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RESUMO

AVALIACAO INTEGRADA DO PRE-TRATAMENTQ DO FARELO DE ARROZ
DESENGORDURADO COM SOLVENTES EUTETICOS E POSTERIOR
HIDROLISE COM AGUA SUBCRITICA

AUTOR: Barbara Pezzini Moreira
ORIENTADOR: Prof. Dra. Fernanda de Castilhos
Co-orientador: Prof. Dr. Ederson Rossi Abaide

Nesta dissertacédo, o farelo de arroz desengordurado foi submetido a pré-tratamentos
com solventes eutéticos visando a deslignificacdo e o enriquecimento no contetdo de
carboidratos. A biomassa foi completamente caracterizada. Quatro misturas de
solventes eutéticos foram avaliadas: Cloreto de Colina: Glicerol, Cloreto de Colina:
Glicerol com agua, Cloreto de Colina: Ureia e Cloreto de Colina: Ureia com agua.
Foram avaliadas as alteracbes nos grupos funcionais relativos a celulose e
hemiceluloses para os pré-tratamentos na temperatura de 120 °C com uma razao
biomassa/solvente eutético de 1:10 em 2, 4 e 6h utilizando espectrofotometria no
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR). Para os pré-tratamentos com as
4 misturas de solventes eutéticos o melhor tempo foi o de 4 horas. A analise
termogravimétrica (TGA) do sélido restante indicou que o maior grau de
deslignificacdo (reducéo de 2,5 vezes) e o maior contetdo de hemiceluloses (44,1%)
foi obtido com a mistura entre Cloreto de Colina: Ureia com agua. No entanto, ensaios
preliminares mostraram que o uso desta amostra para posterior hidrélise subcritica foi
operacionalmente inviavel. Assim, o solvente eutético mais adequado para o pré-
tratamento foi o formado por Cloreto de colina:Glicerol, que gerou um grau de
deslignificacdo de 1,3 vezes, apresentou uma mudanc¢a no contetdo de celulose de
27,8% para 11,3% e aumentou o teor de hemiceluloses de 11,6% para 40,1%, quando
comparadas as amostras in natura e pré-tratada. A hidrélise subcritica foi realizada
em reator no modo de operacdo semi-continuo. As variaveis do processo avaliadas
foram a temperatura (230 e 260 °C) e a razao massica entre solvente/alimentacéo (R-
50 e R-100). O tempo total de reacgéo foi de 20 min com uma pressao fixa de 10 MPa.
O maior rendimento em acgucares fermentesciveis (14,37 + 1,12 g/100 g de biomassa)
foi obtido a 260 °C /R-100 para as amostras de farelo de arroz desengordurado pré-
tratadas com o solvente cloreto de colina:glicerol. O farelo de arroz desengordurado
submetido ao pré-tratamento apresentou um rendimento em acucares 2,20 vezes
maior comparado as amostras in natura.

Palavras-chave: Biomassa lignocelulosica. Cloreto de Colina. Glicerol. Ureia.



ABSTRACT

INTEGRATED EVALUATION OF THE PRE-TREATMENT OF DEGREASED RICE
BRAN WITH DEEP EUTETIC SOLVENTS AND SUBCRITICAL HYDROLYSIS
WITH SUBCRITICAL WATER

AUTHOR: Barbara Pezzini Moreira
ADVISOR: Prof. Dra. Fernanda de Castilhos
CO-ADVISOR: Prof. Dr. Ederson Rossi Abaide

In this dissertation, defatted rice bran was subjected to pre-treatments with deep
eutectic solvents aiming at delignification and enrichment in carbohydrate content. The
biomass was completely characterized. Four mixtures of eutectic solvents were
evaluated: Choline Chloride: Glycerol, Choline Chloride: Glycerol with water, Choline
Chloride: Urea and Choline Chloride: Urea with water. Changes in functional groups
related to cellulose and hemicelluloses were evaluated for pretreatments at 120 °C
with a 1:10 biomass/eutectic solvent ratio at 2, 4 and 6h using Fourier transform
infrared spectrophotometry (FT-IR). For the pre-treatments with the 4 mixtures of
eutectic solvents, the best time was 4 hours. Thermogravimetric analysis (TGA) of the
remaining solid indicated that the highest degree of delignification (2.5-fold reduction)
and the highest hemicellulose content (44.1%) was obtained with the mixture of
Choline Chloride: Urea with water. However, preliminary essays showed that the use
of this operational sample for further analysis was unfeasible. Thus, the most suitable
eutectic solvent for pretreatment was the one formed by Choline Chloride:Glycerol,
which generated a degree of delignification of 1.3 times, showed a change in cellulose
content from 27.8% to 11.3 % and increased the hemicellulose content from 11.6% to
40.1%, when comparing the in natura and pre-treated samples. Subcritical hydrolysis
was carried out in a reactor in semi-continuous mode. The process variables evaluated
were the temperature (230 and 260 °C) and the mass ratio between solvent/feed (R-
50 and R-100). The total reaction time was 20 min in a fixed pressure of 10 MPa. The
highest yield of fermentable sugars (14.37 + 1.12 g/100 g of biomass) was obtained at
260 °C /R-100 for the defatted rice bran samples pre-treated with the solvent Choline
Chloride:Glycerol. The defatted rice bran submitted to pre-treatment showed a yield of
sugars 2.20 times higher compared to in natura samples.

Keywords: Lignocellulosic biomass. Choline Chloride. Glycerol. Urea
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1 INTRODUCAO

Diante do cenério energético atual, onde ha uma crescente preocupag¢do com
0 esgotamento dos combustiveis de origem fossil, o incentivo a busca por recursos
renovaveis como matéria—prima para a producdo de combustiveis esta cada vez
maior. Nesse contexto a biomassa lignoceluldsica é considerada uma alternativa para
producdo de biocombustiveis renovaveis devido a sua capacidade de converséo e
ampla disponibilidade (NEW et al., 2019). As principais fontes de biomassa
lignoceluldsica séo residuos do tipo florestais, agricolas, sdélidos urbanos organicos e
industriais, como madeira, papel e celulose (ASHOKKUMAR et al., 2022).

O arroz (Oryzae sativa) € uma das principais culturas de cereais em todo o
mundo (SOHAIL et al., 2017) No Brasil, segundo o boletim da CONAB (2021), a
producdo de arroz na safra de 2020/2021 foi de, aproximadamente, 11,7 milhdes de
toneladas, dos quais 8,27 milhdes de toneladas foram produzidos no estado do Rio
Grande do Sul. O processamento para obteng&o do arroz branco polido gera alguns
coprodutos sélidos, como a casca, a palha e o farelo de arroz (ABAIDE et al., 2019a)

O farelo de arroz € um coproduto proveniente do processo de moagem do arroz,
gue é geralmente utilizado como ragcao animal e na extracéo de 6leo (SOARES et al.,
2016). Este farelo é composto por um grande teor de nutrientes, que podem ser
explorados para geracao de produtos com maior valor agregado. Além disso contém
alto teor de carboidratos, possibilitando seu uso como um recurso renovavel para
geracdo de biocompostos. Apds a extracdo do 6leo do farelo de arroz, o subproduto
gerado é chamado de farelo de arroz desengordurado, e sua fracdo lignocelulésica
(35-50%) também pode ser utilizada para producéo de biocombustiveis, como etanol
de segunda geracéo (LI et al., 2020).

Para producdo de etanol de segunda geracdo a partir de uma biomassa
lignocelul@sica, € necessario primeiramente promover a dissociacao da celulose e das
hemiceluloses em seus agucares monomericos, que serdo submetidos ao processo
de fermentac&o. Os processos geralmente utilizados para essa dissociagcao séo a
hidrolise acida e a hidrélise enzimatica. No entanto, ambos 0s processos apresentam
desvantagens associadas a aplicacao industrial. Na hidrdlise acida, ocorre a formacao
de produtos inibidores que afetam a subsequente fermentacdo e o uso de alguns
acidos pode ocasionar a corrosdo em equipamentos, enquanto a hidrélise enzimatica

apresenta um alto custo e longo tempo de reacao (ABAIDE et al., 2019b).
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Diante das desvantagens associadas aos processos citados, vem crescendo a
quantidade de estudos que aplicam a hidrélise subcritica para promover a dissociagao
da celulose e das hemiceluloses presentes em diferentes biomassas lignoceluldsicas.
O uso da agua apresenta vantagens em comparacdo aos reagentes utilizados na
hidrélise acida e enzimética, como uma menor geracdo de residuos e produtos
inibidores, tempos de reacdo mais curtos, reducéo na corrosdo gerada, menor custo
e ndo emprego de solventes toxicos (LACHOS-PEREZ et al., 2016). Alguns trabalhos
gue aplicam a hidrdlise com agua subcritica (HAS) no farelo de arroz desengordurado
para obtencdo de acUcares e outros compostos com valor agregado podem ser
encontrados na literatura (WATCHARARUJI et al. (2008), SUNPHORKA et al. (2012)).

No processo de conversdo de biomassa lignocelulésica em acUcares e
bioprodutos, é importante a aplicacdo de uma etapa de pré-tratamento para aumentar
o rendimento da posterior etapa de hidrélise. Varias técnicas podem ser empregadas
no pré-tratamento da biomassa, incluindo métodos fisicos, quimicos, biolégicos e
fisico-quimicos. Os meétodos fisico-quimicos e quimicos sdo considerados o0s
processos de pré-tratamento mais eficientes no aumento do rendimento da hidrélise
(ASHOKKUMAR et al., 2022). No entanto, os produtos quimicos comumente utilizados
para o pré-tratamento, incluindo acidos, bases, sais inorganicos e liquidos iénicos,
possuem algumas desvantagens como alta degradacéo do acuUcar, alta corrosividade,
baixo potencial de reciclabilidade, alto custo e alta necessidade de energia (OKUOFU
et al., 2020).

Neste contexto, o emprego dos solventes eutéticos (DES — Deep Eutectic
Solvents) surgem como uma nova alternativa para o fracionamento da biomassa
lignoceluldsica e deslignificagdo. O DES € uma mistura de dois ou mais produtos
guimicos, onde um atua como doador de ligacdes de hidrogénio (DH) e o outro como
aceitador de ligacdes de hidrogénio (AH) (MULEY et al., 2019). As ligacdes de
hidrogénio formadas sao responsaveis por diminuir o ponto de fusdo da mistura em
comparagao com os compostos individuais (WANG; LEE, 2021). Os DESs possuem
muitas caracteristicas favoraveis, incluindo a disponibilidade de matérias-primas, facil
sintese, propriedades ajustaveis, biodegradabilidade e reciclabilidade satisfatoria
(ZHOU et al., 2022). Os DESs ja foram aplicados no pré-tratamento de diferentes
coprodutos de arroz, como a casca e a palha, visando a deslignificacdo da estrutura
lignoceluldsica e o aumento no rendimento de acgucares (LI et al., 2018; NAGOOR
GUNNY et al., 2019).
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A partir do presente contexto, da necessidade de se conhecer diferentes rotas
tecnologicas para processamento de biomassas lignocelulésicas, avaliando a
integracdo de tecnologias, 0 uso de solventes eutéticos para o pré-tratamento do
farelo de arroz desengordurado e a sequencial hidrdlise subcritica em modo de
operacao semi-continuo do material € foco deste trabalho. O aumento no rendimento
e eficiéncia deste processamento sera avaliado a partir das principais respostas, como
a mudanca na composicao lignocelulésica a partir do pré-tratamento e a composicao

das solucdes hidrolisadas na etapa sequencial.

1.1  OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o emprego do pré-tratamento do farelo de arroz desengordurado com
solventes eutéticos na modificacdo na estrutura lignocelulésica bem como no
rendimento de acUcares fermentesciveis e bioprodutos obtidos pelo processamento

do material pré-tratado utilizando hidrélise com agua subcritica.

1.1.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar o farelo de arroz desengordurado em relacdo a composicao
lignocelulésica e os grupos funcionais na superficie;

2. Avaliar o efeito do pré-tratamento do farelo de arroz desengordurado utilizando
diferentes misturas de solventes eutéticos sob as modificacbes na composicao
lignocelulésica da biomassa,;

3. A partir de farelo de arroz desengordurado pré-tratado e o in natura, avaliar o
processo de hidrélise com agua subcritica, com relacdo as variaveis razao
solvente/alimentacédo e temperatura, por meio do rendimento, eficiéncia e do

perfil cinético de agucares fermentesciveis e bioprodutos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 FARELO DE ARROZ

O farelo de arroz € um dos coprodutos gerados no processo de obtencdo de
arroz branco polido, juntamente com a casca e a palha de arroz. O farelo é obtido
durante a moagem da camada externa do arroz descascado representando 10% da
massa total do gréo de arroz (Figura 1) (GUL et al., 2015). No Brasil, a producéo de
arroz na safra 2020/2021 foi de 11,7 milhGes de toneladas (CONAB, 2021), o que

implica na geracao de aproximadamente 1,17 milhdes de toneladas de farelo de arroz.

Figura 1. Composic¢ao do nudcleo do arroz

Casca

Arroz branco

Farelo

Germe do arroz

Fonte: Anal, 2018

Em sua maioria, o farelo de arroz gerado € utilizado para alimentacéo animal,
enquanto uma pequena quantidade é utilizada industrialmente para extracao de 6leo
(BENITO-ROMAN et al., 2019). O sélido restante da extracéo do 6leo é denominado
farelo de arroz desengordurado, que é geralmente descartado ou utilizado para
diminuir o custo da ragcao animal (HATA et al., 2008). A Figura 2 apresenta um
diagrama esquematico do processamento de arroz, ilustrando os coprodutos gerados

em cada etapa.



Figura 2. Diagrama esquematico do processamento do arroz
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16



17

2.1.1 Composicao do Farelo de arroz

O farelo de arroz é rico em proteinas (13-19%), gorduras (9-23%), fibras (20-
33%), amido (16-27%), vitaminas e minerais (9-29%), além de conter compostos
fendlicos e antioxidantes lipofilicos, como tocoferdis, tocotriendis e y-orizanol. Esses
compostos podem ser extraidos do farelo e utilizados na obtengédo de produtos com
maior valor agregado. Oleo de farelo de arroz, por exemplo, tem se tornado
potencialmente interessante para a industria alimenticia pela possibilidade de sua
utilizacdo como Oleo de fritura (ANAL, 2018; LIU et al., 2021). Segundo dados
apresentados por Pal e Pratap (2017), a india foi o principal produtor de 6leo de farelo
de arroz entre 2015 e 2016, com 427,7 mil toneladas produzidas, seguida da China,
com uma producédo de 90 mil toneladas métricas.

Além dos componentes funcionais, o farelo de arroz também apresenta em sua
composicao celulose, hemiceluloses e lignina. A composic¢éao lignoceluldsica do farelo
de arroz pode variar de acordo com a variedade do grdo, bem como com a
safra/regido. A Tabela 1 mostra composicfes do farelo de arroz relatadas em

diferentes estudos.

Tabela 1. Diferentes composi¢8es do farelo de arroz

Celulose Hemiceluloses Lignina Outros Fonte
15,5% 31,1% 11,5% 41,8% Sunphorka et al. 2012
35% 20% - 45% Qi et al. 2015
20% 18% 32% 30% Wen et al. 2017
35% 15% 16% 34% Favaro et al. 2017
42% 20% 18% - Li et al. 2020
42% 26% 22% - Sivaramakrishnan et al. 2021

Fonte: Autoria propria

Para o farelo de arroz desengordurado o estudo de Sunphorka et al (2012)
relata valores levemente distintos na composicao lignocelulésica quando comparado
ao farelo de arroz com 6leo, sendo 16% de celulose, 29,8% de hemiceluloses e 12,7%
de lignina. O conteudo lignocelulésico do farelo de arroz desengordurado permite que
este seja utilizado para obtencdo de produtos com maior valor agregado, como
acgucares fermentesciveis utilizados na produgcdo de etanol de segunda geracao.
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Sendo assim, se torna necessario o conhecimento da organizacdo estrutural da

celulose, das hemiceluloses e da lignina na matriz lignocelulésica.
2.1.1.1 Celulose

A celulose, um polissacarideo macromolecular linear, é o principal constituinte
da parede celular de um vegetal, conferindo-lhe rigidez e estabilidade. Este
polissacarideo consiste em uma cadeia longa de unidades de glicose ligadas por
ligacdes de B-(1,4) glicosidico (Figura 3) e é o principal componente da biomassa
lignocelul6sica. Por estar presente em diversos tipos de biomassa, é considerado o
recurso organico renovavel mais abundante do planeta (WANG et al., 2017). Devido
as caracteristicas de biocompatibilidade, estereorregularidade, hidrofilicidade e
grupos hidroxila reativos, a celulose € um recurso flexivel para producédo de materiais
como filmes, compostos, fibras, combustiveis e produtos quimicos (ASHOKKUMAR
et al., 2022).

Figura 3. Estrutura celulose

Fonte: adaptado de Hammed et al., 2019

A celulose apresenta duas formas estruturais, uma cristalina e uma amorfa,
como apresentada na Figura 4. A estrutura cristalina € formada através de ligacbes
de hidrogénio e forcas de van der Walls estabelecidas com as cadeias de celulose
vizinhas, tornando-a insollvel em agua e alguns solventes organicos comuns. Ja na
estrutura amorfa as redes de ligacdes de hidrogénio sdo mal organizadas, facilitando
a sua ruptura e a biodegradacédo quando comparada com a forma cristalina (YANG,;
CHING; CHUAH, 2019).
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Figura 4. Regibes cristalina e amorfa da celulose
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Fonte: Farinas, 2011

A estrutura da celulose pode ser hidrolisada em unidades de glicose por meio
de diferentes vias, como a utilizagdo de 4cidos ou enzimas. No entanto, independente
da via escolhida para a conversdo, € necessario avaliar as condi¢cdes do processo a
fim de que a formacao de compostos de degradacéo, como o 5-hidroximetilfurfural (5-
HMF), o &cido levulinico e o acido férmico (Figura 5), seja minimizada. O 5-HMF € um
furaldeido originado de reacdes de desidratacdo de hexoses, e sua presenca confere
ao composto a caracteristica de baixa hidrofibicidade e permeabilidade a membrana,
gue acarreta em baixas velocidades de conversdo. Em temperaturas elevadas, o 5-

HMF pode se decompor em acido levulinico e &cido férmico (TOSCAN, 2013).

Figura 5. Formacéo de 5-HMF e dos &cidos levulinico e férmico
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CH20H OH
Fonte: adaptado de Rasmussen; Sgrensen; Meyer, 2014.

2.1.1.2 Hemiceluloses

As hemiceluloses séo polimeros constituidos de polissacarideos heterogéneos
de cadeia curta, formados por unidades de pentoses como a xilose e arabinose,

hexoses como a manose, a glicose e a galactose, bem como alguns acidos urénicos
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(GIRIO et al., 2010; WANG et al., 2017). A Figura 6 apresenta os principais compostos
das hemiceluloses. A natureza amorfa das hemiceluloses, bem como um baixo grau
de polimerizacao e a possivel submissdo em processos de pré-tratamento aumentam
seu uso em varias aplicacfes industriais, como na producéo de hidrogéis, carreadores
de medicamentos e cosméticos (ASHOKKUMAR et al., 2022).

Figura 6. Principais compostos da estrutura das hemiceluloses
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Fonte: Morais et al., 2005.

Os grupos acetatos préprios das hemiceluloses, ligados aleatoriamente aos
grupos hidroxila dos acgucares fornecem mais oportunidades para alteracées quimicas
e enzimaticas regiosseletivas do que a celulose, devido a diversidade nos conteudos
de acucar, conexdes glicosidicas e os compostos reativos na unidade de repeticdo de
xilose (YOUSUF; PIROZZI; SANNINO, 2019). Essas altera¢gdes quimicas podem ser
efetuadas a partir de diferentes tratamentos. O tratamento acido, por exemplo, é capaz
de romper ligacBes glicosidicas e despolimerizar as hemiceluloses, aumentando ao
mesmo tempo o potencial de desidratacdo dos mondémeros liberados na hidrélise. A
agua em altas temperaturas e pressdes possui a capacidade de hidrolisar as
hemiceluloses, provocando a liberagéo de acidos como o ferulico, cumarico e acético,
que posteriormente agem como catalisadores de reagdo e provocam a auto hidrolise
da biomassa (SOREK et al., 2014).
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As pentoses geradas apoés a hidrolise das hemiceluloses, como a xilose e a
arabinose, podem sofrer uma desidratag&o formando o furfural como principal produto,
como mostra a Figura 7. O furfural € um composto que causa efeitos inibitérios no
crescimento de microrganismos na posterior fermentacdo do produto hidrolisado
(CHOI et al., 2015; LIN; QIAO; YUAN, 2009).

Figura 7. Formagéo do furfural a partir da xilose
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HO 3 H20
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Fonte: adaptado de Marabezi, 2009

2.1.1.3 Lignina

A lignina € uma macromolécula que envolve parcialmente os polissacarideos
da parede celular da planta, sendo composta por trés componentes fendlicos
principais, o alcool p-cumarilico, o alcool coniferilico e o alcool sinapilico (Figura 8). A
lignina é responsavel por fornecer suporte mecanico e elastico, bem como facilitar o
transporte de agua e nutrientes, fornecendo uma barreira quimica para patdogenos
microbianos (DAVISON et al., 2013; MENON; RAO, 2012). Essa barreira também
protege as acdes de agentes quimicos e fisicos, influenciando significativamente no
processo de hidrdlise da celulose e das hemiceluloses, o que torna a lignina o principal
causador da recalcitrancia (TOSCAN, 2013).

Figura 8. Principais alcoois constituintes da lignina

OH OH OH
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(H) (G) (S)

Fonte: adaptado de Yousuf; Pirozzi; Sannino, 2019



22

Por funcionar como uma cola celular, preenchendo a lacuna entre as fibrilas de
celulose e a tez das hemiceluloses e mantendo os polissacarideos unidos, torna-se
dificil a remocdo completa da lignina da estrutura lignoceluldésica (ZOGHLAMI; PAES,
2019). Processos de pré-tratamento altamente severos, como a utilizacdo de acidos,
bases, agentes de oxidacéo, solventes e agentes fisicos como calor e presséo, sdo
capazes de remover a lignina da estrutura em diferentes propor¢des (TOSCAN, 2013).

2.2 PROCESSOS DE CONVERSAO DE BIOMASSA

A conversdo da biomassa lignocelulésica pode ser realizada a partir de
diferentes métodos conhecidos, que podem ser mecanicos, quimicos, bioquimicos e
termoquimicos, como mostra a Figura 9. No entanto, 0 método mais adequado a ser

empregado industrialmente depende das caracteristicas da biomassa utilizada.

Figura 9. Processos de conversao da biomassa lignocelulésica
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Os processos mecanicos utilizam moinhos e peneiras para reducao do
tamanho das particulas, eliminacdo de certas impurezas e classificacdo da matéria-
prima (SILVA et al., 2012). Os processos quimicos realizam alteracdes na estrutura
guimica da moléculas da substancia processada ao reagir com outros compostos. Em
uma biorrefinaria, por exemplo, a hidrélise pode ser citada como processo quimico
tipico, promovendo a despolimerizacdo de carboidratos nos componentes requeridos
(VELVIZHI et al., 2022).

Os processos termoquimicos sao realizados na presenca de calor, sendo
possivel a utilizacdo de catalisadores. Os principais métodos sdo a combustdo, a
gaseificacdo, a liquefacéo e a pir6lise (SINGH et al., 2016). A combustdo € o processo
mais amplamente utilizado para a conversédo de biomassa, sendo considerada uma
tecnologia de baixo custo disponivel comercialmente (ZHANG; XU; CHAMPAGNE,
2010). A liquefacéo é realizada em ambiente aquoso a temperaturas que variam de
200 a 380 °C, convertendo a biomassa em um 6leo bruto renovavel com grande poder
calorifico e outros subprodutos (SAHOO et al., 2021). J4 a gaseificacdo converte a
biomassa em combustiveis gasosos ricos em energia como Hz, CO e CHa4 utilizando
uma faixa de temperatura elevada de 800 a 1300 °C (PANWAR; KOTHARI; TYAGI,
2012). A pirélise € um processo de degradacao termoquimica, que ocorre na faixa de
temperatura de 400 °C — 700 °C, com auséncia total ou parcial de oxigénio, produzindo
principalmente bio-6leo, bio-char e gases piroliticos (KUMAR et al., 2020b; MISHRA;
MOHANTY, 2020).

Dentre os processos bioquimicos estao a fermentacéo e a digestdo anaerdébia,
ambos ocorrendo em temperaturas mais baixas comparadas aos processos
termoquimicos. A fermentacdo utiliza microrganismos e/ou enzimas para conversao
de substratos fermentesciveis em produtos como acidos organicos ou alcoois
(CHERUBINI, 2010). O processo de digestdo anaerdbia envolve a degradacéo
bacteriana do material biodegradavel na auséncia de oxigénio, resultando em

produtos como biogéas e outros compostos organicos (KHALID et al., 2011).
2.2.1 Hidrdlise

A hidrélise € um processo de abertura da estrutura lignoceluldsica, responsavel
por realizar a quebra da celulose e das hemiceluloses em seus respectivos

mondmeros. O mondmero principal da celulose, a glicose, bem como os das
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hemiceluloses, a xilose e a arabinose, sdo agucares fermentesciveis que podem ser
utilizados na producao de etanol de segunda geracado (PRADO et al., 2014)

O processo de hidrdlise pode ocorrer por diferentes meios, geralmente acido e
enzimatico. A hidrdlise por meio acido emprega geralmente acido sulfarico e acido
cloridrico, usando temperaturas moderadas na faixa de 100-150 °C, no entanto sua
aplicacéo pode gerar a formag&o de compostos inibidores da posterior fermentacéo,
como furfural e hidroximetilfurfural (HMF), além de provocar corrosdo dos
equipamentos (LENIHAN et al., 2010; ZHOU; LIU; ZHAO, 2021).

O processo de hidrélise enzimatica utiliza enzimas oriundas de espécies
bacterianas e flngicas para converter os polissacarideos em agulcares e ao contrario
da hidrdlise acida ndo formam compostos inibidores como residuo (HUANG et al.,
2022). No entanto, a sua aplicacao traz como desvantagens um alto custo tecnolégico
e tempos longos de reacdo (SHEN et al., 2018).

Assim, uma maior atencdo tem se direcionado ao desenvolvimento de
tecnologias mais sustentaveis para o processamento de biomassa. Como alternativa,
a hidrolise com agua subcritica vém sendo utilizada de forma eficiente na dissociacdo
da biomassa lignocelulésica (ABAIDE et al., 2019b).

2.2.1.1 Hidrdlise sub/supercritica

A tecnologia de hidrolise sub/supercritica pode ser aplicada na utilizacao de
biomassa residual, visando a producdo de matérias-primas para novos produtos,
como acucares fermentesciveis para producao de etanol 2G. A aplicacédo da hidrolise
sub/supercritica apresenta vantagens como alta rapidez de reagdo em comparacédo a
hidrélise enzimética e a ndo formacdo de residuos téxicos geralmente gerados na
hidrélise acida (ABAIDE et al., 2019c; LACHOS-PEREZ et al., 2017)

A hidrélise supercritica utiliza agua nas suas condi¢cdes de temperatura e
pressao acima do ponto critico (Tc =374 °C e P = 22,1 MPa), como apresenta a Figura
10. Nessas condicfes, a agua nao apresenta transicéo de fase vapor-liquido, e existe
apenas na condi¢do de fase homogénea onde as propriedades como difusividade,
viscosidade e densidade estédo entre as de gases e liquidos. Além disso, seu produto
ibnico nessas condi¢cdes permite uma maior seletividade em reacfes quimicas,
alterando os mecanismos de reac&o idnica para radicais livres. Outra vantagem € a
reducdo ou eliminacdo da resisténcia a transferéncia de massa nessas condi¢des. No

entanto, o tempo de reacao para o uso desta técnica deve ser baixo, a fim de evitar a
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degradacdo dos acUcares (glicose, xilose e arabinose) em produtos inibidores

(ESCOBAR et al., 2020).

Figura 10. Estado fisico da agua em diferentes temperaturas e pressfes
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Fonte: Adaptado de Zhang et al., 2020

A hidrélise subcritica promove a quebra dos biopolimeros, celulose e
hemiceluloses, produzindo acuUcares fermentesciveis e bioprodutos (inibidores e
acidos organicos), em condi¢cdes mais brandas do que as apresentadas pela agua no
estado supercritico, evitando a alta formagcdo de compostos inibidores. A faixa de
temperatura em que a HAS é normalmente realizada varia de 100 a 374 °C, e a
pressdo deve ser suficiente para manter a agua no estado liquido comprimido. Nestas
condicBes, a agua apresenta baixa viscosidade e alta difusividade, caracteristicas que
facilitam a sua penetracdo na estrutura complexa da matriz lignocelulosica da
biomassa. Além disso, sua baixa constante dielétrica aumenta a solubilidade de
compostos organicos por se tornar semelhante a solventes orgéanicos apolares, como
mostra a Figura 11 (COCERO et al., 2018).
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Figura 11. Variaces da constante dielétrica da agua em funcao da temperatura a pressao constante
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O processo de HAS pode ser realizado em modo batelada, continuo ou semi-
continuo. Para o processamento em modo batelada (descontinuo), o tempo de
residéncia do solido e do liquido no reator € longo, e apds a reacao finalizada, é
necessario ainda um periodo de resfriamento antes da coleta do material hidrolisado.
Esse longo tempo de resfriamento pode afetar a qualidade do meio, visto que alguns
compostos de interesse podem sofrer degradacéo formando produtos inibidores. Além
disso, na reacdo em batelada o rendimento de aclUcares geralmente € baixo. J& a
operacdo em modo continuo pode gerar altos rendimentos de acgucares e baixos
rendimentos de produto de degradacao, pois o tempo de residéncia do sdlido e do
liquido é curto. Porém, para o uso deste tipo de processo é necessario o uso de
bombas especiais com capacidade de bombear fluidos particulados (ZABOT et al.,
2019).

Na operacdo em modo semi-continuo, o tempo de residéncia do sélido é longo
e o do liquido é curto. A agua flui continuamente pelo reator carregado com a
biomassa solida, e os produtos da reagéo séo coletados de forma continua, resultando
em um tempo de operacdo menor quando comparado ao processo em batelada.
Nesse processo, o rendimento de agucares e a formacao de produtos inibidores sao
intermediarios (ZABOT et al., 2019).



27

A tecnologia subcritica para conversdo da biomassa vem sendo amplamente
estudada por pesquisadores. Lachos-Perez et al. (2016) utilizaram esta tecnologia
para a obtencdo de aclUcares do bagaco da cana-de-agUcar com temperaturas
variando de 100 a 250 °C. O rendimento maximo de acucares redutores foi observado
acima de 200 °C, com uma conversao de 15,5%.

Em 2019, um estudo realizado por Abaide et al. analisou a utilizacdo de um
sistema em modo semi-continuo para hidrélise subcritica de casca de arroz para
obtencdo de acucares fermentesciveis (Figura 12). Os ensaios de hidrolise foram
realizados em diferentes temperaturas (180, 220 e 260 °C) e razdes entre a 4gua e a
biomassa solida (7,5 e 15), e o rendimento maximo alcan¢ado foi de 18% em massa,
na condicdo de 220 °C e razéo 7,5.

Santos et al. (2020) realizaram a hidrélise subcritica também em modo semi-
continuo, a 180, 220 e 260 °C em diferentes razdes de 4gua para massa sélida de
residuos de noz-pecd. Os mesmos obtiveram um rendimento maximo de 27,1 g de
acucares redutores/100 g de biomassa para cascas de noz-peca na condicao de 220

°C e uma razao de fluxo de solvente/biomassa de 15.

Figura 12. Fluxograma de unidade de multipropdsitos em sistema semi-continuo.

* Os tamanhos sdo apenas ilustrativos

2

Reservatério de agua
Bomba de liquido

Vilvula anti-retorno

Banho de pré-agquecimento

Valvula de seguranca
Mandmetro

Reator com manta de aquecimento 9
Sistema de controle de temperatura
Banho de resfriamento

Valvula de bloqueio 12
Valvula micrométrica

VIR IN[O|N|H|WIN|=

=
o

=
[y

[y
N

Reservatdrio de amostra

Fonte: adaptado de Abaide et al., 2019b.

Para o farelo de arroz desengordurado, sdo poucos os trabalhos encontrados
na literatura que aplicam a HAS com o intuito de obter agucares e bioprodutos. Pode-

se destacar o estudo desenvolvido por Watchararuji et al. (2008), que realizou
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hidrélise com &gua subcritica em modo de operacéo batelada sob o farelo de arroz
desengordurado, a fim de determinar o rendimento de agucares, proteina e
aminoécidos. Enquanto Sunphorka et al. (2012) aplicou a HAS em farelo de arroz e
farelo de arroz desengordurado em modo semi-continuo, e também analisou o
rendimento de proteinas e agUcares totais. Entre os dois estudos citados, o trabalho
de Sunphorka et al. (2012) obteve um maior rendimento para acgUcares totais,
utiizando o modo de operacdo semi-continuo, em comparacdo ao estudo de
Watchararuji et al. (2008) que realizou o processo em batelada.

Vale ressaltar que os estudos citados acima ndo utilizaram um processo de pré-
tratamento anterior & hidrélise da biomassa lignocelulésica, o qual foi aplicado por
Draszewski et al. (2021) em cascas de arroz. Os autores observaram um aumento no
rendimento de agUcares nas amostras hidrolisadas submetidas anteriormente ao pré-
tratamento. O maximo rendimento de acgucares foi de 49,9 g/100 g de biomassa, obtido
na condicao de 230 °C e raz&o solvente/biomassa de 40, utilizando as cascas de arroz
pré-tratadas com solvente eutético formado por cloreto de colina:glicerol (1:2) e 20%
de agua. Portanto, € de suma importancia avaliar como a aplicacdo de um pré-
tratamento pode influenciar nos rendimentos finais dos acglcares provenientes da
fracdo celul6sica da estrutura da biomassa, visando o méaximo aproveitamento da

matéria-prima.
2.3 PRE-TRATAMENTO

O pré-tratamento € uma etapa importante no processo de conversdao da
biomassa, muitas vezes aplicado com o objetivo de alterar a estrutura lignocelulésica
(Figura 13), expondo a sua fragao rica em carboidratos através da remocéao parcial da
lignina (THI; LEE, 2019). A partir da aplicacao do pré-tratamento, a fracéo celulésica
se torna mais acessivel ao posterior processo de hidrdlise, seja acida, basica ou
sub/supercritica, com a finalidade de obtencdo de acucares fermentesciveis usados
na producédo de etanol de segunda geracéo.

Existem diferentes métodos de pré-tratamento apresentados na literatura, no
entanto a escolha do processo ideal depende da matéria-prima a ser explorada, do
impacto ambiental e, por vezes, de sua avaliacdo econdmica. Um pré-tratamento
eficaz € aquele que preserva suas fragbes das hemiceluloses no material, limita a
formacao de inibidores, requer baixo aporte de energia e € econémico (MENON; RAO,
2012).
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Figura 13. Efeito do pré-tratamento na estrutura lignocelulésica
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Fonte: Santos et al., 2012

Dentre o0s processos empregados ho pré-tratamento de biomassa
lignocelulésica encontram-se o pré-tratamento acido e o alcalino. O pré-tratamento
acido causa a solubilizagéo parcial das hemiceluloses e da lignina, e torna a celulose
mais acessivel a conversao enzimatica, podendo ser realizado com acido concentrado
ou diluido. No entanto, o uso de acido concentrado acarreta na formacdo de
compostos inibidores e requer equipamentos resistentes a corrosdo, 0 que eleva o
custo do processo. Assim, o pré-tratamento com acido diluido se torna mais viavel em
escala industrial (MAURYA,; SINGLA; NEGI, 2015).

O processo de pré-tratamento alcalino envolve o uso de bases, como hidréxido
de sodio, potassio, célcio e hidroxido de ambnio, capazes de degradar as cadeias
laterais de éster e glicosidica, resultando em alteracao estrutural da lignina, dilatacao
e descristalizacdo parcial da celulose, e solvatacédo parcial das hemiceluloses. Pode
ser realizado em condi¢cfes de temperatura ambiente, porém sdo necessarios tempos
mais longos de pré-tratamento comparado com 0S processos em temperaturas mais
elevadas, bem como uma etapa de neutralizacdo para remocéo da lignina e de
inibidores (MENON; RAO, 2012).

Outros métodos podem ser aplicados no pré-tratamento da biomassa, como a
explosdo a vapor. O processo de explosdo a vapor promove a auto hidrélise e ruptura
estrutural da biomassa através de vapor de agua em alta temperatura e

descompressao explosiva, aumentando a sua area superficial e a porosidade (YU et
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al., 2022). A explosao a vapor geralmente ndo requer nenhum produto quimico na sua
aplicacdo, no entanto s&o observados baixos rendimentos de sacarificagdo e
solubilizacéo, bem como a formacéao de produtos inibidores (KUMAR et al., 2020a).

Tendo em vista as desvantagens apresentadas nos métodos de pré-
tratamentos com solventes convencionais, uma grande atenc¢éo tem sido voltada para
o uso dos chamados solventes verdes, como os Liquidos l6nicos (LI's) e os Solventes
Eutéticos (DES — do inglés Deep Eutectic Solvents). Os LI's mostram-se altamente
eficientes na deslignificacdo da biomassa lignocelulésica, bem como no aumento do
rendimento da posterior etapa de sacarificagdo de biomassas ricas em carboidratos
(TAN; NGOH; CHUA, 2018). No entanto, o processo de obtencao de alguns LI's pode
ser ambientalmente toxico e sua aplicacdo apresenta um alto custo e demanda
energia para reciclagem dos solventes.

Os solventes eutéticos (DES) surgiram mais recentemente e estdo emergindo
rapidamente como alternativa adequada para a dissolucdo da biomassa
lignoceluldsica. Sao considerados uma familia alternativa aos LI’s, por apresentarem
propriedades fisico-quimicas semelhantes, mas um custo muito menor e
caracteristicas mais favoraveis ambientalmente (PROCENTESE et al., 2015). O tépico

a seguir descreve com mais detalhes essa classe de solventes.
2.3.1 Solventes eutéticos

Os solventes eutéticos sao formados a partir da mistura de dois ou mais
compostos idnicos, combinados por meio de interacdes de ligacdo de hidrogénio,
onde um deles atua como aceitador de hidrogénio (AH) e o outro como um doador de
hidrogénio (DH), como ilustrado na Figura 14. A formacéo das ligacdes de H provoca
o deslocamento de carga, acarretando em uma mistura eutética com um ponto de
fusado inferior ao de cada composto individualmente (DAI et al., 2013; ZHOU et al.,
2022).

Os DES podem ser descritos pela formula geral Ca*XzY, onde Ca* € 0 céation
proveniente do sal (normalmente um amonio quaternario), X é um haleto (geralmente
CI), Y € um &cido de Bronsted (o doador de ligacdo de hidrogénio) e z refere-se ao
namero de moléculas de Y que reagem com X (SMITH; ABBOTT; RYDER, 2014).
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Figura 14. Formacéo da ligacédo entre um AH (Cloreto de Colina) e um DH
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Fonte: adaptado de Catarina; Costa, 2016

Dentre as vantagens dos solventes eutéticos estédo a facilidade de preparo, a
alta pureza, a baixa toxicidade, o baixo ponto de fuséo, a alta biodegrabilidade, a n&o
inflamabilidade e a alta estabilidade térmica (XU et al., 2020). Devido as
caracteristicas associadas aos DES, a sua aplicacdo esta sendo estudada para
diferentes fins, incluindo meio de reacgdo, solventes de extracdo e eletrolitos. Além
disso, o potencial dos DES para pré-tratamento de biomassa est4 sendo bastante
explorado na literatura (CHEN; REZNICEK; WAN, 2018).

O primeiro trabalho publicado abordando o conceito de DES foi realizado por
Abbott et al. (2003), onde os pesquisadores analisaram misturas de sais de amonio
quaternério, como Cloreto de Colina (CIC), com diferentes amidas na propor¢ao molar
1:2 e observaram que muitas delas apresentaram pontos de fusdo abaixo de 150 °C,
com destaque para a mistura de CIC e ureia, cujo ponto de fuséo foi 12 °C. Além disso,
observaram que as propriedades dos diferentes DESs sofriam forte influéncia das
ligagbes de hidrogénio.

A partir de entdo vém crescendo o numero de estudos que analisam as
aplicacdes dos DESs para diferentes fins. Segundo buscas realizadas na plataforma
de pesquisa Science Direct, utilizando como palavras-chave o termo geral “deep
eutectic solventes”, em 2015 foram 280 trabalhos publicados, nUmero que aumentou
gradualmente ao longo dos anos, como mostra a Tabela 2, atingindo um total de 1974
em 2021.
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Tabela 2. Nimeros de trabalhos publicados na plataforma Science Direct referentes a busca “deep
eutectic solventes”

Ano de Numero de
publicagdo trabalhos
2015 280
2016 336
2017 472
2018 582
2019 868
2020 1273
2021 1974

Fonte: desenvolvido pela autora

A fim de determinar a aplicacdo dos DESs em diferentes processos, torna-se
essencial o conhecimento das suas propriedades fisico-quimicas, como a
viscosidade, densidade e pH, visto que podem sofrer influéncias de algumas variaveis.
A viscosidade é influenciada tanto pela adicdo de agua na mistura, quanto pela
temperatura, razdo molar e DH utilizado. A alta viscosidade do DES pode afetar
negativamente o processo, pois implica em baixas taxas de transferéncia de calor e
massa, bem como diminui a condutividade do solvente (ZHOU et al., 2022). A
presenca de agua na sintese do DES tende a diminuir a sua viscosidade, aumentando
assim a condutividade, porém pode levar a perda da ligacdo de hidrogénio e,
consequentemente, o desaparecimento da estrutura espacial do DES (DAI, 2013).

A densidade € outro parametro importante dos DES, pois revela a atividade e
a mobilidade molecular da solucdo. Essa propriedade sofre e influéncia da
temperatura e propor¢cdo molar da mistura. A densidade aumenta com o nimero de
grupos hidroxilas presente no DES e diminui na presenca de DH com uma grande
cadeia alquila (DIAS, 2016; ZHOU et al., 2022). Um DES com baixa densidade pode
ter melhor capacidade de penetrar na estrutura da biomassa, por isso a escolha do

DH adequado é de suma importancia (NEW et al., 2019).
2.3.1.1 Propriedades dos AHs e DHs

Como abordado anteriormente, os DES s&o formados por um aceitador de
ligacdo de hidrogénio (AH) e um doador de ligagdo de hidrogénio (DH), que formam

entre si uma mistura eutética. Os constituintes do AH possuem um papel fundamental
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no desempenho dos DESs, afetando a disponibilidade e reatividade dos protons. O
aceitador de hidrogénio mais comumente utilizado na sintese de DES € o cloreto de
colina (CIC) (Figura 15). Dentre as vantagens associadas ao CIC estdo a sua
biodegrabilidade, a producdo em massa e a facilidade de ligacdo com diferentes DHs
(CHEN; REZNICEK; WAN, 2018; ZHOU et al., 2022).

Figura 15. Molécula do Cloreto de Colina
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Fonte: adaptado de Smith; Abbott; Ryder, 2014

Diversas substancias como amidas, aminas, acidos monocarboxilicos, &cidos
dicarboxilicos, poliadlcoois e polissacarideos podem ser usadas como DH para
sintetizar DESs a base de CIC. Os DHs diferem em comprimento de cadeia e nimeros
de grupos hidroxila, carbonila e de grupos amino. Alguns DHs séo lineares saturados
e outros sao ciclicos com cadeias ramificadas (Figura 16), diferindo em acidez e
polaridade. Um DH com maior polaridade tende a diminuir a capacidade de remocao
de lignina do DES, portanto um DH com alta polaridade, e também acidez, pode

aumentar a eficiéncia do pré-tratamento (XU et al., 2020).

Figura 16. Compostos usados como DHs
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2.3.1.2 Aplicacbes dos solventes eutéticos

Diversas séo as aplicagfes possiveis dos solventes eutéticos, incluindo uso na
producdo de nanocelulose (LI et al., 2018b), purificacéo de biodiesel (SALIC et al.,
2020), extracdo de Oleos essenciais (WU et al., 2021) adsorcéo de corantes (SADIQ
et al., 2021) entre outros. No entanto, a aplicacdo dos DES mais estudada nos ultimos
anos tem sido no pré-tratamento de biomassa lignocelulésica, visando analisar os
efeitos na deslignificacdo da estrutura e aumento no rendimento dos acgUcares da
celulose e hemiceluloses.

Procentese et al. (2015) analisaram diferentes misturas de DESs (cloreto de
colina: glicerol (1:2), cloreto de colina: imidazol (3:7) e cloreto de colina: ureia (1:2))
no pré-tratamento de espiga de milho, quanto a remocao de lignina insolavel. A maior
porcentagem de deslignificacdo obtida foi de 88% utilizando o DES cloreto de
colina:imidazol (razéo 3:7) na temperatura de 150 °C. No mesmo ano, Kumar, Parikh
e Pravakar (2015) estudaram o pré-tratamento de palha de arroz usando cloreto de
colina: &cido latico (1:5), a 60 °C por 12 horas, e obtiveram uma remocédo maxima de
lignina de 60%.

O estudo realizado por Procentese e Rehmann (2018) analisou a influéncia de
diferentes temperaturas e razdes molares entre solido/solvente no pré-tratamento de
pele de café, tanto em funcdo da deslignificagdo quanto no incremento de
carboidratos. Como solvente utilizaram um DES formado por cloreto de colina: glicerol
(razdo 1:2). Os resultados mostraram que a razéo de 1:16 entre biomassa/solvente e
a temperatura de 150 °C geraram a maior deslignificacdo (de 34,02 para 25%), bem
como o0 maior incremento na quantidade de carboidratos.

Tan, Ngoh e Chua (2018) analisaram o pré-tratamento de residuo de palma
com seis diferentes DESs (10 % em massa de s6lido), a 120 °C por 8 horas, com e a
maior deslignificagéo obtida foi de 88% utilizando cloreto de colina:acido latico na
razdo 1:5. Lou e Zhang (2022) também utilizaram cloreto de colina: acido latico como
solvente, porém numa razéo de 1:2, e a biomassa pré-tratada foi palha de trigo, a 150

°C por 3 horas, obtendo um percentual de 20% de deslignificag&o.
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3 ESTADO DA ARTE

A partir do apresentado na revisdo, € importante destacar que através de
buscas em plataformas cientificas (Science direct e Scopus), até 0 momento nao
foram encontrados trabalhos na literatura que avaliaram de modo integrado a
utilizac@o de solventes eutéticos a base de Cloreto de colina: glicerol e Cloreto de
colina: ureia para o pré-tratamento do farelo de arroz desengordurado seguida de
hidrolise com agua subcritica em um sistema semi-continuo.

Alguns estudos da literatura serviram como base para a fundamentacao desta
dissertacéo. Abaide et al. (2019b) utilizaram agua no estado subcritico em modo semi-
continuo para hidrolisar a palha de arroz a uma pressédo de 25 MPa, em diferentes
temperaturas (180 °C, 220 °C e 260 °C) e razdes de solvente/biomassa. Chen et al.
(2018) utilizaram DESs a base de CIC: Gli, na razdo de 1:2, com adicdo de agua e/ou
acido para o pré-tratamento de gramineas e obtiveram uma deslignificacdo de 63%
para amostras pré-tratadas com mistura eutética entre CIC: Gli com adicdo de 20%
de agua em massa e 1% de acido sulfurico. J& o estudo realizado por Nor et al. (2016)
aplicou um DES a base de CIC: ureia, na razdo de 1.2, para pré-tratamento de
residuos de palma e obteve uma remocéo de lignina de 15%.

A integracdo dos processos de pré-tratamento com diferentes misturas de
DESs e posterior hidrélise subcritica, em diferentes temperaturas e razfes
solvente/biomassa, foi analisada por Draszewski et al. (2021) em cascas de arroz. No
estudo, os autores observaram que o pré-tratamento com solvente eutético formado
por cloreto de colina: glicerol (1:2) e 20 % de agua, por 4 horas a 120 °C, provocou
uma deslignificacdo da amostra de 46%, e a eficiéncia de agucares apresentada por
esta amostra apos a hidrolise foi 430% maior que das amostras sem pré-tratamento.

Assim, o presente estudo cientifico possui carater inovador visando agregar
maior conhecimento com relagdo a uma possivel rota tecnologica para a producao de

acucares fermentesciveis e bioprodutos a partir do farelo de arroz desengordurado.
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O artigo em seguida, publicado em perioddico internacional, apresenta a
metodologia desenvolvida no presente trabalho, bem como os resultados obtidos a
partir da aplicacdo do pré-tratamento com solventes eutéticos e posterior hidrélise

subcritica de farelo de arroz desengordurado. O diagrama abaixo (Figura 17) detalha

a sequéncia da metodologia aplicada no estudo.

Figura 17. Diagrama esquematico da metodologia aplicada
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Abstract

Defatted rice bran has potential to processing into ethanol due to its lignocellulosic
composition and agricultural productivity. The composition of the pretreated defeated rice
bran with Deep Eutectic Solvent was investigated aiming the production of sugars and
bioproducts using subcritical water hydrolysis. Changes in the defeated rice bran composition
at different pretreatment times and mixtures of deep eutectic solvent were evaluated by the
derivative of thermogravimetric analysis. The pretreated defeated rice bran presented an
enrichment in the content of hemicelluloses (281.0%) and delignification (59.3 %). Under the
same condition of subcritical water hydrolysis (230 °C/ R-100) the yield of fermentable
sugars increased 2.20 times in the same study time interval (20 min) when comparing

pretreated and untreated defeated rice bran.

Keywords: Choline chloride; Glycerol; Urea; Green solvents; Biomass; Subcritical

conditions.
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1. Introduction

Rice bran is a coproduct obtained during the milling of the outer layer of husked rice
(Oryza sativa L.), constituting approximately 10 wt% (Gul et al., 2015). In terms of world
food production, rice is in third position, behind only sugarcane and corn. In the year 2018,
the world production of rice reached 513 million tons (FAO, 2018). Rice production in Brazil
in the 2020/2021 harvest was 11.75 million tons (CONAB, 2021). Some countries such as
China and India use rice bran as animal feed or as low-cost fuel (Lin at al., 2009). In addition,
rice bran is also used for oil extraction in food industries. Defatted rice bran (DRB) is
considered the main coproduct from the extraction process of the rice bran oil (Zhuang et al.,
2019). It is a secondary coproduct with very low value and is often discarded as agricultural
waste or utilized as animal feed ingredient (Gul et al., 2015; Hata et al., 2008).

The increase in the production of agricultural biomass and the growing demand for
energy and fuels have stimulated new studies using lignocellulosic biomass as a sustainable
source of bioproducts and energy. Specifically, the production of bioethanol and biogas from
such a biomass has been received increasing attention (Abaide et al., 2019a). Considering the
amount of carbohydrates, as cellulose (16 %) and hemicelluloses (29 %), present in the rice
bran, it has a great potential to produce biofuels through fermentation (Sunphorka et al.,
2012). Different processes may be used in order to dissociate cellulose and hemicelluloses
into valuable products. Commonly used processes are dilute acid and enzymatic hydrolysis.
However, the enzymatic route is a high cost and slow process, while acid route produces a
great quantity fermentation inhibitors due to the undesired degradation of sugars in
hydrolysis (Shen et al., 2018).

As an alternative, subcritical water hydrolysis (SWH) has been applied such an
effective process to dissociate cellulose and hemicelluloses. SWH uses water as a safe, non-

toxic and environmentally solvent. Moreover, compared with acid and enzymatic hydrolysis,
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the SWH generates fewer degradation products and requires shorter reaction times (Lachos-
Perez et al., 2016). Studies have applied the subcritical water hydrolysis system to different
biomasses, such as pecan waste (Santos et al., 2020), sugarcane straw (Lachos-Perez et al.,
2017), rice straw and husk (Abaide et al., 2019c, 2019a), in order to evaluate process
variables (temperature, time, pressure, solvent/feed ratio) that affect the yield of fermentable
sugars and bioproducts.

However, the lignin content in lignocellulosic biomass partially hinders conversion to
valuable products due to its heterogeneous and recalcitrant structure (Sunphorka et al., 2012).
Pretreatment of biomass has been shown to be essential to improve the overall efficiency of
the process, as it partially removes lignin from the lignocellulosic structure (Thi; Lee, 2019).
Commonly used pretreatment, such as alkaline and acidic methods, have the disadvantages of
equipment corrosion, chemical recovery or high product purification cost (H. Xu et al., 2020).
In this sense, the development of some pretreatments using green, mild and sustainable
processes for delignification of lignocellulosic biomass have been gaining emphasis, as the
employment of ionic liquid (IL) and deep eutectic solvents (DES). They are a eutectic mixture
composed of two ionic compounds, one hydrogen-bond acceptor and one hydrogen-bond
donor, that are capable of self-association (Procentese et al., 2015). An ideal DES
composition and pretreatment conditions may change from one biomass type to another based
on its lignin content (Procentese; Rehmann, 2018). Choline chloride, glycerol and urea are
constituents of DES studied by some researchers, considered cheap and easy to obtain.
Pretreatment using DES breaks the carbon-carbon and aryl ether bonds of the lignocellulosic
structure (Xia et al., 2018).

The importance of DES in the delignification of lignocellulosic biomass has been
reported in a few studies (Chen et al., 2020; Gundupalli et al., 2022; Thi; Lee, 2019). DES

pretreatment is different from the others since the high solubility of lignin caused by the
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rupture of B-O-4 aryl ether bonds in the presence of chloride ions implies this delignification
(Smink et al., 2019) . Also, Deep Eutectic Solvents (DES) are low cost, environmentally
friendly, biodegradable and non-toxic alternatives when compared to other pretreatments.
DES were applied in the delignification of other coproducts of rice processing, as rice husks
(Draszewski et al., 2021) and rice (Li et al., 2018) straw. From the knowledge of these
authors, no report is available in the literature concerning the employment of DES in SWH of
DRB. Therefore, the present work aimed to study the potential of pretreatments with different
DES for delignification and modification in the cellulose and hemicelluloses contents, in

addition to improve sugars production from sequential SWH of DRB.

2. Materials and methods

2.1  Materials and Defatted Rice Bran preparation

Rice bran (RB) was obtained from a rice agroindustry located in the west of the state
of Rio Grande do Sul - Brazil. The RB was drying at 80 °C for 1 day and was packaged in
plastic films stored at temperature of -5 °C. The n-hexane, choline chloride, glycerol and urea
were supplied by Sigma-Aldrich. Soxhlet extraction was performed from RB according to the
Association of Official Analytical Chemists [23]. The Soxhlet extraction process was
performed until the complete removal of the oil content (extraction assays for 4h, repeated
until cartridge/sample mass was constant) and with a sufficient amount of RB for sequential

use in the subsequent stages of pre-treatment and SWH.
2.2  Deep eutectic solvent synthesis and pretreatment procedure

The methodology for the synthesis of DES mixtures was based on previously studied
work (Chen; Reznicek; Wan, 2018). Shortly, a previous drying of the choline chloride was
carried out at 60 °C for 5 h. Afterward, at 60 °C under agitation (150 rpm), a mixture of

choline chloride and glycerol (Gly) (ratio 1:2) was mixed until the solvent became
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transparent, producing ChCI:Gly. The synthesis of the other solvent (ChCI:U) was carried out
using the same process described above but with urea (U) and ChCI. In order to increase the
conductivity and consequently reduce the solvent viscosity, which favors the diffusion in the
lignocellulosic structure, water was added to the mixtures (Dai et al., 2015). So a mixtures of
DES with 20% water were also prepared and they were named as ChCI:Gly:H20 and
ChCIl:U:H20.

Experimental assays for the pretreatment of DRB using all DES mixtures (ChCI:Gly,
ChCI:Gly:H20, ChCI:U and ChCI:U:H20) were based on previous studies (Draszewski et al.,
2021; Tan; Ngoh; Chua, 2018). Briefly, in a pressure-resistant closed reactor, 10 g of DES
and 1 g of DRB (biomass ratio 1:10 / DES) were mixed, the pretreatment temperature was set
at 120 °C and different intervals of time were evaluated (2, 4 and 6 h). With the reaction
finished, the pretreated material was washed and vacuum filtered with 30 mL with an
acetone:water mixture (1:1, v-v), used to extract the DES from the solid matrix. The

remaining solids were subjected to drying at 100 °C for 24 h and later stored at -10 °C.
2.3 Apparatus and Experimental procedure of subcritical water hydrolysis

The experimental unit used to perform the experiments was the same used in other
studies (Draszewski et al., 2021). Hydrolysis by subcritical water system used for process the
untreated and pretreated DRB was based in a procedure already studied (Abaide et al.,
2019a). Firstly, 2.0 g of DRB were placed inside the reactor (10 mL of useful volume),
constituting the fixed bed. The system was pressurized t010 MPa using high-pressure pump.
For the settled reaction time of 20 min, distilled water was pumped at a predetermined
different constant flow (5 or 10 mL/min), corresponding to a solvent/feed ratio of 50 and 100
g water/g sample, respectively. Two different temperatures conditions were evaluated (230
and 260 °C) and the assays were performed in duplicate. The values of solvent/feed ratio (R)

and temperature were defined from previous studies (Lachos-Perez et al., 2016; Prado et al.,
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2014b; Santos et al., 2020). Sampling of the hydrolyzed solutions was performed as follows:
in the first 4 min, collections every 1 min, from 4 min to 12 min, every 2 min, and from 12 to
20 min, collections every 4 min. The collected solutions were then stored under refrigeration.
Samples were subject to analytic quantification of sugars and bioproducts. The untreated DRB
was also submitted to SWH essay in order to compare the effects of pretreatment on the

composition of the hydrolyzate obtained.
2.4 Solid characterization

Contents of moisture, extractives and ash for untreated DRB were analyzed in
duplicate according to standardized methodology (NREL, 2020). The untreated and pre-
treated DRB had their surface functional groups identified using Fourier transform FT-IR
infrared spectroscopy (IR Prestige 21, Shimadzu, Japan) (range 4000 and 900 cm™).
Thermogravimetric analysis (TGA) (Model DTG60 / 60H, Shimadzu, Japan), was performed
on samples of untreated DRB and on those considered to be the best pretreated samples, in an
adequate time interval (FT-IR as selection criterion). High purity N> was used an operating
flow of 100 mL/min, at a heating rate of 10 °C/min over a range of 100 to 800°C.
Thermograms were derived and sequentially submitted to the integral of the profiles obtained
in order to quantify the composition of cellulose, hemicelluloses and lignin, using a

previously defined method (Carrier et al., 2011).
2.5  Analytical Quantification of Sugars and Bioproducts

The content of sugars and bioproducts was analysed according to the methodology
established in another study (Draszewski et al., 2021). Each sample of the hydrolyzed solution
was conditioned in 2 mL microtubes and centrifuged at 15,000 rpm for 5 min. The
supernatant was filtered on a 0.22 um Polyvinylidenefluoride (PVDF) membrane for
chromatographic analysis. The contents of cellobiose, glucose, xylose, arabinose, formic acid,

acetic acid, and levulinic acid were analyzed by high-performance liquid chromatography
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(HPLC) (Proeminence UFLCXR, Shimadzu, Japan) equipped with a refractive index detector
(RID 10A, Shimadzu, Japan). A Hi-Plex H column (300 mm x 7.7 mm) (Agilent, USA) was
used at 55 °C. As the mobile phase, a solution of H.SO4 5 mM (pH 2.6) prepared with
ultrapure water was used, which was obtained from a Mili-Q ultrapure water system
(Milipore, USA). After preparation, the mobile phase was filtered under vacuum using 0.45
pum and 47 mm diameter porosity cellulose esters (Milipore, USA) and degassed in an
ultrasonic bath (USC-1400, Unique, Sao Paulo). The volumetric flow rate of the mobile phase
was 0.5 mL/min and the volume of injection of samples was 20 pL. The compounds were
separated in the stationary phase and monitored with a refractive index (IR) detector at 30 °C
for a run time of 20 min. The concentrations of each component were obtained by the
correlation between the areas of the chromatograms and standard curves previously
determined by standards of cellobiose, D-glucose, D-xylose and D-arabinose, formic acid,
acetic acid and levulinic acid.

The analytical methodology for the determination of inhibitors (furfural and 5-
hydroxymethylfurfural (HMF)) is described in the sequence. Filtered samples were analyzed
in an HPLC system (Proeminence UFLCXR, Shimadzu, Japan) equipped with a photodiode
array detector (PDA 20-A, Shimadzu, Japan). A Shim-Pak ODS C18 column (Shimadzu,
Japan) was used. A solution of acetonitrile: water (1:4 with 1% (v/v) acetic acid) filtered on
Polyvinylidenefluoride (PVDF) of 25 mm diameter with porosity of 0.22 um (Milipore, USA)
and degassed in an ultrasound bath (USC — 1400, Unique, Sdo Paulo) was used as mobile
phase. The conditions for the analysis were: 10 puL of injection volume, flow rate of 0.5
mL/min, column temperature of 30 °C, wavelength of 280 nm, detector temperature of 30 °C,
and run time of 10 min. The concentrations of each component were obtained by the

correlation between the areas of the chromatograms and standard curves previously
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determined by furfural and HMF standards. The areas of the peaks corresponding to furfural
and HMF were used to calculate their concentration in the samples.
Fermentable sugars yield Yrs and efficiency E were determined by Eq.1 and Eq.2,

respectively.

Ypg = mm—is x100 (1)

— MFs
E =~ x100 2)
Where: mgs is the mass (g) of fermentable sugars (FS) in the hydrolysed solution
composed by glucose, cellobiose, xylose and arabinose, ms is the mass (g) of pretreated DRB
(or untreated DRB) used in the SWH assay, and mcn is the mass (g) of carbohydrates

(hemicelluloses + cellulose).

3. Results and discussion
3.1 Defatted Rice Bran characterization

The moisture, extractives and ash content in untreated DRB were 10.6 + 0.0 %, 27.2 £
2.5% and 12.4 + 0.1 %, respectively. For moisture and ash values, these results are close to
those found in other studies. In these previous studies, the moisture content was around 9.0-
10.0 % (Rafe; Sadeghian, 2017; Sutanto et al., 2017) and the ash content was 10.0 % (Rafe;
Sadeghian, 2017; Tsuchiya; Yoshida, 2017). Different factors can affect the composition of
biomass, such as the harvest, meteorological conditions and soil agronomics (Prado et al.
2014a). Also, knowledge of moisture, extractives and ash content is important, as it was used
in the calculation basis for the determination of cellulose, hemicellulose and lignin contents.
In general, extractives are composed by flavonoids, terpenic and phenolic compounds (Fleig
et al., 2018). Other components present in untreated DRB were lignin (8.63 %),
hemicelluloses (11.56 %) and cellulose (27.81 %). Knowledge of the lignocellulosic

composition of DRB is important as it is the starting point to assess the effect of DES
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pretreatment. Also, the content of cellulose and hemicelluloses were used to calculate the
efficiency (E) in the SWH step. The removal of lignin from the lignocellulosic structure from
pretreatment significantly affects the bioenergetic potential of the biomass, since it influences

the efficiency of the hydrolysis process (Wang; Lee, 2021).
3.2 Pretreatment time effect and lignocellulosic modification

The effect of pre-treatment time, for different solvent mixtures of DES, was evaluated
from changes in functional groups on the surface of untreated and pre-treated DRB (see
supplementary material). The stretches of C-O, C-C and C-OH, related to cellulose, were
found close to the 1100 cm™ band (Xu et al., 2013). Thus, for pretreated samples with all DES
mixtures (except for ChCI:Gly at 6h), the decrease in band at 1100 cm™ indicates a reduction
in cellulose content, which may have occurred due to solubilization on DES pretreatment, and
so, with its removal from the solid. The C=0 stretch (1718 cm1) in unconjugated ketone,
carbonyl and ester groups are related to lignin (da Costa Lopes et al., 2013). For ChCI:Gly
and ChCI:Gly:H20 pretreatments the decrease in band at 1718 cm, indicates a decrement in
lignin content. The delignification was due to the hydrogen bond performed by DES with the
phenolic structure of lignin, which then promote the breaking of the ether bond, dissociating
the structure (Alvarez-Vasco et al., 2016).

The broadband at 3241 cm™ was assigned to the hydroxyl group (O-H), that was an
indicative of hemicelluloses (Peng et al., 2011). Thus, at approximately 3300 cm, the bands
with the highest intensities are related to enrichment in hemicelluloses for all DES mixture
pretreatment (see supplementary material). In pretreatment of 4 and 6h, the greatest intensity
for functional groups of hemicelluloses was obtained (except for ChCl:U:H20). For
pretreating with ChCIl:U:H20, however, the highest intensity was within 2 h of assay. As the

difference in the intensity of the bands for hemicellulose was small, at 4 and 6h, the time
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interval of 4h was selected as the most adequate, and then used the biomass obtained from this
condition for further analysis and sequential step of SWH.

The derivative thermograms (DTG) (Fig. 1.a and Fig.1.b) of samples were obtained by
TGA. For untreated DRB a pronounced peak of 300°C to 370°C appeared, which refers to
cellulose (Cai et al., 2013). When DRB was subjected to pretreatment with all DES an
increase in the hemicelluloses content (175-330°C)(Peng; Wu, 2010) and a reduction in the
cellulose and lignin (370-550°C) (Watkins et al., 2015) content were found (Fig. 1.a and
Fig.1.b). This was also verified according to the FTIR (see supplementary material), with an
increase in the band of 3300 cm™, relative to hemicelluloses and a reduction in the bands of
1718 cm™ (lignin) and 1100 cm* (cellulose). For ChCI:U, the peak intensity related to

hemicelluloses was higher, when compared to the other 3 studied mixture of DES.
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Fig. 1: Derivative thermogravimetric analysis (DTG) of (a) untreated DRB and samples pretreated with
ChCI:Gly and ChCI:Gly:H20, (b) untreated DRB and samples pretreated with ChCl:U and ChCI:U:H20 and (c)
cellulose, hemicelluloses and lignin contents for different DES mixture pretreatment
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According to the methodology reported by literature from the integration and
normalization of the DTG (Fig.1.a and Fig.1.b), it was possible to calculate the composition
of cellulose, hemicelluloses and lignin (Fig.1.c) in untreated and pretreated DRB (Carrier et
al., 2011). The hemicelluloses content in the remaining solid after pretreatment increased for
all studied DES mixtures, from 11.6 % for untreated DRB to a maximum value of 44.3 % for
the essay using ChCI:U. This result was different from that reported by other studies, which
obtained an increase in the cellulose content in the solid fraction, after pretreatment of
different lignocellulosic biomasses (Chen; Reznicek; Wan, 2018; Draszewski et al., 2021;
Procentese et al., 2017). Rice husks were pretreated using DES at 120 °C. The ChCI:Gly:H20
mixture promoted an increase in the cellulose content, which originally raised up from 44.6
% to 71.4 % (Draszewski et al., 2021). Another work evaluated the effect of pretreatment of
Lettuce (Lactuca sativa)(cellulose content of 28.0%) using ChCI:Gly at different temperatures
(80 to 150 °C). The authors obtained an increase in the cellulose content in the essay at 115
°C for 3 h of pretreatment, pretreated biomass with 35.1% of cellulose (Procentese et al.,
2017).

Compared to lignin and hemicelluloses, cellulose is commonly reported as the least
soluble component in DES (Oh et al., 2020), but in this study cellulose showed a high
dissolution in it, remaining a pretreated solid rich in hemicelluloses. This may happen when
cellulose has a high basicity of hydrogen bonding, which implies in a better dissolution of this
lignocellulosic component (Wang; Lee, 2021). The reaction mechanism for cellulose
solubilization from DES pretreatment depends on the breaking of intermolecular hydrogen
bonds and the establishment of hydrogen bonds with the DES groups and the —OH of
cellulose (Chen et al., 2019).

The lignin was dissolved for ChCl:Gly, ChCI:U and ChCI:U:H20O pretreatments and

the most dissolution was of 41.69 % for ChCI:U:H20 pretreatment. Removal in lignin content
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close to that found in this work was also obtained in another study, in which the effect of
pretreatment of rice husks using different DES mixtures was evaluated (Draszewski et al.,
2021).The authors achieved a 42 % delignification using pretreatment with ChCI:Gly mixture
at 120 °C for 4 h. The delignification was attributed to the hydrogen bond between the DES
electronegative halogen anion and lignin, leading to the dissolution of this structure by the
cleavage of the aryl ether (C-O) bonds (J. Xu et al., 2020). In the present work, the solid
remaining from the pretreatment with ChCl:U:H20 was not chosen for the SWH studies,
because in a preliminary test it was operationally unfeasible, due to clogging of the pipes.
Thus considering the enrichment in hemicelluloses and the delignification, the remaining

solid from the pretreatment with ChCl:Gly was used in the SWH essay.
3.3 Hydrolysates composition from subcritical water hydrolysis

The sugar and bioproducts content were analyzed in the hydrolysates obtained at all
regular time intervals of the SWH assay, and the values for the total Yrs and efficiency were
determined by the sum of the aliquots collected until the end of the experiments (Table 1).
The sugar with the highest levels found in the hydrolyzate was xylose, followed by arabinose.
In the hydrolyzed solutions obtained from SWH at 260 °C / R -100 for pretreated DRB, the
content of arabinose (4.59 + 0.38 g/100g biomass) and xylose (5.31 + 0.06 g/100g biomass)
were higher than the contents from untreated DRB. This result is consistent, since pretreated
DRB has a higher hemicelluloses content. Also, as the pretreatment resulted in the
delignification of the biomass, access to hemicelluloses was facilitated and thus there was
greater dissociation into xylose and arabinose. In other studies, some biomasses were also
subjected to SWH, however without any DES pretreatment. SWH at 260 °C, for 20 min was
performed on Defatted grape seed and coconut husk (Prado et al., 2014b). The contents of
xylose in the hydrolyzed solutions of Coconut husk and Defatted grape seeds and Pressed

palm fiber were 1.31 and 0.16 g/100 g sample, respectively. The rice straw was subjected to
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SWH at 260°C for 15 min (Abaide et al., 2019a) and these authors obtained a xylose content
of 0.33 g/100 sample. This may indicate that the pretreatment with ChCI:Gly used in this
study improved the yields in xylose, a sugar from hemicelluloses.

For untreated DRB the sugar content (glucose, cellobiose and arabinose) at SWH at
230°C / R-100 was lower than at 260°C / R-100. According to Table 1, SWH at 260 °C / R-
100 yielded formic and levulinic acid of 5.13 £ 0.91 g / 100g sample and 1.07 £ 0.39 g / 100g
sample, respectively. While for conditions of 230 °C / R-100 (4.23 = 1.02) and 260 °C / R-
100 (0.85 £ 0.39 g/ 100g sample) the formic and levulinic acid contents were lower than the
values mentioned above. Some reports have pointed out that it can be noted that for the higher
temperature, the greater sugar degradation rate, converting glucose in formic and levulinic
acid (Cocero et al., 2018; Prado et al., 2016). It is important to emphasize that it was not
possible to detect the formic acid concentration for the hydrolysates of the pretreated DRB, as
there was a peak overlap in the same retention time for the HPLC analyses. Possibly in trace
amounts some DES was left in the pretreated solids and then carried along into the hydrolyzed
solutions during the SWH.

An interesting assessment is that even with the amount of cellulose reduced by the
pretreatment, the glucose yield of untreated and pretreated DRB, both hydrolyzed at 260 °C /
R-100, was very similar. This can be attributed to the cellulose and lignin contents in the
untreated and pretreated DRB. The untreated DRB presented 27.8% cellulose and 8.6%
lignin, and the DRB pretreated with ChCI:Gly, presented 11.3% cellulose and 6.5% lignin.
Even though the pretreated DRB had a lower cellulose content, as it had a lower lignin
content, facilitating the dissociation of the first structure into glucose was a key point, since
lignin makes the hydrolysis process difficult, as it acts as a barrier to the solvent (Abaide et

al., 2019b), so when the lower content of lignin there can be a higher yield for sugars.
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Table 1. Yields of sugars and bioproducts (g/100 g sample; dry basis) obtained by SWH of pretreated DRB for 20 min.

Component DRB 230 °C/R-100" DRB 260 °C/R-100" 230 °C/R-50 230 °C/R-100 260 °C/R-50 260 °C/R-100
Sugar (g/100g)
Glucose 1.62+0.80 2.90+0.39 3.20+0.01 3.95+1.56 2.02+0.45 2.78 £0.02
Cellobiose 0.75+£0.45 0.33+£0.19 1.37 £ 0.60 1.38+0.32 0.42 £0.07 1.69+0.77
Xylose 2.93+£0.89 2.89+0.01 2.29+1.07 2.57+0.20 243+0.22 5.31+£0.06
Arabinose 0.29+£0.16 0.41+£0.02 144 +0.73 2.67+212 2.24+1.13 459 +0.38
Total 5.60 6.53 8.30 10.57 7.11 14.37

Inhibitors (g/100g)

HMF 0.65+0.21 0.79+0.54 0.01+0.00 0.02 +0.00 0.11+0.04 0.11+0.27
Furfural 0.28 +0.07 0.18+0.10 0.03+0.02 0.02+0.01 0.20+0.03 0.20+0.13
Total 0.93 0.97 0.04 0.04 0.31 0.31

Organic acids (g/100g)

Formic acid 423+1.02 5.13+0.91 - - - -
Acetic acid 1.83+0.98 2.22 +£0.27 0.21 +0.02 0.34 +0.03 0.56 + 0.01 0.53+0.13
Levulinic acid 0.85+0.39 1.07 £ 0.09 0.10 £ 0.00 0.14+0.01 0.27 £0.04 0.33+0.02

Total 6.91 8.42 0.31 0.61 0.83 0.86
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In terms of inhibitors, low values (Table 1) were obtained for HMF (0.01 = 0.00
g/100 g sample) and Furfural (0.03 £0.03 g/ 100 g sample) for pretreated DRB under 230 °C
/ R-50 condition, when compared to untreated DRB submitted at SWH. Aliquots of pretreated
DRB hydrolyzed at 230 °C / R-100 showed lower values for acetic acid (0.34 + 0.03 g/ 100g
sample) and levulinic acid (0.14 = 0.01 g/ 100g sample), a reduction of 5.4 times for acetic
acid and 6.0 times for levulinic acid when compared with untreated DRB submitted at 230 °C
/ R-100. Reduction in levulinic acid content is undesirable as it is an important bioproduct and
can be used as a precursor of additives in fuels, through its conversion into 2-methyl-
tetrahydrofuran and various levulinate esters (Morone; Apte; Pandey, 2015). It is important
to note that for the pretreated DRB submitted to SWH there was an increase in the yield of
fermentable sugars and organic acids, when compared to the same SWH condition, but for
untreated DRB, what is desirable. In the literature, rice husks (RH) pretreated with DES
(ChCI:Gly) submitted to SWH at 230 °C / R-40, also showed an increase in the content of
fermentable sugars and organic acids (Draszewski et al., 2021). For sugars content, there was
an increase from 0.73 g/100g for untreated RH to 6.83 g/100g for pretreated RH. For organic
acids content, a yield change from 0.0 g/100g for the untreated RH to 2.63 g/100g for the

pretreated RH was observed.
3.4  Fermentable sugars yield, efficiency and kinetic profiles

Table 2 shows the yield values of fermentable sugars and efficiency determined by the
sum of the aliquots collected until the end of the experiments (20 min). For the pretreated
DRB, submitted to SWH at 260 °C / R-100, there was the highest (14.37 + 1.12 g/ 100 g of
sample) fermentable sugars yield (Yrs). This Yrs result was 2.2 times greater than that
obtained for the same SWH condition, but using the untreated DRB. The lowest Y rs was for
untreated DRB at 230 °C /R-100 (5.60 £ 1.41 g/100 g of sample). This can be attributed to the

non-dissociation of the cellulose structure into glucose and cellobiose at SWH temperatures in
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the order of 230 °C (Cocero et al., 2018).0n the other hand, hemicelluloses were easily
dissociated into xylose and arabinose at this temperature, and just as untreated DRB had lower
hemicelluloses and higher cellulose content, the Yrs was lower. It is important to highlight
that the fermentable sugars yield of 5.60 £ 1.41g / 100 g sample (obtained for the hydrolysis
of untreated DRB), is a satisfactory value, since within the 100 g of biomass on a dry basis,
there are non-hydrolyzable components, such as extractives (27.2 + 2.5 %), ash (12.4 + 0.1 %)

and lignin (8.63 %), which totalize 58.83 %.

Table 2. Fermentable sugar yield (YFS) and efficiency (E) of SWH of untreated and pretreated DRB at 10 MPa.

Exp Code Solvent/feed

mass ratio (g water/g Temperature Yes E (9/100g
sample) (°C) (9/100g sample)  carbohydrates)
1 230°C/R-50 50 230 8.31+1.19 16.15 £ 2.32
2 230°C/R-100 100 230 10.57+2.18 20.56 + 8.87
3 260°C/R-50 50 260 6.87 £ 0.59 13.84 £1.62
4 260°C/R-100 100 260 1437 +1.12 27.95+2.17
5*  DRB230°C/R-100 50 230 5.60+1.41 14.53 + 3.66
6* DRB260°C/R-100 100 260 6.53 £ 0.62 16.98 + 1.60

* Assay using untreated DRB
YFS: fermentable sugar yield
E: Efficiency

The highest efficiency (Table 2) was 27.95 + 2.17 g/ 100 g of carbohydrates due to
the reduced lignin composition in the pretreated DRB, and also the higher concentration of
hemicelluloses (Fig. 1.c). In a general way, it could be seen that the employment of
pretreatment on DRB increased the yield and efficiency, with their highest values obtained at
solvent/feed mass ratio of 100. Pressed palm fiber was also submitted for SWH and the
highest yield of sugar (2.83 g / 100 g biomass) was obtained at 256 °C for 30 min (Prado et
al., 2014b). Another study obtained a sugar yield of 8.00 g/100g biomass for DRB submitted

to SWH at 210 °C for 20 min (Watchararuji et al., 2008). It is important to note that these
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authors performed the experiment in batch mode of operation, without any pretreatment on
DRB.

The knowledge of kinetic profiles for Yrs is important for an analysis along the
process time (Fig.2.a). In the first 4 minutes, it can be seen that, in general, there was a higher
rate of hydrolysis for all conditions evaluated. For the untreated DRB at 230 °C and 260 °C
with R-100, in the first 4 minutes of SWH, it can be assessed that the hydrolysis rate did not
exceed 0.72 g/ 100 g.min. In the hydrolysis conditions of 230 °C and 260 °C with R-50 for
the pretreated DRB, the hydrolysis rate in the first 4 minutes did not exceed the value of 0.50
g/ 100 g.min. Still evaluating in the first 4 minutes, the maximum hydrolysis rate (1.54 g/
100 g.min) was obtained at 260 °C / R-100, using pretreated DRB. This represents an increase
of 2.15 times in the hydrolysis rate for the first 4 minutes when comparing the untreated with
the pretreated DRB, both subjected to 260 °C / R-100 in the SWH. After 4 min of process, it
may be noted that the hydrolysis rate fell for the conditions with the highest yield in sugars
(230 °C / R-100 and 260 °C / R-100, pretreated DRB), but still remained larger than those
observed for untreated DRB submitted at SWH. Thus, the lower content of lignin on
pretreated DRB may have decreased recalcitrance in the dissociation process of cellulose and
hemicelluloses (Pu et al., 2013). Clearly, for the SWH, the pretreatment in the DRB, implied
in higher rates of hydrolysis, when compared to the untreated DRB. From 12 minutes, for all
conditions evaluated, both untreated and pretreated DRB, presented very low hydrolysis rate,
indicating the end of the carbohydrate dissociation.

With respect to studies reported elsewhere, the SWH process was applied to hydrolyze
rice husk (Abaide et al., 2019c). The authors evaluated the influence of solvent/feed ratio and
temperature on hydrolysis rate. For the 220 °C / R-15 condition in the first 3 min of reaction,
the hydrolysis rate was 2.7 g / 100g.min. SWH was also applied to dissociate lignocellulosic

biomass from defatted grape seed, pressed palm fiber and coconut husk (Prado et al., 2014b).
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The authors obtained the maximum rates of hydrolysis for the coconut husk (0.9 g/
100g.min), defatted grape seed (0.26 g / 100g.min) and pressed palm fiber (0.66 g /
100g.min).

As shown in Figure 2.b, cellulose and hemicelluloses were hydrolyzed into
fermentable sugars with high E values for pretreated DRB at 260 °C / R-100. In the first 4
min of reaction, a hydrolysis carbohydrates rate of 2.75 g / 100 g.min was obtained. The
untreated DRB submitted to SWH at 260 °C / R-100, presented a hydrolysis carbohydrates
rate of 1.89 g / 100 g.min, a difference of 0.86g / 100 g.min from the untreated DRB. The
hydrolysis rate in the first 4 min of SWH at 230 °C / R-100, for the untreated and pretreated
DRB, also showed a difference, however it was lower than to SWH at 260 °C / R-100 rate.
For the untreated DRB submitted to 230 °C / R-100, in the first 4 minutes, 1.21 g /100 g.min
was obtained, while for the pre-treated DRB under the same hydrolysis condition, the
hydrolysis rate was 1 .66 g /100 g.min, a difference of 0.45 g/ 100 g.min. Again, pretreated

DRB presented the highest values of Yrs and efficiency throughout the experiment time.
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Fig. 2: FS yield and efficiency profiles for untreated and pretreated DRB at 10 MPa (accumulated
samples).

A Kinetic profile for sugar and bioproducts molecules is highlighted in Fig.3 and Fig 4.
For pretreated DRB submitted at SWH at 260 °C / R-100, xylose and arabinose kinetic
profiles presented the maximum hydrolysis rate (0.53 g / 100g.min) on the first 8 min of
process. For glucose, the hydrolysis rate up to 8 min of the process was 0.25 g/ 100 g.min,
being reduced to 0.05 g / 100 g.min in the remaining 12 min of the experiment (until 20 min).
The hydrolysis rate for xylose and arabinose from untreated DRB subjected to the same
condition (260 °C / R-100) was much lower, equal to 0.33 and 0.04 g / 100 g.min,
respectively. This is expected, since at 260 °C there is a higher rate of cellulose dissociation
and greater degradation of the sugars (xylose and arabinose) of the hemicelluloses into
organic acids (Cocero et al., 2018). Thus, the hydrolysis rate for these sugars was improved

when comparing SWH using untreated and pretreated DRB.
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Fig. 3. Kinetic profiles of glucose, cellobiose, xylose and arabinose (accumulated samples) for untreated and
pretreated DRB at 10 MPa.

In Figure 4, at 260 ° C/ R-100 condition, the hydrolysis rate in the first 5 min for acetic
acid was higher for untreated DRB (0.23 g / 100g.min) when compared to pretreated DRB
(0.03 g/ 100 g.min). Acetic acid can reduce the capacity of microorganisms to produce
ethanol (Vedovatto et al., 2021), so the pretreatment condition of 260 °C / R-100 which
presented higher yields in sugars and lower acetic acid content, is interesting for favoring the

viability of this strategy in ethanol production.
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Fig. 4. Kinetic profiles of bioproducts (accumulated samples) for untreated and pretreated DRB at 10 MPa.

For the SWH assays, in all the conditions studied, which used pretreated DRB, the
hydrolysis rate of the byproducts remained constant over 20 min, demonstrating that if the
reaction continued, these molecules would still be produced but at very low contents. For
pretreated DRB in all experimental conditions evaluated for SWH, the kinetic profile for
HMF and furfural presented lower value, when compared to untreated DRB submitted to

SWH at 230 °C and 260 °C. The reduction in the lignin content reduces the recalcitrance of
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lignocellulosic biomass, facilitating the hydrolysis of carbohydrates and reducing the
degradation of fermentable sugars into inhibitors, as there is greater access to the solvent at
that time of residence evaluated (Prado et al., 2016). There was rapid degradation of cellulose
and hemicelluloses, associated to a high acetic acid content, in the first 5 min for all SWH
conditions for untreated DRB. For pretreated DRB the hydrolysis rate of inhibitors was

constant.

4. Conclusion

In this work, four DES were employed in pretreatment of DRB. A high hemicelluloses
content (44.1 %) and delignification degree (2.45) were found using ChCl:U:H20 at 120 °C
during 4h. Pretreated DRB with ChCI:Gly presented high Yrs (14.37 £1.129/100 g
biomass) at 260 °C /R-100. For untreated DRB at the same SWH condition, Yrs was 6.53 +
0.62 g/ 100 g biomass. This indicates a 2.20 increase in Yrs using pretreated DRB. Thus,
DES pretreatment may be a promising alternative for delignification and enrichment in

hemicelluloses. The sequential SWH demonstrated potential to obtain fermentable sugar.
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5 CONCLUSOES GERAIS

O farelo de arroz desengordurado, devido a sua composicéo lignoceluldsica,
com teor de carboidratos de 39,37%, e baixo teor de lignina (8,63%), apresenta
potencial uso em processamentos para obtencdo de acgUcares fermentesciveis e
bioprodutos. O uso dos solventes eutéticos demonstrou eficacia na deslignificagcéo e
no enriquecimento nos teores de hemiceluloses. A mistura composta por Cloreto de
colina: Ureia e agua gerou o maior enriquecimento do teor de hemiceluloses (44,1%)
e grande capacidade na reducao do teor de lignina (3,56%). Entretanto, a utilizacao
da biomassa restante deste pré-tratamento mostrou-se operacionalmente inviavel em
testes preliminares, devido ao entupimento de tubulacdes observado durante o
processo de hidrdlise. Portanto, o DES que se mostrou mais adequado para o pré-
tratamento do farelo de arroz desengordurado foi o formado por Cloreto de
colina:Glicerol, no tempo de 4 horas, apresentando um grau de deslignificacao de 1,3
vezes, um conteudo de celulose de 11,3% e um teor de hemiceluloses de 40,1%.

O farelo de arroz desengordurado in natura e aquele obtido a partir do pré-
tratamento com a mistura de cloreto de colina: glicerol foram submetidos,
separadamente, aos ensaios de hidrdlise subcritica, com o intuito de comparar o efeito
do pré-tratamento sob os perfis cinéticos e no rendimento de acUcares
fermentesciveis e bioprodutos (acidos organicos e inibidores). Na condicao de
hidrolise subcritica com temperatura de 260 °C e razéo de 100 solvente/alimentacéo,
0S ensaios que utilizaram farelo de arroz desengordurado in natura e pré-tratado
apresentaram rendimentos em agucares fermentesciveis de 6,53 + 0,62 e 14,37+1,12
g/100 g de biomassa, respectivamente. Dessa forma foi obtido um aumento de 120%
no rendimento de acucares quando comparadas as amostras in natura e pré-tratadas.
Os inibidores, por sua vez, diminuiram de forma consideravel quando submetidos a
condicdo relatada acima, apresentando rendimentos de 0,97 + 0,64 g/100 g de
biomassa e 0,31 + 0,4 g/100 g de biomassa para as amostras in natura e pré-tratada,
respectivamente. A partir deste estudo pode-se observar que o uso dos solventes
eutéticos no pré-tratamento de farelo de arroz desengordurado apresentou grande
potencial, visando o aumento no rendimento de aglcares fermentesciveis obtidos

através da hidrolise subcritica.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Estudar a recuperacao dos solventes eutéticos e seu reuso;
» Analisar os teores de lignina soluvel e oligbmeros da celulose na fase

solubilizada pelo solvente eutético;
» Avaliar 0 uso de farelo de arroz desengordurado pré-tratado no processo de

hidrélise enzimética.
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