 A biomassa lignocelulésica

A biomassa lignoceluldsica é composta por polissacarideoso@ekihemicelulose) e
pela lignina, polimero complexo de grupos metoxi e fenilpropanicos, résmbngela
manutencdo das células unidas. A fracdo celulésica (40% a 60% ddanssca) foi
identificada como um polimero linear do dimero glicose-glicodel{iwse), de constituicdo
rigida e dificil quebra, representada na figura 2.1. A fracdo khrdsica (20%-40%), em
geral, € composta por uma cadeia principal de xilose, com varnaficacbes de manose,
arabinose, galactose, acido glicurbénico, entre outras substanciasstddtaa bioquimica da
fracdo de lignina (10% - 25%) né&o relaciona-se as moléculasesirdpl acucar (BNDES,
CGEE, 2008).
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FIGURA 2.1 - Estrutura da celulose formada por adabs de glicose.
Fonte: Bevilaqua, 2010.

A celulose e a hemicelulose sdo predominantes na regido dia patelar. A lignina
se espalha por toda a estrutura, apresentando maxima concentragéelaariédia. A figura
2.2 representa a estrutura da parede celular vegetal. A hemicelulose dijaves de ligagbes
de hidrogénio as microfibrilas da celulose, formando uma rede quecéa espinha dorsal
estrutural da parede celular da planta. A resisténcia aaspeagpencas € atribuida a presenca
da lignina, a qual em algumas paredes celulares ainda forngee adicional ao tecido
vegetal (FENGEL & WEGENER, 198%pud FUGITA, 2010).

FIGURA 2.2 - Arranjo tipico da parede celular vedet
Fonte: Murphi e Mccarthy, 2009.

Tanto a celulose como a hemicelulose sdo fontes potenciais dmres;u
fermentesciveis (SREENATH & JEFFRIES, 2000). Contudo, a presengnada na parede
celular dificulta a hidrélise enzimatica dos carboidratos (FWGIR010). Pesquisas

confirmam a necessidade de submeterem-se as biomassas aessgmanto extensivo para
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a transformacdo em acgucares fermentesciveis. Posteriormaste, a producdo de

combustiveis, deve-se proceder a uma conversao biolégica.
2.3 O reaproveitamento da biomassa

Para a utilizagdo da biomassa na producdo de bioetanol, é necsessdmeter o
material a varias etapas de processamento: pré-tratamento, hidrotestéedo e destilacio.
Os processos de pré-tratamento de materiais lignocelulésico peddarrsicos, quimicos,
fisicos, bioldgicos ou uma combinagdo de todos esses, 0 que dependeradio gEparacao
requerido e do fim proposto (FERRAZ et al., 1994; CARRASCO, 1992).Iddoco preé-
tratamento, a celulose € entdo hidrolisada. A hidrolise de matkgoceluldsicos, pode ser
realizada via processos quimicos (hidrdlise acida ou béasica) ou itdslo¢hidrolise
enzimatica). Este processo resulta na liberacdo de glmarse posterior fermentacdo. A
fermentacdo da glicose segue entdo o procedimento usual jdezstlaheroduzindo etanol
(PACHECO, 2011; BNDES; CGEE, 2008). A figura 2.3 descreve esquemainte o
processo para a producédo de etanol celuldsico ou bioetanol.

Etanol HO

2

r 1

‘ Fermentacao Purificagio

Residuos
solidos

Corrente Geracao de

Hidrolise

Biomassa Pré-tratamento

energia

D

Eletricidade

FIGURA 2.3 - Processo generalizado para producadat®| celuldsico.
Fonte: Hamelinck et al., 2005.

Diversas técnicas vém sendo estudadas objetivando o aprimoramento e o
desenvolvimento de novas tecnologias para producdo de etanol, tendo por basg¢ mate
lignocelulésico. Como exemplo, a que consiste em um pré-tratamentonalpgue efetua a
separacao da hemicelulose e ndo desestrutura a celulose. A édoatds pentoses geradas
a partir da hemicelulose requer micro-organismos especificos, agmdouma barreira a ser

superada pelos muitos estudos dedicados ao etanol de segunda geracdo (PACHECO, 2011).
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No processo de hidrolise enzimatica, em que a acdo de enzioltsmagproducao de
glicose, por enquanto permanecem desconhecidos 0s micro-organismos eg®sg@aia a
producdo destas enzimas hidroliticas de forma eficiente e econdDhiedto custo de
producdo destas enzimas e a constituicio complexa da parede delslanateriais
lignoceluldsicos, aonde a celulose é protegida de ataques quimicobepaltzelulose e
lignina, sdo alguns dos fatores que dificultam a viabilidade do prodessm, por enquanto,
este processo permanece na etapa de tentativas (BNDES; CGEE, 2008; RACAED.

A lignina separada nos tratamentos tem alto potencial aal@mtdo seu destino € a
queima em caldeiras para producdo de energia, que pode sedaitiiaproprios processos
do etanol ou ainda comercializada (PACHECO, 2011).

Embora a taxa de hidrdlise e a composicdo dos acUcares mesuliependam do
método de pré-tratamento/hidrélise e das circunstancias empregaglasonstituintes
principais dos hidrolisados sdo a glicose e xilose liberados dabsmlel hemicelulose,
respectivamente. A glicose obtida da hidrélise da celulose poittedate ser fermentada por
micro-organismos existentes como é feito atualmente. Contudo, a dedmdi fracdo
hemicelulosica gera, além das hexoses (glicose e um pouco de neagas&ctose), as
pentoses (xilose e um pouco de arabinose). As tecnologias denfagdio que utilizam as
pentoses necessitam ser bem desenvolvidas para realcaréacefidotal do processo da
conversao (LEE, 1993pud FUJITA 2010).

De acordo com Rodrigues (2007), a hidrélise acida é eficiente, possué80% de
recuperacdo de acucares fermentesciveis, porém pode gerar @igdui®s inibidores da
fermentacdo (compostos fendlicos, acido acético, furfural e hidroKurfetal),e os

acucares podem ser degradados devido ao tempo de hidrdlise.

A hidrdlise enzimatica, segundo BASTOS (2007), € um processoapugsenta
especificidade da reacéo, auséncia de reacdes secundariasiaadsdarmacao de produtos
secundérios (inibidores da fermentacdo alcoodlica) e reacdo emdmmdige ndo requerem

altas pressoes e temperaturas, ou ambientes corrosivos para 0s equipamentos.

2.4 Pré-tratamento da biomassa
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Segundo Silva (2010), o pré-tratamento da biomassa é necessado deforte
ligacdo existente entre a celulose, hemicelulose e lignina.efivabflo processo é remover a
lignina e a hemicelulose, reduzir a cristalinidade da celuloseneentar a porosidade do
material, melhorando o processo de hidrélise. Para tanto, o prédratadeve atender as

seguintes condigoes:

. melhorar a formacao de acucares ou a capacidade de fumegfar de acucares pela
hidrolise;

. evitar a degradacdo com perda de carboidratos;

. evitar a formacao de co-produtos que sejam inibitorios para hidrélise subsequente;
. ter baixo custo.

O pré-tratamento desorganiza a estrutura da biomassa celulbsiteficiando o
trabalho das enzimas e 4cidos que atuam na conversédo de cehdoefpblissacarideos). A

figura 2.4 representa a acdo do pré-tratamento sobre o material lignocelul6sic

Pretratam;;ltu %g:
P i
N

Hemicelulose

Regido Amorfa {

Regiio Cristalina

FIGURA 2.4 - Representacdo esquematica da acacéengtamento sobre o material lignocelulésico
Fonte: Moiser et al., 2005.

2.4.1 Pré-tratamento mecanico

Em linhas gerais, a etapa inicial do processo consiste noafagento mecanico da

matéria-prima, visando a limpeza e a desorganizacdo do matenah objetivo de causar a
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destruicdo da sua estrutura celular, tornando-a mais acess$vglosteriores tratamentos
guimico, fisico ou bioldgico (ROSA, GARCIA, 2009).

2.4.2 Pré-tratamento quimico

2.4.2.1 Tratamento com acidos

O pré-tratamento quimico visa a solubilidade ordenada da hemicetultzsédignina,
para expor a celulose a conversdo por componentes acidos ou alcalinBsasio os
reagentes acidos mais utilizados sdo acidos sulfaricos, cloriéricibscos (concentrados ou
diluidos). O pré-tratamento com acido sulfarico pode alcancar @euvadas de reacéo e,
com isso atingir o objetivo de melhorar a hidrélise da celuloseN{STHENG, 2002),
podendo ser diferenciados de acordo com as temperaturas aplicadakseofamaecessario

a correcéo do pH antes do processo de hidrolise e fermentacdo (HAMELINCK@08).

2.4.2.2 Tratamento com base ou tratamento alcalino

Este tipo de pré-tratamento geralmente utiliza solugbes redsaldiluidas em
condicbes moderadas de operacédo, em termos de temperaturas & peassdenparacao aos
sistemas acidos. O principal efeito do pré-tratamento consistenmacdo da lignina da
biomassa, provocada pela quebra das ligagcbes lignina-carboidratodealgenturbacées na
estrutura da lignina. O alcali tende a causar um inchamentbodsssa, levando a uma

diminuicao na cristalinidade do grau de polimerizacéo da celulose (SUNNGH02).
2.4.3 Tratamento hidrotérmico
O processo hidrotérmico utiliza agua sob alta temperatura e/sgsiprpromovendo a

clivagem das ligacbes dos complexos lignina-carboidrato e a rgasileggacdes glicosidicas

dos polissacarideos, principalmente das hemiceluloses (MOSIER et al, 2005).

2.5 Hidrélise
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A hidrélise € uma reacdo quimica que utiliza 4gua para quebramoléaula. Esta
reacdo pode ser catalisada por acido ou enzima, neste trabalhdissetila a hidrolise

enzimatica uma vez que esta foi a utilizada.

Para a realizacdo do processo de hidrélise sdo necessénalegms complexas e
multifasicas, com a utilizacdo de rotas acidas ou enzimgtézasa separacdo dos acucares e
remocao da lignina (BNDES; CGEE, 2008).

A hidrélise permite o aproveitamento dos potenciais individuais ésspiolimeros
principais da biomassa, ao invés de provocar a conversdo simultanedodeekes. Sob
condi¢des apropriadas, a hidrélise de maneira seletiva oferecgifiljpzsle de converséo da
hemicelulose em monossacarideos (principalmente xilose e manake celulose em D-
glicose. A lignina pode ser removida antes da hidrélise ou permacecer residuo da

reacdo em funcdo do método utilizado (DUARTE, 1989).

2.5.1 Hidrélise enzimética

A hidrdlise enzimatica de materiais lignoceluldsicos, € umgssa muito estudado
por apresentar especificidade da reacdo, auséncia de reagimdasas (que levariam a
perda de rendimento), auséncia de formacdo de produtos secundarios ésibildor
fermentacdo alcodlica) e reacdo em condicfes suaves, que naomegliase pressdes e

temperaturas ou ambientes corrosivos para os equipamentos (BASTOS, 2007).

A hidrolise consiste em uma reacdo quimica catalisada por umnaaema presenca de
agua para quebrar uma molécula em duas outras moléculas. Umodasoprda reagéo
catalisada receberd um grupo OH- e, o outro produto, um préton de hidrogérserdpie
incorporados a suas estruturas quimicas (ARAUJO et al.,ap@8GOMEZ, 2010).

Durante a hidrolise sdo gerados dois tipos de acgUcares: as pentssdgxoses. As
pentoses sdo provenientes da hidrdlise da fracdo hemicelulosbgroass sdo geradas na
degradacdo de parte das hemiceluloses e celulose. O xarope obtida hjulélise da

celulose é usado para a fermentacéo etanélica (RABELO, 2007).

No processo enzimatico, a hidrélise é catalisada por enzimasdhsmenericamente

de celulases, estas, porém, por serem proteinas, ndo conseguear genetfacilidade a
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barreira da lignina das células vegetais, constituindo assim o pafingioblema para
desencadeamento desse processo de degradacao (RUEGGER et al., 2004).

A taxa e extensdo de hidrolise da celulose por enzimas cehdasio influenciadas
pelos substratos e enzimas, incluindo a heterogenecidade da oraigitem a acdo de uma
enzima liquida agindo em um substrato sélido, para isso, uma agitde§oada é exigida
assegurando um contato suficiente entre o substrato e enzimas e grdmbansferéncias
de calor e de massa dentro do recipiente da reacdo. Estudos mmogtrara alta velocidade
de agitacdo (150 rpm) produz um maior rendimento final em acudaraste a hidrélise
enzimética do polimero de celulose (INGESSON et al., 20®drtanto, o rendimento da
hidrélise é governado por muitos fatores: tipo de pré-tratamentalmiirato, inibicdo da
atividade enzimatica pelos produtos finais da biodegradacéo, concergragiBmr¢cao do
substrato, tempo de duracdo da hidrolise, pH do meio, taxa de agitaeagperatura,
consequentemente € necessério otimizar as condicdes de hidrolisecopaeguir o
funcionamento satisfatorio dos processos de sacarificacdo ( KNWMONIRUZZAMAN,
2004).

2.5.1.1 Enzima

As enzimas sdo um grupo de substancias organicas de ngito¥ea, possuindo
assim, estruturas protéicas primarias, secundarias tera@rigsaternarias, dependendo da
atividade catalitica para a qual sdo destinadas (CAMPEST&IBIL, 2005). Possuem uma
estrutura tridimensional com centro ativo, que podem ser afetados eyuesagapazes de
provocar alteracdes conformacionais na proteina, tornando a atividadeigi@ dependente

das caracteristicas do meio, principalmente da temperatura reacional e do pH.

As enzimas aceleram a velocidade de uma reacdo, como achieds celulares
extremamente poderosos, sem participar da reagcdo como reaggmiedoip agindo em
solugdes tampdes (solu¢des aquosas diluidas), sob condi¢des brandas kddurangeH,
sendo que cada enzima possui uma temperatura e um pH o6timos, navgloaidade da
reacao a qual a enzima esta catalisando € maxima. O aumeriocidade de reacdo ocorre
devido ao fato de a enzima aumentar o numero de moléculas cdpagagir. ApOs a reacdo
com o0 substrato, ocorre a separacdo da enzima e do produto, liberamdtécala

catalisadora para novas reacdes (MARZZOCO et al., 1999).
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2.5.1.1.1 Enzima Celulase

A enzima celulase € um complexo que envolve enzimas, cujos mododaleaac
distintos e segundo Knauf (2004), 0 mecanismo mais aceito para aseidndimatica é feito
pela acao de trés grupos de enzimas que atuam sinergicamerds.es@oglucanasds 1,4-
D-glucanglucanohidrolase), que hidrolisa a molécula de celulose nogsceéb cristalinos,
as exoglucanase$-(,4-D-glucan-celobiohidrolase) que formam celobiose partindo do final
da molécula de celulose efaglucosidases ou celobias@sl¥-glicoside-glucohidrolase), que

hidrolisa a celobiose e forma duas moléculas de glicose.

A atividade das enzimas do complexo celulase é geralmenteicnajs a atividade
combinada das enzimas € maior do que a soma da atividade demgqdaente ( DAROIT,
2007).

2.6 Quantificacdo de Acgucares: Analise através do método esptmméfrico do 3,5

dinitrossalicilico (DNS)

Segundo Butzke et al, (2010) € um método utilizado na quantificacdoldares;
redutores. Um acucar redutor € um acucar no qual o carbono carbonilariaopmio esta
envolvido em uma ligacdo glicosidica e, portanto, pode sofrer oxidagdo. Tsdos
monossacarideos sao potencialmente redutores, devido a presencdaéacadutros

carboidratos necessitam serem hidrolisados para se tornarem redutores.

O chamado DNS é o composto empregado no método e que utiliza actdusdini
salicilico, sal de Rochelle, (solucdo de tartaro de sodio de m)t§ss serve para prevenir o
reagente da acao do oxigénio dissolvido, fenol, que é utilizado para aumeoiantidade de
cor produzida, bissulfito, que € um estabilizante da cor obtida na paedengenol e

hidréxido de sédio, que é o redutor da agéo da glicose sobre o acido dinitrossalicilico.

No método do DNS, proposto por Miller (1959), ocorre a seguinte reacado de oxidagao:
- reducao do 3,5-di-nitrosalicitato (de cor amarelo forte) acido
- oxidacdo do monossacarideo
- formacdo do 3-amino-5nitro-salicilato (de cor laranja-marronteforna proporcao

estequiométrica.
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A reacdo descrita esta demonstrada na figura 2.5.

H 0 o_ 0
HO o ltl A 5 "t_l_'.
o= H- i(l‘. OH - n--(l* OH
_ & -+ II(}—‘(l‘—l! — ol - I-I(J—{l‘—H
\lw.[ ” H—;(i'.—(}li On H, Il—ti.'—-—(_ll'[
o o H—C—0H Q 2 H—C—0OH
“CH.OH J CH,OH

Acido 3,5-dinitro salicilico ;
Acido 3-aming-5-nitro salicilico

D-glicosze s =
gl Acido D-gluconico

FIGURA 2.5 - Reacdo do DNS com a D-glicose.
Fonte: Mendes, 2009.

Através da interacdo da luz absorvida a 540nm pelo 3-amino-5nitrosalipibale-se
determinar a concentracdo de acucar redutor presente na solugatetpehinacéo da lei de
Lambert-Beer que explica o efeito da concentracdo de um constitoirstdo, numa solucéo,
sobre a transmissdo ou a absorcdo da luz e estabelece relagiotrammitancia,

concentracdo e a espessura da camada absorvedora (SHAN et al, 2002).
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados 0s materiais e os métddmslagi para a

realizacdo do trabalho.

3.1 Material lignocelul6sico: Casca de arroz

A casca de arroz foi fornecida por empresa beneficiadoah éosubmetida a um pré-
tratamento mecéanico, sendo uma parcela selecionada para sadaititia pré-tratamento
guimico (acido e béasico) e o restante em um tratamento hidravédnseguir serdo descritos

mais especificamente como foram realizados estes tratamentos.

3.2 Pré-tratamento mecanico

As amostras de casca de arroz foram moidas em moinho de Macesni e
posteriormente classificadas em agitador eletromagnétiperniEras redondas Bertel, como
mostra a figura 3.1, por 10 minutos. O conjunto de peneiras utilizadosridaTgter
continham aberturas de 2 mm, 868, 425um, 250um, 180um.

FIGURA 3.1 - Agitador eletromagnético com penenedondas Bertel.
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3.3 Pré-tratamento quimico

A selecdo dos parametros de temperatura, tempo de reacaaéa sgiado/liquido,
bem como a concentracdo do acido e da base na solucéo, foram obtidosde pados da
literatura (Furlan, 2008 e Rabelo, 2007)

3.3.1 Pré-tratamento quimico acido e basico

Amostras de aproximadamente 2 g de casca de arroz foragagatom 20 mL de
solugéo contendo Acido sulfurico a uma concentracdo de 5%v/v, e colocadameave a
1,1atm, tempo de 30 minutos e temperatura de 121°C, conforme figura 3.2teflalma
autoclavado foi filtrado e lavado até atingir o pH neutro, medido atdevéeagametro. Os
processos de filtragem e lavagem do material foram realizatlmaperatura de 17°C, com o
objetivo de evitar a proliferagédo de micro-organismos desconhecidos.

FIGURA 3.2 - Amostras de casca de arroz em solseéido autoclavadas.

O residuo liquido da filtracdo foi descartado e a parte solidee(ial lignoceluldsico)
retida no papel filtro foi seca em estufa de circulacdo diar¢enarca Biofoco, modelo BF2

ECF 480) até peso constante e armazenada na geladeira a tempbab°C. Para o pré-
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tratamento basico, o mesmo procedimento foi adotado, porém a solucdadatifi
hidréxido de sédio a concentracao de 0,25M.

3.3.2 Pré-tratamento hidrotérmico

Para o pré-tratamento hidrotérmico foram misturadas 2g de dasw@oz e 20mL de
agua. A mistura foi levada em autoclave a 1,1atm, tempo de 30 arimperatura de 121°C.
Ao término da reacdo o material lignoceluldsico foi lavado editt (figura 3.3) até atingir
pH neutro e posteriormente seco em estufa de circulacdaldodgamarca Biofoco até peso
constante e armazenado na geladeira & temperatura de 5°C.

FIGURA 3.3 - Lavagem das amostras.

3.4 Hidrodlise enziméatica

A sacarificagdo do substrato pré-tratado foi realizada pelmartelulase, doada pela
empresa distribuidora Celluclast & Universidade Federal do Pampa.

Os parametros foram obtidos a partir de dados da literatunardlise foi realizada
em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 0,5g de material @eetern 45 mL de citrato

de sédio 0,05 M, 0,049 de azida sodica e 4,6mL de enzima. O tempo de tratamento total foi de
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72 h e a temperatura utilizada durante a hidrélise foi de 50°C quesmomde ao valor
encontrado para a temperatura 6tima da enzima, onde sua atividadéra fRABELO,

2007). Os frascos de Erlenmeyer foram colocados sob agitacdo em Bamhostatico
Agitado (marca Quimis, modelo dist DI-950M), como mostra as figdirag 3.5, no nivel 2,

na qual a escala do equipamento varia de 0 a 10.

Durante o processo de agitacdo, aliquotas de 2 mL do liquido hadwmlfsram
coletas em periodos de tempo de 3, 6, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 h, e armazesragasadura
de 5°C, para inativacdo da enzima.

FIGURA 3.4 - Banho termostatico agitado.

FIGURA 3.5 - Amostras no banho termostético agitado
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3.5 Analise do material lignocelulésico
3.5.1 Quantificacdo de agucares

O filtrado oriundo da hidrdlise enzimatica foi analisado quanto aosstdeeglcares
redutores. Os acucares redutores (AR) foram quantificados nos dadodj pelo método
espectrofotométrico do 3,5 dinitrossalicilico (DNS) proposto por Mll859). Este método
baseia-se na constru¢cdo de uma curva de calibragdo de glicosecemparativo do
hidrolisado com os valores obtidos na curva.

A curva padrao da glicose, figura 3.6 para a quantificacdo pelo métoddlSdoi
feita adicionando-se em tubos de ensaio aliquotas de DNS, 4gua e si@wgltose (0.01g
de glicose em 100mL de agua), detalhadas conforme a tabela 3.1.

TABELA 3.1
Aliquotas de reagentes requeridos para a analiBiNGe
Tubos de Agua Reagente Solucéo de
ensaio destilada DNS (mL) glicose (mL)
(mL)
1 0,0 0,5 1,0
2 0,2 0,5 0,8
3 0,4 0,5 0,6
4 0,6 0,5 0,4
5 0,8 0,5 0,2
6 1,0 0,5 0

A utilizacdo dos principios tedricos da lei de Lambert-Beer igiarmonstruir um
grafico comparativo de absorbancia versus concentracdo da substaoodedse obtém a
equacao da reta, y = ax + b, na qual x representa a concerdeagébstancia, y representa a
absorvancia e “a” e “b” sdo constantes obtidas a partir daitladarda reta. Por comparacéao

determinam-se concentragdes desconhecidas de substancias ebessaligc um mesmo
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material, medindo-se a absorbancia obtida com as mesmas vawéfigista 3.6 contém a

curva padrao elaborada e utilizada neste trabalho.

~ y =0,832x- 0,020
Curva Padrao R? = 0,997

0,9

0,8 /
0,7 /
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Absorbéancia

FIGURA 3.6 - Curva padrao de glicose

Para a determinagcdo da quantidade de acguUcar redutor presente olisathidy, foi
adicionado 1 mL de amostra diluida por um fator de 10 vezes (a fijmede absorbancia lida
das amostras através do equipamento espectrofotométrico sealkmmin dentro da curva
padrédo), em tubos de ensaio e acrescentados a cada um dos tubos Ogagerte pxidante

DNS, conforme figura 3.7.

FIGURA 3.7 - Tubos de ensaio com as aliquotas retpgconforme a tabela 1.
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Os tubos foram agitados em voI e levados ao banhwoaria a 100°C durante 5

minutos (figuras 3.& e b).

FIGURA 3.8 - (a) Aparelho vértex (b) Banho — maria.

Os tubos de ensaio foram resfriados e comgos com um volume de agua de 8.5
para posterior leitura em espectrofotbmetrc marca Equilan, modelo UV 755Ino
comprimento de onda de= 540 nm, mostrado na figura 3.9.

FIGURA 3.9 - Espectrofotdmetro.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No processo de pré-tratamento mecanico a média entre os \gakmmakmeétricos de
casca de arroz foi de 637,n. O material utilizado nos pré-tratamentos que se seguem

continha granulometria de 8@fn, proposto por Sun et al. (2000).

A tabela 4.1 mostra as absorbancias lidas no espectrofotometriir @lgmm amostras

pré-tratadas e hidrolisadas obtidas através da analise de DNS.

TABELA 4.1:
Valores de absorbancia das amostras submetidafam@ntes pré-tratamentos
e tempos de hidrélise.

Tipode pré- Tempo Agua Reagente Solu¢do Amostra Absorbancia
tratamento de destilada  DNS (mL) de (mL)
coleta(h) (mL) glicose
(mL)
Acido 3 0 0,5 0 1,0 0,060
Acido 6 0 0,5 0 1,0 0,071
Acido 12 0 0,5 0 1,0 0,076
Acido 24 0 0,5 0 1,0 0,086
Acido 36 0 0,5 0 1,0 0,063
Acido 48 0 0,5 0 1,0 0,081
Acido 60 0 0,5 0 1,0 0,074
Acido 72 0 0,5 0 1,0 0,070
Basico 3 0 0,5 0 1,0 0,121
Basico 6 0 0,5 0 1,0 0,130
Basico 12 0 0,5 0 1,0 0,138
Basico 24 0 0,5 0 1,0 0,133
Basico 36 0 0,5 0 1,0 0,127

Basico 48 0 0,5 0 1,0 0,146
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Basico 60 0 0,5 0 1,0 0,136

Basico 72 0 0,5 0 1,0 0,123
Hidrotérmico 3 0 0,5 0 1,0 0,057
Hidrotérmico 6 0 0,5 0 1,0 0,072
Hidrotérmico 12 0 0,5 0 1,0 0,077
Hidrotérmico 24 0 0,5 0 1,0 0,061
Hidrotérmico 36 0 0,5 0 1,0 0,060
Hidrotérmico 48 0 0,5 0 1,0 0,067
Hidrotérmico 60 0 0,5 0 1,0 0,059
Hidrotérmico 72 0 0,5 0 1,0 0,066

Através dos valores de absorbancia das amostras, calculou-se estreges de
glicose a partir da equacédo da reta (y = 0,832x - 0,020), obtida da cucailiacido da

glicose.

No pré-tratamento hidrotérmico a concentracdo de glicose no hadimlficou entre
os valores de 0,92 g/L e 1,16 g/L. O pré-tratamento com base, apresmrtentracées entre
1,69 g/L e 1,99 g/L. No tratamento &cido, a concentracdo de glicoséouesah uma

concentracdo média de 1,1 g/L

Conforme mostra a figura 4.1, um grafico de barras foi montadovatrjdd comparar
a concentracdo de glicose nas amostras a partir de difeprétéstamentos e tempo de

ativacao da enzima.
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FIGURA 4.1 - Grafico de barras para a concentraigiglicose dos hidrolisados.

Para cada pré-tratamento realizado as maiores concentde;gisose foram obtidas
em diferentes tempos de ativacdo da enzima. A amostra pdatia acido alcancou seu
melhor desempenho com concentracéo de glicose de 1,27 g/L, para taetopemse tempo
de reacao, as amostras que utilizaram o pré-tratamento baspé-#ratamento hidrotérmico

apresentaram concentragdes de glicose de 1,83g/L e 0,87g/L respectivamente

E importante analisar que as coletas realizadas até o tempé lderas depois do
inicio da reacao de hidrdlise, para as amostras tratadas cengé@nte pressurizada e acido,
obtiveram concentracfes de glicose, nos valores de 1,27 g/L parateagmédratada com
acido e 1,16 g/L para a amostra pré-tratada hidrotérmicamentenpo e coleta de 12
horas.

Pode-se dizer que as concentracfes apresentadas na figura 4.litsdbamas
guando comparadas com a literatura. Existem algumas possibilieladedises capazes de
explicar este fendmeno, tais como: a degradacéo ou perda de eadso#ghds o processo de
pré-tratamento, no qual é possivel analisar a concentragdo desagéchtores presentes no
filtrado; a ndo eficiéncia do pré-tratamento, mantendo a morfologandatra inalterada, na
qual sugere-se a microscopia eletronica como forma de analisarfalogia do material
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lignoceluldsico antes e depois do pré-tratamento; a formacdo de t¢ompubidores; a

inativacao da enzima.

Furlan (2008) estudou a hidrélise enzimatica tanto da palha como dadeaso®z
pré-tratados com base e verificou que as maiores concentracCesicires redutores
corresponderam a 48 h de reagdo, assim como observado neste tpabalo pré-tratamento
basico. Para Sukumaran et al. (2009), que estudaram o tempo de highmaledtica do
bagaco de cana-de-acucar utilizando celulase, constataram que dmré8igao alcancaram
a maior concentracdo de acucar redutor quando comparada com ode2¥pd.. Segundo
esses autores, as celulases apresentam como caractesisiieata degradacdo dos
polissacarideos celulésicos e precisam penetrar no polimero ganiéshilo, a fim de atingir

0 sitio-ativo.

Sun e Cheng (2002) estudando o tratamento de madeiras concluiram que os pré
tratamentos alcalinos sdo mais eficientes se comparados macao e a explosao a vapor,
assim como Sukumaran et al. (2009), que utilizaram o pré-tratandeido e basico
verificaram que o tratamento com &lcali apresentou o maior renginmam acucares
fermentesciveis quando comparado com o tratamento acido, igualotesge/ado neste

trabalho.
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5 CONCLUSAO

Com este trabalho conclui-se ser viavel a producéo de etanolradpartisca de arroz

uma vez que é possivel quebrar esta estrutura e obter aglcares fermeghtesci

No caso de comparar 0s tipos de pré-tratamentos a melhor concediag&ose foi
obtida a partir da amostra que passou pelo processo de pré-tratéd@sint seguido da
hidrolise enzimatica, porém € importante notar que a concentraginickres redutores foi

muito baixa.

Este trabalho é um dos primeiros na instituicdo, como perspectiva futura sergere-
- Testar concentracdes diferentes de acido e base.
- Encontrar um tempo 6timo visando o melhor resultado que possa gerar o0 menor custo.
- Realizar andlises para qualificar os tipos de acucares presentes nisadiosol
- Realizar microscopia eletrdnica por morfologia no matemahatura, apds os pré-
tratamentos e a hidrélise enzimatica.
- Realizar hidrolise enzimatica da amostra sem pré-tratar, objetivadéacal rendimento.
- Verificar a estabilidade da enzima e a possivel injecaordaditivo (enzima) para quebrar
a celubiose.
- Aprofundar no estudo que justifique o comportamento da concentracdo de ginos
relacéo ao tempo de coleta do material.
- Variar a quantidade de enzima empregada na hidrélise obgdivestabelecer uma relacao
entre a maior producdo de aclucar com a utilizagdo da menor quantidade de enzima
- Fazer novas reacdes com granulometrias maiores, visando umhtadmo para a
industria.
- Fazer um estudo da viabilidade econGmica, avaliando os valores @sndas enzimas,
reagentes, e todos os fatores envolvidos.

- Produzir o alcool
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