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RESUMO

PRE-TRATAMENTO DE CASCA DE ARROZ UTILIZANDO LiQUIDO IONICO
[C1sMIM][BR]

AUTORA: Patricia Daniela Bohn
ORIENTADORA: Raquel Cristine Kuhn
CO-ORIENTADOR: Flavio Dias Mayer

A casca de arroz, um residuo agroindustrial, € um material rico em celulose
apresentando potencial para a producdo de etanol de segunda geracédo. Entretanto,
devido a sua estrutura recalcitrante atribuida a presenca de lignina e silica, faz-se
necessaria uma etapa de pré-tratamento para o rompimento desta estrutura. Muitos
tipos de pré-tratamento podem ser aplicados na dissolugdo de celulose, sendo os
liquidos i6nicos muito estudados atualmente para esta finalidade, principalmente por
serem considerados solventes verdes devido a sua biodegradabilidade. Neste estudo,
a casca de arroz foi pré-tratada com o liquido i6bnico brometo de 1-hexadecil-3-
metilimidazolio [C1sMIM][Br] para obter agucares fermentesciveis, e a influéncia da
razao liquido idnico:agua e da temperatura sobre o rendimento de acucares redutores
liberados apos a hidrélise enzimética foram investigados a partir de um planejamento
experimental. Alteracdes morfoldgicas e estruturais foram avaliadas por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), difracéo de raio-x (DRX), espectrometria infravermelha
com transformada de Fourier (FTIR) e analise termogravimétrica (TGA). O
planejamento experimental demonstrou uma influéncia positiva da temperatura sobre
0 pré-tratamento enquanto a razdo de liquido id6nico:dgua ndo teve influéncia
significativa na faixa estudada. Os maiores rendimentos de acucares redutores (38,04
%) foram obtidos na condicédo de validacdo (180°C e razédo de liquido ibnico:agua de
1:20) com 10% de biomassa durante 12 horas. Além disso, uma dissolu¢do da
biomassa acima de 60% foi obtida apds o pré-tratamento, relacionada a remocéao de
compostos, alteracdes das quais foram identificadas nas analises de caracterizacao,
mostrando mudangas na estrutura da casca de arroz, com uma superficie mais
exposta e acessivel para a enzima e remoc¢ao de por¢cées amorfas (como lignina e
hemicelulose). Maiores rendimentos de acglcares redutores foram obtidos utilizando o
liquido i6nico [C16MIM][Br] a partir da casca de arroz quando comparada com 0S
rendimentos para a biomassa sem o pré-tratamento, podendo ser utilizado como uma
alternativa de pré-tratamento de biomassa lignocelulésica para a obtencdo de
acucares fermentesciveis.

Palavras-chave: Casca de arroz. Pré-tratamento. Liquido 16nico [CisMIM][Br].
Hidrélise enzimatica.



ABSTRACT

PRE-TREATMENT OF RICE HULLS USING [CisMIM][BR] IONIC LIQUID

AUTHOR: Patricia Daniela Bohn
ADVISOR: Raquel Cristine Kuhn
COADVISOR: Flavio Dias Mayer

Rice husk, an agricultural residue, is a cellulose rich material which present potential
to produce second generation ethanol, however, due its recalcitrant structure related
to the presence of lignin and silica, a pretreatment is necessary to broke down this
structure. Many types of pretreatment could be applied, besides that ionic liquids
pretreatment have been studied, because are considered green solvents which
present characteristics as such biodegradability. In this study, rice husk was pretreated
with ionic liquid 1-hexadecyl-3-methylimidazolium bromide [CieMIM][Br] and the
influence of ionic liquid:water ratio and temperature in reducing sugars vyield after
enzymatic hydrolysis was investigated using experimental design. Morphological and
structural changes by scanning electron microscopy (SEM), x-ray diffraction (XRD),
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and thermogravimetric analysis (TGA)
were evaluated. Experimental design shows a positive influence of temperature in the
pretreatment whereas ionic liquid:water ratio was not significance at the range
evaluated. Validation assay at 180°C, 1:20 ionic liquid:water ratio, 10% of biomass for
12 hours was performed, an improvement in reducing sugars yield (38.04%) was
observed in comparison with the untreated (0.18%). Moreover, a dissolution of
biomass up to 60% was obtained after the pretreatment, which is related to removal of
compounds, which were identified by characterization analysis, showing changes in
rice husk structure as such an exposed and more accessible surface for the enzymes
and removal of amorphous portions (such as lignin and hemicellulose). The
[C16MIM][Br] ionic liquid was effective on rice husk pretreatment, resulting in higher
reducing sugars yield comparing to the yield of released sugar from rice husk without
pretreatment, it could be used as alternative in the lignocellulosic biomass
pretreatment to obtain fermentable sugars.

Keywords: Rice Husk. Pretreatment. [C1sMIM][Br] lonic Liquid. Enzymatic Hydrolysis.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a ONU, a populacdo mundial no ano de 2017 era de 7,6 bilhdes
e as projecdes para o ano de 2030 s&o que este numero atinja 8,6 bilhdes. Apesar de
uma sutil reducéo na taxa de crescimento populacional, estima-se que a populacao
mundial continue aumentando, 0 que acarreta em uma demanda energética cada vez
maior.

Desde a Revolucéo Industrial, a demanda energética do planeta é baseada em
combustiveis fosseis (YOKOO, MIYAFUJI, 2014), os quais sdo provenientes de
reservas limitadas. O crescimento demografico, associado a necessidade cada vez
maior de fontes fésseis acarreta em sua escassez, além disso, seu consumo esta
associado a diversos problemas ambientais devido a emissdo de CO:2 proveniente da
gueima dos combustiveis fésseis (AMOAH et al., 2017; ELGHARBAWY et al., 2016),
o qual é ligado diretamente a poluicdo da atmosfera, grande causador do efeito estufa
(BRANDT-TALBOT et al., 2017).

Considerando o cenario politico atual, relacionando a instabilidade dos precos
dos combustiveis fosseis (AMOAH et al., 2017), as politicas ambientais e sociais
(CHEN et al., 2017) e a limitacdo das reservas fosseis (XU et al., 2014), pesquisadores
tém feito uma busca por fontes renovaveis, limpas e sustentaveis de energia (CHEN
et al., 2017), como o etanol de segunda geracao, proveniente de diferentes tipos de
residuos, ganhando destaque a biomassa lignocelulésica (MILANEZ et al., 2015).
Conforme, Tye et al. (2016), o termo biomassa lignoceluldsica refere-se a celulose
ligada a lignina presente na parede celular das plantas, sendo composta basicamente
por celulose, hemicelulose e lignina e proveniente de residuos agroindustriais.

A celulose, formada por unidades de D-glicose, e a hemicelulose, formada por
diferentes tipos de pentoses, hexoses e acucares podem ser convertidas a agucares
fermentesciveis para produzir etanol (PACHECO, 2011). Porém, a lignina presente,
que é uma estrutura polimérica complexa, confere rigidez e impermeabilidade (MAKI-
ARVELA et al.,, 2010) devido as fortes interagbes intra e intermoleculares na
lignocelulose (ELGHARBAWY et al., 2016), tornando necesséaria uma etapa de pré-
tratamento da biomassa para transpor a recalcitrancia da estrutura e tornar possivel a
producéo de etanol de segunda geracéo.

As etapas para a producdo de etanol de segunda geracdo envolvem o

transporte da biomassa, a moagem ou trituracdo, o pré-tratamento, do qual séo
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obtidos a lignina, que pode ser destinada para combustao ou pode ser empregada em
industrias quimicas, a celulose e a hemicelulose, que séao hidrolisadas a glicose e
xilose, respectivamente, e seguem entao para as etapas de fermentacéo e destilacéo
(HAHN-HAGERDAL et al., 20086).

Muitos tipos de pré-tratamento podem ser empregados: pré-tratamento fisico
(moagem, irradiacdo, micro-ondas), fisico-quimico (explosédo a vapor, explosdo de
fibra de amonia, explosdo com CO:2 supercritico), quimico (solventes orgéanicos, alcali,
acido diluido e concentrado, liquidos i6nicos), biolégico (enzimas) ou a combinacao
destes (TAHERZADEH, KARIMI, 2008; KUMARI, SINGH, 2018).

Os liquidos ibnicos atraem interesse dos pesquisadores por serem
considerados solventes verdes, pois ndo formam gases toxicos ou explosivos, além
de apresentarem propriedades interessantes como baixa pressdo de vapor, alta
estabilidade térmica e quimica (ALVIRA et al., 2010). Sua aplicacéo na dissolucao de
biomassa lignoceluldsica gera alteracdes estruturais, como reducédo da cristalinidade
da celulose e do contetudo de lignina (LOPES et al., 2013), melhorando a hidrélise
enzimatica, ou seja, sua conversdo em acucares (DADI et al., 2007).

Muitos liquidos idnicos ja foram descritos como efetivos no pré-tratamento de
biomassas lignocelulésicas, como [C2MIM][OAc], [CaMIM][CI], [C4aMIM][OACc],
[CsMIM][BF4] (RAJ et al., 2016), [C2MIM][CI], [C2MIM][Ac] (AID et al., 2016),
[BMIM][CI], [EMIM][Ac] (CHEENKACHORN et al., 2016), inclusive com a casca de
arroz, poréem nenhum trabalho apresentou a aplicacédo do liquido iénico [C16MIM][Br]
para o pré-tratamento de biomassa até o momento. Portanto, o objetivo principal deste
trabalho foi avaliar a aplicagdo do liquido i6nico [C1sMIM][Br] no pré-tratamento da

casca de arroz.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do liquido i6nico [CisMIM][Br] no pré-tratamento da casca de

arroz para a obtencéo de acucares fermentesciveis.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Realizar a caraterizacdo da biomassa antes e apds o pré-tratamento através
de FTIR, DRX, MEV e TGA,;

- Avaliar o efeito do pré-tratamento na obtencao de acucares fermentesciveis
por hidrolise enzimatica;

- Avaliar o efeito da razao de liquido idnico:dgua e da temperatura na etapa de
pré-tratamento através de um planejamento experimental do tipo Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR);

- Avaliar o reuso do liquido i6nico na etapa de pré-tratamento.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 CASCA DE ARROZ

A economia brasileira é fortemente ligada a agricultura, baseada na cultura de
arroz, milho, soja, trigo, algoddo dentre outros, onde o0 arroz ocupa a segunda
colocacdo em questdo de producado e extensdo de area cultivada, sendo que o pais
ocupava a nona posi¢cao na producao mundial em 2016, segundo a FAO (Food and
Agriculture Organization). Dentre os estados brasileiros, o Rio Grande do Sul é
responsavel por aproximadamente 70% da producdo e colheita do cereal (IBGE,
2018).

O arroz (Oryzae sativa) € formado basicamente pela casca, que corresponde
de 20 a 33%, pelo farelo, que representa de 5 a 8% e pelo endosperma que é
responsavel pela maior parte do grao (em torno de 70%) (KIM et al., 2004; MICHEL
JR. et al., 2016; SOARES, 2015), sendo sua estrutura apresentada na Figura 1. O
arroz seco € separado da casca, através do processo de descascagem, onde é obtido
o arroz integral, composto pelo farelo e o endosperma, e através do processo de
polimento é retirado o farelo, obtendo-se o arroz branco ou polido. Conforme Walter
et al. (2008), este grdo é composto basicamente por amido (87,58%), e quantidades
menores de proteinas (8,94%), lipideos (0,36%), cinzas (0,30%) e fibras (2,87%).

Figura 1 - Composi¢éo do gréo de arroz in natura.

Pericarpo
Tegumento
Nﬁ:f:, } Farelo
Aleurona

Endosperma

Fonte: SOARES (2015).
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Considerando que a safra de arroz 2017/18 no Rio Grande do Sul foi de 8,47
milhdes de toneladas segundo o Boletim Final da Safra do Instituto Rio Grandense de
Arroz (IRGA) e que destes, 20% corresponde a casca (LYNAM et al., 2012), tem-se
uma producéo de casca de arroz de aproximadamente 1,69 milhdes de toneladas. A
casca de arroz € constituida, basicamente, por 33-36% de celulose, 12-26% de
hemicelulose, 7-16% de lignina e 20% de cinzas (DIAZ et al., 2014; NDAZI et al., 2007;
JOHAR et al., 2012; SAHA, COTTA, 2008).

Na Tabela 1 é apresentada a composicéo da casca de arroz, sendo os acucares

correspondentes a celulose e hemicelulose.

Tabela 1 — Composicdo da casca de arroz.

Componente da biomassa Composicédo em base seca (wt%)

Glucano 38,9
Galactano 0,5
Xilano 20,4
Arabinano 3,4
Lignina 13,5
Extrativos 5,3
Cinzas 18,0
Total 100,0

Fonte: Kadam, Forrest e Jacobson, 2000 (adaptado).

A casca de arroz € um residuo agricola, muitas vezes utilizada como fonte de
energia através da queima, ou ainda queimada nas propriedades de forma néo
controlada causando impactos ambientais (JOHAR et al., 2012; LYNAM et al., 2012),
pode, por apresentar uma composicao rica em celulose e hemicelulose, ser convertida
em acgucares, podendo ser utilizada para a producéo de etanol de segunda geracéo,
agregando valor a um residuo que comumente é subutilizado. Porém, necessita
passar por uma etapa de pré-tratamento para quebrar a estrutura compacta e
recalcitrante da lignina, além de facilitar a acessibilidade da celulose e hemicelulose
por enzimas celuloliticas (KOPPRAM et al., 2014).
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2.2 PRE-TRATAMENTOS

O conteudo de lignina, o grau de polimerizacdo, o tamanho de particula, a
cristalinidade da celulose e a area superficial sdo fatores que apresentam grande
influéncia na conversdo da celulose em aclUcares monoméricos que podem ser
fermentados (WU et al., 2013; BANERJEE et al., 2009). Diferentes pré-tratamentos
tem sido propostos envolvendo processos fisicos (moagem, trituracdo, irradiagéo,
pirélise), fisico-quimicos (oxidacdo umida, explosdo de vapor, explosao de fibra por
amonia - AFEX), quimicos (alcali, &cido diluido, liquido ibnico, solventes organicos),
bioldgicos (enzimas) ou a combinacéo destes (ELGHARBAWY et al., 2016, CHEN et
al., 2017).

A Figura 2 apresenta as mudancas na estrutura, remocéao da lignina, aumento
da area superficial e da porosidade, reducdo da cristalinidade da celulose, remocéao
de hemicelulose, despolimerizacdo parcial da celulose, solubilizacdo de hemicelulose
e/ou lignina, com uma estrutura menos ordenada acarretando no aumento da
acessibilidade a celulose a fim de hidrolisar os carboidratos poliméricos em agucares
fermentesciveis (BEHERA et al., 2014; BINOD et al., 2010; PEREIRA, 2015).

Figura 2 - Efeitos do processo de pré-tratamento na biomassa lignocelulésica.
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Fonte: TAHERZADEH, KARIMI, 2008 (adaptado).

O pré-tratamento constitui em torno de 20% do custo total de processamento
da biomassa para conversao em etanol (YANG, WYMAN, 2008), desta forma, este

deve liberar efetivamente celulose e hemicelulose de forma rapida, apresentar baixo
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consumo de energia e principalmente evitar a formacao de inibidores do processo de
fermentacdo (AMOAH et al., 2017).

2.2.1 Tipos de Pré-tratamentos

De forma geral, todos os pré-tratamentos tem por objetivo evitar perdas e
degradacdo de acUcares redutores, evitar formagéo de subprodutos que interferem na
conversdo dos acgucares e/ou a utilizacdo de reagentes quimicos poluentes ou que
possam ser corrosivos aos equipamentos, reduzir a geracao de residuos solidos ou
poluentes ao meio ambiente, além de controlar custos e viabilidade econémica do
processo (CHEN et al., 2017).

2.2.1.1 Pré-tratamento fisico

O pré-tratamento fisico aumenta a area superficial e o tamanho do poro da
biomassa, diminuindo o grau de polimerizacdo e a cristalinidade. Normalmente este
tratamento causa menor poluicdo ambiental, e apesar de ser um processo
relativamente simples, demanda alta energia que acarreta em maior custo no
processo (SINGH et al., 2014; CHEN et al., 2017).

Diversos processos de cominuicdo mecanica podem ser empregados, como
moagem, a partir da utilizacdo de diferentes moinhos, como de bolas, facas, sapatas,
vibracéo, além de trituracdo e cortes em formatos de chips, que reduzem o tamanho
da particula da biomassa (BEHERA et al., 2014; BINOD et al., 2010; SINGH et al.,
2014). Esses métodos sdo comumente utilizados anteriormente a outros processos
de pré-tratamento, facilitando-os e tornando-os mais efetivos pois com o tamanho de
particulas reduzido aumenta-se a area de contato superficial (CHEN et al., 2017,
MAACHE-REZZOUG et al., 2011). Elgharbawy et al. (2016) citam que a principal
vantagem deste processo é a viabilidade econbmica, porém apresenta como
desvantagens o alto consumo de energia e a incapacidade de remover a lignina.

Outro método de pré-tratamento fisico € a utilizagdo de irradiagdo de feixe de
elétrons sobre a biomassa, onde as ligagBes glicosidicas da celulose podem ser
guebradas, reduzindo o grau de polimerizacdo, perda na estrutura da celulose, menor
poluicdo, aumento na taxa de conversao na hidrolise, além de ser ambientalmente

amigavel, porém é um procedimento caro, além de apresentar um alto consumo de
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energia, tornando-o inviavel industrialmente. Pode-se também empregar irradiacao
micro-ondas, que apresenta facil operacdo e alta eficiéncia de aquecimento
(aquecimento em curto espaco de tempo) que possibilita a modificacdo da estrutura
da celulose, melhorando o rendimento de agucares fermentaveis, porém requer alto
investimento em equipamento ou ainda a utilizacdo de ultrassom, que abre a estrutura
cristalina da celulose e degrada lignina, contudo degrada também hemicelulose, o
qual apresenta influéncia negativa na hidrolise enzimatica (BINOD et al., 2010; CHEN
et al., 2017).

Além disso, a pirdlise pode ser empregada como método de pré-tratamento
para a conversao de biomassa lignocelulosica, onde a celulose € decomposta
rapidamente quando empregadas temperaturas acima de 300°C liberando produtos
gasosos e carvao residual, e para temperaturas menores a velocidade de
decomposicdo da celulose é menor, resultando em uma conversdao de
aproximadamente 50% de glicose quando aplicada hidrélise &cida (FAN,
GHARPURAY, LEE, 1987).

2.2.1.2 Pré-tratamento fisico-quimico

A exploséao por vapor tem sido apresentada como um método de pré-tratamento
de biomassa promissor, pois utiliza vapor em alta temperatura seguido por uma etapa
de descompresséo explosiva & pressdo atmosférica (FERNANDEZ-BOLANOS et al.,
2001). Altas temperaturas, em torno de 200°C, promovem a auto hidrélise do grupo
acetil da hemicelulose, que séo convertidos em acido acético, sendo desnecessario o
emprego de acidos para promover a hidrélise. Segundo Alvira et al. (2010), esta é a
contribuicdo quimica do processo, ja a contribuicéo fisica esta relacionada ao efeito
mecanico causado pela reducdo de pressdo, onde as fibras sdo separadas pela
descompressao explosiva. Assim, a remocéo de hemicelulose e a solubilizacdo dos
componentes lignina e desfibragdo expdem a celulose aumentando a acessibilidade
as enzimas (SINGH et al., 2014). O emprego de maiores temperaturas acarreta em
maior digestibilidade da celulose, porém aumenta a degradacao de agucares.

As maiores vantagens da utilizagdo de exploséo de vapor sao sua viabilidade
econdbmica, menor utilizagcdo de produtos quimicos, eficiéncia energética, possivel
aplicacado industrial, e menor impacto ambiental. Todavia, a degradacdo da

hemicelulose e o rompimento incompleto da estrutura da lignina causam a geracgéo de
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alguns componentes téxicos que inibem a etapa subsequente de conversao
enzimatica (ELGHARBAWY et al., 2016; ALVIRA et al., 2010; SINGH et al., 2014;
MAACHE-REZZOUG et al., 2011).

Outro pré-tratamento fisico-quimico que tem sido muito estudado é a explosdo
de fibra por aménia (AFEX — Ammonia Fiber Explosion), onde a biomassa é exposta
a amoénia liquida em temperaturas moderadas, curto periodo de residéncia e pressao
relativamente alta, sendo a presséo liberada rapidamente, afetando as caracteristicas
quimicas e fisicas da biomassa (alteracdo da lignina, cristalinidade da celulose,
acessibilidade da superficie) (SUNDARAM, MUTHUKUMARAPPAN, 2016; KUMAR,
et al., 2009). Durante o processo, apenas uma pequena quantidade de biomassa é
solubilizada, a hemicelulose é degradada em agucares oligoméricos e ocorre remoc¢ao
de grupamentos acetil, sendo que as alteracdes estruturais geram uma melhora na
digestibilidade da biomassa e sua conversdo na hidrélise enzimética, além disso,
diferente de outros pré-tratamentos, o processo AFEX néo gera uma corrente liquida,
apenas material sélido pré-tratado (TEYMOURI et al., 2005; BONNER et al., 2015;
ALVIRA et al., 2010). Este processo ndo gera inibidores as etapas seguintes
envolvendo enzimas, porém, para proteger o meio ambiente e diminuir os custos, a
amoOnia deve ser recuperada e reutilizada, e a quantidade remanescente serve como
nitrogénio para 0S micro-organismos dos processos sucessivos, nao sendo
necessaria neutralizacdo (TEYMOURI et al., 2005; LAUREANO-PEREZ et al., 2005;
ALVIRA et al., 2010; ELGHABAWY et al., 2016).

Adicionalmente, outros dois pré-tratamentos fisico-quimicos s&do muito
empregados: a oxidacdo Umida e agua quente liquida, ambos solubilizando
hemicelulose e lignina, com uma formacdo minima ou nula de produtos de
degradacdo. A oxidacado umida utiliza oxigénio ou ar como catalisador da reacéao,
formando acidos no processo de hidrélise e oxidacdo, que aumentam a digestibilidade
da celulose. Carbonato de sddio nhormalmente € adicionado para diminuir a formacéao
de inibidores. Sua principal desvantagem esta relacionada ao custo do oxigénio e do
catalisador. Ja o processo utilizando agua quente liquida ndo necessita de
catalisadores ou outros produtos quimicos, mas necessita de pressao para manter a
agua no estado liquido em altas temperaturas. Da mesma forma, solubiliza
hemicelulose, despolimeriza parte da lignina e torna a celulose mais acessivel ao
ataque enzimatico, porém a demanda de agua e energia no processo sSao muito

elevadas tornando inviavel sua aplicagéo industrial (ALVIRA et al., 2010).
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2.2.1.3 Pré-tratamento biol6égico

Considerado um pré-tratamento ambientalmente amigavel, o pré-tratamento
biolégico ou microbiano utiliza micro-organismos, majoritariamente fungos, para
converter biomassa lignoceluldsica. Normalmente € um processo mais simples, pois
o fungo consegue crescer diretamente no substrato a ser tratado, ndo necessita de
muita energia ou produtos quimicos adicionais, opera em condicfes moderadas e nao
gera inibidores ou residuos (ROUCHES et al., 2016). Além disso, apresenta vantagem
quando empregados fungos que degradam especificamente lignina, degradando
pouca quantidade de hemicelulose e celulose, os chamados fungos de podridao
branco (white-rot fungi) (MOOD et al., 2013; ALVIRA et al., 2010).

Alguns exemplos de White-rot fungi sdo Phanerochaete chrysosporium,
Ceriporia lacerata, Cyathus stercolerus, Ceriporiopsis subvermispora, Pycnoporus
cinnarbarinus e Pleurotus ostreaus que apresentam alta eficiéncia de delignificacao
(ALVIRA et al., 2010), pois sdo considerados fungos seletivos para degradacéo de
lignina, relacionada a trés enzimas principais, lignina peroxidade (LiP), manganase
peroxidade (MnP) e lacase (Lac) (SINGH et al., 2014; SHIRKAVAND et al., 2016).

Entretanto, o longo tempo de duragdo, que pode variar de dias a semanas, 0
grande espaco requerido e a necessidade de monitoramento continuo do crescimento
dos micro-organismos, sao as principais desvantagens para a sua aplicagcdo em
escala industrial (MOOD et al., 2013; ROUCHES et al., 2016; SINGH et al., 2014).

2.2.1.4 Pré-tratamento quimico

Um dos pré-tratamentos quimicos mais utilizados emprega acidos, mais
comumente o acido sulfarico (H2SO4). Porém, outros acidos como acido cloridrico
(HCI), nitrico (HNOs3), trifluoroacético (TFA), fosférico (HsPOa4), maleico, férmico ou
acético podem ser aplicados (CARVALHEIRO, DUARTE, GIRIO, 2008; KUMARI,
SINGH, 2018). Conforme Mood et al. (2013), o pré-tratamento pode ser aplicado com
baixa concentracdo de acido e alta temperatura (variando entre 120-160°C) ou com
acido concentrado e baixa temperatura, ambos hidrolisando hemicelulose a

monossacarideos e tornando a celulose mais suscetivel ao ataque enzimético.
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O emprego de acido concentrado € mais eficiente na hidrélise de celulose, além
de ser um processo mais econémico devido a baixa temperatura, porém apresenta
significativos efeitos negativos, como toxicidade, corrosédo, requer equipamentos
construidos com materiais especiais, resistentes a corrosdo, além de necessitar de
recuperacdo do acido e neutralizacdo da biomassa anterior ao processo envolvendo
micro-organismos, e sao formados diversos produtos de degradacado, que inibem a
etapa enzimética (CARVALHEIRO, DUARTE, GIRIO, 2008: PONNUSAMY et al.,
2019; TAHERZADEH, KARIMI, 2008; LI et al., 2009), como &cido acético, furfural e h-
hidroximetil furfural (HMF). Com isso, a utilizacdo de acido diluido torna-se mais
atrativa para a aplicacdo industrial, pois além de remover hemicelulose, rompe a
estrutura da lignina a aumenta o0 acesso a celulose, inibidores sao formados em
quantidades muito inferiores e € muito menos corrosivo que quando aplicado acido
concentrado (TAHERZADEH, KARIMI, 2008; KUMARI, SINGH, 2018; KUMAR et al.,
2009).

Componentes alcalinos como hidroxido de sédio (NaOH), hidroxido de célcio
(Ca(OH)z2), hidroxido de potassio (KOH), aménia aquosa (NH3), hidroxido de aménia
(NH4OH) e perodxido de hidrogénio (H202) (BEHERA et al., 2014; KUMARI, SINGH,
2018), podem ser utilizados para realizar o pré-tratamento alcalino atuando sobre a
estrutura da biomassa, aumentando a area superficial interna, diminuindo o grau de
polimerizacao e a cristalinidade, quebrando as liga¢gdes entre a lignina e carboidratos,
e rompendo a estrutura da lignina através das reacdes de saponificacdo, ligando
hemicelulose a outros componentes (CARVALHEIRO, DUARTE, GIRIO, 2008;
BEHERA et al., 2014). Além disso, 0 acesso enzimatico a celulose aumenta devido a
remocao de grupamentos acetil e substituicbes do acido urénico na hemicelulose,
promovendo uma digestibilidade da celulose.

O pré-tratamento pode ser realizado utilizando baixas temperaturas
(normalmente temperatura ambiente), durante minutos, horas ou até dias (KUMAR et
al., 2009), variando conforme o tipo de substrato, contudo sendo mais efetivo em
residuos agricolas que em residuos de madeira (SINGH et al., 2014; TAHERZADEH,
KARIMI, 2008). Conforme Kumar et al. (2009), o processo causa menor degradacao
de aclUcar quando comparado com o0 processo acido, e muitos sais podem ser
recuperados ou regenerados. O pré-tratamento utilizando cal (hidroxido de calcio)
remove lignina e tem um custo menor que NaOH e KOH, além de ser possivel

recupera-lo da fracdo aquosa pela neutralizacdo com CO2 (KUMAR et al., 2009; CHEN
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et al., 2017). Além disso, 0 uso excessivo de NaOH pode causar inibicdo enzimatica,
salinizacdo do solo e poluicdo da agua (KUMARI, SINGH, 2018), e o uso de alcalis
pode levar & conversdo em sais irrecuperaveis e/ou sua incorporacdo a biomassa
(BEHERA et al., 2014).

Em adicdo, outros dois processos de pré-tratamento quimico podem ser
empregados, solventes organicos (organosolv) e ozondlise. Os organosolv sdo
solventes organicos ou organicos agquosos, misturados com catalisadores organicos
ou inorganicos, que podem ser acidos, como HCI ou H2SO4, ou basicos, como NaOH,
NHsz, CaCOs (KUMARI, SINGH, 2018; KUMAR et al.,, 2009), que rompem ou
decompdem a rede da lignina e parte da hemicelulose, permitindo maior acesso a
celulose na fase sdlida. Solventes muito empregados no processo sao acetona,
metanol, etanol, trietileno glicol, etileno glicol, fenol aquoso, n-butanol aquoso, alcool
tetrahidrofurfuril, e os acidos organicos mais utilizados como catalizadores sé&o
acetilsalicilico, oxdlico e salicilico (TAHERZADEH, KARIMI, 2008; KUMAR et al.,
2009). Normalmente etanol e metanol tem preferéncia em relacédo aos demais, devido
ao alto custo dos solventes, sendo retirados, e recuperados por evaporagdo e
condensacdao para diminuir estes custos, além de ser necessaria sua remog¢ao por ser
inibidor para a hidrolise enzimatica, fermentacéo ou digestdo (BEHERA et al., 2014;
KUMAR et al., 2009). Além disso, se ocorrer um aumento da temperatura, acima de
185°C, pode-se evitar o uso de catalisadores e obter-se deslignificacdo satisfatoria
igualmente (ALVIRA et al., 2010).

Uma das principais vantagens desse processo € a obtencao de lignina pura,
celulose e hemicelulose quase sem alteracdes estruturais, 0s quais sdo subprodutos
de alto valor agregado (CHEN et al., 2017). Ainda, conforme Papatheofanous et al.
(1995), é possivel obter uma remocéao de lignina em torno de 70%, com uma minima
perda de celulose (em torno de 2%), quando combinado o processo organosolv com
prévia hidrélise acida em um fracionamento de dois estagios.

Da mesma forma, a ozondlise degrada lignina e parte da hemicelulose, porém
nao afeta a celulose (KUMAR et al., 2009). O 0z6nio é um poderoso agente oxidante
solivel em agua que tem a capacidade de quebrar lignina e liberar componentes
sollveis como acido formico e acético, sendo que as moléculas de ozbnio séo
desintegradas em radicais hidroxilas, resultando na oxidacdo (KUMARI, SINGH,
2018). A ozondlise normalmente é realizada em temperatura ambiente, pressao

normal e ndo forma qualquer inibidor ou substancia toxica, que podem afetar a
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fermentacdo ou hidrolise subsequente, porém devido a grande demanda de ozoénio,
torna-se um procedimento bem caro (TAHERZADEH, KARIMI, 2008; KUMAR et al.,
2009; BEHERA et al., 2014; CHEN et al., 2017).

Atualmente, um dos processos de pré-tratamento quimico que tem sido muito
estudado nos ultimos anos é a aplicacao de liquidos idnicos, os quais serdo abordados

no item seguinte.

2.2.1.4.1 Liquidos Iénicos

Recentemente, os liquidos ibnicos (LIs) tém despertado o interesse dos
pesquisadores, desde que Swatloski et al. (2002) demonstraram sua capacidade de
dissolucdo de biomassa lignocelulésica, e Yoon et al. (2012) e Yang e Fang (2015)
apresentaram melhora na sacarificacdo enzimatica para fins de producéo de etanol
de segunda geracédo, além de serem considerados sistemas de solventes “verdes”,
ambientalmente amigaveis (IBRAHIM et al., 2015).

Os liquidos ibnicos séo sais organicos com baixo ponto de fusao, normalmente
apresentam-se na forma liquida em temperaturas inferiores a 100°C, sendo
compostos por grandes cations organicos e pequenos anions inorganicos, geralmente
estaveis em ar e 4gua (CHEN et al., 2017; REDDY, 2015; CUNHA-PEREIRA, RECH,
AYUB, 2016; ZHAO et al., 2009; MEENATCHI, RENUGA, MANIKANDAN, 2017).
Atraveés das diferentes combinacfes de céations e anions, pode-se ajustar a diferentes
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas dos LlIs, tornando sua aplicacdo atrativa
(VANCOV et al., 2012; JIANG et al., 2011), principalmente o emprego dos liquidos
ibnicos baseados em imidazoles. Alguns exemplos de cétions e anions empregados

estdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3 - Cations e anions formadores de liquidos idnicos.
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Fonte: SILVA, 2004 (adaptado).

Além disso, apresentam propriedades Unicas: boa solubilidade, pressao de
vapor negligenciavel, ndo inflamabilidade, estabilidade térmica (em uma larga faixa de
temperatura) e quimica, ndo volatil, alta condutividade ibnica, ampla janela
eletroquimica, habilidade de solvatacdo de componentes com ampla variedade de
polaridades, incluindo componentes organicos, inorganicos e poliméricos, e também
sdo reutilizaveis, podendo assim ser aplicados em diferentes campos, incluindo
catalise e biocatalise, separacdo, eletroquimica, plastificantes, dissolucdo e
regeneracao de polimeros naturais, nanomateriais (LIU et al., 2012; WANG et al.,
2015; ZHANG et al., 2006; MEENATCHI, RENUGA, MANIKANDAN, 2017).

O primeiro liquido iénico foi descrito em 1914 por Walden, o nitrato de etil
amonia ([EtNH3][NOg]), que apresentava um ponto de fusdo de 12,5°C (WANG, ZHU,
LI, 2015; SINGH, KUMAR, 2008). Em 1934, Graenacher sugeriu que seria possivel
dissolver celulose utilizando o liquido idnico cloreto de N-etilpiridinio na presenca de
bases contendo nitrogénio, porém nao foi dada muita atencdo devido a baixa
aplicabilidade, j& em 2002, Swatloski et al. conseguiram descrever a dissolugdo e
regeneracdo de celulose quando empregado o liquido idnico cloreto de 1-butil-3-

metilimidazol ([C4sMIM][CI]). Desde entéo, diversos liquidos iénicos, como [EMIM][CI],
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[EMIM][Br], [EMIM][OACc], [EMIM][MePOsH], [PrMIM][CI], [BMIM][Br], [HexMIM][BF4]
tem sido empregados na dissolucgéo de celulose (MAKI-ARVELA et al. 2010).

Algumas caracteristicas dos LIs sdo o ponto de fuséo, densidade e viscosidade.
O baixo valor do ponto de fuséo é atribuido a baixa eficiéncia de empacotamento dos
ions assimétricos, e os liquidos ibnicos baseados em imidazois sofrem grande
influéncia em seu ponto de fusdo conforme o tamanho da cadeia, quanto maior a
cadeia carbbnica, maior o ponto de fusdo (WANG, ZHU, LI, 2015). Geralmente, quanto
maior o tamanho do cétion e do &nion, menor o ponto de fusdo, bem como interagcbes
de dipolo induzido que interagem com as ligacdes de hidrogénio e podem aumentar o
ponto de fusédo (SILVA, 2004). Quanto a densidade e viscosidade, o tipo do cation e
do anion apresentam influéncia, podendo apresentar ligacbes de hidrogénio e
interacOes de van der Walls, determinantes para estas propriedades. De forma geral,
a densidade é afetada pelo tamanho do cation, onde menores densidades estdo
relacionadas a cations mais volumosos. E a viscosidade esta relacionada as
interacdes eletrostaticas entre cation e anion, onde ligacdes de hidrogénio e van der
Walls aumentam a viscosidade, bem como o tamanho da cadeia carbonica, que
confere maior viscosidade para maiores cadeias (SILVA, 2004; WANG, ZHU, LI,
2015).

O liquido iénico é considerado solvente verde, com minima toxicidade para os
seres humanos e para 0 meio ambiente, gases téxicos ou explosivos ndo sao
formados, criando uma quimica limpa e sustentavel, além de ser considerado um
“‘design solvent” pois possibilita combinar diferentes &anions e cations com
propriedades definidas, podendo ser desenvolvido para aplicaces especificas (LIU et
al., 2012; MEENATCHI, RENUGA, MANIKANDAN, 2017; ZHANG et al., 2006; CHEN
et al., 2017). Somado a essa caracteristica, a capacidade de dissolu¢édo da celulose
em biomassa lignocelulésica, tornam os liquidos idnicos poderosos solventes,
facilitando uma posterior hidrélise enzimatica (PEREIRA, 2015), pois a celulose
regenerada apresenta um grau de cristalinidade menor que a celulose in natura,
melhorando a acessibilidade da enzima celulase as cadeias polissacarideas (LEE et
al., 2009), além de ser mais amorfa e porosa (SWATLOSKI et al., 2002).

Conforme Behera et al. (2014) o mecanismo de dissolugcéo da celulose pelo
liquido iGnico envolve grupamentos hidroxila da celulose e forma complexos doadores
e receptores de elétrons. Liu et al. (2011) propuseram um mecanismo do processo de

interacdo entre o liquido idnico [BMIM][CI] e as cadeias celulésicas (Figura 4), onde o
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anion Cl interage com a hidroxila protonada enquanto o céation imidazolico [BMIM]
interage com o0s atomos de oxigénio, além disso quebram as ligacbes [B-1,4-
glicosidicas causando a degradacao de celulose, com um grau de polimerizacao

menor para a celulose regenerada.

Figura 4 - Mecanismo de dissolucao de celulose pelo liquido i6nico [BMIM][CI].
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Fonte: LIU et al. (2011).

A celulose dissolvida pode ser regenerada, ou precipitada, quando adicionando
um anti-solvente, como agua, metanol, acetona ou etanol, mantendo a lignina e outros
componentes dissolvidos, sendo que o anti-solvente pode ser separado do LI ndo
volatil por destilagcéo flash, recuperando o liquido i6nico para ser reutilizado (DADI et
al., 2007; HAYES, 2009). O liquido i6nico deve ser completamente separado da
celulose regenerada, pois ele apresenta-se como um inibidor na etapa da hidrolise
enzimatica, desativando a enzima celulase (ZHAO et al., 2009; NINOMIYA et al.,
2015).

A reciclagem e reutilizacdo do LI sdo etapas chave para sua aplicacdo em larga

escala, pois o liquido ibnico apresenta um alto custo, necessitando assim que esse
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processo seja eficiente para seu uso industrial (PRADO et al., 2016; MAI et al., 2014,
ELGHARBAWY et al., 2016). A facilidade de recuperacao e reutilizacdo auxilia na
resolucéo de problemas ambientais como toxicidade e biodegradabilidade no descarte
(MAI et al., 2014), sendo que durante o processo, os desafios, conforme Badgujar e
Bhanage (2015), sdo obter a completa recuperacdo e regeneracdo do produto,
eliminar impurezas ou sub-produtos e manter a pureza e estabilidade do liquido i6nico,
onde Varios processos, como destilacdo, adicdo de sais, mudancas de temperatura,
adsorcao, utilizacdo de membranas e outros tém sido estudados (MAI et al., 2014).

Quando aplicado na dissolucédo de materiais lignocelulésicos, verificou-se que
os liquidos ibnicos podem ser reutilizados diversas vezes, como descrito por
Auxenfans et al. (2014), que reutilizaram 7 vezes o [C2MIM][OAc] na solubilizacéo de
serragem sem qualquer alteragdo no pré-tratamento. Wu et al. (2011) verificaram que
o rendimento na sacarificacdo de palha de milho néo foi alterado apos reutilizar 10
vezes 0 [EMIM][Ac], j& Nguyen et al. (2010) conseguiram reciclar 20 vezes este
mesmo liquido ibnico na conversao de palha de arroz em glicose. O LI recuperado da
celulose regenerada apresenta acumulo de lignina solubilizada, que pode ser aplicada
na producdo de materiais poliméricos (VANCOV et al., 2012).

Diversos pesquisadores tém descrito a dissolucdo de diferentes materiais

lignocelulésicos utilizando liquidos ibnicos, sendo alguns apresentados no Quadro 1.



Quadro 1 - Aplicacao de Liquidos I6nicos na dissolucédo de material lignocelulésico.

130°C, 180 min.

97,4% quando empregado LI e
DMSO (1:1 w/w), diminuindo

em 50% a quantia de LlI.

Biomassa Liquido Iénico Condicoes de Operacéo Principais resultados Referéncia reonine)
Palha de Trigo [EMIM][Ac] em meio | 1,59 biomassa, 50% LI, | Rendimento de acguUcares apés | FU, MAZZA, 2011
aguoso 150°C, 90 min. a hidrolise enzimatica de 81%.
Polpa de algodéo | [EMIM][Ac] 15 g de LI, 90°C, 7 horas. | [BMIM][CI] dissolveu em torno | LIU et al., 2011
[BMIM][CI] de 13% da biomassa, e
[EMIM][AC] apresentou
solubilidade de 16%, porém Ac-
pode formar derivados de
celulose.
Bagaco de cana de | [Cho][OAc]/cosolvente | 1,5 g bagaco, 4,5 g LI+ | Taxa de sacarificacdo de 91% | ASAKAWA et al.,
acucar (DMSO) cosolvente  (1:1  w/w), | quando aplicado o LI puro, e | 2016

Palha de arroz

[EMIM][OAC],
[BMIM][TFB] e
[MOcIM][CI]

0,2 g biomassa, 5 mL LI,
50-150°C, 4-12 h.

[EMIM][OAC]
como sendo o melhor, com
46% de dissolucdo a 150°C e

12 horas, apresentando menor

apresentou-se

Crl. Emprego de nanofiltracao

para recuperacao do LlI.

GOGOI, HAZARIKA,
2017
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(continuacao)

Casca de soja

[BMIM][AC]

12,5%
(biomassa), 57% fracéo
massica de LI, 75°C, 165

min.

carga de solido

Obtencdo de glicose de 92%

apos hidrolise enzimética.

CUNHA-PEREIRA,
RECH, AYUB, 2016.

Talos de algodéao,

[EMIM][OAC]

4% wiw LI, 2 h, 80 e 120°C.

[EMIM][OAC] foi mais eficiente

KIM, AHN, KWAK,

linho e acécia [EMIM][CI] na remogao de lignina e |2016.
hemicelulose, temperatura
mais elevada favorece a
eficiéncia da hidrdlise.
Avicel [BMIM][CI] 50 mg de celulose e 950 | Hidrolise enzimatica da | DADI, VARANASI,
mg de LI (5% w/w), 130 — | celulose regenerada foi 50 | SCHALL, 2006.
150 °C, 10 — 180 min. | vezes maior que a celulose nédo
Regeneracao com | tratada, metanol apresentou
diferentes solventes. melhor resultado na
regeneracao, temperatura nao
influenciou o rendimento.
Bagaco em po [Ch][OAC] 0,5g de bagaco em pd, 5g | Com 5 lavagens apos o pré- | NINOMIYA et al,

[EMIM][OAC]

de LI, sonicado por 30 min,
25°C, 1-10 lavagens com

agua deionizada.

tratamento, foi obtido 82% de
sacarificacdo da celulose e
59% da hemicelulose quando

utilizado [Ch][OAC],

2015.




Quadro 3 - Aplicagdo de Liquidos I6nicos na dissolugdo de material lignocelulésico.

35

(continuacéo)

apresentando-se melhor

comparado com [EMIM][OACc].

Serragem de abeto

e carvalho

[EMIM][OAC]

2% w/v de serragem em LI,
110°C e 40 min.
Reciclagem do LI por
destilagdo em evaporador

rotativo.

Biomassas apresentaram
diminuicdo do conteddo de
lignina, capacidade de
reciclagem e reutilizagdo do LI

acima de 7 vezes.

AUXEFANS et
2014.

al.,

Casca de arroz

[BMIM][CI],
[EMIM][OAC]
[EMIM][DEP]

Razao 1,5% (w/v) de casca
de arroz e liquido i6nico,
100°C e 10 horas.

Celulose regenerada mais
amorfa, menos cristalina, com

grande ruptura da estrutura.

ANG et al., 2012.

[BMIM][CI] e [EMIM][DEP]

apresentaram maior

deslignificacéo, mas

[EMIM][OAC] possui  maior

rendimento de  aclcares

redutores.
Palha de soja e | [HMIM][CI] 0,2 g de biomassa, 5 g LI, | Emprego de [HMIM][CI] | HU et al., 2013.
milho [AMIM][CI] 15/1 (w/w) H20/ biomassa, | assistida por ultrassom foi mais

70 °C e 3 condicbes de
operacédo: (1) 180 min em

ultrassom; (2) 180 min em

eficiente, sendo a melhor

condicdo uma razéo de 5 (w/w)

agua/amostra, 25 (wWiw)
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(continuacao)

banho de 6leo; (3) 60 min
ultrassom e 120 min banho

de 6leo.

LI/amostra, 70 °C e 120 min em
ultrassom, com rendimento de
acucares redutores de 53,27
mg para casca de soja e 50,03

mg para casca de milho.

Palha de arroz

NMMO e [BMIM][OAC]

1g de biomassa, 199 de LI,
120°C e 1, 3 e 5 horas.

ApOs a hidrdlise foi obtida uma
conversdo completa em glicose
guando empregado
[BMIM][OAc], e 96% de
conversao para NMMO, sendo
observada reducao de
cristalinidade. A sacarificacao e
fermentacao simultanea
resultaram em 93,3% e 79,7%
de etanol para a palha tratada
com [BMIM][OAc] e NMMO,

respectivamente.

POORNEJAD,
KARIMI, BEHZAD,
2013.

Palha de arroz

[EMIM][OAC]

5% biomassa em LI, 120°C

e 5 horas.

75% de conversao de glicose,
biomassa pré-tratada mais
aberta e acessivel, menos

cristalina e com menores

POORNEJAD,
KARIMI, BEHZAD,
2014.
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(concluséao)

concentracbes de lignina e

hemicelulose.

Casca de arroz

[Ch][OH]

2 g de casca de arroz, 5 g
de LI e 45 g de &agua
deionizada, 60°C e 180 min

e ultrassom.

435% de conversdo em
acucares redutores em apenas
3 horas de hidrolise. Estrutura
mais acessivel, remocdo de

lignina, silica e cinzas.

YANG, FANG, 2015.

Folha de Palmeira

[BMIM][CI]

2-10 wt% de biomassa, 60-
100°C e 15-60 min.

Recuperacdo de 100% de
glicose em 15 min, 80°C e 10%

de carga de solido.

TAN, LEE,
MOHAMED, 2011.

Casca de arroz

[EMIM][Ac], [HMIM][C]]
e [AMIM][C]]

1 g de biomassa, 10 g de
LI, 4 e 8 horas, 90-110°C.

Dissolucdo com [EMIM][Ac] a
110°C e 8 horas removeu toda
a lignina presente na biomassa
utilizando etanol para
precipitacdo; [HMIM][CI] a
110°C e 8 horas precipitou 20%
de celulose utilizando agua
como co-solvente e 60% de
hemicelulose precipitou com

etanol.

LYNAM et al., 2012.
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Apesar de alguns autores descreverem que os liquidos iGnicos ndo sao
tolerantes a umidade, pois a agua reduziria a solubilidade da celulose e a efetividade
do pré-tratamento (HOU, LI, ZONG, 2013a), e também competiria com os anions do
LI para formar ligac6es de hidrogénio com a celulose promovendo apenas dissolucao
parcial da lignocelulose (LOPES et al., 2013), muitos estudos tem apresentado que a
adicdo de agua ao liquido ibnico acarreta na diminuicdo dos custos, ja que este
normalmente apresenta custo elevado (ELGHARBAWY et al., 2016; HOU, LI, ZONG,
2013b). Além de reduzir a viscosidade, facilitando seu manuseio e sua reciclagem pois
nao requer separacdo da agua, o que também reduz a quantidade de energia
necessaria envolvendo esse processo de reciclagem (FU, MAZZA, 2011; SHI et al.,

2014), além de eliminar a formacé&o de gel durante o pré-tratamento.
2.2.1.4.1.1 Brometo de 1-hexadecil-3-metilimidazol [C1sMIM][Br]

O liquido i6nico brometo de 1-hexadecil-3-metilimidazol [CisMIM][Br],
empregado neste estudo, apresenta-se como um solido branco em temperatura
ambiente, cuja estrutura esta representada na Figura 5, de massa molar equivalente
a 387,45 g.mol* (ZHANG et al., 2006), temperatura do ponto de fusdo em 337,06 K,
entalpia de fusdo (AHm) de 152,563 J/g e capacidade térmica de 2,314 J/g K a 370,15
K (ZHU et al., 2009).

Figura 5 - Estrutura liquido idnico [C1sMIM][Br].
Br CH;
73
\
CigHaa

Fonte: ANCHIETA, 2019.

Este liquido iénico tem sido vastamente descrito para aplicacdo como
surfactante (PINO et al., 2008; ZHANG et al., 2008, ADAK et al., 2015) e também
apresenta atividade antifungica (PEREZ, ARCO, 2014). Entretanto, na literatura
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nenhum trabalho até o momento tem sido descrito com sua aplicagdo no pre-

tratamento de biomassa lignoceluldsica para obtencao de agucares fermentesciveis.

2.3 HIDROLISE ENZIMATICA

Apos o pré-tratamento, a biomassa lignoceluldsica necessita de uma etapa de
hidrolise para obtengéo dos agucares fermentesciveis. A hidrélise enzimatica tem sido
muito aplicada nesse sentido, pois faz a conversdo destes acucares em condi¢des
mais brandas de processo, comparada com outras etapas de hidrolise, como a
hidrolise acida. A hidrdlise enzimatica envolve a quebra dos polimeros de celulose e
hemicelulose por celulases, convertendo a biomassa lignocelulésica em agucares
fermentesciveis (BINOD et al., 2010; SRIARIYANUN et al., 2015). As celulases atuam
diretamente sobre a celulose, convertendo-a em glicose, operando em condi¢des
moderadas, com temperatura variando entre 30 e 70°C (HAYES, 2009). Elas sdo um
complexo enzimatico composto por trés enzimas: exoglucanase ou celobiohidrolase,
endoglucanase ou carboximetilcelulase, e celobiase ou 3-glucosidase, que podem ser
obtidas de varios micro-organismos, como bactérias e fungos, e atuam em sinergia
guebrando em pequenas moléculas e acucares monomeéricos (SRIARIYANUM et al.,
2016; HAYES, 2009), este efeito esta representado na Figura 6.

Figura 6 - Representacdo esquematica da acdo da enzima sobre a celulose gerando glicose.

2 CBH . EGB EGB EGB
: ;
CBH1 Celobiohidrolase (CBH) Endoglucanase (EGB)
EGB, :
| |
' |
' |
' Celobioses ; Celotrioses e oligomeros
|
1

OO =00
eloplose - ICose
'

Fonte: OGEDA (2011).
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As endoglucanases, carboximetilcelulases ou endo-1,4-B-D-glucanases séo
responsaveis pela clivagem das ligacdes glicosidicas da estrutura amorfa da celulose,
iniciando a hidrolise, onde oligossacarideos com diferentes graus de polimerizagédo
sao liberados, apresentando terminais redutores e n&do redutores. Essa fragmentacao
leva a uma répida solubilizacdo, pois ha diminuicdo no grau de polimerizacdo do
complexo celulésico (VASQUEZ, 2007; HAYES, 2009). J4 as exoglucanases ou
celobiohidrolases degradam as cadeias redutoras ou ndo redutoras da regiao
cristalina da celulose, liberando celobiose (HAYES, 2009). Por fim, as B-glucosidades
ou celobiase hidrolisam a celobiose e também os oligossacarideos solUveis em
glicose. Tanto as celobiohidrolases como as celobiases podem sofrer inibicdo por
seus produtos, porém o efeito sinérgico resulta em um rendimento maior quando
comparado a soma dos rendimentos individuais de cada enzima (VASQUEZ, 2007).

O rendimento da hidrélise enzimética pode ser afetado por diversos fatores,
dentre eles: a temperatura, o tempo de reag¢do, o tamanho da particula, a relagéo
sélido/liquido, o grau de polimerizacdo e a configuracdo da cadeia da celulose, além
da sua associacdo com outras estruturas poliméricas, como lignina, pectina,
hemicelulose, proteinas e elementos minerais. A cristalinidade da celulose e o
conteudo de hemicelulose também sao fatores que influenciam no resultado da
hidrolise, além disso, as enzimas apresentam sensibilidade a contaminantes, como
silica (BINOD et al., 2010; HAYES, 2009).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

A casca de arroz foi obtida em uma industria da regido central do Rio Grande
do Sul (Santa Maria). Esta biomassa foi moida em moinho de sapatas (Marconi —
modelo MA 880) e peneirada em particulas de tamanho menor que 150 um antes do

uso e armazenada em temperatura ambiente.

3.2 LIQUIDO IONICO

O liquido i6nico (LI) brometo de 1-hexadecil-3-metilimidazol ([C1sMIM][Br])
utilizado no pré-tratamento da biomassa foi preparado através da quaternizacao entre
brometo de hexadecil (1-bromohexadecano) (Sigma-Aldrich) e o correspondente
imidazolio (metilimidazol) (Sigma-Aldrich). O liquido idnico foi obtido misturando 0,139
mol do metilimidazol com 0,139 mol do brometo de alquila, ao qual foi adicionado um
volume de acetato de etila correspondendo a 10% do volume total de reagentes. As
reacoes foram conduzidas em autoclave de Teflon com camisa de aco inoxidavel, sob
condicBes isotérmicas estaticas e inje¢cdo de gas nitrogénio por 3 minutos antes do
fechamento da autoclave. O rendimento maximo de quaternizacdo ocorreu apos 48
horas a 50°C. Apés arrefecimento da autoclave, o produto da reacao foi colocado em
um evaporador rotativo durante 1 hora para remoc¢ao do acetato de etila. Quando
eliminado o solvente, o produto sélido foi recristalizado de uma a trés vezes com
acetato de etila. A formacédo do liquido ibnico foi confirmada por analise elementar
(CHN) e 3C MAS-NMR pelo espectrometro Bruker DPX-400 (100,62 MHz) utilizando
DMSO como solvente (ANCHIETA, 2019).

3.3 PRE-TRATAMENTO COM LIQUIDO IONICO

3.3.1 Ensaios preliminares

Os ensaios preliminares foram realizados baseados na literatura (ANG et al.,

2011), utilizando shaker orbital durante 14 horas e uma variacdo de temperatura de
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40°C a 70°C. Além disso, foram realizados testes em banho de 6leo com agitacao
magnética (LYNAM et al., 2012), utilizando temperaturas de 80°C a 120°C por 5 horas.
Por fim, foram realizados testes utilizando autoclaves de Teflon com camisa de
aco inoxidavel inseridas em estufa (DADI et al., 2006) durante 12 a 24 horas, com
temperaturas variando de 120°C a 160°C.
Diferentes concentracdes de liquido ibnico foram avaliadas e diferentes cargas

de biomassa, variando de 1:1 a 1:30 e 4 a 10%, respectivamente.

3.3.2 Pré-tratamento com Liquido I6nico utilizando Planejamento Experimental

O pré-tratamento da casca de arroz foi realizada em autoclaves. 0,1g da casca
de arroz foi misturada em diferentes concentracdes do liquido ibnico dissolvido em
agua (1g do liquido i6nico foi dissolvida em diferentes volumes de agua deionizada),
0s quais foram incubados em forno durante 12 horas em diferentes temperaturas,
conforme planejamento experimental. As variaveis independentes avaliadas foram
razdo liquido idnico:agua e temperatura, o rendimento de acgulcares redutores foi a
resposta. Os efeitos das variaveis sobre a resposta foram avaliados utilizando o
software Statistica ® 7.0 (Stat Soft Ink, Tulsa, OK, EUA), considerando um nivel de
significancia de 90%.

A carga de casca de arroz foi fixada em 10% no intuito de realizar o pré-
tratamento de uma maior fracdo de biomassa em relagédo a uma menor quantidade de
liquido idnico, pois este representa um alto custo nesta etapa (TAN, LEE, MOHAMED,
2011; LIU et al., 2012; SHI et al., 2014). Além disso, o tempo de pré-tratamento foi
definido em 12 horas com base em experimentos prévios, onde maiores tempos de
reacao ndo apresentaram maior influéncia sobre a biomassa.

A escolha da faixa de temperatura (80 — 160°C) foi realizada conforme os
ensaios preliminares, ja a variacao liquido i6nico:agua (1:5 — 1:30 g/mL) deu-se em
virtude do liquido i6nico estudado apresentar-se no estado solido em temperatura
ambiente, e ao ser atingido seu ponto de fusédo ele apresenta alta viscosidade, sendo
optado por dissolvé-lo em agua deionizada a fim de facilitar seu manuseio, como ja
havia sido realizado por Fu e Mazza (2011), apresentando melhor interacdo com a

biomassa e facilitando na separacéo e recuperacdo do mesmo.
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Nos ensaios foram adicionados 10 mL de agua deionizada a fim de regenerar
a celulose dissolvida na reacdo e a mistura foi centrifugada a 4000 rpm durante 15
minutos em uma centrifuga Eppendorf (modelo 5804 R). O sobrenadante, contendo o
liquido ibnico dissolvido em agua, foi separado da fracdo sdlida, a qual corresponde a
biomassa pré-tratada. As etapas de lavagem e centrifugacao foram repetidas 4 vezes.
Ao final, a casca de arroz (biomassa) pré-tratada foi seca em estufa a 60°C por 24

horas sendo caracterizada, conforme item 3.6.

3.4 REUTILIZACAO DO LiQUIDO IONICO

A reutilizacdo do liquido iénico foi avaliada através da evaporacédo da agua, a
50°C, apés o liquido ibnico ter sido separado da biomassa na primeira utilizacdo no
pré-tratamento. Primeiramente foi avaliada a aplicacdo direta do liquido ibnico sem
agua. E também apds a agua ter sido evaporada, o liquido iénico seco foi lavado com
10 mL de acetato de etila e filtrado em funil de biichner. Este procedimento foi repetido
4 vezes a fim de obter uma maior separacdo de materiais lignoceluldsicos extraidos
juntamente com o liquido ibnico apds o pré-tratamento da biomassa, sendo entao
deixado em dessecador por 24 horas. Com o liquido iénico lavado e seco, a etapa de
pré-tratamento foi realizada novamente nas condi¢des de validacdo, sendo o liquido

ibnico pesado, dissolvido em 4gua e misturado juntamente com a biomassa.

3.5 HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrélise enzimatica foi baseada na metodologia descrita por Nguyen et al.,
(2010) com pequenas modificagdes. A atividade da enzima celulase Celluclast 1.5L ®
fornecida pela Novozyme (Denmark) foi determinada utilizando o procedimento de
Ghose (1987). 0,1 g de biomassa pré-tratada foi adicionada em 0,215 mL de Celluclast
(Novozymes) (atividade inicial de 8 Ul, correspondente a soma de endo e exocelulase)
e 1 mL de agua deionizada sendo incubados em um agitador orbital (shaker) a 50°C
por 72 horas e sob agitacdo de 120 rpm. Ao final, a quantidade de agUcares redutores
obtida foi determinada pelo método acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959) e
o rendimento de acucares redutores (%) provenientes da hidrélise enzimatica foi

obtido pela razdo entre a quantidade de acucares redutores liberados apods a hidrélise
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enzimatica e a quantidade de biomassa pré-tratada que foi hidrolisada, multiplicado
por 100.

3.6 CARACTERIZAQAO DA CASCA DE ARROZ
3.6.1 Andlise de Composicéao

A casca de arroz foi caraterizada antes e ap0s o pré-tratamento conforme
metodologia do National Renewable Energy Laboratory (NREL) com algumas
adaptacdes, através do conteudo de celulose, hemicelulose, lignina, cinzas e

extrativos.
3.6.2 Caracteristicas Morfoldgicas e Estruturais

As caracteristicas morfologicas e estruturais da biomassa foram analisadas por
de microscopia eletronica de varredura (MEV), poder de difracdo de raio X (DRX),
analise de espectrometria de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e

analise termogravimétrica (TGA).
3.6.2.1 Difragao de Raio-X (DRX)

A cristalinidade da biomassa in natura e pré-tratada foi verificada na difracéo
de raio X (DRX) (Rigaku Miniflex ® 300), com radiacdo de Cu e Ka (A = 1,54051 A) a
30 kV e 10 mA. A amostra foi escaneada em uma variagao de 5 a 100° (26) com um
scan step de 0,03° e velocidade de escaneamento de 0,5 s. O indice de cristalinidade

das amostras foi calculado conforme a Equacéao (1):
Crl(%)="22"am 4100 1)
Too2
Onde loo2 € a intensidade maxima para a porcao cristalina na amostra de casca

de arroz em aproximadamente 26=22,6°, e lam € a intensidade atribuida a porcéo

amorfa da amostra de casca de arroz em 26=~18,7°.

3.6.2.2 Espectrometria do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
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A analise da estrutura quimica da biomassa foi realizada utilizando
espectrofotometria de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) empregando
espectrobmetro Shimadzu (modelo IR Prestige 21), com o método de pastilhas de KBr
de transmitancia direta. O numero de scans foi de 45, a faixa de leitura das amostras

foi de 400 a 4500 cm* com uma resolugéo de 2 cm™.

3.6.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As mudancas na estrutura morfolégica da casca de arroz foram analisadas pelo
microscopio eletrénico de varredura (Sigma 300VP), com FEG (Field Emission Gun)
da Schotky (com filamento de tungsténio revestido com éxido de zirconio) equipado

com uma coluna Gemini.

3.6.2.4 Degradacdo térmica (TGA)

Além disso, foi realizada uma andlise da degradacdo térmica (TGA) das
amostras de biomassa através da Termogravimetria Derivada (DTG) e Andlise
Térmica Diferencial (DTA) utilizando o equipamento da Shimadzu Modelo DTG-60H,
com aguecimento da temperatura ambiente até 1000°C com uma taxa de 10°C min
sob atmosfera oxidativa (ar sintético inserido a 40 mL mint). Os dados da anélise

térmica foram registrados utilizando alumina como material de referéncia inerte.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 ENSAIOS PRELIMINARES

Os primeiros ensaios foram realizados utilizando 1 g de liquido ibnico e 4% de
biomassa e também a propor¢éao de 1:1 (1 g de LI e 1 g de biomassa), inseridos em
autoclave de teflon encamisada, durante 12 e 16 horas a 80°C, sendo observado que
o liquido idnico apresenta uma alta viscosidade, formando um gel quando atingido seu
ponto de fusdo, acarretando na formacédo de duas fases distintas: o liquido ibnico
gelatinizado e a biomassa, ndo ocorrendo uma interacdo entre as duas fases. Além
disso, quando adicionado &gua como anti-solvente com o intuito de realizar a
separacdo das fases e regeneracdo da celulose, ndo foi possivel realizar sua
solubilizac&o. Por este motivo o ensaio seguinte foi realizado utilizando o liquido iénico
dissolvido em &agua deionizada, com uma carga de biomassa de 10% a fim de
maximizar a quantidade de biomassa pré-tratada (TAN, LEE, MOHAMED, 2011), em
agitador orbital com agita¢ao de 100 rpm a 40°C por 14 horas, sendo a amostra lavada
com 10 mL de agua deionizada para separacédo do liquido idnico da biomassa e ap6s
separado, a biomassa foi seca e analisada por FTIR, ndo sendo observada nenhuma
alteracdo nas bandas do espectro.

Em outro teste, 1 g do liquido iénico foi dissolvido em 10 mL de 4gua deionizada
e 10% de biomassa foram incubados em agitador orbital com rotagédo de 120 rpm a
70°C por 4h, apos foi realizada a lavagem com 10 mL de agua e filtracdo com funil de
buchner e secagem da biomassa, na analise de FTIR foi observada uma alteracéo
nas bandas em torno de 1100 cmt. Em seguida, elevou-se a temperatura para 80°C
e o tempo para 24 horas com as mesmas concentra¢des de liquido ibnico, agua e
biomassa, verificando-se novamente as altera¢des de forma mais acentuada.

Além disso, as mesmas condi¢cdes foram testadas em banho de 6leo sob
agitacdo magnética e também elevando a temperatura para 100 e 120°C utilizando
condensador de refluxo, sendo observada também alteracdo nas bandas do espectro
infravermelho, conforme Figura 7. As principais bandas que sofreram alteracao foram
em torno de 1100 cm, correspondente a lignina, celulose e hemicelulose, em 1457
cm? relacionada ao esqueleto aromatico da lignina, em 790 cm™, onde sé&o
representadas as ligacdes de silica, e em 1637 cm™ onde sdo representadas as

moléculas de agua adsorvidas na biomassa.
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Figura 7 — Ensaios preliminares do FTIR.
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Como a analise do FTIR ndo € uma analise quantitativa, foi utilizada apenas
para ter uma ideia a respeito das possiveis alteracdes na biomassa ap0s o0 pré-
tratamento. A etapa de hidrélise enzimatica foi realizada ap6s o pré-tratamento para
guantificar os acucares provenientes da biomassa apés o pré-tratamento.

As reacdes de pré-tratamento foram testadas também em autoclave de teflon
encamisada inserida em estufa, nas mesmas condi¢des testadas em banho de éleo,
sendo obtidos resultados da quantificagcdo de acucares apds a hidrolise melhores
guando comparados com os resultados da hidrolise da biomassa nédo tratada,
confirmando assim que o pré-tratamento era efetivo. Com esta confirmacao, foram
avaliados diferentes tempos de pré-tratamento para a condicao de 1 g de LI dissolvido
em 10 mL de agua deionizada, 10 % de biomassa, 120°C durante 6, 12, 18 e 24 horas.
Através dos resultados obtidos, onde para 12 horas de reacdo foi obtido um
rendimento de 8,3% e para 24 horas 9,2%, sendo verificado que tempos superiores a
12 horas ndo apresentaram aumento significativo na quantidade de acucares

redutores obtidos apds a hidrolise.
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A lavagem e separacdo do LI da biomassa foi avaliada por centrifugacao,
verificando-se uma menor perda de biomassa nesta etapa em relacéo a separacao da
biomassa do liquido iénico por filtracdo em funil de blchner.

A partir destes ensaios, foi entdo fixado o tempo de pré-tratamento em 12 horas.
Para verificar a melhor condicdo do pré-tratamento, decidiu-se realizar um
planejamento experimental, onde a faixa de temperatura foi definida com base nos
ensaios realizados anteriormente e a razéao liquido idnico:dgua deionizada foi baseada
em testes de dissolugdo, onde foi verificada uma solu¢do minima utilizando 5 mL de
agua deionizada para 1 g de liquido i6nico, sendo definida desta forma a faixa de 1:5
até 1:30 (g/mL).

4.2 EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM LI

4.2.1 Planejamento Experimental

Os dados experimentais do rendimento de acUcares redutores estdo
demonstrados na matriz apresentada na Tabela 2, na qual € possivel verificar que o
maior rendimento de acucares redutores foi obtido para o Ensaio 8, onde a biomassa
foi pré-tratada com uma razao liquido ibnico:agua de 1:20 (g/mL) a 160°C, resultando
em 28,95% de acucares. Ja a menor quantidade de agucares (7,99%) se deu na
condicgédo referente ao Ensaio 6, onde a raz&o liquido idnico:agua era de 1:30 (g/mL)
a 120°C. Quando comparado com o rendimento de acucares redutores obtido para a
biomassa ndo tratada, onde o rendimento corresponde a 0,18%, € possivel visualizar
que o pré-tratamento foi efetivo em relacdo a recuperacdo de acglcares a partir da
biomassa, onde todos os ensaios obtiveram um resultado para o rendimento de

acucares redutores de no minimo 44 vezes maior que o valor da biomassa in natura.
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Tabela 2 - Delineamento composto central rotacional (DCCR), valores reais e codificados (entre
paréntesis) para avaliacdo do pré-tratamento de casca de arroz.

. Razao Liquido Acucares
Experimento . Temperatura (°C)
I6nico:agua (w/v) Redutores (%)
1 1:9,36 (-1) 92 (-1) 8,29
2 1:27,09 (+1) 92 (-1) 9,61
3 1:9,36 (-1) 148 (+1) 25,06
4 1:27,09 (+1) 148 (+1) 22,24
5 1.5 (-1,41) 120 (0) 15,51
6 1:30 (+1,41) 120 (0) 7,99
7 1:20 (0) 80 (-1,41) 8,37
8 1:20 (0) 160 (+1,41) 28,95
9 1:20 (0) 120 (0) 13,59
10 1:20 (0) 120 (0) 15,48
11 1:20 (0) 120 (0) 16,02
In Natura - - 0,18

Os dados da Tabela 2 foram usados para estimar os coeficientes de regressao

da equacdo de segunda ordem utilizada para descrever a influéncia da razdo de

liquido ibnico:agua e da temperatura sobre o rendimento de acucares redutores apos

o pré-tratamento e hidrélise da casca de arroz, sendo o modelo apresentado na

Equacéo (2):

Rendimento de agucares redutores (%) = 15,025 — 1,516 * C — 1,37 * C? + 7,325 *

T+2103*xT?—-1,035%xC T

(2)

Onde C é a variavel codificada para a razao liquido idnico:agua e T representa

a temperatura.

A andlise de variancia (ANOVA) esta demonstrada na Tabela 3, a qual foi

utilizada para avaliar a adequag¢ao do modelo aos dados obtidos.



50

Tabela 3 - Andlise de Variancia (ANOVA).

Soma dos | Graus de | Média dos | F
Quadrados Liberdade Quadrados
Regresséo 499,458 5 99,8916 30,9818
Residuo 16,1210 5 3,2242
Total 515,5790 10
Rz =0,97
Fo,a155 = 3,45

O valor do R? fornece uma medida de quanto o modelo pode predizer e explicar
a variabilidade na resposta observada, onde o coeficiente de determinacéo obtido foi
de 0,97, mostrando que o modelo desenvolvido foi significante e o valor calculado de
F (Fcaic = 30,98) foi aproximadamente 9 vezes maior que o valor de F tabelado (Ftab =
3,45) mostrando assim que o modelo é preditivo. Além disso, a reprodutibilidade dos
ensaios pode ser demonstrada, pois 0s ensaios referentes ao ponto central (Ensaios
9, 10 e 11) apresentaram um desvio de 1%.

A equacdo do modelo codificada (Eq. 2) foi utilizada na geracéo da superficie
de resposta para analisar o efeito da temperatura e da razao liquido ibnico:agua sobre
o rendimento de acUcares redutores, a qual esta apresentada na Figura 8. A figura
demonstra que maiores temperaturas melhoram o rendimento de aglcares redutores,
por outro lado, a razédo de liquido idnico:agua ndo apresentou influéncia significativa
sobre a liberagéo destes acucares. Isso pode ser observado nos ensaios 3 e 4, onde
uma alta temperatura (148 °C) foi fixada em diferentes razées LI:agua resultando em
maiores rendimentos de acucares redutores.

Na literatura hd uma controvérsia no que diz respeito a utilizacdo do liquido
ibnico dissolvido em &gua, pois Swatloski et al. (2002) descrevem que a presenca de
agua juntamente com o liquido iénico [BMIM][CI] diminuiu a dissolucéo de celulose,
explicando que ha uma possivel competicdo nas ligacdes de hidrogénio com a
celulose, inibindo a sua dissolugéo, além de formar HCI. Por outro lado, Fu e Mazza
(2011) apresentaram uma melhora no rendimento de acgucares fermentaveis (81%)
guando pré-trataram biomassa lignocelulésica com o liquido i6nico [EMIM][Ac] diluido
em agua, comparado com o pré-tratamento da biomassa nas mesmas condi¢fes
utilizando o liquido iénico puro (67%). Com isso, € possivel verificar que a utilizagao
de agua juntamente do liquido iGnico na etapa de pré-tratamento varia conforme as

caracteristicas de cada liquido idnico.
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Figura 8 - Superficie de resposta dos efeitos da temperatura e da razao liquido ibnico:agua sobre o

rendimento de acUcares redutores.
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Pela Figura 8, é possivel observar as condicdes Otimas para obtencdo de
acucares redutores, portanto, foram realizados ensaios de validacdo aumentando a
temperatura para 180°C, devido ao seu efeito positivo na resposta, e mantendo a
razdo Ll:dgua em 1:20, correspondente ao ponto central, ja que ndo apresentou efeito
na faixa avaliada no planejamento. O rendimento de acucares redutores foi de 38,04
+ 2,1%, 0 que esta de acordo com o valor predito pelo modelo para esta condicao
(39,93%). Na condicao de validacéo foram obtidos valores superiores aos obtidos no
planejamento de experimentos, o que era esperado devido as condi¢cdes ensaiadas.

A temperatura apresentou uma grande influéncia sobre o rendimento de
acucares redutores. Alguns autores também observaram o aumento no rendimento
de acucares pela influéncia da alta temperatura no pré-tratamento de palha de arroz,
como Sriatiyanun et al. (2015) que obtiveram 68,26% de aclUcares com 50% de

[AMIM][CI] a 150°C, e ainda Cheenkachorn et al. (2016) com 90% de rendimento de
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glicose no pré-tratamento de palha de arroz com [EMIM][Ac] a 128,4°C. Ang et al.
(2013) pre-trataram casca de arroz com diferentes reagentes, obtendo um
comportamento similar: melhora nos acuUcares obtidos quando utilizado &cido
cloridrico a alta temperatura (125°C), com 0,5 % (g/mL) de HCl em 1,5 h obtendo 22,3
mg de acUcares redutores totais. O aumento da temperatura associado com o
aumento do processo de deslignificacdo e o0 acesso enzimatico a biomassa pode ser
explicado pela desestabilizacdo das ligacdes de hidrogénio na estrutura da celulose
(HOU et al.,, 2012; GOGOI, HAZARIKA, 2017; CUNHA-PEREIRA, RECH, AYUB,
2016).

Até o presente momento, ndo foi encontrada nenhuma informacéo descrevendo
0 pré-tratamento da casca de arroz utilizando o LI [C1sMIM][Br], entretanto diversos
autores descreveram o pré-tratamento da casca de arroz utilizando outros liquidos
ibnicos. Poornejad, Karimi, Behzad (2013) pré-trataram palha de arroz com NMMO e
[BMIM][OACc] a 120°C e 5 horas, sendo que a completa converséo de glicose foi obtida
com 5% de biomassa utilizando [BMIM][OAc] e 96% de rendimento da hidrélise com
NMMO. Os mesmos autores descreveram o tratamento utilizando [EMIM][OAc] a
120°C e 5 horas, resultando em 75% de rendimento de glicose (POORNEJAD,
KARIMI, BEHZAD, 2014).

Ang et al. (2012) comparou trés liquidos idnicos [BMIM][CI], [EMIM][OACc] e
[EMIM][DEP] no pré-tratamento de casca de arroz (razéo de 1,5% (w/v) de casca de
arroz:liquido i6nico) a 100°C durante 10 horas, obtendo 42,1% de rendimento de
acucares redutores para [EMIM][OAc], 39,9% para [EMIM][DEP] e 28,6% para
[BMIM][CI]. Além disso, Lynam et al. (2012) removeram completamente lignina da
casca de arroz a 110°C em 8 horas utilizando 10 g de [EMIM][Ac] para 1 g de casca.

Outros estudos combinando liquido i6nico com diferentes pré-tratamentos
também obtiveram melhoras na obtencdo de acuUcares redutores, como ha
combinacéo de [AMIM][CI], explosdo de vapor e branqueamento de celulose isolada
e também na combinacao de liquido ibnico com prensa de parafuso (SRIARIYANUN
et al., 2015; JIANG et al., 2011).

4.2.2 Dissolucdo da biomassa no pré-tratamento

Na Tabela 4 estdo apresentadas informacfes a respeito da dissolucdo da

biomassa apdés o pré-tratamento com o liquido i6nico [C1sMIM][BTr].
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Tabela 4 - Dissolucéo de biomassa apds o pré-tratamento com LlI.

Ensaio Temperatura (°C) Dissolucéo de biomassa (%)
1 91,63 10,09
2 91,63 11,72
3 148,37 45,91
4 148,37 41,23
5 120 33,76
6 120 19,55
7 80 11,85
8 160 48,50
9 120 22,87

10 120 23,26
11 120 25,03

Alta dissolucé@o de biomassa esta relacionada com maiores temperaturas (140
a 160°C), sendo que a maior temperatura de pré-tratamento (Ensaio 8) resultou em
uma dissolucdo da biomassa de 48,5%, ja em temperaturas mais baixas, entre 80 e
90°C as dissolucbes de biomassa ap0s o pré-tratamento com o liquido i6nico foram
em torno de 11%. No ponto de validagédo, com temperatura de 180°C, a dissolucao
correspondeu a aproximadamente 60%. Hou et al. (2012) também observaram um
comportamento similar, que associaram as temperaturas mais elevadas a remocao
de polissacarideos da palha de arroz.

Esta dissolucdo da biomassa também pode ser associada com altos
rendimentos de acucares redutores, sendo que isso pode ser explicado porque o
liquido ibnico remove alguns componentes da biomassa, ao mesmo tempo que certa
guantia de celulose e hemicelulose ja é hidrolisada a acgUcares. E ainda, estes
acucares que foram hidrolisados possivelmente sédo arrastados junto com o liquido
ibnico apos o pré-tratamento, quando este € separado da casca de arroz, antes da

hidrélise enzimatica.
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4.3 ANALISE MORFOLOGICA E ESTRUTURAL

A caracterizagdo das amostras foi realizada antes e apo6s a hidrélise enzimatica,
na condi¢céo de validagéo do planejamento de experimentos.

4.3.1 Composicdo Quimica

A composicdo da casca de arroz antes e ap0s o0 pré-tratamento esta
demonstrada na Tabela 5. Os resultados indicam uma redu¢cdo em ambos contetdos
de celulose, hemicelulose e lignina na casca de arroz apos o pré-tratamento, que pode
estar associado a interacdo entre o liquido ibnico empregado ([Ci1sMIM][Br]) e a
biomassa (LYNAM et al., 2012; YANG, FANG, 2015). E importante notar que este
liquido ibnico ndo havia sido empregado no pré-tratamento de biomassa até o
momento, e apresenta propriedades diferentes de outros liquidos ibnicos ja

estudados, como sua estrutura quimica, viscosidade e ponto de fusao.

Tabela 5 - Composicéo Quimica da biomassa de acordo com a metodologia NREL.

Composicéo Quimica | Casca de arroz nao | Casca de arroz pré-tratada com
tratada (Wt%) liquido i6nico (Wt%)

Celulose 38,56 21,05+ 2,38

Hemicelulose 13,7 0,6 £0,55

Lignina 21,08 12,26 £ 0,15

4.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

A estrutura morfolégica da casca de arroz antes e apds o pré-tratamento com
liquido ibnico através de microscopia eletrdnica de varredura sdo mostradas na Figura
9. A casca de arroz que nao foi tratada (Figura 9a) apresenta uma morfologia
empacotada, rigida, ordenada e ndo porosa, a qual dificulta 0 acesso enzimatico,
principalmente por causa da complexa estrutura da lignina (POORNEJAD, KARIMI,
BEHZAD, 2013; EBRAHIMI et al., 2017). As modificacbes na morfologia da casca de
arroz sado apresentadas na Figura 9b, onde a estrutura compacta foi convertida em

uma estrutura mais acessivel e desordenada apés o pré-tratamento, podendo estar
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associado a remocao de compostos presentes na casca de arroz, como lignina e
silica, o que pode auxiliar na etapa da hidrolise enziméatica, facilitando o acesso da

enzima a celulose.

Figura 9 - Imagens MEV da casca de arroz nédo tratada (a) e pré-tratada (b)
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4.3.3 Difracéo de Raio-X

A estrutura cristalina da casca de arroz foi analisada por difracdo de raio x
(DRX), possibilitando também calcular seu indice de cristalinidade a partir da

intensidade de picos especificos. Normalmente uma melhora na hidrélise enzimética
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esta associada a baixos valores do indice de cristalinidade, o que significa uma area
superficial mais acessivel para as enzimas (YOON et al., 2012; GOGOI, HAZARIKA,
2017). A Figura 10 mostra um aumento no grau de cristalinidade ap6s o pré-
tratamento com liquido idnico, o qual é evidenciado pelo pico mais intenso em 26 =
22°, que corresponde a celulose tipo I, e também um aumento no indice de
cristalinidade (Crl) de 40,6% da biomassa néo tratada (in natura) para 59,5% apdés o
pré-tratamento da biomassa. Este alto indice de cristalinidade é devido a remocéo de
regides amorfas, como a lignina e hemicelulose presentes na biomassa (KIM, LEE,
KIM, 2016). Alguns estudos anteriores apresentaram um comportamento similar para
a cristalinidade que também foi associado a alta temperatura de pré-tratamento e a
clivagem hidrolitica das liga¢des glicosidicas (ANG et al., 2012; JOHAR et al., 2012;
HOU et al., 2012; ANG et al., 2013; YANG, FANG, 2015; GAO et al., 2019).

Figura 10 - DRX da casca de arroz nao tratada e pré-tratada.
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Como foi verificado naimagem MEYV (Figura 9b), grande quantidade de material
organico foi removido da superficie do material pré-tratado, podendo ser relacionado

a reducéo de material amorfo.
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4.3.4 Espetrémetro Infravermelho com Transformada de Fourier

Os grupos funcionais da casca de arroz antes e apds o pré-tratamento com
liquido i6nico foram analisadas por espectrometria infravermelha com transformada
de Fourier (FTIR), e 0 espectro esta apresentado na Figura 11. Ambos os perfis sdo
similares e as principais bandas de absorcdo associadas ao espectro da casca de
arroz nativa séo 790, 898, 1085, 1423, 1511, 1637 e 2919 cm™™.

Figura 11 - Espectro FTIR da casca de arroz néo tratada (in natura) e pré-tratada. O comprimento de
onda (cm) do FTIR: (a) 790; (b) 898; (c) 1085; (d) 1423; (e) 1511; (f) 1637; (g) 2919.
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A vibracdo de alongamento C-O correspondente a ambos
celulose/hemicelulose e lignina em aproximadamente 1035 cm™ tém sido proposta
como uma ligacdo associada com a presenca da matriz lignina-carboidrato na
biomassa. Estas bandas exibiram uma reducdo na absorbancia apdés o pre-
tratamento, que pode ter resultado da dissolugéo de celulose-hemicelulose durante o
aquecimento (GUO et al., 2008; ANG et al., 2012; YANG, FANG, 2015). As bandas
em torno de 898 cm™, que correspondem ao alongamento C-O e a vibragdo C-H na
celulose, e em aproximadamente 2929 cm™, que representa, as vibracdes ou

alongamento C-H do material rico em celulose, ndo apresentaram alteracbes
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significativas apés o pré-tratamento, indicando que as caracteristicas da celulose na
casca de arroz foram mantidas mesmo apoés o pré-tratamento. Entretanto, as ligacdes
de silica representadas na banda de 790 cm, vibracdo de alongamento C-O na
celulose/hemicelulose em 1085 cm™ e os alongamentos do esqueleto aromatico da
lignina em 1423 e 1511 cm foram reduzidos apds o pré-tratamento com o liquido
ibnico, sugerindo a remocao de silica e lignina e também pode ser relacionada a
destruicdo da sua estrutura rigida (YANG, FANG, 2015). Além disso, a reducao da
absorcdo em 1637 cm™ esta associada a dgua adsorvida na biomassa, desde que a
biomassa nativa tem uma afinidade maior com a agua quando comparada com a
biomassa pré-tratada (JIANG et al., 2011).

4.3.5 Analise Termogravimétrica

A andlise termogravimétrica (TGA) foi utilizada para quantificacdo de
hemicelulose, celulose e lignina na casca de arroz antes do pré-tratamento. O material
lignoceluldsico apresentou uma mistura de aproximadamente 53 wt% de hemicelulose
e celulose e 19% de lignina, sendo que estes resultados estdo de acordo com 0s
resultados obtidos durante a caracterizacdo da biomassa que foram apresentados na
Tabela 6.

A andlise termogravimétrica em atmosfera O: foi ativada para avaliar a
decomposicao da biomassa. A Figura 12 mostra os perfis para o TGA, analise térmica
diferencial (DTA) e termogravimetria derivativa (DTG) em atmosfera oxidante da casca

de arroz antes do pré-tratamento.
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Figura 12 - TGA/DTA/DTG da casca de arroz antes do pré-tratamento com liquido iénico.
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Quatro estagios de perda de massa podem ser vistos no TGA (linha azul). O
primeiro estagio refere-se ao conteudo de umidade, aproximadamente 9,20%, que
ocorre em uma faixa de temperatura de 30 — 137°C e um pico endotérmico pode ser
visto na curva de DTA nesta faixa, com um maximo de 70°C. O segundo estagio &
relativamente constante na faixa de temperatura de 137 a 181°C e se refere a a4gua
quimio-absorvida. O terceiro (= 53 wt%) e quarto (= 19 wt%) estagios envolvem a
decomposicdo de hemicelulose, celulose e lignina, que inicia em 181°C e termina em
578°C com as maximas perdas de massa em 360°C e 515°C. A curva DTA mostra
dois picos exotérmicos com uma maxima em 345°C e 460°C, sendo estes picos
relacionados a decomposicdo de compostos organicos: celulose, hemicelulose e
lignina. Os resultados estédo sumarizados na Tabela 6 e estdo de acordo com estudos

prévios que reportaram as mesmas caracteristicas (YANG et al., 2006; CARRIER et
al., 2011; PIJARN et al., 2010).
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Tabela 6 - TGA/DTA da casca de arroz antes do pré-tratamento com liguido ibnico.

Estagio | Temperatura | Perda de Pico Caracteristica | Decomposicéo
TGA (°C) massa maximo de do Pico
(%) temperatura
DTA (°C)
1 30 - 137 9,2 70 Endotérmico Umidade
2 137 - 181 0,8 - - Agua quimio-
absorvida
3 181 — 408 53,44 345 Exotérmico Celulose,
hemicelulose
4 408 - 578 18,87 460 Exotérmico Lignina

Apbs o pré-tratamento da biomassa (Figura 13; Ensaios 1 e 5) quatro estagios
de perda de massa podem ser observados no TGA. Entretanto, o primeiro e o segundo
estagios sdo quase constantes. Estes resultados podem ser esperados devido ao
processo de secagem, o conteldo de umidade e &gua quimio-absorvida sédo de
aproximadamente 3%, ocorrendo em uma faixa de temperatura de 30 a 150°C e um
baixo pico endotérmico pode ser observado na curva de DTA nesta faixa, com um
maximo em 70°C. O terceiro estagio (equivalente a aproximadamente 53 wit%)
envolve a decomposi¢cdo da hemicelulose e da celulose, que iniciam a uma baixa
temperatura quando comparado com a casca de arroz in natura (Figura 12), a 150°C.
Os perfis de DTG mostram que a temperatura e o pré-tratamento com LI quebram a
celulose, hemicelulose e lignina e separam elas em fracdes com diferentes
composi¢cdes quimicas, alterando o perfil do DTG, sendo que resultados similares
foram demonstrados por Zhang et al. (2014) que utilizaram um liquido ibnico diferente.
As curvas DTA mostraram dois picos exotérmicos em uma faixa de 240 a 390°C, estes
picos estdo em uma temperatura menor comparada com 0s apresentados para a
biomassa sem o pré-tratamento, confirmando que alteracbes morfologicas e
estruturais afetaram a decomposicdo dos compostos organicos mesmo em
temperaturas mais baixas (Ensaio 1) e baixas temperaturas de pré-tratamento (Ensaio
5). Nenhum pico exotérmico foi detectado no perfil de DTA na faixa de temperatura de

decomposicao da lignina.
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Figura 13 - TGA/DTA/DTG da casca de arroz apos o pré-tratamento (A) Ensaio 1 e (B) Ensaio 5.
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4.4 REUTILIZACAO DO LIQUIDO IONICO

O liquido i6nico utilizado no pré-tratamento da casca de arroz foi separado
desta antes da etapa da hidrdlise. Este liquido ibnico dissolvido em &gua contendo
alguns extrativos da biomassa passou por um processo de secagem a 50°C para que
a agua presente fosse evaporada.

Os primeiros ensaios realizados para avaliar a reutilizacdo do liquido iénico
foram através da aplicacao direta do LI seco no pré-tratamento da casca de arroz na
condicdo de validacdo (180°C, razao liquido ibnico:agua de 1:20, 12 horas e 10% de
biomassa), sendo verificada uma reducdo de 30,4% no rendimento de acucares
redutores e apods o segundo reciclo do liquido i6nico uma reducédo de 43,8% nos
acucares redutores foi observada.

Com isso, antes de realizar a reutilizacdo do liquido iébnico no pré-tratamento,
foram realizadas lavagens com acetato de etila, que € empregado na sintese, para
retirada de impurezas. Apos, a etapa de lavagem e secagem, o liquido iénico foi

reutilizado no processo de pré-tratamento, sendo observado reducéo de apenas 1%
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no rendimento de acucares redutores obtidos, porém, houve uma perda de cerca de
50% do liquido ibnico, inviabilizando assim, uma nova reutilizacdo. A reutilizacdo do
liquido i6nico é uma etapa importante na viabilidade da aplicagdo destes liquidos
ibnicos no pré-tratamento de biomassa lignocelulésica. Entretanto, de acordo com os
resultados obtidos até o momento, ndo foi possivel definir uma etapa de reutilizacéo,
sendo necessario maiores estudos nesse sentido. Novos processos para recuperacao
e reutilizacdo devem ser avaliados, onde o processo de lavagem e recuperacao do
liquido idnico empregando outros solventes, como por exemplo etanol e metanol, e
até mesmo um aprimoramento na técnica utilizando a lavagem com acetato de etila
podem ser estudados, tornando possivel avaliar a viabilidade da sua aplicacdo em

maior escala para fins de producao de etanol de segunda geracao.
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5. CONCLUSAO

O liquido ibnico brometo de 1-hexadecil-3-metilimidazol ([CisMIM][Br]) foi a
primeira vez reportado no pré-tratamento de biomassa lignocelulésica. A utilizacdo
deste liquido idnico no pré-tratamento de casca de arroz possibilita a sua aplicacéo
como fonte de matéria-prima para a producao de etanol de segunda geracao.

Através da metodologia de planejamento de experimentos foi possivel avaliar
o efeito da temperatura e da razéo liquido ibnico:agua sobre o pré-tratamento da casca
de arroz avaliando o rendimento de acucares redutores obtidos. Os principais
resultados demonstram que a razéo de liquido ibnico:agua nao apresentou influéncia
significativa, mas que a temperatura tem influéncia sobre o pré-tratamento da casca
de arroz. Esta influéncia positiva da temperatura foi confirmada através do ensaio de
validacdo onde, a uma temperatura de 180°C e razao Ll:agua de 1:20 (g/mL), obteve-
se 0 maior rendimento de acucares de 38,04% (g/g).

Além disso, foi verificada uma grande dissolu¢do da biomassa durante o pré-
tratamento, demonstrando que boa parte dos componentes da casca de arroz foram
removidos durante o processo, o que foi evidenciado através das imagens de
microscopia eletrénica de varredura (MEV), que mostraram uma superficie mais
exposta e acessivel. O indice de cristalinidade obtido através da difracdo de raio-x
(DRX) apresentou um aumento apés o pré-tratamento (de 40,6% para 59,5%), que
pode estar relacionado a remoc¢do de componentes amorfos, como a lignina, o que
também foi evidenciado pelo espectrémetro infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), que demonstrou um decréscimo na intensidade das bandas deste
componente, além de certa diminuicdo de bandas referentes a silica, e pela analise
termogravimétrica (TGA), que ndo apresentou picos exotérmicos para a biomassa
apos o pré-tratamento.

Estas alteracBes estruturais e morfoldégicas, combinado com um maior
rendimento de aclcares redutores evidenciaram que o pré-tratamento da casca de
arroz utilizando o liquido i6nico [CisMIM][Br] foi efetivo, porém estudos
complementares a respeito da interacdo do liquido ibnico com a 4gua sdo necessarios
para compreender como ocorre a interacao liquido idnico:dgua:biomassa. Além disso,
uma etapa de recuperacao e reutilizacao deste liquido ibnico deve ser definida com o

intuito de sua aplicagcdo em maiores escalas.
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