UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE
PROCESSOS

Hidrolise acida e enzimatica de casca de arroz usando
tecnologias alternativas

DISSERTACAO DE MESTRADO

Jéssica Machado Moscon

Santa Maria, RS, Brasil
2014



Hidrolise acida e enzimatica de casca de arroz usando
tecnologias alternativas

Jéssica Machado Moscon

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia de
Processos, Area de Concentragio em Desenvolvimento de Processos
Agroindustriais e Ambientais, da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM,
RS), como requisito parcial para obtencdo do grau de
Mestre em Engenharia de Processos.

Orientador: Prof. Dr. Marcio Antonio Mazutti
Co-orientador: Prof. Dr. Adriano Cancelier

Santa Maria, RS, Brasil
2014



Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Tecnologia
Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia de Processos

A Comissdao Examinadora, abaixo assinada,
aprova a Dissertacdo de Mestrado

Hidrolise &cida e enzimatica de casca de arroz usando tecnologias
alternativas

elaborada por
Jéssica Machado Moscon

como requisito parcial para obtengdo do grau de
Mestre em Engenharia de Processos

COMISSAO EXAMINADORA:

Marcio Antonio Mazutti, Dr. (UFSM)
Presidente/Orientador

Adriano Cancelier, Dr. (UFSM)

Marli Comassola, Phd. (UCS)

Juliana R. F. da Silva, Dr. (UFSM)

Santa Maria, 31 de marco de 2014.



“Nunca deixe que lhe digam que ndo vale a pena
Acreditar nos sonhos que se tem

Ou que seus planos nunca vao dar certo

Ou que vocé nunca vai ser alguém

Tem gente que machuca os outros

Tem gente que ndo sabe amar

Mas eu sei que um dia a gente aprende

Se vocé quiser alguém em quem confiar

Confie em si mesmo

Quem acredita sempre alcanca...”

(Mais uma vez, Legido Urbana)



DEDICO

A Deus, a meu esposo e meus familiares, por todo amor

e carinho.

OFERECO
A0 meu esposo Luiz Henrique e ao meu pai Celso que

sempre me apoiaram e me deram estruturas para chegar até aqui.



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao grande Arquiteto do Universo, que é Deus, pelo merecimento ao dom da
Vida;

Ao meu amor e esposo Luiz Henrique pelo companheirismo, carinho e incentivo em
todos 0s momentos durante esses dois anos de mestrado, com certeza ele foi quem mais me
incentivou durante esta caminhada;

Aos meus pais Maria Goreti (in memorian) e Celso Ricardo por todo o amor, carinho e
apoio incondicional em todos os momentos da minha vida.

A minha irma Gi, que mesmo distante na maioria do tempo, sempre esteve do meu
lado torcendo por mim;

A0S meus sogros, que me acolheram em sua casa como filha e estiveram comigo
durante esses dois anos;

Ao meu orientador e professor e como nédo dizer amigo o Dr. Marcio Antonio Mazultti,
por me orientar, me ensinar e me acompanhar em todos os momentos da elaboracdo dessa
dissertacéo, serei eternamente grata pela ajuda e oportunidade a mim concedida;

Ao meu co-orientador Adriano Cancelier pela orientagéo;

Aos colegas de laboratério que muito ajudaram durante os experimentos, e também
aos demais colegas, pelo companheirismo e amizade durante todo esse periodo;

Ao0s amigos e a todos que de uma forma ou de outra, colaboraram no desenvolvimento
deste trabalho;

A Universidade Federal de Santa Maria por me proporcionar uma formacdo de
qualidade;

Ao PPGEPro, CNPq e a CAPES pelo apoio institucional e financeiro;

Meus sinceros agradecimentos.



RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia de Processos
Universidade Federal de Santa Maria

HIDROLISE ACIDA E ENZIMATICA DE CASCA DE ARROZ USANDO
TECNOLOGIAS ALTERNATIVAS
AUTORA: JESSICA MACHADO MOSCON
ORIENTADOR: MARCIO ANTONIO MAZUTTI
CO-ORIENTADOR: ADRIANO CANCELIER
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 31 de Marco de 2014.

A casca de arroz é um residuo agroindustrial bastante abundante no estado do Rio Grande do
Sul, deste modo a mesma vem sendo sugerida e estudada para ser usada como material
lignocelulésico em hidrolises para a producdo de aclcares fermentesciveis. Entretanto,
processos de hidrolises na maioria das vezes ndo possuem um alto rendimento o que torna o
processo ainda mais caro e inviavel. Dentro desse contexto o presente trabalho teve o intuito
de realizar um estudo onde avaliou hidrolise acida e enzimética da casca de arroz para a
obtencdo de agUcares fermentesciveis utilizando algumas tecnologias alternativas, como o
banho de ultrassom e CO, supercritico para aumentar os rendimentos de acUcares. Os ensaios
foram realizados em diferentes condicdes de temperatura, concentracdes de acido e umidade,
pressdo e concentracGes de enzima do meio. Na hidrélise acida convencional obteve-se um
rendimento de 113,0 g.kg™ e na hidrélise 4cida assistida por ultrassom o rendimento foi de
162,0 g.kg™, com base nesses resultados dos rendimentos de actcares foi possivel concluir
que o uso do ultrassom intensificou o processo ocorrendo um aumento do rendimento em
cerca de 43% quando comparado com o rendimento de agucares fermentesciveis da hidrolise
convencional. J& na hidrolise enzimatica utilizando o CO, Supercritico o rendimento foi de
4.2 g.kg™* enquanto que o rendimento da hidrélise enzimatica convencional e assistida por
ultrassom foi de 16 g.kg®, neste caso o uso do CO, supercritico ndo foi uma alternativa
promissora, uma vez que a mesma causou uma desnaturacdo das enzimas causando uma
diminuig&o na eficiéncia do processo.

Palavras chaves: casca de arroz, residuo agroindustrial, hidrolise &cida, hidrolise enzimatica,
tecnologia alternativas, ultrassom, CO, supercritico.



ABSTRACT

Master Dissertation
Graduate Program in Process Engineering
Universidade Federal de Santa Maria

ACID AND ENZYMATIC HYDROLYSIS OF RICE HULLS USING
ALTERNATIVE TECHNOLOGIES
AUTHOR: JESSICA MACHADO MOSCON
ADVISER: MARCIO ANTONIO MAZUTTI
CO-ADVISER: ADRIANO CANCELIER
Defense Place and Date: Santa Maria, March 31 ™, 2014.

Rice husk is a fairly abundant agro-industrial waste in the state of Rio Grande do Sul, hence
the same has been suggested and studied to be used as in lignocellulosic hydrolysis to produce
fermentable sugars material. However, processes of hydrolysis in most cases are more
expensive and impractical. In this context, this work aimed to study which evaluated acid and
enzymatic hydrolysis of rice hulls to obtain fermentable sugars using some alternative
technologies such as ultrasound and supercritical CO, to increase the yields of sugars. In the
acid hydrolysis, the yields obtained at optimized conditions were 113.0 and 162.0 g.kg™ for
conventional and ultrasound-assisted hydrolysis, where the yield obtained by ultrasound-
assisted hydrolysis was around 43% higher than for the conventional hydrolysis. In the
enzymatic hydrolysis, it was evaluated the use of supercritical CO, as co-solvent and
ultrasound-assisted hydrolysis and the results were compared with conventional procedure.
Maximum vyield of fermentable sugar obtained was about 16 g.kg™using conventional or
ultrasound-assisted hydrolyses. The yield obtained in the hydrolysis using supercritical CO,
as co-solvent was around 4.2 g.kg™. Enzymatic hydrolysis using conventional procedure
showed to be the best alternative to obtain fermentable sugar from rice hulls since the
innovative technologies employed did not lead to better results. For acid hydrolysis, it was
possible to obtain high yield using less acid and low temperature, in a manner that ultrasound
can be used as a device for process intensification.

Key words: rice husk, agroindustrial residue, acid hydrolysis, enzymatic hydrolysis,
alternative technology, ultrasound, supercritical CO,.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Esquema estrutural simplificado das fibras do material lignocelulésico ( SILVA,

140 ) ) TSROSO 15
Figura 2: Producédo de casca de arroz, as colunas verdes estdo a producéo, e a linha vermelha
diz respeito a area ocupada. (PEREIRA, 2014)........ccocoiiiiiiiireneee e 16

Figura 3: Constituicdo da casca de arroz. ( PEREIRA, 2014)........ccccooveieiieiiieiecee e 17



SUMARIO

1 INTRODUGAWO. ...t 11
1.1 EStrutura da diSSEIrTAGA0D..........couiieieieieeite ittt 13
@ o] 11 ()0 LSRR 14
1.2.1 ODJEUIVO GEIAL ... 14
1.2.2 ODjJEtiVOS ESPECITICOS .. .cuviiiiiiieeie ettt reete e nre e e e 14
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA.......ooooecoeeeeeeoeeeeeeeeeevoeeeeeeeeseeesssseesesseeesseeeens 15
2.1 Material HGNOCEIUIOSICO .......cveviiiiieiieiiciee s 15
2.2 Casca de Arroz como Residuo Agroindustrial...........c.cccooiveiiiiieeiv e 16
2.3 Tecnologias usadas para a Hidrolise de Materiais Lignoceluldsicos........................ 18
2.3.1 HIArOIISE ACIUA.......vecveveceeeeeeeee et en sttt 18
2.3.2 HIidrolise ENZIMALICA ......coveieiiieiie ettt sttt st sbe e eneas 21
2.3.3 Hidrolise Assistida por UIFaSSOM ..........ccviieieiiiinieieese et 23
2.3.4 Hidrolise utilizando FIUid0S SUPEICIITICOS .....cvviieiierieieseerie e see e 27
2.4 ConsideragOes acerca do estado da arte.........cccceevveiieiiieiie s 30

3 ARTIGO 1: Hydrolysis of rice hulls using phosphoric acid to obtain
fermentable sugars using conventional and ultrasound-assisted

TECNNOIOGIES. ... 33
L AB ST R A CT e e e e e e e e e e e e b b e e e e e e ara e e e e aaaraeas 33
07 1« ol (U101 { o] o PR RRUPRTP 34
3.3 Material and MEthOAS ...........coveiiiieiecce e 35
3.3.1 RESUILS aNd DISCUSSION .......vieiieiiieeiiee ittt ettt e e e et e e e e sreeaneas 37
3.3.2 CONCIUSIONS .....vvieieeiiie ettt ettt ettt s b et e e st e e ebe e s aa e e beesaeeebeeaaeeebeesnneesanesneas 40
3.3.3 ACKNOWIEAGEMENTS ...ttt e et e e naaeaneas 40
3.3 A RETEIEICES ... et e et e e nraeanrs 40
4 ARTIGO 2: Enzymatic hydrolysis of rice hulls to obtain fermentable
sugars using innovative teChNOIOGIES............ccccoeviveiiiiiiceeeeee e 49

AL ABSTRACT ..ottt s b e s b et e ae et e et e b e s beebeereereeneenes 49
i 1 o1 1 oo [1od A o] o PSSRSO 50
4.3 Material and MEtNOAS ..........coiieiiie e 52
4.3.1 ReSUILS aNd DISCUSSION ......ccvviivieiiiie ittt ste ettt te et re et nae e sreesre e nnas 54
O T O] (o] [V 1] o] PSSRSO 57
=] (= =] TSRS 58
5DISCUSSAO INTEGRADA ... ooooooeeeeoeeeeeeeeeeeoeeeseeeeeseeesseseesesseeessseesseseenns 67
6 CONSIDERACOES FINAIS E SUGESTOES ..o, 69

TREFERENCIAS.......coooooooeeeeeeeeceeeeeesee oo ssessssseesssosessessssseesssssessssssseesssssnes 70



11

1. INTRODUCAO

Caracterizados por um crescimento exacerbado da populacdo e pela exploracéo
indiscriminada dos recursos naturais, observa-se uma clara tendéncia de esgotamento de
recursos. A partir deste fenébmeno € possivel prever que, em um curto prazo de tempo, isso
acarretard a falta de elementos essenciais para a subsisténcia humana, especialmente
alimentos e combustiveis. Com isso, parece claro que a biomassa serd, num futuro muito
préximo, a principal fonte de recursos tanto para obtencdo de alimentos como para a producgéo
de combustiveis (REYES, 1998). Dentro desse contexto, os materiais lignocelulésicos
ocupam um lugar de destaque, devido a sua abundancia e seu carater renovavel, tais como
bagaco de cana de acUcar, casca de arroz, algumas espécies de madeira, etc (SINGH et al.,
2014).

O sistema energético internacional € fortemente dependente de combustiveis fosseis
(carvdo, petro6leo e gas), pois cerca de 80% do consumo mundial de energia se origina dessas
fontes; o consumo apresenta um crescimento anual de cerca de 2% (média em 20 anos) e
cresceu 3,1% ao ano nos ultimos 5 anos (GOLDEMBERG, 2008). Devido a esta situacao, a
busca por combustiveis alternativos levou alguns paises a optar por biocombustiveis. Em
termos de Brasil, o principal biocombustivel é o etanol produzido pela fermentacdo de
acucares de cana-de-agUcar. Uma outra via para a producdo de etanol é pela hidrélise de
biomassa celuldsica, com geracdo de glicose, a qual pode ser fermentada gerando etanol de
segunda Geracdo (OGEDA, 2010).

Segundo Ogeda (2010), a biomassa celulésica € composta por cadeias de celulose
(polissacarideo formado por moléculas de glicose ligadas através de ligacBes glicosidicas
-1,4) unidas entre si por ligac6es de hidrogénio, essas longas fibras celuldsicas s&o, por sua
vez, recobertas por hemicelulose (polissacarideos ramificados formados principalmente por
D-xilose com pequenas quantidades de L-arabinose, D-glicose, D-manose, D-galactose, &cido
glucurémico e acido manurénico) e ligninas (redes poliméricas tridimensionais formadas por
unidades fenilpropano interligadas). As porcdes celulosicas e hemicelulésicas da biomassa,
representando em torno de 40-50% e 20-30% do peso seco das plantas, respectivamente, séo
polissacarideos que podem ser hidrolisados a aglcares fermentados.

A casca de arroz em especial, que foi o residuo agroindustrial que utilizamos em nosso
trabalho, é um residuo bastante abundante em termos de Brasil sendo ele o segundo maior
produtor mundial de arroz, e o estado do Rio Grande do Sul em especial € o maior produtor

de arroz no Brasil sendo responsavel por cerca de 50% de toda a producdo brasileira
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(HICKERT, 2010; LORENZETT et al., 2013). O arroz é uma cultura de suma importancia e é
produzida no mundo todo. Anualmente cerca de 500.000 toneladas de arroz sdo produzidas no
mundo, e para cada quilograma de arroz colhidas cerca de 20-33% de casca de arroz sao
geradas. A casca de arroz contém 28,6% de celulose, 28,6% de hemicelulose, lignina e 24,4%
de 18,4% de matéria extrativa aproximadamente (PORTUMARTHI et al., 2013).

Entretanto, a tarefa de hidrolisar materiais lignocelulésicos ainda é complexa, devido a
dificil digestibilidade da celulose e por outros fatores fisico-quimicos e de estrutura. Dessa
forma o pré-tratamento é de suma importancia para a obtencdo de acUcares fermentesciveis na
hidrélise, uma vez que tem como funcdo quebrar a estrutura da lignina e celulose para
melhorar 0 acesso das enzimas na hidrolise. Porém, esta etapa possui uma problematica em
relacdo ao alto custo do processo. Com isso alternativas voltadas para este contexto em
combinar as etapas de pre-tratamento e hidrdlise em uma Unica etapa através da utilizacao de
fluidos pressurizados pode ser uma possibilidade (SILVA, 2010; ALVIRA et al., 2010).

Segundo Aguiar (2010), a hidrolise de materiais lignocelulésicos pode ser feita por via
qguimica ou via enzimatica. Mesmo que a hidrolise acida de biomassa seja eficiente e,
relativamente, possua um menor custo, gera residuos poluentes e, na maioria das vezes,
produtos que acabam por inibir uma fermentagdo posterior. Em consequéncia disso, a
sacarificacdo enzimaética tem sido objeto da maioria dos estudos, j& que processos enzimaticos
oferecem potencial de reducdo de custos ao longo prazo. A utilizagdo de enzimas em
processos industriais muitas vezes pode eliminar o uso de temperaturas elevadas, solventes
organicos e condicdes extremas de pH, sendo que, ao mesmo tempo, oferece um aumento da
especificidade da reacdo e da pureza do produto, além de reduzir o impacto ambiental
(CHERRY e FIDANTSEF, 2003).

Existem alguns estudos onde apontam a descoberta de que enzimas podem manter a
atividade biocatalitica em altas pressdes, incentivando o uso sob condigdes sub e
supercriticas. Dessa maneira, 0 uso de solventes pressurizados pode ser uma maneira
interessante para conduzir reagfes enzimaticas (SILVA, 2011). Outra tecnologia bastante
interessante para ser usada em reagdes de hidrdlise é o ultrassom, que na Gltima década surgiu
como uma opcao de processamento aos tratamentos convencionais em processos de alimentos
e de biotecnologia, seus efeitos quimicos e fisicos surgiram a partir do colapso por cavitagéo,
que produz condicBes extremas localmente e, portanto, induz a formacdo de espécies
quimicas que ndo sdo facilmente obtidas em condi¢gBes convencionais, dirigindo uma
reatividade articular, fazendo com que o colapso das bolhas de cavitacdo e a onda de choque

resultante proporcionem uma eficiente agitagdo aumentando as taxas de reacdo e, portanto,
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tornando-se uma ferramenta Gtil em reac¢6es enzimaticas (SOUZA et al., 2013). Fazendo-se 0
uso de ultrassom com uma poténcia apropriada ocorre 0 aumento a atividade da enzima,
intensificando o tratamento enzimatico do substrato celulosico, melhorando assim a
transferéncia de massa e difusividades de enzima e substrato (SILVA et al., 2013).

O uso do &cido fosforico nos Gltimos anos vem ganhando espaco nas reacGes de
hidrélise de materiais ligniceluldsicos, isso devido a inUmeras vantagens tais como a sua
toxidade, 0 mesmo se trata de um acido seguro e atoxico, além de ser barato, outra vantagem
interessante é que o HsPO, depois da neutralizacdo do hidrolisado com NaOH forma o sal
fosfato de sddio, este sal por sua vez pode permanecer nos hidrolisados sendo utilizado depois
como nutriente por micro-organismos na fermentacdo (NEGRO et al., 2014; GAMEZ et al.,
2006).

Outra vantagem da utilizacdo do Acido Fosforico esta relacionado com o processo de
filtracdo para a remogdo dos sais, utilizando o &cido fosforico esta etapa é desnecessaria,
levando em consideracdo isto no processo 0 mesmo tende a ter uma melhoria quanto a
rendibilidade, gerando um impacto benéfico ao meio ambiente pois o sal formado ndo sera
um desperdicio (WERLE et al., 2013, GAMEZ et al., 2006).

Uma maneira interessante de se obter rendimentos melhorados seria intensificar o
processo com o uso da energia ultrassonica, isto foi observado no trabalho de hidrdlise acida
com acido fosférico da folha da palmeira onde o autor obteve um rendimento de 74% de
actcar com o uso do ultrassom enquanto que sem o ultrassom o rendimento foi de 68%
(WERLE et al., 2013).

1.1 Estrutura da dissertacédo

A presente dissertacdo encontra-se organizada na forma de artigos cientificos. O
capitulo dois apresenta a Revisdo Bibliografica desse trabalho, que aborda as informacGes
técnicas necessarias a compreensdo e ao embasamento do estudo. No capitulo trés encontra-se
o artigo intitulado Hydrolysis of rice hulls using phosphoric acid to obtain fermentable sugars
using conventional and ultrasound-assisted technologies , referente aos resultados da primeira
parte experimental do trabalho, que abrange a hidrolise acida da casca de arroz utilizando o
banho de ultrassom, fazendo nele uma avaliacdo dos efeitos da hidrdlise acida convencional e
hidrolise acida com banho de ultrassom. O capitulo quatro apresenta o segundo artigo,
intitulado Enzymatic hydrolysis of rice hulls to obtain fermentable sugars using innovative
technologies com os resultados da segunda parte experimental do trabalho, onde sdo avaliados

e comparados os efeitos da hidrdlise enzimatica utilizando CO, Supercritico. No capitulo
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cinco serd realizada uma discussdo de forma integrada, onde se procura relacionar os
resultados dos dois artigos apresentados anteriormente. No sexto capitulo serdo apresentadas
as consideraces finais, onde estdo descritas as principais conclusdes obtidas no decorrer do
trabalho. O sétimo capitulo apresenta sugestdes para o desenvolvimento dos préximos
trabalhos e, no dltimo capitulo, estdo identificadas as referéncias bibliogréficas.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo geral

O principal objetivo do presente trabalho foi realizar hidrélise acida e enzimatica de

casca de arroz utilizando tecnologias alternativas, como ultrassom e CO, supercritico.

1.2.2 Objetivos especificos

e Realizar hidrdlise acida e enzimatica da casca de arroz por processo convencional;

e Realizar hidrdlise &cida e enzimatica da casca de arroz utilizando o banho de
ultrassom;

e Avaliar a hidrdlise enzimatica de casca de arroz usando o CO, supercritico como meio
reacional;

e Comparar os rendimentos de acUcares fermentesciveis das hidrolises da casca de arroz.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente revisdo bibliografica procurou abordar, inicialmente, 0s aspectos
relacionados a composi¢do do material celulésico, dando énfase para o residuo utilizado no
trabalho que foi a casca de arroz. Apds sera apresentado o estado da arte para as tecnologias
avancadas usadas na dissertacdo, que sdo os fluidos supercriticos e ultrassom e, por fim, uma
explanacdo sobre hidrolise acida assistida por ultrassom e hidrdlise enzimatica utilizando CO,

supercritico.

2.1 Material lignocelul6sico

A composicdo dos residuos lignocelul6sicos € muito varidvel, pois os constituintes
possuem caracteristicas quimicas semelhantes as da madeira e sdo identificados em diferentes
quantidades percentuais, dependendo da sua espécie e de suas condi¢Bes de crescimento. A
biomassa lignocelulosica é composta de celulose (~35-50%), hemicelulose (~20-35%),
lignina (~10-25%), além de pequenas quantidades de outros componentes (extrativos) (~5-
20%) (RABELO, 2007), sua estrutura pode ser observada na Figura 1 .

J P,

“Jfﬁf’;'/f:“",.&-’;”" Hemicelulose

—

—

Figura 1: Esquema estrutural simplificado das fibras do material lignocelulésico (SILVA, 2010).

A conversdo da biomassa lignocelulosica em etanol € um oportunidade valiosa para a
seguranca energética, além de reduzir o déficit comercial e a emissdo dos gases responsaveis

pelo efeito estufa (SINGH et al., 2014). H& uma crescente preocupagdo com as enormes
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quantidades de residuos agroindustriais, como casca de arroz que, devido a disposicao
inadequada, estdo causando danos ao meio ambiente (BELIVAQUA et al., 2014).

Existem inimeros residuos agricolas disponiveis para usar na conversao da biomassa,
tais como o bagaco de cana de agUcar, casca de arroz, algumas espécies de madeira, palha de
arroz, palha de trigo, entre outros (SINGH et al., 2014). O aumento das areas de plantio afeta
0 ambiente de forma consideravel devido ao montante desses residuos acumulado no meio
ambiente em decorréncia da producdo agricola excessiva, além de representarem também uma
perda potencial de recursos enérgicos, uma vez que sao passiveis de biotransformacdes,

podendo ser usados como fontes de combustiveis (HICKERT, 2010).

2.2 Casca de Arroz como Residuo Agroindustrial

Residuos lignocelulésicos agroindustriais, como a casca de arroz constituem fontes
renovaveis, abundantes e de baixo valor econdmico, disponiveis para a biotransformacao em
produtos com valor agregado (MONTIPO et al., 2013). Nas ultimas décadas tem se visto uma
atencdo especial em relacdo a casca de arroz, ja que a mesma existe em grande quantidade e é
livre para a utilizacdo (HELLO et al., 2014; JOHAR et al.,, 2012). O arroz cujo nome
cientifico é Oryza sativa é um cereal explorado por todos os continentes e consumido em todo
o mundo, destacando-se por estar presente na dieta basica de quase toda a populagdo, fazendo
parte da base alimentar tanto de regiGes desenvolvidas como nas em desenvolvimento

(CECHIN et al., 2013). Na figura a seguir, encontra-se a producéo global de arroz com casca.
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Figura 2: Producdo de casca de arroz, as colunas verdes estdo a producdo, e a linha vermelha diz respeito a area
ocupada. (PEREIRA, 2013).
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Segundo Lorenzett et al., (2012), o Brasil, em especial o estado do Rio Grande do Sul,
é um grande produtor de arroz a nivel mundial. Esse grdo é um alimento de grande potencial,
ocupando um lugar especial na mesa dos brasileiros. Para que esse alimento possa chegar a
mesa de todos os brasileiros é preciso que seja produzido em grande escala e posteriormente
seja beneficiado, ou seja, € preciso descascar e tratar o grdo em inddstrias de beneficiamento
para que ele possa, sé entdo, ser encaminhado ao comércio para venda ao consumidor final.
Entretanto, nesta fase onde esse produto é beneficiado e classificado, além do arroz, também
sdo gerados muitos residuos, onde a casca do arroz se destaca, principalmente devido ao
grande volume gerado e pela demora para absor¢do natural quando langada no meio ambiente.

Segundo o terceiro prognéstico de producdo para o arroz em casca divulgado pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) indica uma colheita de 12.254.085
toneladas na safra 2013/14, o que representara aumento de 4,2% sobre a temporada 2012/13,
sendo assim o estado do Rio Grande do Sul, maior produtor nacional, contribuira com 69,1%
da producéo do cereal (PLANETA ARROZ, 2014).

Outra proposta com objetivos bastante interessantes que esta sendo estudada no Rio
Grande do Sul é o uso do arroz para a producdo de etanol com a construcdo de grandes
unidades industriais, a partir desta noticia é possivel observar o grande foco que esta voltado
para o uso do arroz para diferentes finalidades, dentre as mais vistas estdo a producdo de
etanol a partir do grdo e dos residuos do grdo (NOVA CANA, 2013).

A composicdo da casca de arroz geralmente apresenta teor de cinza na faixa de 13,2 a
21%, essas cinzas por sua vez sdo constituidas basicamente de 80 a 90% de silica (SiO;) e 0
restante da composi¢cdo sdo compostos inorganicos. Entretanto os componentes organicos
principais presentes na casca de arroz sdo a celulose, a hemicelulose e a lignina,
representando um teor de 34,5 a 45,9%. O material restante € composto por proteinas,
carboidratos e gorduras. Dentre as caracteristicas da casca de arroz, podemos citar a sua
fibrosidade, a abrasividade e o baixo teor de nutriente na sua composicdo (PINTO e
CALLONI e SILVA, 2013). Segue a figura, com a constitui¢do da casca de arroz.

Figura 3: Constituicdo da casca de arroz (PEREIRA, 2013).
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A casca de arroz € um subproduto da industria de moagem de arroz, e representa cerca
de 20% em peso bruto de arroz. A mesma contém uma elevada concentracdo de celulose
aproximadamente de 40 a 60%, e € um residuo amplamente disponivel a um custo
relativamente baixo. Devido a sua natureza recalcitrante, a conversédo direta de casca de arroz
geralmente resulta em baixo rendimento do produto (SHI et al., 2013; HUANG et al., 2013).
Devido a esse fator, é necessario realizar o pré-tratamento para poder interromper
parcialmente a estrutura recalcitrante para alcancar deslignificacio da biomassa
lignoceluldsica, tornando desta maneira o substrato solido mais acessivel a enzima ou
microrganismo durante a bioconversdo (ANG e CHENG e CHUA, 2013).

A casca de arroz, portanto pode ser hidrolisada em agucares, onde cerca 0,426 g de
aclcares por 1 g de casca de arroz seco, sendo possivel obter até 0,21 g de etanol por 1 g de
casca de arroz seco. Porém, devido a estreita associacdo de celulose e hemicelulose com
lignina na parede celular da planta, um pré-tratamento € necessario para fazer esta hidrolise
enzimaética e fermentagdo (SINGH e BAJAR e BISHNOI, 2014).

2.3 Tecnologias usadas para a Hidrdlise de Materiais Lignoceluldsicos

O pré-tratamento no processamento dos materiais lignoceluldsicos é essencial. Dessa
forma devemos considerar desde a liberagdo de agucares e até a digestibilidade dos solidos,
pois 0 processo deve ser considerado como um todo. Além disso, devem ser considerados na
sua escolha a matéria-prima, enzimas e microrganismos utilizados no processo global
(LINHARES et al., 2014). A hidrolise da celulose pode ser conseguida através da utilizagédo
de enzimas, ou por acidos diluidos e concentrados (HELLO et al., 2014; CASTRO, 2010).

2.3.1 Hidrélise Acida

A hidroélise catalisada por &cido diluido ou concentrado tem sido amplamente
utilizada para quebrar polimeros de celulose e hemicelulose da biomassa celuldsica para
formar moléculas de acUcar individuais que podem ser fermentados em etanol (OROZCO et
al., 2011). A hidrdlise &cida pode ser conduzida utilizando varios &cidos, tais como o &cido
sulfurico, acido cloridrico, acido fosférico e acido nitrico. Segundo Sing et al., (2014) em seu
artigo de revisdo muitos estudos tem mostrado que o uso do &cido no pré-tratamento aumenta

a hidrélise da hemicelulose.
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A hidroélise acida com acido diluido de materiais lignoceluldsicos € um processo
atraente devido as inimeras vantagens que oferece sobre hidrélise com acido concentrado. A
primeira delas é devido aos niveis mais baixos de corrosdo associadas com a diluicdo dos
acidos (OROZCO et al.,2014).

Tem-se conhecimento que o cido sulfurico € mais corrosivo para 0 aco inoxidavel
do que o &cido fosforico. (OROZCO et al., 2014). Sabe-se também que os sais de fosfato
obtidos a partir da neutralizacdo da reacdo de pos do acido fosférico, sdo na maioria das vezes
utilizados como tamp@es em processos de fermentacdo. Outra vantagem de se usar 0 H3PO, é
que, ap6s a neutralizagdo com NaOH, o mesmo gera fosfato de s6dio que permanecem no
hidrolisado e, posteriormente, séo utilizados como nutriente por microrganismos em meios de
fermentacdo (NEGRO et al., 2014). Além disso, o acido fosférico é seguro, ndo toxico, e
barato quando comparado com os outros acidos. (ZHANG et al., 2010, LINHARES et al.,
2013). Outra desvantagem do &cido sulfurico é em relagdo a corrosdo que 0 mesmo causa nos
equipamentos e o grande desperdicio de agua usada para neutralizar a hidrolise (LI et al.,
2014).

Porém, a hidrolise com é&cido diluido apresenta muita complexidade devido o
substrato estar na fase solida e o catalisador estar na fase liquida. O mecanismo da reacdo de
hidrolise com acido diluido é basicamente essa, primeiramente tem-se a difusdo dos prétons
através da matéria lignocelul6sica imida, logo em seguida acontece a protonacdo do oxigénio
de uma ligacéo éter- heterociclico entre os monémeros de agucar apos isso, acontece a quebra
da ligacdo de éter ocorrendo a liberacdo de um carbocation intermediario, ocorre entdo a
solvatacdo do carbocation com a &gua, apos tem-se a regeneracdo do préton com a cogeracao
do mondmero de agucar ou oligbmero ou ainda polimero, isso vai depender da posi¢do que a
ligacdo éter estiver, ocorrido isto vem a fase de difusdo dos produtos na fase liquida
acontecendo o inicio da segunda etapa. (VAZQUES et al., 2007)

Vasconcelos et al.,(2013), realizou um estudo onde fez a investigagdo do uso do
acido fosforico no pré-tratamento do bagaco de cana, o autor obteve alta solubilizagdo da
hemicelulose no pré-tratamento &cido do bagaco de cana a uma temperatura de 186 °C,
concentracdo de acido fosforico de 0,20% durante 8 e 24 min, atingindo solubilizacdo de
96% e 98%, respectivamente. O autor constatou também que o acido fosférico remanescente

no hidrolisado fornece fésforo que por sua vez é um nutriente para ser usado na fermentagéo.



20

Ishola e Isroi e Taherzadeh (2014) avaliaram em seu estudo o efeito do pré-
tratamento de fungos e de acido fosforico para a producédo de etanol a partir dos residuos de
uma industria de 6leo de palma (OPEFB), esses residuos sdo obtidos partir do fruto de Dendé
uma fruta tipica da Asia conhecida também como fruto de Palma, onde obteve-se um
rendimento mais alto quando utilizou o &cido fosférico no pré-tramento o rendimento foi
cerca de 89,4%.

O acido fosférico também foi utilizado para o pré-tratamento do poliéster, onde
observou que o mesmo foi potencialmente benéfico para a separacdo de poliéster a partir de
residuos téxteis, apos isso fez-se a sacarificagdo enzimatica da celulose regenerada (SHEN et
al., 2013).

Outro trabalho que usa o 4&cido fosférico no pré-tratamento de materiais
lignocelulosico é dos autores Kim e Mazza (2008) onde analisaram o uso do acido para a
producdo de acucares do residuo de cana de linho que é um residuo com alto potencial para
ser convertido em bioetanol, os autores observaram que o nivel de acido fosférico afeta a
digestibilidade mais significativamente quando comparado com outras variaveis avaliadas, foi
realizado a otimizacdo do processo tendo uma digestibilidade na faixa de 94,8 %, a partir dos
resultados sugere-se entdo que o uso do H3PO, é um método eficaz para as plantas perenes ,
bem como madeira dura .

Entretanto existem trabalhos publicados que mostram como se comporta o acido
fosforico na hidrolise de materiais lignocelulosicos. O autor Orozco et al.,(2014) realizou
hidrolise de aparas de madeira de pinheiros um tipo de residuo lignocelulésico urbano que sdo
provenientes de madeiras, o autor usou o &cido fosférico para obtencdo de agucares, ele
obteve bons rendimentos de aglcares uma mistura de xilose manose e, galactose na faixa de
100% nas condicdes de 2,5% de concentracdo de H3PO, a um temperatura de 174°C com um
tempo de reacdo relativamente rapido de 10 minutos, porém obteve um rendimento médio de
glicose de 30% com 5% de concentracdo de acido a 200° C e tempo de reacdo de 10 minutos,
0 autor observou que ocorreu um aumento do rendimento de xilose com o aumento da

temperatura e concentracdo de acido do sistema.

Outro trabalho bastante interessante encontrado foi dos autores Werle et al., (2013)
que também usou o acido fosfdérico para hidrolisar folhas de palmeira para obtencdo de
acucares, ele usou o acido fosférico nas concentracbes de 5 a 20% em peso variando a
temperatura na faixa de 30 e 65°C. Foram obtidos neste estudo rendimento mais alto quando

usou o acido na concentracdo de 12,5%. Observou-se também a partir da analise estatistica
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que o acido fosforico foi importante na taxa de cinética nas fases iniciais da reagdo enquanto

que a temperatura foi mais importante na efetividade global do processo.

Encontrou-se na literatura também um trabalho onde o autor realizou a hidrdlise da
palha de sorgo para obtengdo de substancias furfurais e acucares utilizando o &cido fosforico
no processo, 0 autor obteve rendimentos de 13,7 g de substéncia furfural / L, 4,0 g de xilose /
L, 2,9 g/ L de glicose, e 1,1 g arabinose / L e 1,2 g de &cido acético / L nas condicdes
experimentais de 134° C usando uma concentracao de acido fosforico de 6% com um tempo
de reacdo de 300 minutos, a partir destes resultados obtidos no trabalho o autor concluiu que o
uso do H3PO,4 como catalisador é uma alternativa interessante para obtengdo das substancias
citadas. (VASQUEZ et al., 2007).

2.3.2 Hidrolise Enzimética

A catalise enzimatica quando comparada com os catalisadores tradicionais tem
vantagem, pois as enzimas sao reutilizaveis e potencialmente mais compativeis com as
variacdes na qualidade da matéria-prima (PEREIRA, 2013). A hidrdlise de polissacarideos é
geralmente catalisada por enzimas hidroliticas. As celulases sdo mistura de pelo menos trés
enzimas diferentes: endoglucanase (EG, endo -1 ,4 -D -glucanohidrolase , ou EC 3.2.1.4 ),
que ataca as regides de baixa cristalinidade da fibra de celulose ,e tem-se a criacdo de
extremidades livres de cadeia; exoglucanase ou celobiohidrolase (CBH, 1,4- beta-D- glucana
celobiohidrolase, ou EC 3.2.1.91), que degradam a molécula removendo unidades de
celobiose das cadeias de extremidades livres; ¢ B-glucosidase (EC 3.2.1.21) que leva a
producdo de celobiose da glucose. A glicose e xilose sdo os dois agucares dominantes apos
sacarificacdo. (SINGH e BAJAR e BISHNOI, 2014).

As enzimas do complexo celulasico ndo hidrolisam a celulase de modo muito
eficiente, pois é necessario que haja uma atuacdo sinergética complementar, isso quer dizer
gue € preciso que aconteca uma acdo em conjunto para que o rendimento da celulase
simultaneamente seja melhor do que a soma de todos os rendimentos individuais. Dessa

forma tem-se o conhecimento de trés formas de sinergia (SILVA, 2010).

1. a sinergia endo-exo onde as endoglucanases atuam nas regides amorfas,
liberando terminais redutores e ndo redutores, nas quais atuaram as

celobiohidrolases do tipo I e do tipo Il respectivamente;
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2. Sinergia exo-exo as celobiohidrolasesdo tipo | e Il ou seja as redutoras e ndo
redutoras vao atuar simultaneamente nos terminais redutores e nao redutores

liberados pelas endoglucanases;

3. Sinergia exo- BG e endo- BG onde as exoglucanases e endoglucanases liberam
celobiose e oligossacarideos, respectivamente, que sdo substratos da f-

glucosidase.

A utilizacdo de celulases na hidrdlise da celulose ocorre em condi¢des mais brandas
de pressao, temperatura e pH do que os processos quimicos, e exibe elevada especificidade,
eliminando a chance de ocorréncia de substancias tdxicas (furfurais e derivados de lignina) as
células microbianas que serdo utilizadas para fermentacdo do meio hidrolisado. Na rota
enzimatica, embora o custo de producdo dos biocatalisadores ainda seja alto, sdo detectados
pontos de economia no processo, tanto do ponto de vista energético, como metaldrgico, visto

que os equipamentos podem ser confeccionados com materiais menos nobres.

A hidrolise enzimatica da celulose e conversdo dos agucares liberados em moléculas
de interesse, tal como o etanol, podem ser conduzidas de forma sequencial (processo HSF,
hidrolise separada da fermentacdo) ou simultdnea (SSF, sacarificacdo simultanea a
fermentagdo) (CASTRO, 2010). A hidrdlise enzimética da celulose é realizada pelas enzimas
celulases e este processo tem como produtos agucares redutores, incluindo a glicose. Durante
a reacdo enzimatica, podem-se destacar os seguintes fatores relacionados ao comportamento
das enzimas (RABELO, 2007; SILVA 2010):

o Inibicdo retroativa das celulases, devida ao acumulo do produto final de
hidrolise no meio de reacao (glicose e celobiose);

o Inativacdo das enzimas pelo efeito prolongado da temperatura e agitacao;

o Adsorcao inespecifica e/ou ndo produtiva de um ou mais componentes

enzimaticos sobre complexos lignina-carboidrato (hemicelulose e lignina);

o Concentracdo de enzima;
o Tempo de duracgéo da hidrolise;
o pH do meio.

A atividade catalitica das enzimas é bastante dependente da temperatura, como no
caso dos catalisadores convencionais, contudo, & medida que se eleva a temperatura dois
efeitos ocorrem simultaneamente: sendo que o primeiro efeito € o aumento da taxa de reacéo,

como se observa na maioria das reacdes quimicas; ja o segundo efeito a acontecer esta
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relacionado com a estabilidade da proteina, onde a mesma decresce devido a desativacdo
térmica. O aumento da atividade € chamado de ativacdo pela temperatura e a reducdo é
chamada de inativacdo pela temperatura ou deshaturacdo térmica. Toda enzima tem uma
temperatura 6tima para que atinja sua atividade maxima, isto é, a temperatura maxima na qual
a enzima possui uma atividade constante por um periodo de tempo (FURIGO Jr., 2001).

Outro fator que afeta positivamente a hidrélise enzimatica da celulose, sendo isto uma
regra, € a concentracao enzimatica, que aumenta a taxa de hidrolise até uma concentracdo
limite, a partir da qual ndo é compensatério continuar adicionando enzimas ao processo,
devido aos sitios da matriz do substrato ja se encontram saturados pelos biocatalisadores
(CASTRO e PEREIRA Jr, 2010).

Em relacdo a hidrolise enziméatica foram encontrados na literatura trabalhos que
avaliavam o uso do pré-tratamento do material lignoceluldsico antes de realizar a hidrdlise
enzimatica. Em um desses trabalhos os autores avaliaram o uso do pré-tratamento acido para a
fruta de Jatropha curcas que também é conhecido como Pinhdo Manso este por sua vez é
fonte de 6leo para a industria de biodiesel, as conversdes de celulose acima de 80 % foram
obtidos tanto na hidrdlise enzimética realizada separada e na sacarificacdo simultanea e
fermentagdo dos materiais pré-tratados. Entretanto o autor obteve conversfes Otimas na
fermentacdo em estado sé6lido quando foi realizado o pré-tratamento a baixa temperatura de
136 ° C e concentragdes moderadas de acido de 1.5 % e tempo de reacdo de 30 minutos, 0
autor concluiu dessa forma que a inclusdo de um passo de extracdo anterior ao pré-tratamento
revelaram uma melhoria adicional da conversio enzimatica da celulose (GARCIA et al.,
2014).

Ferreira et al.,(2013) realizou hidrdlise acida e enzimética de farinha de arroz para
avaliar quais dos métodos daria melhores resultados de agUcares redutores, o autor concluiu
que a hidrolise acida apresentou baixos valores quanto a producdo de acucares redutores, a
mesma foi realizada em condic¢des brandas de temperatura e em concentracGes fracas de HCI,
porém a hidrélise enziméatica apresentou-se mais eficiente, finalizando a hidrolise &cida
apresentou valores pequenos cerca de 20 vezes menores que os valores de acgUcares redutores

do que método enzimatico.

2.3.3 Hidrolise Assistida por Ultrassom
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O ultrassom é onda sonora em uma frequéncia fora do alcance do ouvido humano (>
20 kHz). Ele pode ser classificado em duas categorias: ultrassom de baixa frequéncia que
varia de 20-100 kHz; 10-1000 W/cm?) e ultrassom de alta frequéncia que varia de 2-20 MHz;
<10 W/cm?. Com as vantagens de ser seguro, ndo téxico e ambientalmente correto, o
ultrassom tem sido universalmente utilizado para processamento, e extra¢do na inddstria de
alimentos. Nos ultimos anos, o ultrassom vem sendo utilizado como uma alternativa eficaz
para ativar ou desativar as enzimas em produtos alimentares. (YU et al., 2014; SHI et al.,
2013).

A irradiacdo ultrassonica é uma ferramenta Util para melhorar a transferéncia de massa
em sistemas heterogéneos por meio de forgas mecénicas, e por efeitos térmicos ou por meio
de cavitacdo que consiste em processo dindmico tipico de bolhas cavitacionais, onde
numerosas microbolhas contendo vapores de solventes sdo gerados em movimento radial,
onde a energia acustica se propaga no meio liquido. A irradiacdo ultrassénica pode, até certo
ponto, neutralizar o efeito da alta viscosidade sobre as reacGes, e também podem ser
utilizados para a intensifica¢do da atividade enzimética (ZHANG et al., 2014; SUBHEDAR, e
GOGATE, 2014; LUO e FANG e SMITH JR, 2014; REHMANA et al., 2013; BOATENG e
LEE, 2014).

Sendo a cavitacdo o principal mecanismo de intensificacdo de ultrassom, entretanto
para ter uma aplicacéo eficiente de ultrassom é necessario que se tenha o controle e sele¢do da
intensidade energética e populacdo de cavitacdo ativa. A intensidade energética da cavitacdo
depende do comportamento médio das bolhas, enquanto que a populacdo de cavitacdo ativa
determina a eficiéncia cavitacional. (LUO e FANG e SMITH JR, 2014).

O ultrassom fornece um ambiente fisico especial para os sistemas de processamento de
biomassa. O impacto de alta energia e a corrosao por ultrassom de alta intensidade para o
sistema contribui para facilitar o pré-tratamento, fracionamento e reacbes quimicas dos
materiais da biomassa, sob condigdes suaves resulta em um aumento da eficiéncia da reacéo e
maior atividade catalitica. A aplicacdo do ultrassom intensifica a transferéncia de massa e
calor em reac0Oes e, portanto acelera a taxa de reacdo ou altera a cinética (LUO e FANG e
SMITH JR, 2014).

Cavitacdo é o principal mecanismo de intensificacdo de ultrassom. Para ter uma
aplicacdo eficiente de ultrassom € necessario que se tenha o controle e selecdo da intensidade
energeética e populacdo de cavitacdo ativa. A intensidade energética da cavitacdo depende do
comportamento médio das bolhas, enquanto que a populacdo de cavitacdo ativa determina a
eficiéncia cavitacional (LUO e FANG e SMITH JR, 2014).
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Segundo os autores Luo e Fang e Smith Jr (2014), existem trés requisitos bésicos para
a conversdo da lignocelulose, o primeiro esta relacionado com o pré-fracionamento da matéria
lignoceluldsica onde deve ser removido a lignina e a hemicelulose, pois essas estruturas
atrapalham o acesso das moléculas de enzima e catalisadores quimicos dificultando a
hidrélise do material lignocelul6sico, o segundo requisito de trata da cristalinidade da
celulose, e o terceiro esta relacionado a intensificagdo da transferéncia de massa em reagdes
heterogéneas, contendo lignoceluloses solidos. A superficie da lignoceluloses precisa ser
aumentada através de pré-tratamento para melhorar o contato com solventes para reagoes.

O uso do ultrassom na hidrdlise &cida causa um aumento no rendimento da
hemicelulose em xilose, isso acontece devido ao aumento da energia ultrassbnica, bem como
0 aumento da duragdo do banho de ultrassons durante tratamento, pois ambos influenciam
significativamente a eficiéncia de hidrolise, isso foi observado em um estudo avaliando o
efeito do ultrassom na hidrélise &cida de residuos de uma industria de 6leo de palma (OPEFB)
usando temperaturas baixas, os autores utilizaram &cido sulfurico a 2 % e temperatura de 100
°C eles obtiveram um teor maximo de xilose de 58 % a partir fiora OPEFB utlizando o
ultrassom a 90 % de amplitude durante 45 min , quando o processo foi realizado na auséncia
de ultrassom apenas 22 % da xilose foi obtida .N&o foi observado aumento substancial da
formacdo de xilose por hidrdlise &cida a temperaturas mais altas de 120 e 140 ° C (YUNUSR
etal., 2010).

O uso do ultrassom em reagOes de hidrélise enzimatica é necessario que se tenha um
cuidado especial, pois as condi¢cbes combinadas de calor e sonicacdo devem ser
cuidadosamente controladas para evitar a perda das atividades enzimaticas (LUO e FANG e
SMITH JR, 2014). O uso do ultrassom pode ser usado para intensificar reacGes enzimaticas, o
mesmo sugere que a atividade de o-amilase, papaina e pepsina, pode ser modificada por
tratamento de ultrassons, principalmente devido a variacdo das suas estruturas secundaria e
terciaria (YU et al., 2014). Outro autor observou que o uso do ultrassom de baixa frequéncia
teve um efeito positivo sobre a atividade da enzima celulase (SUBHEDAR e GOGATE,
2014).

Os resultados apresentados por Shi et al., (2013), mostram que o uso do ultrassom no
pré-tratamento notavelmente mudou as estruturas de casca de arroz causando um refor¢o no
inchago na &rea de superficie , destruindo a estrutura da lignina causando dessa forma uma
maior exposicdo da celulose e hemicelulose. Foi obtido um maior rendimento de bio-6leo de
42,8 %, a partir da conversdo termoquimica a 300 ° C e 0 min de tempo de residéncia para a 1

h de pré-tratamento da casca de arroz.
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No ultimo ano alguns trabalhos foram publicados utilizando a tecnologia de ultrassom
em hidrdlises acida e enzimatica, mostrando inimeras vantagens e excelentes resultados
quando se tratava de hidrélise de matérias lignocelulosicos.

No trabalho de Souza et al., (2013) avaliou-se a atividade de amilase comercial sob a
irradiacdo de ultrassom. Os autores observaram que ocorreu um aumento significativo na
atividade da enzima, cerca de 3 vezes mais elevado quando a temperatura era 40°C,
confirmando, desta maneira, que a irradiacdo de ultrassom é uma tecnologia promissora para
ser utilizada na reacdo enzimaética, devido aos seus efeitos positivos sobre a atividade da
enzima.

Ultrassom também intensificou a libertacdo de agucares fermentaveis na hidrolise de
folhas de palmeira (WERLE et al., 2013). O uso do ultrassom combinado com fluidos
supercriticos apresentou excelentes resultados no aumento da atividade enzimatica (SILVA et
al., 2013, BENAZZI et al., 2013).

O uso do ultrassom no processo de sacarificacdo e fermentagdo simultanea foi
realizado para folhas de palmeira obtendo resultados para a producdo de bioetanol, segundo o
autor o uso do ultrassom em processos industriais é capaz de reduzir a temperatura do
processo e o0 tempo de racdo ocorrendo dessa forma uma melhora na utilizacdo de energia
para a producgdo sustentivel. De acordo com este estudo realizado o ultrassom melhorou o
rendimento de etanol de forma significativa em tempos mais curtos, o autor realizou também
a otimizacéo do processo obtendo resultados em concentragdo maxima de bioetanol de 18,2 g
/ L e rendimento de 57,0 % em 5 h de reacdo com temperatura de 40 ° C e pH na faixa de 5,0
e concentracdo de levedura 15 g/ L e de carga solida 10 % w /v. (BOATENG e LEE,
2014) .

O uso do ultrassom foi usado também na hidrolise enzimética de residuos de mandioca
para a obtencdo de acUcares fermentaveis, o autor observou um aumento no rendimento de
acucar fermentavel com o uso da tecnologia de ultrassom, os melhores rendimentos de
acucares redutores liberados foram 116,1 g.L™ com ultrassom e 83,1 g.L* sem ultrassom,
obtido no so6lido a proporcdo liquido de massa de 0,4 %, e as concentracdes de
amiloglucosidase e a-amilase foram 12,2 e 8,0 % em massa . O valor médio de agucar redutor
total na producdo foi de 0,22 e 0,31 g.g-! na auséncia e na presenca de irradiacido de
ultrassom, portanto a eficiéncia da hidrolise foi 60 e 82 %, respectivamente (LEAES et al.,
2013).

O autor Yang et al., (2012) utilizou o ultrassom no tratamento da casca de arroz para a

producdo de oligossacarideos utilizando a enzima celulase, o autor obteve resultados



27

interessantes quanto ao rendimento de hemicelulose ja que o0 mesmo foi aumentado cerca de
1,4 vezes, tendo seu tempo de fermentacdo reduzido de 24 horas para 1,5 horas a uma
temperatura de 80°C e utilizando uma frequéncia de 300 Khz.

Tem-se também o uso desta tecnologia de ultrassom no pré-tratamento da cevada
utilizando a enzima a-amilase, o autor conduziu todos os experimentos a uma frequéncia de
20 Khz, e variou a temperatura de 30 a 70°C, o autor observou que o aumento da temperatura
causou uma diminuicdo na atividade da enzima, com base nos conhecimentos em funcdo do
tratamento térmico o autor concluiu que com um gradiente de temperatura elevado conduziu
a inativacdo térmica da enzima ou pir6lise das liga¢es na proteina. O autor avaliou também o
efeito da poténcia acUstica na atividade da enzima, observando que a atividade enzimatica
diminuiu com o aumento das poténcias acusticas (YALDAGART et al., 2008).

Pablo Resa e Vitaly Buckin (2011) usou ultrassom na hidrolise enzimatica de
celobiose, utilizando a enzima B-glucosidase, o autor conclui que o uso dessa tecnologia de
ultrassom é uma ferramenta interessante no que diz respeito ao monitoramento de reacoes e

analise de enzima.

2.3.4 Hidrolise utilizando Fluidos Supercriticos

A extracdo supercritica vem sendo reverenciada e utilizada com sucesso para a
extracdo de diversos materiais com interesse comercial tanto na quimica como na engenharia
de alimentos ou na industria farmacéutica, devido a sua rapidez em seu processo e 0 baixo
custo com solventes (CALHEIRQS, 2007).

Tem-se conhecimento que os primeiros usos da tecnologia de extracdo supercritica na
industria apareceram na Alemanha nos anos de 1970 (MOORE et al., 1994).

Fluidos supercriticos se apresentam como tecnologia interessante para a utilizacdo na
hidrélise da biomassa como uma alternativa aos solventes convencionais. Os fluidos
supercriticos possuem propriedades fisico-quimicas exclusivas por causa de sua dualidade
entre 0 gas liquido e puro. Entretanto a grande importancia dos mesmos € que estas
propriedades podem ser ajustadas nas condicdes de operacdo que permitem obter um
coeficiente de difusdo alto, além de um elevado poder de solvatacdo, e elevado grau de
seletividade e facil separacdo do solvente (TORO et al., 2014; PORTO et al., 2014).

As propriedades mais interessantes dos fluidos supercriticos sdo a viscosidade e sua

densidade, pois a baixa viscosidade permite que haja penetragdo do solvente na matriz solida,
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enquanto que a densidade elevada do fluido supercritico auxilia na solubilizagdo dos
compostos (SHARIF et al., 2014).

A escolha do solvente em sintese enzimatica € um dos fatores mais importantes em
biocatélise, pois na maioria das vezes as caracteristicas do solvente orgénico influenciam na
transferéncia de massa no sistema de reacdo, e também tem influéncia sobre a estrutura da
enzima (PEREIRA, 2013). Didxido de carbono supercritico é o solvente mais comum
utilizados nos processos de extracao devido a sua leve de temperatura e pressao criticas (304,2
Ke 7,4 MPa) (TORO et al., 2014).

O didéxido de carbono supercritico tem muitas vantagens tais como quando em
solucdo aquosa ocorre a formacdo do &cido carbbnico, o que favorece a hidrolise dos
polimeros. As moléculas de CO, sdo tdo pequenas e comparadas ao tamanho da agua e da
amonia e eles podem penetrar da mesma maneira nos pequenos poros da lignocelulose. Isto é
facilitado pela pressdo elevada. Ap6s a libertacdo explosiva de pressdo de CO,, faz acontecer
uma perturbacdo na estrutura da celulose e hemicelulose e consequentemente ocorre um
aumento do tamanho da area de superficie acessivel do substrato ao ataque enzimatico
(ALVIRA et al., 2010; MOOD et al., 2013).

Pode-se dizer entdo que a extracdo supercritica quando comparada com 0s outros
métodos apresenta como vantagens mais comuns a questdo do solvente, pois 0 mesmo pode
ser facilmente removido através da redugcdo da pressdo do sistema, 0S compostos mais
sensiveis sdo extraidos com temperaturas mais baixas. Portanto a eficiéncia do uso do fluido
supercritico é devido a baixa viscosidade do solvente, alta difusividade e como consequéncia
disso gera uma alta solubilizagdo (MELO, 2013).

Outras vantagens interessantes que podem ser citadas referentes ao CO, supercritico é
guanto a sua temperatura critica de 31,04°C e pressdo critica de 73,8 bar o que sdo mais faceis
para manuseio de trabalho, pois tem custos mais baixos para a compressao e aquecimento,
além de ser um solvente inerte ndo oferecendo riscos de oxidacdes reducgdes e degradacdes
quimicas € totalmente seguro nao corrosivo ndo inflaméavel e ndo téxico e tem disponibilidade
em alto grau de pureza. Por fim devido a esta caracteristica de versatibilidade é possivel fazer
uma adequacdo das condi¢es sistema (CALHEIROS, 2007).

O dioxido de carbono (CO,) é wusado para o0 pré-tratamento da biomassa
lignoceluldsica. O método baseia-se na utilizagdo de CO, como um fluido supercritico, fluido
no qual se encontra no estado gasoso comprimido a temperaturas acima do seu ponto critico e

densidade de um liquido. O uso dos fluidos supercriticos no pré-tratamento ou diretamente na



29

hidrdlise sdo utilizados para deixar a celulose mais acessivel para o tratamento aumentando
assim a digestibilidade do substrato (ALVIRA et al., 2010).

O tratamento com o CO, Supercritico na atividade da enzima, a estabilidade e a
atividade das mesmas expostas a dioxido de carbono sob alta pressdo dependem da espécie
enzimatica, o contetido de agua na solucdo e também da pressdo e temperatura no sistema de
reacdo. O fator mais importante que pode causar perda de atividade da enzima é o passo de
despressurizacdo, ou seja, em uma aplicacdo de enzima a longo prazo a sua atividade diminui
com o aumento do nimero de depressurizagio (WIMMER e ZAREVUCKA, 2010).

Lee et al., (1993) , conduziram a reagdo de hidrolise enzimatica com CO, supercritico
para produzir glicose a partir do amido, os autores observaram que a velocidade da reacéo foi
aumentada com temperatura e pressdo mais elevada.

No trabalho de Benazzi et al., (2013) avaliou-se o uso do dioxido de carbono
supercritico na hidrélise do bagaco para obtencéo de acucares fermentaveis, foram avaliados o
efeito da temperatura, pressdo e taxa de despressurizagdo, umidade do meio e tempo de
reacdo, foram obtidos resultados interessantes quanto a viabilidade de usar o CO, Supercritico
no processo de hidrolise. Obteve-se cerca de 287 g de acUcares fermentaveis por Kg de
bagaco de cana seco sendo que este valor representa cerca de 60% de rendimento
considerando celulose total, concluindo com esse resultado que o uso dessa tecnologia é
interessante pois no processo ndo existe utilizacdo de solventes tdxicos, a remocdo do
solvente € completa alem do meétodo ter um baixo consumo de dgua, uma vez que 0 processo
é uma reacdo sélido-gas.

O uso do CO, Supercritico também foi visto no pré-tratamento do bagaco de cana de
acucar, o tratamento é capaz de romper a rede lignocelulésica e liberar a celulose e a
hemicelulose como substrato para a hidrélise enziméatica. No pré-tratamento do bagaco de
cana de agucar conduzida com CO; supercritico a uma temperatura de 60°C e pressao de 200
bar utilizando etanol e 4gua como modificador de polaridade seguido de um pds tratamento
com solugdo diluida de NaOH em aquecimento a 100°C, este processo mostrou-se mais
eficiente, propiciando melhores resultados da deslignificacdo e recuperacdo de celulose e
consequentemente da hidrélise enzimatica, independentemente do complexo enzimatico
utilizado (OLIVEIRA et al., 2013).

O autores Santos et al., (2011) avaliaram também o uso do CO, supercritico no pré-
tratamento no bagaco de cana de agucar eles realizaram uma explosdo com CO, supercritico
antes da hidrolise, os experimentos foram realizados a diferentes pressées de 120, 140 e 160

bar a uma temperatura de 60 °C, foi feita a injecdo de CO, e deixou em repouso durante 5 a
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60 min. Apos isso, realizou a reacdo de hidrélise usando a enzima de celulase realizada a 55 °
C durante 8 h. Apds o pré-tratamento observou que o rendimento de glicose foi aumentado
em cerca de 72 % para a amostra de bagaco, o autor concluiu entdo que o pre-tratamento com
CO, aumentou a producado de glicose na faixa de 20%.

Em 2002 foi realizado um estudo sobre a aplicacdo do CO, supercritico sobre fibras
de algoddo usando como enzima a celulase, o autor chegou a algumas conclusdes em relacéo
ao seu trabalho, a primeira delas é que as condic@es ideais para a realizacdo do seu trabalho
foram de 121,59 bar de presséo e 50° C e tempo de reacdo de 48 horas, a maior atividade foi
obtida com o a enzima celulase conseguindo uma conversdo na faixa de 92,3%, e que o total
de glicose obtido no experimento foi cerca de 1,2 vezes maior utilizando o método
supercritico do que a obtida com pressdo atmosférica, a partir destes resultados podemos
concluir que o uso do dioxido de carbono é uma ferramenta interessante para usar na
bioconverséo para fibras de algoddo. (MURATOV e KIM, 2002).

O uso do ultrassom foi avaliado também sobre a atividade da a- amilase e
amiloglucosidase , foi realizado o estudo para cada uma das enzimas com o intuito de avaliar
os efeitos da temperatura e do pH sobre a atividade enzimatica na presenca e auséncia de
ultrassom. A energia de ativacdo também foi estudada para ambas as enzimas na presenca e
auséncia de irradiacéo, os resultados obtidos para a-amilase e amiloglucosidase apontaram
que o ultrassom altera o comportamento de enzimas, uma vez que respondem de modo
diferente a alteracGes de pH e temperatura na presenca de ultrassom quando comparada com
os efeitos causados na auséncia do ultrassom. Os autores constataram que, em temperaturas
superiores a 50°C, as atividades das enzimas foram sempre superiores na presenca do
ultrassom do que na auséncia. J& em relacdo a energia de ativacdo na presenca do ultrassom
para as duas enzimas foram reduzidas . Dessa forma, pode-se concluir que o uso do ultrassom
é alternativa promissora para melhorar a atividade da enzima, apresentando potencial para

aplicacdo industrial em reagBes enzimaticas (LEAES et al., 2013).

2.4 Consideracdes acerca do estado da arte

Nesta revisdo bibliografica o estado da arte teve como intuito descrever sobre a
obtencdo de acucares fermentesciveis a partir da hidrolise acida e enzimatica de materiais
lignoceluldsicos no caso a casca de arroz utilizando tecnologias avancadas, CO, supercritico e

ultrassom.
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O arroz € um dos alimentos mais produzidos no mundo, em contrapartida isso gera
um grande acumulo de residuos agroindustriais, fazendo-se necessario que buscamos algo que
diminua essa problematica de acimulo e desperdicio de potencial energético, ja que 0 mesmo
pode ser passivel de biotrasformagdo. O Brasil € um dos paises que mais produz este grao
ficando somente atras da Asia. Sendo que estado do Rio Grande Sul é o maior produtor

brasileiro.

Um dos focos do momento no Rio Grande do Sul € a realizacdo de pesquisas em
relacdo ao uso do arroz para a producdo de etanol, a partir deste cenario que estamos
vivenciando € interessante entdo realizar estudos com tecnologias alternativas para que
consigamos rendimentos mais atrativos de agucares para a producdo de etanol de segunda
geracdo. Nesse momento entdo foi oportuno realizar esta pesquisa, foi desenvolvido nesses
dois anos o estudo da hidrolise acida e enzimatica da casca de arroz usando a tecnologia de

ultrassom e CO, supercritico.

Porém, a hidrolise onde se utiliza enzimas apresenta alguns contratempos o que torna
as etapas de pré-tratamento da biomassa quase que indispensavel para hidroélise, pois a mesma
tem a funcdo de deixar a biomassa lignoceluldsica mais acessivel ao ataque das enzimas para
que as mesmas consigam realisar a hidrolise da celulose em acucares fermentesciveis.
Entretanto no trabalho desenvolvido foi apresentada uma forma de realizar o processo de
maneira diferente das usuais, pulando a etapa de pré-tratamento e realizando a hidrolise em

uma etapa apenas.

Os resultados obtidos foram de certa forma satisfatérios, pois foi possivel obter
rendimentos de agUcares redutores da casca de arroz realizado em uma etapa somente, sem a
necessidade da etapa que antecede que é o pré-tratamento do material lignoceluldsico, esse foi
um dos diferenciais do trabalho realizado. A partir desta metodologia é possivel fazer
considerac¢des quanto a economia nos processos para obtencdo de aclcares, ja que 0 processo

aconteceu em um tempo mais curto e teve economia com reagentes.

Outro ponto interessante abordado no trabalho foi o0 uso do Acido Fosférico, ja que
mesmo ndo é o acido mais comumente usado. A maioria dos trabalhos encontrados na
literatura usam o acido sulfarico, portanto o uso do acido fosfoérico foi outro diferencial e uma
abertura para que novas pesquisas sejam realizadas utilizando este acido ja que os resultados

obtidos foram interessantes utilizando-o.
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Na maioria das revisoes da literatura acerca deste assunto, 0s mesmos apresentam as
duas etapas distintas, 0 que encarece o processo, dificultando uso do mesmo em grande
escala, ja que hoje o que buscamos € uma producéo de etanol de segunda geracdo mais barata,

tornando-o viavel economicamente.

Devido a grande busca por tecnologias mais limpas e viaveis economicamente,
surgiu entdo esta proposta de trabalho, que é a juncdo do processo de pré-tratamento da
hidrolise da biomassa lignocelulésica em uma Unica etapa de processo, que seria diretamente

a hidrélise utilizando fluidos supercriticos neste caso 0 CO, supercritico e o ultrassom.
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3. ARTIGO 1: Hydrolysis of rice hulls using phosphoric acid to obtain

fermentable sugars using conventional and ultrasound-assisted technologies
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3.1 ABSTRACT

The main objective of this study was to evaluate the hydrolysis of rice hulls to obtain
fermentable sugars by conventional and ultrasound-assisted acid hydrolysis. For this purpose,
the methodology of experimental design was used to optimize the temperature, moisture
content and concentration of phosphoric acid on the yield of fermentable sugar. The yields
obtained at optimized conditions were 113.0 and 162.0 g.kg” for conventional and
ultrasound-assisted hydrolysis, where the yield obtained by ultrasound-assisted hydrolysis
was around 43% higher than for the conventional hydrolysis. In addition, it was possible to
obtain high yield using less acid and low temperature, in a manner that ultrasound can be used
as a device for process intensification.

Key-words: Acid hydrolysis, reducing sugar, ultrasound, rice husk
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3.2 Introduction

The rapid depletion of fossil fuels has driven the world to utilize renewable-energy
sources such as biofuel in order to reduce the total dependency on non-renewable energy
sources. The growing industrialization has derived in an increasing demand of fuels
attempting to satisfy both the industrial and domestic demands. Lignocellulosic agricultural
residues are promising raw materials for sugar platform biorefinery on a large scale. As they
are residues and wastes, they do not compete with primary food production. However, few
biorefinery processes based on sugar-platform are cost-competitive in current markets
because of the low efficiency and high cost of conversion processes [1].

Rice is an important agricultural culture and implies 20% of the world's nutritional
energy. Rice hulls represent approximately 20% dry weight of the harvest, being an abundant
lignocellulosic residue, mainly in the state of Rio Grande do Sul — Brazil, what is the major
Brazilian producer of rice accounting for about 50% of all amount produced in the country. It
is a residue abundant and low value added by its very low value as animal feed because it is a
product of difficult digestibility, low density and large amount of ash / silica as abrasive
components and features [2].

According to Yu et al [3], the processing of rice generates large amounts of waste,
such as straw and rice hulls, and more than 113 million rice husk are generated each year in
the world. The average composition of rice residues from harvest and processing (straw and
hulls) is: cellulose (32-47%), hemicelluloses (19-27%) and lignin (5-24%) [4], whereas rice
hulls consist on 36-40% cellulose, and 12-19% hemicelluloses [5-8]. They also have fats,
gums, alkaloids, resins, essential oils and other cytoplasmic components (extractives), and
about 12% of ashes, composed mainly by silica (80—90%), but also by K;0O, P,0s5 (5%), CaO
(4-1.2%), and small amounts of Mg, Fe, and Na [9-10]. The complex chemical composition

of rice hulls represents an additional barrier for the release of cellulose.
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In order to overcome the difficulties in hydrolysis of rice hulls, an alternative cost-
effective way consists in the use of ultrasound technology, which has received enough
attention to the improvement of various biotechnological processes in the last decade [11].
This technology has been used to assist in extraction of lignin and hemicellulose from the
lignocellulosic biomass with an aqueous alkaline or neutral, such as corn hulls, wheat hulls,
buckwheat hull, wheat straw, rice husk, ultrasonic irradiation on the solid-liquid interface
showed some surface erosion or particle size reduction. The effect of ultrasonic irradiation is
to produce cavitation in liquids to aid the progress of chemical reactions for creating bubbles
and hot-spot generation. This phenomenon can be applied in the pretreatment of biomass to
achieve effective processing [12].

Based on this, this article aims to evaluate the influence of ultrasound on the acidic

hydrolysis of rice hulls to obtain sugars with commercial interests.

3.3 Material and Methods

Materials

The rice husks used in this study were obtained from a local processing factory (Primo
Berleze, Santa Maria, Brazil). The samples, as soon as they were received, were milled,
sieved and maintained at temperature of -4°C until the experiments. It was used 10 g of rice
husks as a sample for each experiment. The reagents phosphoric acid (85 wt%, Vetec) and 3,5

dinitrosalicilic acid (\Vetec) were used as received.

Equipment
Experiments were carried out in an ultrasonic bath with temperature control (Unique
Inc. model USC 1800A, Brazil, BR) equipped with a transducer having longitudinal

vibrations. The ultrasonic unit has an operating frequency of 40 kHz and a maximum-rated
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electrical power output of 132 W. The ultrasonic transducer (surface area of 282.2 cm?) is

fitted at the bottom of the bath horizontally along the length of bath.

Experimental method

The reactions were carried out using a beaker containing 10 g of rice hulls (dry basis).
Before the reactions, temperature, moisture and acid concentration were adjusted to the
appropriated values based on the literature and preliminary experiments. All reactions were
carried out by 240 minutes and, at the end, the whole content of the beaker was sampled for
sugar extraction. The amount of fermentable sugar released was assessed by taken an aliquot
free of solids. The same experiment was carried out in the presence and absence of ultrasound
irradiation for sake of comparison. In this work, it was evaluated the effects of temperature,
moisture and concentration of phosphoric acid on the amount of fermentable sugar released
by mean a central composite rotational design (CCRD) for three independent variables. Table
1 presents the range of investigated variables. All the results were analyzed using the software

Statistica® 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA), considering a significance level of 90%.

Determination of fermentable sugar

After the hydrolysis, the fermentable sugars were extracted from the solid material
using distilled water at solid to liquid ratio of 0.1 (dry basis). The extractions were carried out
at 30 °C under orbital shaker agitation of 150 rpm during 30 minutes. Afterwards, the solution
was filtered by vacuum filtration (Whatman qualitative filter paper, grade 1) and the
supernatant was used to determine the amount of fermentable sugars by the 3,5-

dinitrosalicylic acid method (DNS) [13].
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3.3.1 Results and Discussion

Table 1 presents the fermentable sugar yields and hydrolysis efficiencies obtained in
the seventeen runs of the CCRD for the conventional and ultrasound-assisted acid hydrolysis.
The fermentable sugar yield for conventional hydrolysis ranged from 6.4 g.kg™ (run 10) to
143.5 g.kg™® (run 7), whereas the fermentable sugar yield for ultrasound-assisted hydrolysis
ranged from 22.5 g.kg™ (run 1) to 165.8 g.kg™ (run 15). The mean yields of fermentable sugar
(considering the 17 runs) were 60.9 and 79.5 g.kg™, in the conventional and ultrasound-
assisted hydrolysis, respectively. This result showed that the uses of ultrasound for acid
hydrolysis of rice hulls can be considered a tool to promote process intensification. In a
general way, the yield of fermentable sugar in the ultrasound-assisted hydrolysis was always
greater than for the conventional one.

According to Bussemaker and Zhang [14], ultrasonic pretreatment results in the loose
structure and eroded surface of rice husk via cavitation occurred near the surface of rice husk.
This could be result in the increase of the surface area of rice husk. The increased surface area
is conductive to improve the accessibility of the rice husk, heat and mass transfer. The
ultrasound causes partial decomposition of the lignin network structure. These results indicate
that ultrasonic pretreatment breaks the bind of lignin to some extent, and releases more
cellulose and hemicellulose on the surface of rice husk [15]. Considering only the runs 15-17
(central points of the CCRD), the increasing in the yield for the ultrasound-assisted hydrolysis
was 55% higher than conventional one, what is statistically significant by Tukey test
(p<0.05).

The experimental results presented in the Table 1 were used to determine the effects of
the studied variables on yield of fermentable sugar. The effects were expressed in the form of
Pareto chart, which are presented in the Fig. 1. For the conventional hydrolysis (Fig. 1a), only

quadratic term for moisture content as well as the interaction term for temperature and acid
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concentration were statistically significant (p<0.1), whereas other terms as linear and
interaction were not significant in the studied range (p<0.1). The negative sign of the
quadratic terms indicate the presence of a maximum point for moisture content in the
evaluated range, whereas the increase of temperature and acid concentration can result in the
increase in the yield, since the interaction effect of this term was positive. For the ultrasound
assisted hydrolysis (Fig. 1b), it was observed that only the quadratic terms of the independent
variables were statistically significant (p<0.1) in the evaluated range. The negative signs of
the quadratic terms indicate the presence of a maximum point for all variables in the evaluated
range.

In order to optimize the experimental condition to obtain maximum vyield of
fermentable sugar, two empirical models are presented below. Eq. 1 presents the significant
terms (p<0.1) concerning to conventional hydrolysis, and Eq. 2 referring to ultrasound-

assisted hydrolysis.
FS =112.78—-39.55-M? +28.13-T - H )

where FS and FSys are the yielding of fermentable sugar (g.kg™) obtained by conventional
and ultrasound-assisted acid hydrolysis, respectively, T, M and H are the coded temperature,
moisture content and acid concentration respectively. These models were validated by
analysis of variance (ANOVA). The calculated F-test for Eq. 1 and 2 were about 3.2 and 6.5
times greater than the tabulated ones for significance at p=0.1, and the determination
coefficients (R?) were 0.7915 and 0.8707, respectively. The high values for the determination
coefficient indicate good fitting of experimental data, allowing the use of such models to
predict process performance as well as to use them as tool for process optimization. The

applicability of these models are explored in Fig. 2 to 4.
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Fig. 2 presents the influence of the moisture content and temperature on the yield of
fermentable sugar for conventional (Fig. 2a) and ultrasound-assisted hydrolysis (Fig. 2b). For
conventional hydrolysis, the maximum yield of fermentable sugar predicted is around 100
g.kg™ for moisture content around 60wt% and temperature ranging from 45 to 62°C. For
ultrasound-assisted hydrolysis, the maximum vyield of fermentable sugar predicted is around
175 g.kg™, almost two times greater than conventional one. The highest yield can be obtained
for a temperature ranging from 44 to 48°C and moisture content from 54 to 64wt%.

Fig. 3 presents the influence of the acid concentration and moisture content on the
yield of fermentable sugar for conventional (Fig. 3a) and ultrasound-assisted hydrolysis (Fig.
3b). In a similar way that for Fig. 2, the highest yield was obtained for moisture content
around 60wt% for both systems. However, the optimized region for acid concentration ranged
from 18 to 28 wt% for conventional hydrolysis and from 16 to 20 wt% for ultrasound-assisted
hydrolysis.

Fig. 4 presents the influence of the acid concentration and temperature on the yield of
fermentable sugar for conventional (Fig. 4a) and ultrasound-assisted hydrolysis (Fig. 4b). For
conventional hydrolysis, the highest yield predicted was around 150 g.kg” for acid
concentration ranging from 24 to 30wt% and temperature from 58 to 65°C. By other hand, the
optimized yield for ultrasound-assisted hydrolysis presented a centered region for both
independent variables. The results presented in Fig. 4 demonstrated that the ultrasound can be
used as an alternative to process intensification, since it is possible to use less acid and lower
temperature obtaining higher yields of fermentable sugar compared to the conventional
hydrolysis. The ultrasonic treatment changes the structure of cellulose and enhances the
accessibility of the acid to it. Ultrasonic treatment can also assist the mass transfer of the
dissolved components from lignocellulosic biomass and enhance the release of

polysaccharides [16].
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3.3.2 Conclusions

This paper was presented experimental data referring the hydrolysis of rice hulls to
obtain fermentable sugars by conventional and ultrasound-assisted acid hydrolysis. The
optimized condition obtained from analysis of contour plots for conventional hydrolysis was
moisture content 60wt%, acid concentration 18.8 wt% and 65°C, being obtained a yield about
113.0 g.kg™. For ultrasound-assisted hydrolysis, the optimized condition was moisture content
60wt%, acid concentration 15 wt% and 45°C, resulting in a yield of 162.0 g.kg™. The yield of
fermentable sugar obtained by ultrasound-assisted hydrolysis at optimized condition was
around 43% higher than for the conventional hydrolysis. Besides the increase in the yield
obtained, the optimized acid concentration and temperature were lower than for conventional
one. In practice, it is possible to obtain high yield using less acid and low temperature, in a

manner that ultrasound can be used as a device for process intensification.
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List of Figure Captions

Fig. 1. Pareto Chart showing the effects of linear, quadratic and interaction terms of
independent variables on the yielding of fermentable sugars obtained by conventional (a) and

ultrasound-assisted acid hydrolysis (b).

Fig. 2. Contour plots showing the influence of temperature and moisture content on the
yielding of fermentable sugars obtained by conventional (a) and ultrasound-assisted acid
hydrolysis (b). Acid concentration was maintained at the central point of the CCRD (18.8

wit%).

Fig. 3. Contour plots showing the influence of acid concentration and moisture content on the
yielding of fermentable sugars obtained by conventional (a) and ultrasound-assisted acid

hydrolysis (b). Temperature was maintained at the central point of the CCRD (47.5°C).

Fig. 4. Contour plots showing the influence of acid concentration and temperature content on
the yielding of fermentable sugars obtained by conventional (a) and ultrasound-assisted acid

hydrolysis (b). Moisture content was maintained at the central point of the CCRD (60 wt%).



Table 1. Matrix of the experimental results obtained in the CCRD.
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Moisture Acid
Temperature Conventional Ultrasound
Run Content concentration Yield Yield
(°C) (9-kg") (9-kg")
(Wt%) (Wt%)
1 48 (-1) 37.0 (-1) 12.1(-1) 12.9 225
2 72 (1) 37.0 (-1) 12.1 (-1) 18.3 30.4
3 48 (-1) 58.0 (1) 12.1 (-1) 12.4 65.5
4 72 (1) 58.0 (1) 12.1 (-1) 9.1 52.5
5 48 (-1) 37.0 (-1) 25.4 (1) 14.0 33.6
6 72 (1) 37.0 (-1) 25.4 (1) 21.6 36.0
7 48 (-1) 58.0 (1) 25.4 (1) 1435 51.0
8 72 (1) 58.0 (1) 25.4 (1) 107.4 73.2
9 40 (-1.68) 475 (0) 18.8 (0) 12.3 139.1
10 80 (1.68) 475 (0) 18.8 (0) 6.4 70.5
11 60 (0) 30.0 (-1.68) 18.8 (0) 93.8 46.9
12 60 (0) 65.0 (1.68) 18.8 (0) 71.9 72.1
13 60 (0) 475 (0) 7.5 (-1.68) 91.6 44.8
14 60 (0) 47.5(0) 30.0 (1.68) 85.4 93.7
15 60 (0) 47.5 (0) 18.8 (0) 105.8 165.8
16 60 (0) 47.5 (0) 18.8 (0) 99.8 155.1
17 60 (0) 47.5 (0) 18.8 (0) 129.8 159.6
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4. ARTIGO 2: Enzymatic hydrolysis of rice hulls to obtain

fermentable sugars using innovative technologies
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4.1 ABSTRACT

In this work was investigated the use of innovative technologies to improve the enzymatic
hydrolysis of rice hulls. It was evaluated the use of supercritical CO, as co-solvent and
ultrasound-assisted hydrolysis and the results were compared with conventional procedure.
Maximum vield of fermentable sugar obtained was about 16 g.kglusing conventional or
ultrasound-assisted hydrolyses. The yield obtained in the hydrolysis using supercritical CO,
was around 4.2 g.kg™ as co-solvent. Enzymatic hydrolysis using conventional procedure
showed to be the best alternative to obtain fermentable sugar from rice hulls since the

innovative technologies employed did not lead to better results.

*Corresponding author: mazutti@ufsm.br (M.A. Mazutti); Tel.: +55-55-3220-9592
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4.2 Introduction

Rice is an important crop in many countries and is abundantly produced worldwide.
Annually 465.078 MT of rice are produced globally, and for every kilogram of harvested
paddy 20-33% of rice husk was generated. Rice husk contains about 28.6 % of cellulose, 28.6
% of hemicellulose, 24.4 % of lignin and 18.4 % of extractive matter [1]. Rice husk is an
abundant lignocellulosic residue, mainly in the state of Rio Grande do Sul — Brazil, what is
the major Brazilian producer of rice accounting for about 50% of all amount produced in the
country. It is a residue so abundant and low value added by its very low value as animal feed
because it is a product of difficult digestibility, low density and large amount of ash / silica as
abrasive components and features [2].

An alternative to the use of this waste is the production of second generation
bioethanol by hydrolysis of cellulose, obtaining fermentable sugars. Cellulases are important
enzymes considering the production of second generation bioethanol from lignocellulosic
materials. The enzyme complex acts on cellulosic material promoting its hydrolysis. These
enzymes are highly specific biocatalysts acting in synergism to release sugars, of which
glucose presents the greatest industrial interest, due to the possibility of using it as substrate
for ethanol production by fermentation [3].

Among the possibilities to carry out enzymatic reactions there is the use of a solid-
state enzyme reaction, which is defined as the reaction involving solids (rice husk) in absence
(or near absence) of free water; however, substrate must possess enough moisture to support
the action of the enzymes. The main advantage of this procedure is the fact that the process is

conducted in the absence of a free aqueous phase, resulting in minimum water consumption
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and thus a low production of effluent. As the amount the water can be adjusted to a minimum
during the extraction of hydrolyzed sugars, the resulting solution is more concentrated that
traditional enzyme hydrolysis. The concept and advantages of solid-state enzymatic reaction
were adapted from solid-state fermentation [4].

Recently there have arisen new alternatives for the hydrolysis of cellulose, as the use
of pressurized fluid and ultrasound [5-10]. The use of supercritical carbon dioxide has
received attention for biomass pre-treatment due to the mild temperatures that can be
employed, hence resulting in lesser production of undesirable, degradation, compounds, and
because the pre-treated material presents no solvent residues, since CO, is gaseous at
environmental conditions [11]. The ultrasound has been used to assist in extraction of lignin
and hemicellulose from the lignocellulosic biomass with an aqueous alkaline or neutral, such
as corn hulls, wheat hulls, buckwheat hull, wheat straw, rice husk, ultrasonic irradiation on
the solid-liquid interface showed some surface erosion or particle size reduction. The effect of
ultrasonic irradiation is to produce cavitation in liquids to aid the progress of chemical
reactions for creating bubbles and hot-spot generation. This phenomenon can be applied in the
pretreatment of biomass to achieve effective processing [12]. Although ultrasound or
supercritical CO, are intensively used to carry out pretreatment of biomass, little attention has
been paid in the design of intensified enzyme-based processes for hydrolysis of
lignocellulosic residues without pretreatment using these innovative technologies.

Based on this, this article aims to evaluate the influence of ultrasound and supercritical
CO, on the enzymatic hydrolysis of rice hulls to obtain sugars with commercial interests. For
this purpose, two central composite rotational design were conceived to evaluate the influence
of moisture content, enzyme load and temperature on conventional and ultrasound-assisted

hydrolysis, whereas a central composite design was conceived to evaluate the effects of
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pressure, enzyme load and moisture content on hydrolysis using supercritical CO, as co-

solvent.

4.3 Material and methods
Materials

The rice husks used in this study were obtained from a local processing factory (Primo
Berleze, Santa Maria, Brazil). The samples, as soon as they were received, were milled,
sieved and maintained at temperature of -4°C until the experiments. It was used 10 g of rice
husks as a sample for each experiment. The enzyme used in this study was the cellulolitic
complex from Trichoderma reesei (NS50013) kindly donated by Novozymes Latin American
(Brazil). Carbon dioxide with a purity of 99.5% (liquid phase) was purchased from Air Liquid

S.A. (Brazil).

Enzymatic hydrolysis by conventional and ultrasound-assisted technologies

Experiments were carried out in an ultrasonic bath with temperature control (Unique
Inc. model USC 1800A, Brazil, BR) equipped with a transducer having longitudinal
vibrations. The ultrasonic unit has an operating frequency of 40 kHz and a maximum-rated
electrical power output of 132 W. The ultrasonic transducer (surface area of 282.2 cm?) is
fitted at the bottom of the bath horizontally along the length of bath.

The reactions were carried out using a beaker containing 10 g of rice hulls (dry basis).
Before the reactions, temperature, moisture and load enzyme were adjusted to the
appropriated values. All reactions were carried out by 240 minutes and, at the end, the whole
content of the beaker was sampled for sugar extraction. The amount of fermentable sugar
released was assessed by taken an aliquot free of solids. The same experiment was carried out

in the presence and absence of ultrasound irradiation for sake of comparison. In this work, it
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was evaluated the effects of temperature, moisture and load enzyme on the amount of
fermentable sugar released by mean a central composite rotational design (CCRD) for three

independent variables. Table 1 presents the range of investigated variables.

Enzymatic hydrolysis using supercritical CO, as co-solvent

The enzymatic hydrolysis of rice hulls was performed in a laboratory scale unit, which
consists basically of a CO, reservoir, two thermostatic baths, a syringe pump (ISCO 500D), a
stainless steel vessel (cell) with an internal volume of 100 mL, an absolute pressure
transducer (Smar, LD301) equipped with a portable programmer (Smar, HT201) with a
precision of £ 0.4 bar. The experimental setup consisted of 1/8” OD tubing of stainless steel
(HIP). Between the pump and the solvent reservoir a check valve (one-way) (HIP 15-41AF1-
T 316SS) was positioned to avoid pressurized solvent back flow to the head of the solvent
reservoir. Two additional micrometering valves (HIP 15-11AF2 316SS) completed the
experimental apparatus, one located after the syringe pump, at the entrance of high-pressure
cell, to allow solvent loading and the other just after the cell to perform solvent discharge.

Amounts of approximately 10 g of rice hulls (dry basis) were charged into the high-
pressure vessel at pre-selected moisture content. The CO, was pumped into the bed, which
was kept in contact with the rice hulls at 47°C and defined pressure during 4 hours of
reaction. Afterwards, the system was depressurized at constant rate by opening a
micrometering valve and the hydrolyzed material used for extraction of fermentable sugar
according to procedure defined below. The effects of moisture content, pressure and enzyme
load on the hydrolysis of rice hulls were assessed by means of central composite design
(CCD) with 8 runs plus 3 central points. Table 2 presents the range of each variable

investigated.
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Determination of fermentable sugar

After the hydrolysis, the fermentable sugars were extracted from the solid material
using distilled water at solid to liquid ratio of 0.1 (dry basis). The extractions were carried out
at 30 °C under orbital shaker agitation of 150 rpm during 30 minutes. Afterwards, the solution
was filtered by vacuum filtration (Whatman qualitative filter paper, grade 1) and the
supernatant was used to determine the amount of fermentable sugars by the 3,5-
dinitrosalicylic acid method (DNS) [13]. The value obtained was used to calculate the yield of

hydrolysis. All results were expressed as gram of fermentable sugar per kg of dry rice hulls.

Statistical analysis
All the results were analyzed using the software Statistica® 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa,

OK, USA), considering a significance level of 90%.

4.3.1 Results and Discussion
Enzymatic hydrolysis of rice hulls by conventional and ultrasound-assisted technologies
Table 1 presents the results in terms of yield of hydrolysis in the seventeen runs of the
CCRD for the conventional and ultrasound-assisted hydrolysis. To better understand the
effects of independent variables on the responses, data of Table 1 were used to determine the
effects of each studied variables on yield of fermentable sugar. The effects were expressed in
the form of Pareto chart, which are presented in the Fig. 1. For the conventional hydrolysis
(Fig. 1a) only quadratic term for temperature and linear term for enzyme load were
statistically significant (p<0.1) in the range evaluated. The analysis of effects demonstrates
that the increase of enzyme load could increase the yield of hydrolysis. This finding is evident
when comparing runs 1-4 (low enzyme load) with runs 5-8 (high enzyme load), where the

yield of hydrolysis was high when more enzyme was used in the process.
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Fig. 1b presents the effects for ultrasound-assisted hydrolysis, where is seen a different
behavior in relation to conventional hydrolysis. Only linear terms for moisture content and
temperature were not significant (p<0.1) in the evaluated range. Once more, linear term for
enzyme load was the most significant term and is indicating that more enzyme is required to
increase the yield. The negative sign of the quadratic terms indicate the presence of a
maximum point for moisture content and temperature. The influence of quadratic term for
temperature on yield for ultrasound-assisted hydrolysis was more severe than for conventional
one. In practice, the reduction of yield is more severe when the temperature is increased from
40 to 70°C for reactions in the ultrasound than water bath, since the ultrasound is an auxiliary
source of energy and can be deactivate the enzyme. This was confirmed comparing the
magnitude of linear term for enzyme load, where it is about 3 times higher for ultrasound-
assisted reactions than conventional one. If the deactivation is more pronounced, more
enzyme is required to carry out the same reaction, since there is no significant difference in
the yield of hydrolysis in the two systems.

In order to optimize the experimental condition to obtain maximum vyield of
fermentable sugar, an empirical model is presented below. Eg. 1 presents the significant terms
(p<0.1) concerning to ultrasound-assisted hydrolysis. For conventional hydrolysis, the model

generated was not statistically validated and, for this reason, it was not presented here.

FSys =12.77+1.79-M? -3.42.T? +5.07-E-1.76-E* -3.63-T-M —-3.23.T-E-2.03-M -E

(1)
where FSys is the yield of fermentable sugar (g.kg™) obtained by ultrasound-assisted
hydrolysis, respectively, T, M and E are the coded temperature, moisture content and enzyme
load. This model was validated by analysis of variance (ANOVA). The calculated F-test was
about 6.5 times greater than the tabulated one for significance at p=0.1, and the determination

coefficient (R?) was 0.9272. The high values for the determination coefficient indicate good
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fitting of experimental data, allowing the use of such models to predict process performance
as well as to use it as tool for process optimization. The applicability of these models is
explored in Fig. 2.
Fig. 2a presents the influence of the moisture content and temperature on the yield of
fermentable sugar for ultrasound-assisted hydrolysis. The maximum yield of fermentable
sugar predicted is around 16 g.kg™ for moisture content around 85wt% and temperature about
47°C. Similar yield also was obtained for moisture content around 50 wt% and temperatures
ranging from 55 to 70°C. Fig. 2b presents the influence of temperature and enzyme load on
the yield of hydrolysis, where it is seen that optimum temperature is around 45-48°C and
enzyme load higher than 8.5 wt%. In other work was demonstrated that optimum temperature
for cellulolytic complex used here is 47°C (Balsan et al. 2012). Fig. 2c presents the influence
of moisture content and enzyme load on the yield of hydrolysis. Once more, maximum yield
was obtained at moisture content around 50 wt% and enzyme load higher than 8.5 wit%.
Based on the analysis of contour plots, the maximum yield for ultrasound-assisted hydrolysis
obtained in this work was about 16 g.kg™ at moisture content of 50 wt%, enzyme load of 8.5
wt% and temperature of 47°C. Although was not possible to generate a model for
conventional hydrolysis, it is possible to affirm that the optimized condition is similar to
ultrasound-assisted hydrolysis, since it was not verified significant difference in the yield
among the processes. On the other hand, others searchers have obtained better results using
ultrasound treatment; Yu et al. (2009) combined two pretreatments (ultrasonic and H,05) in
the rice hull hydrolyze to led a significant lignin degradation. Yang et al. (2012) also observed
that ultrasonic treatment shorten the pretreatment step compared with untreated group.

Ang et al. (2013) obtained 15 mg.mL™ of total reducing sugars using HCI in the
pretreatment, thus the HCI was further optimized. Dagnino et al. (2013) studied the pretreated

rice hull with sulphuric acid and the enzymatic hydrolysis, the performance was about 25%
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total sugars present after 48 h of reaction. In this work was used the enzymatic hydrolysis
because presented some advantages compared with the acid hydrolysis it can generate some
inhibitors, this was observed in the work of Singh et al. (2014). The same authors using the

enzymatic hydrolysis obtained 13.5 g.L™ of sugars.

Enzymatic hydrolysis of rice hulls using supercritical CO; as co-solvent

Table 2 presents the results in terms of yield of hydrolysis in the eleven runs of the
CCD for the enzymatic hydrolysis carried out using supercritical CO, as co-solvent in the
reactions. Data of Table 2 were used to determine the effects of each studied variables on
yield of fermentable sugar. The effects were expressed in the form of Pareto chart, which are
presented in the Fig. 3. As can be see, none linear or interaction terms were statistically
significant in the studied range, indicating that, independent of condition employed, the yield
of hydrolysis was around 4.2 g.kg™ (mean value obtained in the eleven runs). It is important
to point out that the yield obtained in the reactions using supercritical CO, was considerably
lower than that obtained in the conventional and ultrasound-assisted hydrolysis. This result
can be associated with the deactivation of enzyme by the CO,. Although the CO, successfully
employed to increase the catalytic power of enzymes, there are some cases where its use can
lead to inactivation. Dutta et al. (2014) in their work used cellulose and xylanase activated in
presence of calcium hydroxyapatite nanoparticles with concomitant increase in
thermostability about 35% increment in production of xylose and reducing sugars from rice

husk and rice straw compared to the untreated enzyme sets.

4.3.2 Conclusions
In this paper work was evaluated the enzymatic hydrolysis of rice hulls for production

of fermentable sugar using innovative technologies such as ultrasound, supercritical CO, and
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compared with conventional one. Maximum yield of fermentable sugar obtained was about 16
g.kg™ using conventional or ultrasound-assisted hydrolyses. The experimental condition at
optimized condition was moisture content of 50 wt%, enzyme load of 8.5 wt% and
temperature of 47°C. The yield obtained in the hydrolysis using supercritical CO, was around
4.2 g.kg* as co-solvent. Enzymatic hydrolysis using conventional procedure showed to be the
best alternative to obtain fermentable sugar from rice hulls since the innovative technologies

employed did not lead to better results.
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List of Figure caption:

Fig. 1. Pareto Chart showing the effects of linear, quadratic and interaction terms of
independent variables on the yielding of fermentable sugars obtained by conventional (a) and

ultrasound-assisted hydrolysis (b).

Fig. 2. Contour plots showing the influence of independent variables in the yield for
ultrasound-assisted hydrolysis: a) Influence of temperature and moisture content; b) enzyme
load and temperature; c) enzyme load and moisture content. Third variable was always

maintained at condition of central point.

Fig. 3. Pareto Chart showing the effects of linear and interaction terms of independent
variables on the yielding of fermentable sugars obtained by hydrolysis carried out using

supercritical CO, as co-solvent.
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Table 1. Matrix of the experimental results obtained in the CCRD for conventional and

ultrasound-assisted enzymatic hydrolysis of rice hulls.

Moisture
Temperature Enzyme Hydrolysis yield - Hydrolysis yield
Run Content Conventional - Ultrasound
°C) load (wt%) (9-kg") (9:kg")
(Wt%o)
1 46 (-1) 58 (-1) 2.8 (-1) 9.6 5.3
2 64 (1) 58 (-1) 2.8 (-1) 8.4 10.0
3 46 (-1) 82 (1) 2.8 (-1) 7.0 10.2
4 64 (1) 82 (1) 2.8 (-1) 6.5 10.0
5 46 (-1) 58 (-1) 8.2 (1) 9.2 13.7
6 64 (1) 58 (-1) 8.2 (1) 16.2 14.3
7 46 (-1) 82 (1) 8.2 (1) 13.1 16.9
8 64 (1) 82 (1) 8.2 (1) 14.2 7.9
9 40 (-1.68) 70 (0) 5.5 (0) 10.7 6.8
10 70 (1.68) 70 (0) 5.5 (0) 9.9 9.2
11 55 (0) 50 (-1.68) 5.5 (0) 9.8 13.7
12 55 (0) 90 (1.68) 5.5 (0) 11.2 17.0
13 55 (0) 70 (0) 1.0 (-1.68) 15.7 5.2
14 55 (0) 70 (0) 10.0 (1.68) 15.8 15.5
15 55 (0) 70 (0) 5.5 (0) 12.1 12.9
16 55 (0) 70 (0) 5.5 (0) 13.4 12.9

17 55 (0) 70 (0) 5.5 (0) 15.0 125
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Table 2. Matrix of the experimental results obtained in the CCD for enzymatic hydrolysis of

rice hulls using supercritical CO; as co-solvent.

Moisture Content Enzyme load Pressure

un Vield

(Wt%) wit%)  (Mpa)  (9KI)
1 8 (D 50(1)  10(1) 37
2 72 (1) 50(1)  10(-1) 50
3 48 (-1) 200(1)  10(1) 68
4 72 (1) 200()  10(1) 43
5 48 (-1) 50(1)  18(1) 43
6 72 (1) 50(1)  18(1) 36
7 48 (-1) 200()  18() 41
8 72 (1) 200()  18(1) 50
9 60 (0) 125(0)  14(0) 31
10 60 (0) 125(0)  14(0) 36
1 60 (0) 125(0)  14(0) 34
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5. DISCUSSAO INTEGRADA

Os resultados obtidos nesse trabalho, apresentados na forma de dois artigos
submetidos para publicacfes em diferentes revistas, sdo produto de um Unico e extenso
trabalho que vem sendo desenvolvido desde o inicio de 2012, no laborat6rio de Bioprocessos
do Programa de P6s Graduacdo em Engenharia de Processos da Universidade Federal de
Santa Maria.

Esse trabalho teve como proposta realizar hidrolise &cida e enzimatica de casca de
arroz para obtencdo de agUcares fermentesciveis usando tecnologias avangadas para tentar de
alguma forma otimizar os processos ja existentes, as tecnologias usadas neste trabalho foram
0 ultrassom e o CO; supercritico.

O processo de hidrélise acida consistiu em 17 ensaios de hidrolise acida convencional
sem tratamento prévio da casca de arroz, testadas em diferentes condi¢cdes de temperatura,
concentracbes de acido e umidade, e ap6s foram realizados 0s mesmos ensaios, porém
utilizando o banho de ultrassom. ApoGs estes ensaios foram realizadas as andlises de
concentracOes de acucares para ver se ocorreram melhores resultados comparando as duas
hidrolises.

Os rendimentos médios de agucar fermentavel considerando os 17 experimentos foram
de 60,9 para hidrélise convencional e 79,5 g.kg™ na hidrélise assistida por ultrassom. Estes
resultados mostraram que o uso do ultrassom para a hidrolise &cida da casca de arroz € uma
ferramenta Gtil para promover o processo de intensificagdo. Na maior parte dos ensaios, 0
rendimento do acucar fermentavel na hidrdlise assistida por ultrassom foi sempre maior do
gue para o convencional.

Nos testes de hidrdlise acida convencional de casca de arroz, as condi¢bes que
atingiram melhores eficiéncias foi o estado otimizado onde o teor de umidade foi de 60% em
peso, concentracdo de acido de 18,8% em peso a uma temperatura de 65°C, sendo obtido um
rendimento de 113,0 g.kg™. J& na hidrélise 4cida assistida por ultrassom as condicdes que
apresentaram os melhores rendimentos foi teor de umidade 60% em peso, concentracao de
4cido de 15% em peso e temperatura de 45°C, resultando num rendimento de 162,0 g.kg™.

Com base nos resultados de rendimentos de acucares fermentaveis foi possivel
observar que quando usado a tecnologia de ultrassom o rendimento foi de cerca de 43% maior

do que para a hidrélise convencional. Além disto, pode-se concluir que é possivel obter altos
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rendimentos de agUcares utilizando menos &cidos e baixas temperaturas, pois o ultrassom agiu
como um intensificador do processo.

Analisando o segundo artigo, onde foi investigado o uso de tecnologias inovadoras
para melhorar a hidrélise enzimética da casca de arroz, avaliou-se o uso do CO, supercritico
na hidrolise, apds foi feita uma comparacdo da hidrolise enzimatica convencional e hidrolise
convencional assistida por ultrassom com a hidrélise enzimética utilizando o CO,
supercritico.

Na hidrélise enzimatica convencional e assistida por ultrassom obteve-se um
rendimento de 16g.kg™, enquanto que na hidrélise com o uso do CO, supercritico foi de 4,2
g.kg™, tanto na hidrélise enzimética convencional como na hidrélise enzimatica assistida por
ultrassom néo foi observado nenhuma diferenca significativa em relacdo ao rendimento de
acUcares fermentesciveis , porém quando se analisa os efeitos das variaveis nas reacdes de
hidrélise observou um comportamento diferente da hidrdlise enzimatica convencional.
Somente termos lineares do teor de umidade e temperatura ndo foram significativos (p < 0,1)
na faixa avaliada. Novamente o termo linear para carga enzima foi o termo mais importante e
indica que mais enzimas sdo necessarias para aumentar o rendimento. Também foi observado
que a influéncia do termo quadréatico para a temperatura no rendimento de hidrolise assistida
por ultrassom era mais grave do que a convencional. Na pratica, a reducdo do rendimento é
mais grave quando a temperatura € aumentada de 40 a 70°C para as rea¢cBes com banho de
ultrassom, pois ultrassom é uma fonte auxiliar de energia e pode desativar a enzima. Isto foi
confirmado comparando a magnitude do termo linear para a carga de enzima, onde ela é 3
vezes superior para reagdes assistida por ultrassom do que o convencional .

Na hidrolise enzimatica usando o CO;, supercritico o rendimento de acucar
fermentavel foi consideravelmente inferior a hidrolise enziméatica convencional, estes
resultados provavelmente estdo associados com a desativacdo da enzima pelo CO,
supercritico. Embora que o CO, supercritico seja utilizado com sucesso para aumentar 0
poder catalitico de enzimas, existem alguns casos em que a sua utilizacdo pode levar a
inativacdo.

Dessa forma, conclui-se que o uso do ultrassom para auxiliar nas hidrolises € uma
ferramenta Util para intensificar as reacdes para a obtencdo de aclcares com valores
comerciais, porém o uso do CO, supercritico ndo se mostrou muito atraente, pois 0 mesmo

pode causar desnaturacdo da enzima e diminuir a eficiéncia do processo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E SUGESTOES

O presente trabalho, viabilizou o processo de hidrolise da casca de arroz para a
obtencdo de acUcares de interesses comercias, analisou-se a hidrolise acida e enzimética
utilizando tecnologias avangadas para otimizar o processo.

As tecnologias utilizadas neste trabalho foram o ultrassom e o CO, supercritico, com 0
intuito de analisar quais das duas teriam os melhores rendimentos de agucares fermentaveis.

Em um primeiro momento do estudo, foi realizada hidrdlise &cida convencional e
assistida por ultrassom da casca de arroz, os resultados foram promissores quando usado o
banho de ultrassom, obtendo-se bons rendimentos de agucares fermentesciveis, cerca de 43%
maior que o rendimento da hidrdlise acida convencional.

Na segunda parte do estudo, foi realizada a hidrolise enzimética da casca de arroz pelo
método convencional e com banho de ultrassom, ambos néo tiveram diferenca significativa
nos rendimentos de agucares fermentesciveis.

Realizou-se também hidrolise enzimatica com o uso do CO, supercritico onde o
rendimento de acucar foi consideravelmente inferior quando comparado com as outras
hidrolises, concluindo-se, entdo, que o uso do CO, supercritico ndo € uma tecnologia
promissora para melhorar a eficiéncia do processo de hidrolise.

Em relagdo ao ultrassom, tem-se conhecimento que o mesmo causa efeitos sobre a
estrutura da matéria prima. Sugere-se entdo para trabalhos futuros, estudos mais detalhados a
respeito destas estruturas para auxiliar nas conclusdes a respeito dos efeitos da exposi¢cdo ao
ultrassom.

Seria relevante futuramente avaliar celulases de outros micro-organismos, bem como
avaliar a hidrolise com outros substratos. Realizar o monitoramento das atividades
enzimaticas durante o processo de hidrolise, identificar os aglcares que sdo liberados no
processo, identificar e avaliar se as enzimas utilizadas na hidrélise ficam adsorvidas ou ndo, e

realizar fermentacdes.
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