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This scheme represents the process of hydrolysis of the cellulose into glucose and the action of

microorganisms on that sugar by the process of fermentation, which produces ethanol
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STUDY OF METHODOLOGY FOR BIOCONVERSION OF LIGNOCELLULOSIC BIOMASS
OF RICE HULL INTO SECOND GENERATION ETHANOL

The rice harvest leaves a residue, its hull, which does not have a significant added value and is often
burned. Another possible solution to it is the conversion of rice hull’s lignocellulosic biomass into
ethanol. That conversion pass through several stages, which are the hull hydrolysis and the
fermentation, which is a very important step on the process, for it does the breaking of the long
chain sugars, which are not digested by the microorganisms that will do the fermentation, into short
chain sugars. For the realization of that step, it was used the acid hydrolysis, using a solution of
phosphoric acid. The ethanol produced by the fermentation of sugars from a process of hydrolysis is
called second generation ethanol, the first generation being produced from the direct fermentation
of sugars that do not need to be hydrolysed. The objective of that work was to realize the
bioconversion of biomass into ethanol by using the acid hydrolysis and to analyse the yield of that
process.
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INTRODUCAO

O arroz ¢ uma cultura muito produzida no Brasil, principalmente na regido sul.' No caso do estado
de Santa Catarina essa produgdo atualmente possui um dos maiores rendimentos do Brasil, cerca de
7,1 t/ha.? Depois de colhido, é separado da casca, a qual representa um residuo lignoceluldsico de
baixissimo valor agregado.>* Esse residuo, geralmente ¢ usado como fonte de energia, por meio da
combustio, para os processos de secagem e parboilizacdo do arroz, e depois suas cinzas sao usadas
na fabricagdo de cimento usado na construgdo civil.>® Entretanto, 50 % do peso deste residuo é
celulose, e 0 mesmo poderia ser utilizado para a producdo de etanol de segunda geracao, agregando
valor e atenuando possiveis problemas associados ao descarte ou destinagdo final deste residuo.*’
Além de agregar valor e amenizar os problemas com esse residuo, existe também a possibilidade de
usar o etanol que serd produzido como combustivel diminuindo assim o uso de combustiveis fosseis
que, em sua queima, liberam CO,, que ndo volta para o ciclo de produgao dos tais combustiveis, e €
tido como um dos principais agentes causadores do aquecimento global. J4 o CO, liberado na
combustdo do etanol pode ingressar no ciclo de vida do arroz, contribuindo pouco para o aumento
liquido da concentragdo do CO, na atmosfera.

O etanol ¢ produto da fermentacdo alcodlica, juntamente com o didéxido de carbono, além de outros,
como por exemplo, o metanol. O etanol pode ser produzido de diferentes matérias-primas e com
base nisso a producao do etanol € classificada em trés tipos: o etanol de primeira, segunda e terceira
geracdo, cada um com a uma matéria prima diferente.®’ O etanol de segunda gera¢do, em questio,
provém da hidrélise de carboidratos complexos, como a celulose, obtendo-se aglicares redutores
para, entdo, serem convertidos a etanol.'®!!

A hidrélise ¢ a reacdo de quebra de uma molécula, isto ¢, das ligagdes quimicas que a compdem,
dando origem a novas moléculas, pela acdo da agua. A hidrélise pode ser acida, quando ocorre pelo
fato das altas concentragdes de cations hidrogénio (H"), ou basica, quando os anions hidroxila (OH")
da solugdo ficarem em altas concentragdes, fazendo com que uma determinada molécula se
fragmente e tenha suas ligagdes complementadas pelos ions vindos da agua, esse processo visa a
formagdo de novas moléculas menores, as quais sdo diferentes de suas precursoras.>'>. A hidrolise
enzimatica, por sua vez, ¢ feita por proteinas que atuam na quebra da celulose, chamada celulases,
que com consequéncia de sua alta especificidade do material e da ligacdo que deve ser quebrada,

tem um alto rendimento e poucos produtos indesejados.'®!”



A fermentacdo pode ser definida como o catabolismo da matéria organica por meio de reacdes
quimicas. Sendo assim, ¢ um processo onde um microrganismo age num substrato organico,
culminando na produg¢do de uma nova substancia ou substrato, como ¢ o caso do etanol. A
fermentagdo pode ocorrer em um meio de cultivo onde haja algum agticar fermentescivel. Os meios
de cultivo, ou meios de cultura, sdo substdncias que contém nutrientes requeridos para o
crescimento de microrganismos. Sua composi¢dao deve conter nutrientes essenciais para oS
microrganismos, em concentragdes suficientes para que o crescimento deles ndo seja inibido. Os
nutrientes formadores do meio do cultivos podem ser definidos em vista do favorecimento de um ou
outro microrganismo, estes seriam os meios de cultivo seletivos.'®

Pensando no aproveitamento da casca de arroz como matéria-prima para a producao de etanol de
segunda geracdo, o desenho de um processo interessante poderia incluir a etapa de hidrolise
enzimatica seguida da fermentagdo por leveduras. Uma alternativa a utilizacdo de enzimas
comercialmente disponiveis, que possuem alto custo, poderia ser a utilizagdo de enzimas
provenientes de cultivo microbiano capazes de hidrolisar a parede celular da casca de arroz. Neste
sentido, aparecem como promissores 0s microorganismos provenientes do rimen bovino. O rimen
¢ a primeira reparti¢cdo do estdbmago do ruminante."” Nele se tem um grande desenvolvimento de
microbiota extremamente complexa constituida de archaeas, bactérias, protozodrios, entre outros,
permitindo o aproveitamento eficiente de varios nutrientes, principalmente para producdo de
acucares, a partir da hidrdlise, das paredes celulares vegetais, constituidas principalmente de
celulose, qual essa reacdo que ¢ essencial para a sustentacdo corporal tanto dos microrganismos
como a dos ruminantes.'*?'

Assim, o objetivo deste trabalho foi de utilizar residuos de arroz para a produgdo de etanol de
segunda geracdo, utilizando hidrolise acida e enzimatica para a quebra do biopolimero presente na
casca. A produgdo do etanol serd proveniente da fermentacdo, por Saccharomyces cerevisiae, dos
acucares resultantes. Também foi objetivo deste trabalho determinar o rendimento desse processo,

considerando a quantidade de etanol produzida em relagdo a quantidade de casca de arroz utilizada.

PARTE EXPERIMENTAL

Preparaciao da amostra



As cascas de arroz foram secas em estufa, a 40°C, até passarem a manter sua massa constante,
sendo apoés trituradas em um liquidificador doméstico com a finalidade de reduzir a sua
granulometria. ApOs peneiramento, as cascas trituradas foram separadas de acordo com sua
granulometria, nas seguintes fragcdes: 1-12 Mesh (particulas com didmetro médio maiores que 1,7
mm), 12-16 Mesh (média de 1,44 mm de didmetro), 16-20 Mesh (diametro médio de 1,015 mm),
20-40 Mesh (didmetro médio de 637,5 um), 40-50 Mesh (diametro médio de 362,5 um), 50-60
Mesh (didmetro médio de 275 pum), 60-100 Mesh (didmetro médio de 200 um), 100-140 Mesh
(didmetro médio de 128 pm), 140-200 Mesh (didmetro médio de 90,5 pm), 200-230 Mesh
(diametro médio de 69 um), 230-400 Mesh (diametro médio de 50,5 pum) e 400-500 Mesh
(diametro médio de 31,5 um) foram obtidas. A separagdao das cascas nestas fragdes tinha como
objetivo prover matéria-prima com diferentes tamanhos médios que poderiam ser adequadamente

selecionadas para aplicagcdo nas proximas etapas.

Isolamento dos microrganismos

Uma parte dos microrganismos utilizados foi retirada do complexo ruminal e outra parte foi retirada
de cascas de arroz em processo de decomposicao, utilizando-se de uma solugdo salina para isso.
Eles foram inoculados em meios de 4gar com as fracdes de casca de arroz triturada com tamanhos
médios de 362,5 pm, 275 pm, 200 pm e 128 pum, e também em meios de 4gar com
carboximetilcelulose, de forma a separar os microrganismos produtores de celulase € os que nao
produtores. Os meios possuiam a seguinte composicdo: tampao fosfato 50 mmol/L de pH 8; CaCl,

1,0 mmol/L e; agar 15 g/L.

Hidrolise

Foram testados dois tipos de hidrolise: a enzimatica ¢ a acida. Para a hidrélise enzimatica, foi
utilizado o complexo de microrganismos presentes no rimen bovino, com 50 ml de meio liquido,
contendo tampao fosfato de pH 7,5. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Para a hidrolise 4cida foram preparadas trés solucdes de acido fosforico de concentragdes 12%

(m/m), 18% (m/m) e 24% (m/m)*. Em seguida, amostras de 5 g de casca de arroz, composta pelas



fragdes com tamanhos médios de 1,015 mm (29,6%), 637,5 um (39,7%), 362,5 um (5,2%) e 275
pm (2,6%) foram misturadas, em erlenmeyers de 100 mL, com as solugdes de acido fosforico. A
mistura foi mantida uma temperatura de 60 °C por 4 horas, com posterior ajuste de pH para a faixa
onde as leveduras estdo habituadas, que fica em torno de 7,5. O experimento foi realizado em
triplicata, com uma amostra controle, consistindo de uma mistura contendo 5 g de casca de arroz

triturada e 4gua, em vez de acido fosforico, totalizando 10 erlenmeyers.

Fermentacao

A fermentagdo dos acticares provenientes da hidrolise foi realizada com a levedura Saccharomyces
cerevisiae comercial, marca Fleischmann ®, sendo adicionados 1g da levedura comercial nos
proprios erlenmeyers, com um baldo infldvel acoplado a abertura de cada erlenmeyer, e durou 10
dias a 32 °C. Quando foi realizada a hidrolise enzimatica, as leveduras foram colocadas uma semana
depois do complexo de microrganismo do rimen bovino, a fim de garantir que j4 houvessem
acucares disponiveis para que a fermentagdo ocorresse; quando foi realizada a hidrélise por meio
acido, as leveduras foram adicionadas ao final do processo de hidrdlise, apos neutralizagao do pH

do meio.

Métodos Analiticos

A hidrélise dos polissacarideos da casca de arroz foi avaliada pelo método do DNS.* Uma amostra
de 1,0 mL do produto de hidrdlise neutralizado com NaOH (98% de pureza) até alcancar o pH 7 foi
misturada a 0,5 mL de agua destilada e 1,0 mL de solucao de DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico),
seguido de aquecimento a 100 °C por cinco minutos. Apos, 6,5 mL de agua destilada foram
adicionados as amostras e as absorbancias lidas em comprimento de onda de 540 nm utilizando um
espectrofotometro da marca Rayleigh. A quantidade de agtcar foi determinada a partir de uma
curva padrio de glicose.”

O etanol foi identificado através da reacdo de oxi-redugdo entre o ion dicromato e o alcool, pela
adi¢do de uma solugio sulfocromica 0,01 mol.L" de dicromato de potéssio (dissolugdo do sal em

acido sulfurico concentrado) as amostras do fermentado filtrado. Solugdes de etanol assumem uma



coloracdo verde quando misturadas com soluc¢des de dicromato, sendo possivel identificar, de forma

visual, a presenca de etanol na solucdo inicial.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Hidrolise

Hidrolise enzimatica

A hidrélise enzimatica, foi testada primeiro e foi disponibilizado um tempo maior para a atuacao
dos microrganismos, tanto os que realizaram a hidrolise, como as leveduras, que foram colocadas
no meio com a intencdo delas fazerem a fermentagdo dos agucares produzidos pela acdo das
enzimas excretadas pelos microrganismos do rimen bovino. Nesse sentido, as leveduras foram
inoculadas no reator produzido uma semana apds os microrganismos do rimen bovino. Entretanto,
ndo foi observada nenhuma alteragdo no meio reacional que evidenciasse a ocorréncia da
fermentagdo, como a formagio de CO,, por exemplo. E possivel que o complexo de
microrganismos do rimen, além de excretar a celulase, utilize todo o agtcar hidrolisado para o seu
proprio metabolismo, € para o animal ruminante sdo entregues os produtos do metabolismo dos
microrganismos. Desta forma, consideramos que a inoculagdo das leveduras foi realizada de forma
tardia, pois os complexo ruminal, além de hidrolisar a celulose, havia também metabolizado o

produto da quebra, fazendo indisponivel para os fungos o agucar resultante.

Hidrolise acida

A hidrolise 4acida foi realizada utilizando uma varia¢io do método de Moscon®, que utilizou
ultrassom para auxiliar o processo de hidrélise com acido fosforico, enquanto no presente trabalho
optou-se pela ndo utilizacdo de ultrassom. A reagdo ocorreu a 60 °C por 4 h. A quantidade de agucar
obtida, expressa em mg/mL, em fun¢do da concentracdo de 4cido fosforico ¢ apresentada na Figura

1 a seguir.



Determinagao da concentragao de aglcares redutores
provenientes da hidrolise da casca de arroz
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Figura 1. Concentragdo de agucares fermentaveis obtidas em fungdo da concentragdo do dcido

fosforico utilizado

Como observado no grafico, conforme a concentragdo de acido aumenta, menor a quantidade de
acucar produzida. Isso pode ser explicado pelo fato de que, para elevados tempos de residéncia, o
acido pode catalisar a reagdo de degradacdo dos agucares formados em subprodutos, como o
furfural e o hidrometilfurfural®. Resultados semelhantes foram encontrados em outros trabalhos?*-°.

O furfural inibe a fermentacdo, uma vez que ¢ toxico as leveduras da espécie Saccharomyces

cerevisiae.’!

Identificacao do Etanol

Nessa etapa foi, em um primeiro momento, usado um método que envolvia a espectrofotometria, o
teste do bafometro, que consiste numa reagdo colorimétrica envolvendo a oxidagao do etanol pelo
ion dicromato formando, assim, uma coloracdo esverdeada na solucdo, devido a producdo de
acetato. Entretanto, este método se demonstrou inadequado para quantificagdo do etanol produzido

devido a sua baixa precisao.



Outro método utilizado foi uma titulagdo de retorno, como descrito por Santos et al.**, na qual a
solugdo com etanol deve ser misturada com uma quantia conhecida de dicromato em excesso,
dando uma cor verde a solugao, ap6s isso deve se adicionar uma quantidade conhecida de ion iodeto
e este depois deve ser titulado com com tiossulfato de sédio até atingir o ponto de equivaléncia,
observando-se a formagao de uma coloragdo azulada na solucao. Esse método também se mostrou
inadequado, j4 que a solucdo com etanol ndo era transparente, e entdo se mostrou dificil a
visualizacdo do ponto de equivaléncia. A coloracdo verde resultante da oxidagdo do etanol pelo ion
dicromato e da formag¢do de acetato, ainda que fraca, pode ser observada na Figura 2. Desta forma,
foi possivel verificar a producdo de etanol apenas de forma qualitativa. Todos os resultados
apontam para a necessidade de otimizar o processo de produgdo do etanol a partir da casca de arroz,
avaliando os fatores que podem ser significativos nas diferentes etapas de processo (pré-tratamento,
que ndo foi realizado neste trabalho, hidrolise e fermentagdo), bem como seus valores ideais. Além
disso, poderia também fazer parte de estudos futuros a selecdo dos métodos analiticos mais

adequados para a identificagdo e quantificacao do etanol.

Figura 2. Mistura de solugdo de etanol com o ion dicromato, resultando na oxidagdo do dlcool

CONCLUSAO

Com os resultados apresentados, podemos concluir que a hidrolise enzimdtica seguida de

fermentagdo como inicialmente desenhada ndo se mostrou eficiente para a producdo de etanol. Na
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hidroélise enzimatica, verificou-se que os microrganismos do complexo ruminal utilizaram o produto
da quebra do material lignoceluldsico para seu proprio o metabolismo, ndo ficando os agucares
gerados disponiveis e assim impedindo que as leveduras pudessem realizar a fermentagdo, nao
produzindo etanol.

Por outro lado, a hidrolise acida utilizando acido fosforico foi realizada, mas nido foram obtidas
concentragdes significativas de agucar que viabilizassem a producdo de etanol na etapa da
fermentagdo. O maior rendimento final de acucar foi obtido com utiliza¢do da solugdo de 12% de
acido fosforico. Os resultados sugerem que a utilizacdo de solu¢des mais diluidas de 4cido fosforico
e baixos tempos de residéncia poderiam resultar em rendimentos maiores de agucares.

Nao foi possivel calcular o rendimento dos processo, pois 0os métodos analiticos utilizados para
quantificar a concentracdo de etanol nao foram adequados.

Nesse sentido, concluimos que a producao de etanol de segunda geracao a partir da casca de arroz ¢
possivel, mas sdo necessarios alguns ajustes no processo, para aumentar o rendimento da hidrolise

e como consequéncia o rendimento de etanol.
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