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RESUMO

ZABOTTI, Caroline. Parametros de hidrdlise enzimética de farelo de arroz para producéo de
etanol de segunda geracdo. 2014. Trabalho de Conclusdo de Curso (Curso de Engenharia de

Alimentos) - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Medianeira, 2014.

A importancia atribuida aos biocombustiveis aumentou nos Ultimos anos em virtude das
preocupagOes mundiais com as consequéncias do avanco do aquecimento global e da elevagédo
dos precos do petréleo. Porém, a producdo destes biocombustiveis convencionais defronta-se
com sérias dificuldades para atingir os niveis desejados, pois sdo originados, em geral, de
plantas que exigem é&reas de cultivo extensas, limitando a producdo de alimentos, o que
constitui um forte estimulo a adocdo de tecnologias avancadas. Por isso, as pesquisas atuais
sinalizam como tecnologia emergente a producdo de etanol combustivel a partir de biomassas
como alternativa para a utilizacdo de combustiveis renovaveis. Sendo assim, a producao de
alcool etilico a partir de residuos agroindustriais, como o farelo de arroz, apresenta-se como
uma alternativa para transformar o residuo amildceo em coproduto, gerando para a indudstria
os beneficios de uma industria limpa. Por isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a producéo
de etanol de segunda geracdo a partir do farelo de arroz, que se apresenta como uma fonte
amilacea e um residuo agroindustrial, conferindo a importancia de agregar valor a este residuo
e contribuir com as pesquisas emergentes para a producao de etanol de segunda geracao. Isto
foi realizado por meio da investigacdo do processo de hidrélise do farelo de arroz
desengordurado por via enzimatica aplicando um DCCR para a avaliacdo do efeito das
variaveis do processo (concentracdo da enzima alcalase, tempo de exposi¢do ao ultrassom, e
frequéncia utilizada no ultrassom) visando maximizar o processo de liberagdo de agucares
fermentesciveis para a etapa subsequente de fermentacao alcoolica. As maiores concentragdes
de agUcares redutores foram alcangadas quando se utilizou a frequéncia de 80 kHz no banho
de ultrassom, verificando-se que as variaveis do DCCR ndo apresentaram diferenca
significativa na resposta a 95% de significancia, ou seja, a utilizacdo de quaisquer valores
para ambas as variaveis do DCCR, dentro da faixa estudada, ndo apresentaria diferenca na
resposta, consideracOes estas também observadas para a resposta percentual de etanol. Ainda
confirmou-se a importancia da agitacdo no processo de quebra das moléculas complexas,
visto que as maiores concentragdes de agucares redutores foram obtidas através da realizagédo

de ensaios em diferentes condicdes de agitacéo.

Palavras-chave: Bioetanol. Hidrélise enzimética. Residuo amilaceo.



ABSTRACT

ZABOTTI, Caroline. Enzymatic hydrolysis of rice bran for production of second generation
ethanol parameters of. 2014. Trabalho de Conclusdao de Curso (Curso de Engenharia de

Alimentos) - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Medianeira, 2014.

The importance attached to biofuels has increased in recent years due to global concerns
about the consequences of global warming advances and rising oil prices. However, the
production of these conventional biofuels is faced with serious dif fi culties to achieve the
desired levels because originate in general, plants that require extensive cultivation areas,
limiting food production, which is a strong stimulus to the adoption of advanced technologies.
Therefore, the current research indicate emerging technology as the production of fuel ethanol
from biomass as an alternative to the use of renewable fuels. Thus, the production of ethyl
alcohol from agricultural residues such as rice bran, presents as an alternative to transform the
starch residue coproduct generating industry for the benefit of a clean industry. Therefore, the
objective of this study was to evaluate the second-generation ethanol from rice bran, which is
presented as a starchy source and an agricultural residue, giving the importance of adding
value to this residue and contribute to the emerging research for second-generation ethanol.
This was done by investigating the hydrolysis process of the defatted rice bran enzymatically
applying a CCRD to evaluate the effect of process variables (concentration of the enzyme
Alcalase, the ultrasound exposure time, and the frequency used in ultrasound) aiming process
maximize the release of fermentable sugars for subsequent fermentation step. The highest
concentrations of reducing sugars were achieved when using the frequency of 80 kHz in the
ultrasonic bath, verifying that the CCRD variables showed no significant difference in
response to 95% of significance, that is, the use of any values for both CCRD variables within
the range studied, would not present difference in response, these considerations also
observed for the percentage of ethanol response. Also confirmed the importance of the unrest
in the breaking process of complex molecules, whereas the highest concentrations of reducing

sugars were obtained by testing in different conditions of agitation.

Keywords: Bioethanol. Enzymatic hydrolysis. Starchy residue.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de combustiveis fosseis aumentou o nivel de gases de efeito estufa na
atmosfera da Terra. Esses fatos, juntamente com o esgotamento inevitavel do abastecimento
de energia do mundo, e do mercado de petréleo instavel, renovaram o interesse da sociedade
na busca de combustiveis alternativos. O etanol tem sido considerado como uma alternativa
adequada aos combustiveis fésseis quer como Unico combustivel em carros com motores
dedicados, ou como aditivo em combustivel com nenhuma exigéncia de modificacdo do
motor quando misturado em até 30%. Hoje, o bioetanol € o biocombustivel mais dominante e
sua producdo global mostrou uma tendéncia de crescimento ao longo dos ultimos 25 anos,
com um aumento acentuado a partir de 2000. A capacidade de produ¢do mundial em 2005 e
2006 foi de cerca 45 e 49 bilhdes de litros por ano, respectivamente, e a producéo total em
2015 deverd atingir mais de 115 bilhdes de litros (TELEBNIA; KARAKASHEYV;
ANGELIDAKI, 2010).

A producdo de alcool combustivel a partir de recursos renovaveis tem recebido
consideravel interesse nos ultimos anos. Os custos das matérias primas, bens de capital e de
processamento, influenciam significativamente na rentabilidade da produgdo de &lcool
combustivel. Amido e outras matérias primas a base de hidratos de carbono podem ser
convertidos em alcool de combustivel com um elevado grau de eficiéncia (HERNANDEZ
CARRILLO; SERNA-SALDIVA, 2009).

Materiais a base de aclcar e amido, como cana e graos sao dois grupos de matérias
primas usadas atualmente como os principais recursos para a producéo de etanol. O terceiro
grupo € o de materiais lignocelulésicos e subprodutos, representando a melhor alternativa para
a producdo de etanol. A crescente demanda por alimentos faz dos dois primeiros grupos de
materias primas insumos caros e menos competitivos em um futuro préximo em comparagdo
com materiais lignocelulosicos e subprodutos agroindustriais para a obtencéo de etanol, ja que
estes ndo competem diretamente com a agricultura (TELEBNIA; KARAKASHEYV;
ANGELIDAKI, 2010).

Neste contexto, surge o farelo de arroz, que é resultado das particulas sélidas do
polimento do arroz, o qual pode ser aplicado como uma fonte de amido para a producédo de
etanol, pois é classificado como um biomaterial ndo comestivel, como subproduto agricola,
residuo florestal, ou cultura energética. Sua composi¢cdo é caracterizada por agUcares
complexos, tornando necessaria a quebra destes aclcares para a etapa de fermentacdo

alcoolica, pois a levedura S. cerevisiae carece de enzimas amiloliticas (o-amilase e
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glucoamilase). O residuo do polimento de arroz contém apenas a-glicosidase, necessitando
que outras enzimas amiloliticas sejam adicionadas (especialmente a- e B-amilase) para um
processo de sacarificagdo completo (WATANABE et al., 2009).

Um gargalo importante na conversdo de biomassa em etanol € o custo da hidrolise
enzimética da biomassa. Embora a hidrdlise enzimatica tenha varias vantagens em relagdo a
hidrélise acida (tal como a reducdo do impacto ambiental e a diminui¢do da formacdo de
produtos com efeito negativo sobre a fermentacéo), os custos e a eficiéncia deste processo, ou
seja, a determinacdo das melhores condicdes, ainda requer melhoria (OKAMOTO et al.,
2011).

Por isso, 0 objetivo deste estudo é determinar as melhores condi¢6es do processo de
sacarificacdo do farelo de arroz para obter maxima quantidade de acglcares fermentesciveis,
visando melhorar o rendimento em bioetanol na etapa de fermentacdo alcodlica. Isto foi
realizado pela aplicagdo de um Delineamento Composto Central Rotacional onde se avaliou
os efeitos das varidveis concentracdo de Alcalase e tempo de exposi¢do ao banho ultrassénico,
em diferentes frequéncias sobre a resposta de concentracdo de aclcares redutores liberados e

o0 percentual de etanol.
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2 JUSTIFICATIVA

A preocupacdo atual com a preservacdo e protecdo do meio ambiente aumenta a
demanda por pesquisas de fontes alternativas para a producdo de combustiveis, que sejam
sustentaveis economicamente e ambientalmente. Assim, os residuos de biomassa agricola
aparecem como uma importante alternativa de matéria prima para energia renovavel e
biocombustivel. Uma alternativa de transformacéo de residuos amilaceos em coproduto é a
producdo de etanol a partir de residuos agroindustriais, que além de reduzir os impactos
ambientais aumenta a produc¢do da industria alcooleira.

Neste contexto, o farelo de arroz se destaca como importante subproduto,
proveniente do beneficiamento do arroz, € uma alternativa para a producdo de etanol de
segunda geracdo devido a sua rica composi¢cdo em amido. Porém estes agucares nao sdo
passiveis de fermentacdo pelas leveduras comumente utilizadas para a obtencdo de etanol
(acucares complexos), sendo necessaria a transformacdo a mono e dissacarideos fermentaveis,
0 que pode ser realizado pela a¢do de enzimas amiloliticas (via hidrélise enzimatica).

Por isto este trabalho é justificado pela importancia de buscar a otimizacdo do
processo de hidrélise enzimatica deste residuo para a producdo de etanol de segunda geracdo
e consequentemente no desenvolvimento de processos de producdo de bioetanol a partir de
fontes menos dispendiosas e renovaveis, ou seja, agregacdo de valor a este residuo e a

contribuicdo com pesquisas emergentes para a producdo de combustiveis renovaveis.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

Realizar um estudo preliminar para a producdo de etanol de segunda geragéo a partir

do farelo de arroz desengordurado.
3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar o processo de hidrolise do farelo de arroz desengordurado por via
enzimatica, aplicando uma estratégia de planejamento experimental para a
avaliacdo do efeito das variaveis do processo (concentracdo da enzima protease,
tempo de exposicdo ao ultrassom e frequéncia utilizada no ultrassom) visando
maximizar o processo de liberacdo de aclcares fermentesciveis para a etapa

subsequente de fermentacdo alcodlica;

e Realizar a fermentacdo alcodlica do hidrolisado de farelo de arroz utilizando

cepas de Sacharomices cerevisiae;

e Determinar a concentracdo de etanol, aclcares redutores e biomassa microbiana
para 0 acompanhamento da fermentacdo alcodlica e para determinar a eficiéncia

do processo de sacarificagdo enzimatica.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 PANORAMA DA PRODUCAO DE ETANOL

No contexto sOcio econébmico, a questdo energética € um assunto de grande
importancia. Mais da metade do consumo de energia mundial, cerca de 55%, é proveniente
dos derivados de petroleo e do gas natural. Sabe-se, porém que as reservas de combustiveis
fésseis sdo limitadas e que a previsdo de pesquisadores é de que durardo apenas mais algumas
décadas. O uso destes combustiveis é a principal causa de emissdo dos gases de efeito estufa,
causadores das mudancas climaticas (ORTIZ, 2010).

O Brasil ja vem, por muitas décadas, utilizando apenas &lcool como combustivel ou
sob a forma de uma mistura contendo de 22% a 25% de &lcool na gasolina, colocando o pais
em uma posicdo extremamente favoravel internacionalmente, em termos de emissdo de CO,
(SILVA, 2010).

Este avanco deve- se principalmente ao fato de o Brasil ter sido pioneiro na
implementacdo de um programa de bioenergia em larga escala, o Programa Nacional do
Alcool (Proalcool) em 1975. Este programa foi incentivado pela elevacdo do preco do
petréleo e para reduzir a dependéncia deste combustivel da matriz energética nacional. Até
entdo, a producdo de biocombustiveis era praticamente insignificante. Em apenas dez anos de
programa, cerca de 96% da frota de veiculos brasileiros era movida a alcool (ORTIZ, 2010).

Nesta década houve um grande incentivo a modernizacdo do setor sucroalcooleiro e
desde entdo, o pais desenvolveu suas técnicas agrondmicas e industriais referente a cultura de
cana-de-acucar, sempre aprimorando a qualidade do produto final (agucar e etanol), além de
buscar novas fontes de matérias primas para fins energéticos, com o intuito de reduzir a
dependéncia do petroleo (OMORI et al., 2011). O programa também foi o responsavel pela
expansdo da cultura da cana-de-aglcar, ocorrida a partir de 1975 e teve importante
repercussao na geracdo de empregos no meio rural e na substituicdo de culturas alimentares
pela cultura da cana-de-agucar (CARVALHO; CARRIJO, 2007).

Com a diminuicéo do preco do barril de petroleo, no final dos anos 90, e com a falta
de uma politica energética objetiva para o pais, o Proalcool decaiu, estagnando em 1995, com

apenas 3,3% de veiculos movidos a alcool (ORTIZ, 2010).
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Atualmente, o mercado do etanol combustivel sofre incentivos devido as inovacgdes
das tecnologias do motor flex, que permitiram o uso de etanol, gasolina ou mistura dos dois
(OMORI et al., 2011).

4.1.1 Vantagens e desvantagens da producéo de etanol e bioetanol

Sob o ponto de vista ambiental, sdo reconhecidas as vantagens do alcool, seja quando
empregado isoladamente sob a forma de alcool hidratado, seja quando misturado & gasolina
sob a forma de &lcool anidro. Em ambos o0s casos, apresenta imensa vantagem por reduzir a
emissdo de monodxido de carbono e dispensar o emprego do chumbo tetraetila como aditivo.
Além dessa vantagem, o alcool combustivel propicia reducdo na emissdo de poluentes
primarios e também reducdo considerdvel nas chamadas emissfes poluidoras reativas. Em
termos gerais, portanto, o alcool ¢ uma fonte de produgcdo de energia mais limpa
(MACHADO; ABREU, 2006).

Atualmente, o Brasil produz cerca de 25 bilhdes de litros de etanol de primeira
geracdo por ano a partir da cana-de-agucar. O plantio dessa matéria prima, realizado em terras
araveis de boa qualidade, deve ser expandido devido a crescente demanda nacional e
internacional por alcool, tornando sua producdo desvantajosa devido a grande extensdo
territorial que esta matéria prima ocupa, limitando, portanto, o cultivo de outros produtos
(SILVA, 2010).

Surge, nesse contexto, o etanol de segunda geracdo, que utiliza os residuos de
plantacdes e das industrias para a producdo de bioetanol. Os biocombustiveis ou etanol de
segunda geracdo permitem aumentar a producdo de etanol sem a necessidade de aumentar a
area plantada, o que disponibilizaria essas areas para outros fins, como a producdo de
alimentos. Esses residuos tratam-se do aproveitamento de biomassa da agropecuaria ou dos
residuos de outros processos, como bagaco de cana, palha de cereais, farelo de trigo, farelo de
arroz e sabugo de milho (FERREIRA, 2012).

O etanol de primeira e de segunda geracdo (constituinte do grupo dos
biocombustiveis) diferem-se pela forma que sdo obtidos. Quando na fonte de producéo tém-se
0s agUcares necessarios para a fermentacéo livres, como no caso do caldo da cana-de-agucar,
denomina-se o produto final como bioetanol ou biocombustivel de primeira geragdo. Quando
a etapa de sacarificacdo é necessaria, ou seja, a glicose encontra-se em forma de amido ou

celulose, como no caso dos residuos agroindustriais, denomina-se bioetanol ou
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biocombustivel de segunda geracdo (ORTIZ, 2010). Esta diferenca pode ser visualizada na
Figura 1.

Sacarose Bioetanol Recuperacdo | Bioetanol
Fermentaca ilacago [
4’] ermentagdo | Dioxido de L& Destilagao
Carbono
Fermento

Fluxo do Bioetanol de Primeira Geragao

Lignocelulose - o ; - .
Sacarificacdao |Glicose Bioetanol Recuperacao | Bioetanol
> PR - = l—>
Biomassa (Hidrolise) —’i Fermentagao |—§Diéxido =] ¢ Destilagao
T T Carbono
Enzima Fermento

Fluxo do Bioetanol de Segunda Geragao

Figura 1 — Etapas do processamento do bioetanol
Fonte: Ortiz (2010)

No territorio brasileiro existe uma grande biodiversidade que gera residuos variados.
Pesquisas na area de producdo de bioetanol focam seus objetivos em utilizar estes residuos
como coproduto para producdo de bioetanol, por ser matéria-prima de baixo custo, com o
objetivo de tornar seu processo viavel financeiramente. Como exemplo, podem-se citar
residuos de beterraba, cevada, aveia, batata, milho, arroz, mandioca, entre outros. A utilizacéo
destes residuos para producdo de bioetanol, além dos fatores positivos ja citados, sdo
disponibilizados pela indUstria alimenticia, ndo havendo necessidade de desmatamento para a
ampliacdo de &reas plantadas para sua obtencdo. Portanto, produzir bioetanol a partir de
biomassa é de grande interesse para 0 pais, uma vez que no territorio brasileiro existe uma
grande biodiversidade, o que gera variedade de residuos agricolas e agroindustriais (ORTIZ,
2010).

A utilizagdo ampla do potencial da biomassa florestal para a geracdo de energia é um
dos exemplos para a adocdo de um modelo energético sustentavel para o pais, o qual priorize
a diversificagdo das fontes, a desconcentracdo e descentralizacdo da geracdo de energia, a
preservacdo ambiental e o atendimento as camadas mais necessitadas da populacdo
(BENEDETTI et al., 2009).

O aumento dos custos na cadeia produtiva de alimentos ricos em amido e o

incremento de novas tecnologias empregadas no setor agricola desencadeou um aumento na
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obtencédo de produtos e subprodutos. Portanto, ha a necessidade de agregar valor aos residuos
desta cadeia ja que os teores médios de amido encontrados mostram uma grande
potencialidade para a producéo de etanol (WERLE et al., 2012).

Recentemente, o Brasil comecou a investir em pesquisas voltadas ao etanol de
segunda geracdo e possui vantagens comparativas na corrida pelo desenvolvimento do
mesmo. Mesmo que este tipo de pesquisa ainda seja muito novo, o pais possui enorme
disponibilidade de matéria-prima barata, além de ter infraestrutura muito bem estabelecida na
producdo de etanol. O governo brasileiro busca ampliar a quantidade de etanol fabricada sem
aumentar a area de plantio, o que aumentaria a competitividade do etanol (OMORI, et al.,
2011).

Portanto as pesquisas em laboratorio estdo voltadas para a utilizacdo destes
subprodutos como alternativa econémica para producdo de biocombustivel em um processo
que envolve Vvérias etapas, tais como, pré-tratamento, hidrélise e fermentagdo alcodlica. Um
dos desafios da producdo de bioetanol a partir de biomassa consiste em determinar o melhor
processo para obtencdo dos monossacarideos. O processo de hidrolise escolhido deve ser
economicamente viavel, em termos de custo global, rendimento glicosidico e
fermentabilidade do hidrolisado (SILVA, 2010).

Genericamente o processo para obtencdo de bioetanol é constituido de trés partes:
preparo do substrato, fermentacdo e destilacdo do fermentado. No preparo do substrato, hé a
realizacdo da hidrolise enzimatica da matéria prima para dela obter os acUcares
fermentesciveis. A fermentacdo é o processo pelo qual os carboidratos sdo transformados em
alcool e gas carbbnico pela acdo de micro-organismos. Finalmente, na destilacdo, o etanol é
separado do caldo de fermentagéo e purificado (MACHADO; ABREU, 2006).

Portanto na hidrélise enzimatica, a molécula de celulose ou de amido, dependendo da
fonte utilizada no processo, é “quebrada” em aclcares menores (sacarificagdo) passiveis de
fermentacdo. Na etapa de fermentagéo, os substratos acucarados sdo convertidos em etanol e
diéxido de carbono, por processo anaerdbio. Esta transformacdo envolve uma sequéncia de 12
reacOes, sendo estas catalisadas por enzimas. A mesma ocorre no citoplasma da célula, onde
se localizam estas enzimas, denominadas de enzimas glicoliticas. Por fim, a etapa da
destilacdo que consiste na separacdo de misturas liquidas de substancias volateis em seus
componentes individuais, por vaporizacdo. Neste caso, 0 objetivo é remover o alcool da agua,
resultantes da etapa de fermentacdo. A pureza do alcool é de aproximadamente 96 °GL e o

processo ocorre em sistema multi-colunas. O alcool obtido da destilagdo passa através de um
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sistema de desidratacdo, para remover a agua restante. O alcool desidratado é chamado etanol
anidro, com pureza da aproximadamente 99,6 °GL (ORTIZ, 2010).

4.2 PANORAMA DO FARELO DE ARROZ

Dentre os cereais cultivados, o arroz (Oryza sativa, L.) destaca- se por ser alimento
basico da maioria da populacdo em varias regides do planeta. No Brasil, 0 consumo médio
varia de 74 a 76 kg/habitante/ano, tomando-se por base o grdo em casca. Segundo dados da
Associagdo Brasileira da Industria do Arroz Parboilizado (Abiap), 23% do consumo de arroz
do Brasil é do cereal que passa por parboilizagdo, sendo este indice significativo, visto que ha
25 anos, o produto representava apenas 4% do mercado (DORS; PINTO; FURLANG, 2009).

Segundo as estimativas da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), na
safra de marcgo de 2013/14 o Brasil produziu aproximadamente 12,8 milhdes de toneladas de
arroz, apresentando um acréscimo de 8% em relacdo a safra de 2012/13.

O farelo, um dos subprodutos resultantes do beneficiamento do arroz, representa de
8% a 11% do peso total do grdo, sendo obtido a partir do seu polimento. A sua obtencdo
ocorre na etapa de brunicdo, onde o arroz ja descascado (integral) é lixado por maquinas
compostas por pedras abrasivas que retiram o farelo (Figura 2), o qual é composto pelo germe
e pelicula. Entdo o farelo é separado do arroz branco, que apds passar pelo processo de
polimento, torna-se o componente da alimentacdo humana (CHAUD; ARRUDA,; FELIPE,
2009).

I Arroz em casca |

Casca Arroz integral
20% 80%
v v
Arroz brunido Farelo
72% 8%
Arroz imteiro Arroz quebrado
58% 14%
Arroz quebrado Arroz quebrado Quirera
grande 6% medio 5% 3%

Figura 2 - Beneficiamento do arroz em casca com as proporcdes aproximadas de seus produtos e subprodutos
Fonte: Silva (2012)
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O farelo de arroz apresenta aspecto farinaceo, fibroso e suave ao tato. O pericarpo, 0
tegumento, a camada de aleurona e o gérmen (embrido) sdo eliminados durante a operacao de
polimento na forma de farelo de arroz, separados por peneiramento, restando o endosperma

(gréo de arroz polido) como pode ser visualizado na Figura 3 (PESTANA et al., 2008).

Farelo
Endosperma Endosperma
Arroz
Pa E} f(i‘l(; Eﬁ) l)l Arroz
Iﬂt.@gr’a(
Germe

Figura 3 — Estrutura do gréo de arroz
Fonte: Kister (2011)

O grdo inteiro é constituido por diversos tecidos, que apresentam estrutura,
composicdo quimica e fungdes diferenciadas. A casca constitui de 15 a 30% do peso do grao
(dependendo da variedade, praticas culturais, localizacdo geogréfica, estacdo do ano e
temperatura). Minerais e celulose sdo 0s maiores componentes da casca. O pericarpo (farelo)
é composto por camadas que envolvem o endosperma amilaceo do grdo de arroz, sendo rico
em proteinas, lipideos, vitaminas e sais minerais, constituindo de 5 a 8% do peso do grdo. As
células do endosperma sdo uma excelente fonte de carboidratos complexos representados
principalmente pelo amido (DORS; PINTO; FURLANG, 2009).

Nas regides onde o arroz ¢ altamente consumido, grandes quantidades de farelo sdo
desprezadas em funcdo da falta de controle sanitario no seu beneficiamento e da facil
rancificacdo do produto. No Brasil, o farelo de arroz € mais utilizado para extracdo de 6leo,
como ingrediente da racdo animal e como fertilizante organico. O mesmo apresenta-se em
abundancia e com baixo valor comercial devido a limitacdes relacionadas a falta de controle
das condi¢Oes sanitarias de recolhimento e as dificuldades relativas a contaminacdo deste
farelo, que apresenta residuos de casca e/ou amido (MOTA E PILLETI, 2012).

Pesquisas que envolvam a viabilizacdo da utilizacdo do farelo de arroz, na

alimentacdo humana, podem garantir ao consumidor um produto seguro, do ponto de vista
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nutricional, microbioldgico e sensorial, além de auxiliar no planejamento de estratégias de
promoc&o da salde publica (LACERDA, et al., 2010).

4.3 COMPOSICAO QUIMICA DO FARELO DE ARROZ

A sua composicdo quimica depende de fatores associados a propria constituicdo do
grdo ou ao processo de beneficiamento. A variedade genética e as condi¢cbes ambientais nas
quais a planta foi cultivada também influenciam a composi¢do quimica e a distribuicdo dos
componentes quimicos do grao de arroz (SILVA et al., 2012).

O farelo de arroz é um produto rico em fibras, nutrientes, minerais e vitaminas, sendo
um alimento muito barato e abundante no Brasil. Possui quantidades significativas de
carboidratos, proteinas e lipidios, especialmente acidos graxos insaturados, alta concentracao
de fibras insolGveis, vitaminas e sais minerais (LACERDA, et al., 2010). Contém um grande
nGmero de Ca**, Mg®*, fosfato, silica, Zn®*, tiamina e niacina (JIEUN et al., 2008).

Também s3o encontrados alguns outros componentes alimentares bioativos como -
orizanol, tocoferdis, tocotriendis, polifendis, fitosterdis e carotendides, além de aminoacidos
essenciais (triptofano, histidina, metionina, cisteina e arginina) e micronutrientes (magnésio,
calcio, fosforo, manganés e vitaminas do complexo B) (SILVA, 2012).

Silva et al. (2012) determinaram a composicao quimica do farelo de arroz in natura,
encontrando teores médios de 49,80% de carboidratos e teores medios de 14,94% de
proteinas. Silveira e Furlong (2007) encontraram cerca 47% de carboidratos e 15% de
proteinas para o farelo de arroz desengordurado. Esta grande quantidade de carboidratos
justifica a utilizacdo deste subproduto como um substrato de potencial e interesse para a

utilizacdo em processos fermentativos.

4.4 HIDROLISE ENZIMATICA E ENZIMAS AMILOLITICAS

No conceito de carboidratos complexos incluem-se o amido e os polissacarideos, 0s
quais possuem diferencas em suas estruturas quimicas e em seus efeitos fisiologicos. O amido
€ 0 maior polissacarideo de reserva das plantas e o segundo mais abundante depois da
celulose. Nos vegetais, 0 amido encontra-se em pequenos granulos, de caracteristicas
peculiares a cada espécie, contendo as duas fragdes que o constituem: amilose (de 15 a 30%) e
amilopectina (de 70 a 85%) (COSTA, 2010).
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Apresenta estrutura granular semicristalina e é composto pelas macromoléculas
amilose e amilopectina. A fracdo amilose é um polimero de glicose de cadeias lineares
formada por ligagdes glicosidicas a-1,4, com massa molar entre 10* e 10* kg/mol. A
amilopectina, de estrutura ramificada, representa a maior fracdo de amido com massa molar
entre 10* e 10° kg/mol (Figura 4) (CORRADINI et al., 2005).

Resumidamente o amido é um polimero de glicose, que possui configuracéo
ramificada formada por ligacbes glicosidicas a-1,4 e a-1,6. A Figura 4 apresenta a estrutura

quimica da amilose (a) e da amilopectina (b).

(a) (b)
Figura 4 — Estrutura quimica da amilose (a) e da amilopectina (b)
Fonte: Costa (2010)

Qualquer produto que contenha uma quantidade consideravel de carboidratos
(acUcares) constitui-se em matéria prima para a obtencao de alcool. Porém, como visto, estas
matérias primas geralmente contém carboidratos complexos em sua composic¢ao, ndo sendo
disponiveis como fonte de energia para levedura na producdo de etanol. Isto leva a
necessidade da transformacdo dos aclcares complexos a mono e dissacarideos
fermentesciveis, que pode ser realizada utilizando enzimas no processo de hidrdlise. A
hidrolise é imprescindivel para disponibilizar os agucares redutores requeridos a fermentacéo
(NUNES et al., 2009).

Esta hidrolise é realizada comumente por duas vias: enzimatica e quimica. Almeida
(2009) define a hidrdlise enzimatica como sendo uma rea¢ao quimica, em meio aquoso, para a

quebra de uma molécula em fracbes menores catalisada por enzimas. Estas enzimas, ao
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contrério dos catalisadores comuns, apresentam uma elevada especificidade em relacdo ao
substrato e sua utilizacdo reduz a obtengdo de subprodutos indesejaveis na reacdo, diminuindo
assim os custos de separacdo dos produtos bem como os problemas de tratamento de
efluentes. No caso da hidrolise enzimatica a especificidade da enzima evita ainda que ocorra
degradacéo da glicose, 0 que pode ocorrer na hidrolise &cida (RIBEIRO, 2010).

Os hidrolisados enzimaticos estdo entre os amidos modificados mais valorizados
comercialmente em relacdo aos hidrolisados quimicos em virtude da variedade e pureza dos
produtos obtidos, desde acUcares derivados do amido até ciclodextrinas, fornecendo produtos
finais com maior qualidade. A hidrdlise por via enzimética também permite 0 uso de uma
mesma linha de producéo, a fabricacdo de uma ampla gama de hidrolisados, enquanto que por
via acida somente a producao de glicose e dextrinas é possivel. Ainda, a neutraliza¢do de uma
hidrolise acida produz quantidades significativas de sal no produto final e necessita de uma
maior quantidade de carvdo ativado para remocdo de compostos coloridos e odores
indesejaveis (ALMEIDA, 2009).

Portanto, a hidrdlise enzimatica é de maior relevancia em relacdo as demais porque,
além de apresentar as caracteristicas ja citadas, também é capaz de se desenvolver nas
condicBes brandas de temperatura e de concentracdo ibnica existentes, necessarias aos
processos celulares (COLLARES, 2011).

Costa (2010) demonstrou que a hidroélise enzimatica fornece conversées de amido em
glicose com 70 a 90% de eficiéncia, enquanto que a hidrdlise acida fica apenas em torno de
58% de eficiéncia de conversdo e que as maiores conversdes da hidrolise enzimatica geram,
consequentemente, maiores concentracdes de acucar, que ndo deve ser usado sem diluicéo,
pois leva a inibicdo do metabolismo da levedura.

Para haver o aproveitamento do amido como fonte energética, dado o seu teor de
glicose, usam-se micro-organismos que, ou sdo capazes de hidrolisar o amido que ¢é
disponivel, ou sdo capazes de fermentar, isto é, transformar em outros produtos o amido
hidrolisado disponivel. S&o muitos os micro-organismos capazes de realizar as duas opc¢oes,
porém menos difundidos em relacdo aos capazes de fermentar (COLLARES, 2011).

Para realizar a conversdo dos aglcares complexos em fermentesciveis por hidrolise
enzimatica, € necessario o uso das enzimas amiloliticas comerciais a-amilase e
amiloglucosidase, sintetizadas pelos micro-organismos, Bacillus licheniformes e Aspergillus
niger respectivamente, largamente utilizados para obtencdo de glicose a partir de fontes
amilaceas (ALMEIDA, 2009).



26

4.4.1 Enzimas amiloliticas

As enzimas sao proteinas sintetizadas em células vivas com estruturas proteicas, as
quais podem ser primarias, secundarias, terciarias ou quaternarias, dependendo da atividade
catalitica para qual sdo destinadas. A atividade catalitica depende da integralidade de sua
conformacdo protéica nativa, sendo que esta pode ser perdida caso haja a desnaturacdo ou
dissociacdo das mesmas em subunidades. A estrutura e o centro ativo enzimatico sdo
decorrentes de sua estrutura tridimensional, e podem ser afetados por agentes capazes de
provocar alteracfes conformacionais na proteina. Isso torna a atividade enzimética
dependente das caracteristicas do meio, principalmente o pH e a temperatura reacionais. As
enzimas catalisam reacdes quimicas especificas sem serem consumidas, além de nédo haver a
formacdo de produtos colaterais, e agem em solucdes aquosas diluidas (tampdes), em
condigdes muito suaves de temperatura e pH, sendo que cada enzima possui uma
temperatura e um pH Gtimos, onde sua atividade é maxima, ou seja, a velocidade da
reacao a qual esta catalisando ¢ maxima (FRADE, 2011).

As enzimas sdo obtidas de trés grandes fontes: Vegetais superiores, animais
superiores e de micro-organismos (podem ser de origem flngica ou bacteriana). Grande parte
das enzimas utilizadas nas industrias sdo enzimas extracelulares de origem microbiana. A
atividade enzimatica étima das enzimas microbianas ocorre nas mesmas condi¢cdes em que se
produz o crescimento maximo dos micro-organismos (SPIER, 2005).

As enzimas microbianas podem ser extracelulares (enzimas eliminadas ao meio) ou
intracelulares (enzimas retidas no interior das células microbianas). A producdo de enzimas
extracelulares é obtida na fase logaritmica de crescimento ou na fase estacionaria, enquanto as
enzimas intracelulares sdo produzidas durante o crescimento na fase estacionaria e somente
sdo liberadas ao meio pela lise celular que ocorre na fase estacionaria ou na fase de declinio
(SPIER, 2005).

4411 o— Amilase

Define-se a-amilase (1,4-a-glucan-4-glucanohydrolase, EC 3.2.1.1.) como sendo
uma enzima que quebra as ligagdes a-1,4 dos polissacarideos que possuem trés ou mais
unidades de D-glicose em unido o-1,4. O ataque ocorre na forma ndo seletiva (tipo
endoenzima) sobre varios pontos da cadeia simultaneamente, sendo que 0s primeiros produtos

da hidrélise sdo sempre oligossacarideos de 5 a 7 unidades de glicose (LEAES, 2012). Apds a
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acdo, liberam unidades de glicose, oligossacarideos de diferentes pesos moleculares e
dextrinas. As a-amilases podem ser encontradas nos mamiferos, vegetais superiores, fungos,
bacteérias e crustaceos (PANDEY; SOCCOL; LARROCHE, 2005).

O pH 6timo para a a-amilase flngica esté entre 5,0 e 6,0. Possui carater acido e é
solivel em &gua (LEAES, 2012). Sua atividade diminui rapidamente acima de 50 °C. A faixa
Otima de temperatura para sua atividade € de 55 a 70 °C, que varia dependendo da fonte.
Santana (2012) cita um estudo da estabilidade da enzima com o aumento da temperatura até
80 °C. As amilases fungicas perderam sua atividade em 80 °C e mantiveram somente 1% de
sua atividade, enquanto que nesta mesma temperatura, as amilases bacterianas preservaram
92% de sua atividade.

Isto pode ser visualizado no Quadro 1 que ilustra as temperaturas de inativacao,
temperaturas Otimas, faixas e valores de pH 6timos da enzima a-amilase dependendo de sua

fonte de obtencéo.

Temperatura Otima Temperatura de
Origem pH Otimo ,
(°C) Inativacdo (°C)
Pancreatica | 6,9 (7,0-8,8) 46 55
Fungica |5.0 (5,5-8,5) 55 82
Malte |5,0 (4,9-9,1) 60 80
Bacteriana (7.0 (4,8-8,5) 70 93

Quadro 1 — Condicdes de processo da enzima a-amilase obtida de diferentes fontes
Fonte: Ledes (2012)

No mesmo estudo, os autores verificaram que as enzimas a-amilase e
amiloglucosidase, parcialmente purificadas, exibiram maxima atividade na faixa de pH entre
4,5-6,0, apresentando grande estabilidade sob condicBes &cidas (pH 4,0 a 7,0). A maxima
atividade ocorreu em temperaturas entre 50 e 60 °C, apresentando estabilidade por mais de 10
horas a 55 °C (SANTANA, 2012).

Os ions de calcio atuam como cofatores das a-amilases, estabilizando-as, dentro de
certos limites, contra a desnaturacao pelo calor e alcalis. O célcio ndo participa diretamente na
formagéo do complexo enzima substrato, mas mantém a molécula da enzima na conformagéo
Otima para a maxima atividade e estabilidade. Tracos de célcio presentes no amido sdo

suficientes para compensar enzimas (LEAES, 2012).
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4.4.1.2 Amiloglucosidase

A glucoamilase é também conhecida como amiloglucosidase, enzima glucogénica,
amido glucogenase, gama-amilase e exo-1,4-a-D-glucano glucohidrolase (EC. 3.2.1.3). Ao
contrario de a-amilase, muitas glucoamilases também sdo habeis em hidrolisar as ligacdes o-
1,6 de pontos de ramificacdo de amilopectina, embora em uma razao menor que as ligagdes o-
1,4, fornecendo quase a degradacdo completa do amido em glicose. Além das fraces amilose
e amilopectina do amido, outras moléculas, como maltose, dextrinas e glicogénio, sao
hidrolisadas pela enzima. Também chamadas de enzimas de sacarificacdo, elas sdo capazes de
hidrolisar completamente 0 amido em incubacgdes por longos periodos. Ocorrem em muitos
micro-organismos, principalmente em fungos filamentosos, bactérias e no trato digestivo de
mamiferos. A amiloglucosidase é, na sua maior parte, produzida por linhagem dos fungos
Aspergillus e Rhizopus sp., sendo que, dentre essas, a amiloglucosidase de Aspergillus € a
mais termoestavel (SANTANA, 2012).

As amiloglucosidases provenientes de diferentes fontes apresentam pH 6timo entre
3,0 e 5,0 estando o pH de maior estabilidade da enzima no intervalo de 4,0 a 5,0. Essas
amiloglucosidases incluem as produzidas por A. niger e A. oryzae. O pH em que a enzima
amiloglucosidade de A. niger apresenta maxima atividade esta entre 3,5 e 5,0. A temperatura
6tima da enzima encontra-se, na maioria das vezes, entre 50 e 60 °C (SANTANA, 2012;
SPIER, 2005) que incluem a amilogclucosidase de A. niger, A. oryzae, Monascus kaoliang,
Mucor rouxinos, Penicillium oxalicum (LEAES, 2012).

Segundo Pandey, Soccol e Larroche (2005) as enzimas a-amilases e
amiloglucosidases produzidas a partir de micro-organismos sdo amplamente empregadas em

indUstrias e sdo produzidas nas condi¢es mostradas na Tabela 1.



29

Tabela 1 — Propriedades das enzimas amiloliticas fungicas.

PM H TEMP
FONTE ENZIMA (kDa) étFi)mo otima INIB. ESTAB. REFERENCIAS
{°C)
A. niger AM 58,0 ‘;%‘ 50 - Ca= GUPTA et al (2003)
Ag'. A,
A. niger AM 5623 50 60 Cu*, Iz-igz'. Ca®  RAMACHANDRAN et al (1979)
Pb*
. Pandey (1990) citado por
A. niger AM 2 4,0 60 . ® SOCCOL ot al (2005)
. Takahasi et al (1985) citado
A. niger AM - 4,5 50 - - por SOCCOL et al (2005)
A niger  AM ; 3% 3060 : - FELLOWS (1094)
A. niger AM - 4-5 55 - - SMITH (1991)
A. oryzae AM %23% 56%- 50 - - YABUKI et al (1977)
A. niger AA 4 5,0 55 - ,ﬁi,vég?' SMITH (1991)
e Bhumibhamon (1983) citado
A. niger AA 7 5.0 50 T T por PANDEY ef al (2005)
A. oryzae AA - %%‘ 30-40 - - SILLS et al (1983)
A. oryzae AA - 466  30-55 - - FELLOWS (1994)
A. oryzae AM - 4-5 55 - - SMITH (1991)
2+ 2¢
A.awamori AM 54,0 45% 50 Hr?waitzsbe y BHELLA & ALTOSAAR (1985)
Rhizopus AM - 4-5 55 - - SMITH (1991)

Sp.
NOTA: PM = Massa molecular; Temp = Temperatura; Inib = Inibidores; Estab = Estabilizantes.
AA = a-amilase
AM = amiloglucosidase

Fonte: Spier (2005).

45 ALCALASE

Alcalase € uma enzima produzida por fermentacdo submersa do micro-
organismo Bacillus licheniformis. A mesma foi desenvolvida na década de 60 para a indUstria
de detergentes e desde 14 vem sendo utilizada tanto na industria de detergentes como na
producdo de hidrolisados enziméticos de variadas fontes proteicas de grau alimenticio
(DIETERICH, 2014).

A enzima Alcalase pertence a classe das hidrolases (EC 3.4.21.62) e a sua atividade
enzimatica é de 1,11 U/mg de enzima. Tem-se provado repetidamente, por muitos
pesquisadores, que € a melhor enzima usada na preparagdo de diversos hidrolisados proteicos,
pois apresenta uma ampla especificidade ao substrato. Em outras palavras, pode hidrolisar a
maioria das ligagcOes peptidicas dentro de uma molécula de proteina (SILVA, 2002). As
mesmas clivam muitos tipos de ligacGes peptidicas, preferencialmente aquelas com cadeia
lateral hidrofdbica na porcéo C — terminal (DIETERICH, 2014).

A alcalase é ativa numa faixa de pH de 6,5 a 8,5 e a uma faixa de temperatura de 45
a 65 °C, com méxima atividade em cerca de 60 °C. Acima disto, a atividade da mesma
diminui rapidamente (SCHMIDT; MELLADO 2009).
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Silva (2002) afirma que quando a atividade da alcalase foi medida num intervalo de
pH de 2 a 12, a mesma apresentou méxima atividade quando o pH era igual a 9,0, e ainda,
gue a mesma enzima apresentou sua atividade em 60% numa faixa de pH de 5 a 10. O efeito
da temperatura na sua atividade também foi estudado num intervalo de 20 a 90 °C,

observando-se maxima atividade entre 60 e 70 °C.

46 FERMENTACAO ALCOOLICA

Na fermentacdo alcodlica é essencial que o substrato utilizado apresente aglcares
fermentesciveis, principalmente glicose e frutose, para que seja possivel a transformacéo
anaerdbia de aglcares em etanol e dioxido de carbono, produzindo liquidos ligeiramente
alcodlicos, denominados “vinho”. Este processo ¢ realizado por leveduras e também por
algumas bactérias (ZAMOR, 2009). A mais utilizada € a Saccharomyces cerevisiae, pois sdo
cepas tolerantes ao alcool (PRETORIUS, 2000).

A fermentacdo alcodlica € o processo bioquimico, que ocorre no citoplasma da
levedura, responsavel pela transformacdo de acglcar em alcool etilico. Esse processo
bioquimico é realizado por mais de uma dezena de enzimas e pode ser considerado como a
oxidacdo anaerdbica, parcial, da glicose, por acdo de leveduras, com a producdo final de
alcool etilico e anidrido carbonico, além de outros produtos secundérios, tais como glicerol,
acido succinico e alcoois superiores (COSTA, 2010).

Ela pode ser resumida na reacdo global expressa pela equacao (1), na qual ocorre

a formacéo de etanol e didxido de carbono a partir de hexoses:

CeH1205 — 2CH3CH,0H + 2C0O, + 2 ATP (1)

E um processo bioldgico em que a energia fornecida por reacées de oxidacdo parcial
pode ser utilizada para o crescimento de leveduras e para a oxidacdo parcial anaerdbia da
hexose na producgéo de alcool e CO,. O objetivo da levedura ao metabolizar anaerobicamente
0 agUcar e gerar uma forma de energia (ATP), que é empregada na realizacdo de diversas
funcdes biologicas e biossinteses necessarias & manutencdo da vida, crescimento e
multiplicacdo. Portanto, as leveduras, sdo organismos vivos com multiplas habilidades
metabolicas que podem alterar a estequiometria da fermentagdo em resposta a alteracbes do

meio, com grande impacto no rendimento do processo. O etanol e CO, resultantes se
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constituem tdo somente em produtos de excrecdo, sem utilidade metabdlica para a célula em

anaerobiose (PACHECO, 2010; VANZELLA et al., 2014).
A levedura, portanto € um micro-organismo aerébio facultativo, ou seja, na presenca

de oxigénio a mesma transforma glicose em biomassa, CO, e H,O. Na auséncia de oxigénio, a
maior parte da glicose é convertida em etanol e CO,, sempre com o objetivo de obter ATP

para a realizacdo de suas atividades metabodlicas (DARE, 2008).
A célula de levedura possui no citoplasma celular um aparato enzimatico no qual

ocorre a transformacdo do acucar (glicose) em etanol e CO,, envolvendo 12 reacbes em
sequéncia ordenada, cada qual catalisada por uma enzima especifica como visto na Figura 5

(CAETANO; MADALENO, 2011).
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Figura 5 — Representagdo esquematica da fermentacéo e da respiragao

Fonte: Omori et al. (2011)

O processo que envolve a fermentagdo das moléculas dos agUcares ocorre em uma
via catabolica localizada no interior das células microbianas, como ja mencionado. A via

central do catabolismo da glicose é a glicélise, gerando como produto final o piruvato, que
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pode seguir para o processo de respiragdo ou para outras vias metabdlicas, como a da
fermentacgdo alcodlica e lactica. As leveduras produzem etanol a partir do piruvato em duas
etapas. Na primeira etapa, ocorre a descarboxilacdo e formacéo de acetaldeido e CO,, reacédo
esta catalisada pela enzima piruvato descarboxilase (E.C. 4.1.1.1) e, na segunda etapa, O
acetaldeido é reduzido a etanol pela enzima éalcool desidrogenase (E.C. 1.1.1.1). A
enzima alcool desidrogenase, em principio, pode catalisar a reagdo em duas direces, pois ela
é codificada por dois genes e as enzimas por eles codificadas recebem o nome de ADH1 e
ADH?2 (alcool desidrogenase | e 1I). A sintese de etanol é realizada pela ADHL1 e, somente no
caso do esgotamento da glicose disponivel no meio, ocorrera a transcri¢cdo do gene da ADH2
que oxidara o etanol do meio convertendo-o a acetaldeido. O acetaldeido é entdo convertido a
acetato seguindo para o ciclo do &cido citrico (OMORI et al., 2011).

Como pode-se verificar na Figura 5 trata-se de um processo complexo e, a0 mesmo
tempo em que esta reagdo prossegue, uma grande quantidade de outros processos bioquimicos
e fisico-quimicos sdo realizados, produzindo além do etanol, varios outros compostos tais
como alcoois superiores, ésteres, glicerol, acido succinico, diacetil, acetoina e 2,3-butanodiol
(ZAMOR, 2009).

4.6.1 Fatores que interferem no processo

No processo fermentativo do etanol as condi¢gbes do meio sofrem influéncias de
todas as etapas antecedentes, a citar, desde a colheita da matéria prima até a formacdo do
mosto, preucacdes devem ser tomadas para preservar o caldo nas melhores condicbes
possiveis, para que favorecam o desenvolvimento das leveduras, resultando em conversdes
elevadas de substrato em alcool (VANZELLA et al., 2014).

Estas preucacOes dizem a respeito a fatores que interferem no processo, que sé&o
varios. Podem ser citados os processos fisicos (pressdo osmotica e temperatura), 0s quimicos
(pH, oxigenacéo, nutrientes minerais e organicos, inibidores) e os microbiologicos (especie,
linhagem e concentracéo da levedura, contaminagdo bacteriana) (CAETANO; MADALENO,
2011). Estes fatores afetam o rendimento da fermentacdo alcodlica e a eficiéncia da conversao
de acucar em etanol (PACHECO, 2010).

A faixa de pH ideal encontra-se entre 4 e 5 pois fermentacdes conduzidas em meios
acidos resultam em maiores rendimentos em etanol devido a baixa producdo de glicerol e a

ndo contaminacdo por outras bactérias, que ndo resistem ao pH &cido. A contaminacéo
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bacteriana influencia de forma negativa a fermentagdo, uma vez que as bactérias competem
pelo mesmo substrato e geram subprodutos que sdo inibidores do crescimento da levedura
(DARE, 2008). A faixa de temperatura recomendada esta entre 15 e 36 °C, temperaturas
inferiores retardam a fermentacdo e superiores ocasionam a evaporacdo do alcool e
comprometem o desempenho da levedura (PACHECO, 2010).

Em relagdo aos nutrientes necessarios, as leveduras necessitam de fonte de carbono
que forneca energia. O meio deve ser fonte de algumas vitaminas, nitrogénio, ferro, cobre,
enxofre, fosforo, entre outros. A levedura ndo é capaz de se beneficiar com as proteinas do
meio e ndo possui capacidade metabdlica de aproveitar o nitrogénio em forma de nitrato,
somente na forma amoniacal, amidica ou aminica. Na Tabela 2 apresentam-se as
concentragdes de nutrientes minerais necessarias para a obtencdo de um processo

fermentativo adequado a levedura.

Tabela 2 — Concentracdo de nutrientes e minerais necessarios para obtencdo de um processo

fermentativo adequado a levedura.

Nutriente mineral | Concentracao (mg/L)
NHs 40 - 53900
P 62 — 560
K™ 700 - 800
Ca™ 120
Mg™ 70 - 200
SO, 7 =280
Na” 200
Co™ 3,5
Zn™" 0,5-10
Cu™ 7
Mn™ 10 - 33
Fe™” 0,2

Fonte: Ortiz (2010).

4.6.2 Cinetica dos processos fermentativos

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste inicialmente na analise da
evolucéo dos valores de concentracdo de um ou mais componentes do sistema de cultivo, em
funcdo do tempo de fermentacdo. Entende-se por componente 0 micro-organismo ou
biomassa (X), os produtos do metabolismo (P) e os nutrientes ou substrato (S) que compde 0
meio de cultura. Tais valores experimentais de concentracdo quando representados em fungéo
do tempo permitem tracar as curvas de ajustes como exemplificado na Figura 6 (PARENTE,
2014).
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Figura 6 — Curva de ajuste para uma cinética de fermentacgdo idealizada X, P e S referente as concentragdes de
células, produtos e substrato, respectivamente
Fonte: Daré (2008)

A cinética de uma fermentacdo possibilita comparar quantitativamente diferentes
condicdes de cultivo de varidveis como: as velocidades de transformacdo e os fatores de
conversdo obtidos a partir das curvas de ajuste do bioprocesso (NASCIMENTO, 2012).

Também € importante na determinacdo das velocidades de transformacdo que
ocorrem durante a fermentacdo. E possivel determinar os fatores que influenciam nesta
velocidade de transformacéo e correlaciona-los por meio de equagdes matematicas. Uma vez
determinados os fatores que influenciam na velocidade de transformacdo, tem-se uma
ferramenta de otimizag&o de processo (DARE, 2008).

Portanto, esses valores representam parte de um conjunto de dados necessarios ao
dimensionamento de uma instalacdo produtiva. Ainda, a cinetica possibilita uma comparagéo
quantitativa entre as diferentes condi¢fes de cultivo, por intermédio de valores como: as
velocidades de transformacao e os fatores de conversao (PAGNONCELLI, 2008).

O micro-organismo ou agente vivo promove a transformacdo dos componentes do
meio em produtos gracas as atividades de diversas enzimas que sdo sintetizadas por ele
mesmo, sendo esta sintese controlada pelo meio externo (fendmenos de indugéo e repressao)
(PAGNONCELLI, 2008). Durante o crescimento celular sdo observadas diferentes fases

semelhante ao indicado na Figura 7, apresentando sete etapas distintas.
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Figura 7 — Curva de crescimento tipica de um micro-organismo em cultivo descontinuo
Fonte: Nascimento (2012)

A etapa inicial, denominada fase lag, € a fase que se segue logo apds a inoculacdo do
micro-organismo no meio, apresentando-se como uma fase de adaptacdo, na qual a célula
sintetiza as enzimas necessarias ao metabolismo dos componentes presentes no meio. N&o
ocorre reproducéo celular e assim X = X,. A duracdo desta fase depende de diversos fatores
como a concentracdo do indculo, tempo de pré-cultivo e seu estado fisiologico. Se as células
forem pré-cultivadas em meio de composicdo idéntica é possivel que tal fase ndo exista
(NASCIMENTO, 2012; PAGNONCELLLI, 2008).

Na fase 2 ha o periodo de transicdo, no qual ocorre o inicio da reproducéo dos micro-
organismos, e, portanto, um aumento gradual da velocidade de reproducéo e da velocidade
especifica de crescimento. A fase 3 é a denominada logaritmica ou exponencial, na qual a
velocidade especifica de crescimento € constante e maxima. A velocidade de crescimento é
diretamente proporcional a concentragdo celular. A fase 4 ¢é a fase linear de crescimento e
apresenta velocidade de reproducdo constante dos micro-organismos. Na fase 5, ocorre a
desaceleracdo do crescimento microbiano devido ao esgotamento dos componentes do meio
de cultura e aumento da concentragdo de metabdlitos inibidores do crescimento
(PAGNONCELLLI, 2008).

Por fim, a fase 6 é denominada de estacionéria, pois a concentracdo de células atinge
seu valor maximo e constante. Nessa fase hd um balanco entre a velocidade de crescimento
celular e a velocidade de morte dos micro-organismos. Na ultima fase ocorre o declinio, ou
seja, as células comecam a morrer (lise celular) e a concentracdo celular decai a uma

velocidade maior que a velocidade de producdo de novas células, ou seja, ocorre autolise
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provocada pela agéo das enzimas intracelulares, indicando o final do processo de fermentagéo
(NASCIMENTO, 2012).

4.7  UTILIZACAO DO ULTRASSOM EM BIOPROCESSOS

A utilizacdo de ultrassom em reacGes de hidrélise pode ser uma ferramenta simples e
importante no controle de agregacdo e/ou dispersdo de particulas. Em reacGes enzimaticas o
ultrassom é uma boa ferramenta a ser utilizada, podendo perturbar ligacGes fracas e induzir a
mudangas conformacionais na estrutura das proteinas (BABICZ, 2009).

A aplicacdo do ultrassom em processos quimicos e a inUmeras inovacles
tecnoldgicas vem despertando o interesse dos pesquisadores ao longo do tempo. A influéncia
de ondas ultrassbnicas na atividade e estabilidade de enzimas tem demonstrado ser especifica
para cada enzima e dependente dos parametros de sonicacdo. A aplicagdo de ultrassom em
enzimas pode produzir um efeito positivo na atividade enzimatica, principalmente o efeito
fisico da cavitacdo estavel, na qual bolhas oscilam de um modo regular induzindo ao redor
uma microcorrenteza que afeta algumas particulas diminuindo o estresse. Assim, esses
parametros devem ser analisados visando sua aplicacdo em bioquimica e biotecnologia
(LEAES, 2012).

A irradiagdo por ultrassom é um método alternativo para reduzir as limitacdes da
transferéncia de massa substrato-enzima e também proporcionar mudancas conformacionais
na estrutura de proteinas. O efeito fisico do ultrassom em processos biotecnoldgicos consiste
principalmente na alteracdo da temperatura e pressdo do micro ambiente em fungdo do efeito
cavitacional. O fator limitante mais comum para o uso do ultrassom nas rea¢des bioquimicas é
0 aumento na temperatura promovido pela irradiagdo, uma vez que enzimas podem ser
inativadas termicamente. E preciso destacar que a inativagdo ndo ocorre em todos 0s casos,
pois o efeito do ultrassom pode ser destrutivo ou construtivo dependendo da intensidade das
ondas (BABICZ, 2009).

Outro fator a ser considerado em rea¢des com enzimas em ultrassom é o solvente que
estd sendo utilizado. A presenca de muitas moléculas de 4gua pode aumentar a inativacdo,
pois ocorre aumento da energia cinética do meio, induzido pelas ondas ultrassonoras,
ocasionando mudancas conformacionais. O uso de solventes organicos ou sistemas bifasicos
funciona como um mecanismo de prote¢do porque as moléculas de agua encontram-se em
torno da enzima e, desta forma, ndo sdo facilmente movidas pelo ultrassom (MARTINEZ et
al., 2000).
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O emprego do ultrassom tem sido analisado para a liberacdo e extracdo de proteinas,
principalmente enzimas intracelulares, e concomitante aumento da atividade enzimética. A
aplicacdo do ultrassom em enzimas pode produzir um efeito positivo na atividade enzimatica,
embora ultrassom de alta intensidade possa causar desnaturacdo. Portanto, sua influéncia na
atividade e estabilidade das enzimas tem-se demonstrado especifica (LEAES, 2012).

Estudos demonstram que ondas ultrassonicas de baixa frequéncia e baixa intensidade
favorecem as reagdes enzimaticas atraves da cavitacdo estavel e melhoria de transferéncia de
massa conforme verificado por varios autores (BARTON; BULLOCK; WEIR, 1996;
SAKAKIBARA et al., 1996; OZBEK; ULGEN, 2000; CONDON et al., 2009 e LEAES,
2012).

Tendo em vistas estas consideraces, Watanabe et al. (2009) avaliaram a producao
de bioetanol a partir da fermentacdo alcodlica do farelo de arroz e da agua de lavagem do
arroz, incorporando o uso do ultrassom em seus estudos. Os autores realizaram a hidrolise das
proteinas e dos lipideos, anterior a do amido, justificando que a hidrélise protéica e lipidica
permite a remocdo de uma “capa” da superficie das particulas de amido, aumentando a
exposicdo do amido para a sacarificacdo. Desta forma o rendimento em etanol observado foi
de 3,0 — 3,4%. Devidos aos resultados encontrados, os autores utilizaram o banho de
ultrassom (1 a 4 min) para que os granulos de amido do farelo de arroz ficassem dispersos e
assim aumentasse sua superficie especifica, para permitir a melhor sacarificacdo do amido e
consequente maior concentracdo de etanol. Os resultados obtidos indicaram que apds 3
minutos de exposicdo, o rendimento em etanol na fermentacdo alcodlica foi de 6,2% de

etanol, concentracdo 5 vezes superior a obtida inicialmente sem o uso do ultrassom .
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 MATERIA PRIMA

Foi utilizado o farelo de arroz desengordurado proveniente da Industria
Riograndense de Oleos Vegetais (IRGOVEL), situada na cidade de Pelotas/RS no periodo de
marco de 2013.

As enzimas utilizadas para a hidrolise enzimatica do farelo de arroz foram a a-
amilase termoestavel (TERMAMYL 2X, Novozymes), Amiloglucosidase (AMG 300L -
Amyloglucosidase de Aspergillus niger) e a Protease (ALCALASE 2.4 L Food Grade), sendo

todas elas cedidas pela empresa LNF — Latino Americana, Bento Gongalves - RS.
5.2 MICRO-ORGANISMO

Para a realizacdo da fermentacdo alcodlica foi utilizada uma cultura de
Saccharomyces cerevisiae obtida no comércio local de Medianeira-Pr, na forma de fermento

comercial liofilizado (Fleishmann, Rio de Janeiro - Brasil).

5.3 HIDROLISE ENZIMATICA DO FARELO DE ARROZ

O processo de hidrélise do farelo de arroz desengordurado foi realizado por via
enzimética, pela aplicagdo das enzimas amiloliticas (a-amilase e amiloglucosidase)
(SIEPMANN et al., 2014).

Anteriormente a acdo das enzimas amiloliticas foi avaliada a influéncia da agdo de
proteases e da exposicdo da suspensdo de farelo de arroz em banho ultrassénico, sobre a
eficiéncia da sacarificacdo e posterior rendimento em etanol na etapa de fermentacéo
alcodlica.

Para tal, foi aplicado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22 (4
ensaios, 4 pontos axiais e 3 pontos centrais, totalizando 11 ensaios) no qual foi avaliado a
influéncia das variaveis concentracdo de protease e tempo de exposicdo ao banho
ultrassonico, sobre as respostas de concentracdo de acucares redutores na etapa de

sacarificacdo e etanol na etapa de fermentacdo alcodlica. Foram aplicadas as frequéncias de
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37 e 80 kHz em banho ultrassonico (Elamsonic P, 120 H, Singen - Germany), de modo que
foram realizados dois DCCR 22, totalizando 22 ensaios.
Os niveis reais e codificados das variaveis estudadas nos DCCRs estdo apresentados

na Tabela 3. A matriz dos ensaios esta apresentada na Tabela 4.

Tabela 3 — Variaveis do DCCR para o estudo da etapa de sacarificacdo enzimatica do farelo

de arroz (niveis reais e codificados).

Variaveis / Niveis Protease B Tempo de exposi_géo
(uL-g farelo™) ao ultrassom (min)
-a. (-1,41) 0,0 0
-1 3,6 3
0 12,5 10
+1 21,4 17
+a, (+1,41) 25,0 20

Tabela 4 - Matriz do DCCR 2% com valores reais (entre parénteses) e codificados das

variaveis estudadas no processo de hidrdlise do farelo de arroz.

Ensaio X1 X,P
1 1(3.6) 1(3)
2 +1(21,4) 1(3)
3 1(3.6) +1 (17)
4 +1 (21,4) +1(17)
5  -141(00)  0(i0)
6  +141(250)  0(10)
7 0 (12,5) 11,41 (0)
8 0(125)  +1.41 (20)
9 0 (12.5) 0 (10)
10 0(12,5) 0 (10)
11 0 (12.5) 0 (10)
TC1 - -

2 Concentragao de protease (uL-g farelo™); ® Tempo de exposicdo ao banho ultrassénico (min);

Os ensaios foram conduzidos em frascos Erlenmeyers de 250 mL com volume total
de 150 mL, os quais foram incubados em banho termostatico sob agitacdo de 100 RPM.

Inicialmente o farelo de arroz foi suspenso em agua destilada na proporc¢édo de 200
g-L™, segundo estudo preliminar realizado por Siepmann et al. (2014). O pH da suspensdo foi
ajustado para 6,5 e adicionada a enzima protease (Alcalase 2.4 L FG, Bento Gongalves -
Brasil) para realizar a remogéo das proteinas da superficie das particulas de amido e, assim,
aumentar a exposicdo das mesmas a hidrolise com as amilases. Apés a acdo da alcalase (nas

condigdes definidas pelo planejamento), a mistura foi exposta a um tratamento em banho
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ultrassonico (sob temperatura de 30 °C, poténcia fixa em 100%, sendo a frequéncia e o tempo
definidos pelo planejamento) para que os granulos de amido do farelo de arroz, que tendem a
flocular, ficassem dispersos, e para aumentar a superficie exposta dos mesmos, visando
melhorar a eficiéncia do processo de sacarificacdo (WATANABE et al., 2009).

Ap0s esse processo, a suspensdo com pH ajustado para 6,0 sofreu a adi¢do da enzima
a-amilase, na concentracdo de 30 pL-g de farelo™, sob a temperatura de 60 °C, a qual foi
posteriormente aumentada para 90 °C e mantida durante o tempo de atuacdo da enzima (2 h).
Para a adicdo da amiloglucosidase na concentracdo de 40 pL-g de farelo™ a temperatura e o
pH foram ajustados para 55 °C e 4,5-5,0 respectivamente. O tempo de atuagdo da
amiloglucosidase foi de 3 horas. Estas condi¢es foram definidas em estudos realizados por
Siepmann et al. (2014).

O pH do meio hidrolisado foi ajustado para 5,0 e centrifugado (5 min/5000 RPM) em
centrifuga refrigerada, a temperatura de 4 °C (CIENTEC, CT-5000R, Piracicaba, Sdo Paulo),
para a posterior etapa de fermentacao alcodlica.

Os valores das faixas de estudo do DCCR foram fundamentados em estudos
encontrados na literatura. Todos os dados dos planejamentos foram tratados com o auxilio do
software Statistica versédo 10.

Resumidamente a Figura 8 apresenta um fluxograma de todas as partes envolvidas
do processo de hidrélise enzimatica do farelo de arroz e da etapa de fermentacgdo alcodlica.
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Figura 8 — Fluxograma do processo de hidrolise enzimatica e fermentagao alcodlica
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5.4 FERMENTACAO ALCOOLICA DO MOSTO HIDROLISADO

Quanto a conducéo, o processo de fermentacdo alcodlica foi um cultivo descontinuo,
no qual, no tempo inicial, adicionou-se o substrato esterilizado, inoculou-se com o micro-
organismo e permitiu-se que o crescimento microbiano ocorresse.

A fermentacdo foi conduzida em Erlenmeyers de 250 mL com 100 mL de meio
hidrolisado os quais foram incubados em shaker de agitacdo orbital (SOLAB, Modelo SL
221, Piracicaba, Sao Paulo), durante 12 horas (Figura 9). O processo ocorreu a temperatura de
30 °C, com o pH do mosto ajustado para 5,0. O indculo foi adicionado na proporc¢éo de 5%,
segundo metodologia proposta por Siepmann et al. (2014).

Apds a inoculacdo, que correspondeu ao tempo zero de fermentacdo, foi realizado o
acompanhamento do processo pela retirada de amostras a cada 3 horas de fermentacéo,
durante 12 horas, para 0 acompanhamento da concentracdo de biomassa e da concentracao de
acucares redutores. Para o acompanhamento da concentracdo de etanol amostras foram
retiradas a cada 6 horas.

Para a realizacdo da fermentacdo alcoodlica foram utilizados os hidrolisados
provenientes dos ensaios do DCCR a frequéncia de 80 kHz, ja que a concentracdo de agucares
redutores encontradas neste planejamento foi superior em relacdo as concentracdes

encontradas no planejamento realizado na frequéncia de 37 kHz.

Figura 9 — Ensaios incubados em shaker para realizacdo da fermentagéo alcodlica
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5.5 TESTES REALIZADOS PARALELAMENTE AOS PLANEJAMENTOS

Através dos resultados observados no DCCR aplicado, alguns testes foram realizados
visando a melhor condicdo de realizacdo da etapa de hidrdlise enzimatica do farelo de arroz
desengordurado.

Assim, através da quantificacdo dos acUcares redutores dos ensaios do DCCR,
selecionaram-se as faixas de estudo das varidveis do ensaio em que mais se obteve agucar
redutor, repetindo este ensaio em condicdes diferentes da anterior (banho termostatico com
agitacdo de 100 RPM) pelas seguintes condicdes: chapa de aquecimento com agitacdo
magnética, banho termostatico com agitacdo mecénica e em shaker com agitacdo orbital,

comparando-se o0s resultados, a fim de se determinar qual a melhor condicéo.

56 METODOS ANALITICOS

5.6.1 Determinacdo de biomassa celular

A concentragédo de biomassa celular (massa seca) foi determinada por meio da leitura
da densidade 6tica (DO) a 600 nm de uma aliquota do meio de cultivo, utilizando-se curvas de
calibracdo de densidade 6tica versus massa seca (Figura 10).

Para a obtencdo das curvas de calibracdo, foi coletada uma aliquota do meio de
cultivo (10 mL) ao final do processo fermentativo e as células foram lavadas trés vezes com
agua destilada, por centrifugacdo (5000 RPM) em equipamento refrigerado a 4 °C
(CIENTEC, CT-5000R, Piracicaba, Sao Paulo). O precipitado foi submetido a secagem em
estufa (60 °C) até peso constante. Atraves da relagdo com o volume de meio coletado, foi
determinada a concentracdo total de massa seca. Paralelamente, diluicGes apropriadas do
meio de cultivo foram realizadas e a densidade oOtica foi medida a 600 nm. A partir da massa
seca total foram determinadas indiretamente as concentracdes de massa seca para cada
diluicdo, construindo-se a curva de calibracéo.

A Figura 10 apresenta a curva de calibragédo para a concentracdo celular (em gramas

por litro) versus a densidade oOtica.
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Figura 10 — Curva de calibracdo para determinagéo da concentracdo de biomassa celular

5.6.2 Determinacdo da concentracdo de acucares redutores

A concentracdo de agucares redutores foi determinada, em triplicata, pelo método de
Somogyi (1945) e Nelson (1944).

5.6.3 Determinacédo da concentracdo de etanol

A concentracdo de etanol foi determinada em Cromatdgrafo Liquido de Ultra-alta
pressdo (UPLC) (DIONEX, Modelo U3000) equipado com detectores de indice de Refracdo e
de Arranjo de Diodos. As amostras foram convenientemente diluidas, filtradas em membrana
Millipore 0,45 pum e injetadas em coluna Rezex ROA-Organic Acid H* (8%). A fase movel
foi constituida de H,SO4, 5 mM mantida sob fluxo de 1,0 mL/min. A temperatura do
sistema foi mantida a 30 °C e a detecc¢éo foi realizada por indice de refracéo, sendo o volume
de amostra injetado igual a 5 pL. Um padrdo de etanol (Sigma) foi utilizado na curva de

referéncia para calculo da concentragdo de etanol das amostras.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 HIDROLISE ENZIMATICA DO FARELO DE ARROZ — FREQUENCIA 37 kHz

Na Tabela 5 esta apresentada a matriz de ensaios do planejamento com as respostas

(concentracéo de agUcares redutores) na frequéncia de 37 kHz aplicada no banho ultrassénico.

Tabela 5 — Matriz de ensaio com os valores reais (entre parénteses) e codificados das
variaveis, resposta de concentracdo de aclcares redutores (g-L™), valores preditos pelo
modelo e desvios relativos, para a frequéncia de 37 kHz.

Ensaio X1® X" AR (g'L-1)° AR predito® Reﬁmf& )
1 -1(3,6) -1(3) 47,86+0,59 47,43 2,20
2 +1(21,4) -1(3) 42,45+0,40 41,96 1,45
3 -1 (3,6) +1 (17)  42,64+0,20 41,96 3,92
4 +1(21,4) +1(17)  52,01+0,11 47,43 2,59
5 -1,41 (0,0) 0 (10) 36,37+0,43 37,26 -1,29
6 +1,41 (25,00  0(10) 32,40+0,53 37,26 -18,15
7 0(12,5) -1,41(0)  51,34+0,14 52,05 -2,99
8 0(125)  +1,41(20) 50,76+0,48 52,05 -1,63
9 0(12,5) 0 (10) 38,59+0,78 37,26 3,59
10 0(12,5) 0 (10) 39,55+0,82 37,26 3,51
11 0(12,5) 0 (10) 39,26+0,82 37,26 2,95

TC1f - - 47,23+0,34 - -

# Concentragao de protease (pL-g farelo™); ° Tempo de exposic&o ao ultrassom (min);

® Resposta concentragdo de acticares redutores (g.L-") + erro padréo - os resultados representam a média de 3
determinac0es;

Y Valores de A.R. preditos pelo modelo.

¢ Desvio Relativo= ((Y - Y)/Y)*100; onde Y= resposta experimental e Y= resposta prevista pelo modelo;

f N « . - .
Tratamento Controle — Auséncia da acdo da enzima protease e exposi¢do ao banho ultrassénico.

Pode-se verificar que as concentragdes de acUcares redutores variaram de 32,401 a
52,019 g-L™. Os pontos centrais apresentaram pequena variacio (erro padrdo de + 0,809)
indicando boa repetibilidade do processo.

Jieun et al. (2009) avaliaram a producéo de etanol a partir do farelo de arroz integral
e desengordurado. Na hidrolise enzimatica do substrato os autores encontraram cerca de 20 a
30 g-L™* de acticares redutores nas condicBes de 100 g-L™ de farelo de arroz desengordurado,
15 pL-L™" de a-amilase (a 30 °C durante 4 horas), 15 mgL™* pamilase e ImL-L™* de

amiloglucosidade (ambas a 37 °C durante 4 horas).
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Devi, Vijayendra e Shamala (2012) estudando a hidrdlise enziméatica do farelo de
arroz para a obtencdo de polimeros intra e extracelulares, obtiveram concentracdes de 26,4
gLt de actcares redutores quando utilizaram 100 g'L™ do substrato em agua, hidrélise
enzimatica com a-amilase (a 80 °C durante 30 min) e amiloglucosidase (a 50 °C e pH 5,5
durante 4 horas).

Portanto, verificou-se que os resultados encontrados neste trabalho foram superiores
aos relatados por estes autores, visto que a menor concentracdo de agucar redutor encontrada
foi de 32,40 g-L ™.

Por meio da Tabela 6, constatou-se que a interagdo das variaveis concentracdo de
alcalase e tempo de exposi¢édo ao banho ultrassénico apresentou efeito positivo e significativo
na resposta concentracdo de A.R. A varidvel tempo de exposicdo ao banho ultrassénico, no
ponto axial (+o) também apresentou efeito positivo e significativo na resposta.

Verificou-se na Tabela 5 que quando a varidvel concentracdo de alcalase passou do
nivel inferior (—a) para o superior (+a) quando a varidvel tempo de exposicdo ao banho
ultrassénico encontrava-se fixa no ponto central, houve efeito negativo na resposta, ou seja, as
concentracdes de A.R. diminuiram como demonstrado na Tabela 6.

As maiores concentracdes de acUcares redutores foram encontradas quando as
variaveis estudadas encontravam-se nos pontos axiais (+a e —o)). Portanto € possivel constatar
que as maiores concentracfes encontradas ocorreram quando as faixas de estudos das
variaveis encontravam-se nos pontos axiais, € as menores concentracdes, quando as variaveis
encontravam-se nos pontos centrais.

Assim, depois de analisado os resultados do planejamento foi possivel determinar os
coeficientes de regressdo do modelo quadratico para a resposta concentracdo de agucares

redutores os quais estdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Coeficientes de regressdo para a resposta A.R. (g-L™).

Coeficiente Erro 5 val

de regressdo  padrédo t®) p-valor
Média 38,54 1,35 28,53  0,0000*
X1 (L) -1,04 0,82 -1,25 0,2644
X1 (Q) -1,36 0,98 -1,38 0,2249
X2 (L) 0,28 0,82 0,33 0,7482
X2 (Q) 7,03 0,98 7,11 0,0008*
X1 X Xp 2,73 1,16 2,33 0,0664*

*p<0,05; L- termos lineares; Q- termos quadraticos.

Considerando-se os parametros significativos dos coeficientes de regresséo (p<0,05)
determinou-se a equacao (2), que representa 0 modelo quadratico de concentracdo de agucar
redutor em funcdo das variaveis estudadas. Os parametros ndo significativos foram
incorporados aos residuos para o calculo da analise de variancia (ANOVA), apresentada na
Tabela 7. A interacdo das variaveis concentracdo de alcalase e tempo de exposi¢do ao banho
ultrassbnico (X1 X Xp) apresentou-se como significativa no intervalo de confianca de 90%
portanto foi mantida no modelo. Como 0 Feaiculado Para a regressao foi altamente significativo
(p<0,0001), sendo 7 vezes maior que 0 Fpelado, € O percentual de variacdo explicada pelo
modelo foi adequado (R* =~ 89%), considerando a variabilidade inerente aos bioprocessos,
constatou-se que o modelo ajustou-se bem aos dados experimentais, sendo possivel construir
a superficie de resposta apresentada na Figura 11. Além disto, os desvios relativos (Tabela 5)

foram inferiores a 20%, comprovando o ajuste adequado do modelo aos dados experimentais.

AR. (g.L = 37,26608 + 7,436-X,> + 2,737-X1X2 @)

Tabela 7 — ANOVA do modelo quadratico para concentragdo de A.R. (g.L™).

Fonte de
Variacio sQ° GL® MQ®  Feaculado  P-valor
Regressédo 368,49 2 184,24 31,27 <0,0001
Erro 47,12 8 5,89

Total 415,61 10
% variagio explicada R = 88,66  Fag005= 4,45
2soma de quadrados; " graus de liberdade; ¢ quadrados médios.
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Verificou-se através da analise da superficie de resposta e curvas de contorno (Figura
11) que ha uma regido Otima para concentracdo de acgucares redutores na faixa de
combinagdes de concentracdo de alcalase igual a 0 a 12,5 pL-g farelo™ e tempo de exposicao
ao banho ultrassénico de 0 a 2,5 min. Ou ainda, quando a concentracdo de alcalase esta entre
12,5 a 25 pL-g farelo™ e o tempo ao banho ultrassonico de 18 a 20 min.

De acordo com Rodrigues e lemma (2005), a indicacdo de uma faixa étima das
variaveis é mais interessante do que apenas um valor pontual, visto que se pode admitir uma
variacdo nas concentracdes das variaveis estudadas ao redor dos valores 6timos, mantendo-se
ainda, o processo na condi¢do otimizada.

A superficie de resposta e de contorno (Figura 11) apresentaram faixas 6timas para a
méaxima obtencdo da concentracdo de agucares redutores. Porém verificou-se que os valores
pontuais de 0 pL-g farelo™ e 0 min de exposic&o ao ultrassom, ou seja, a ndo utilizacdo destas
variaveis, encontraram-se dentro da regido 6tima, pois as maiores concentracdes de agucares
redutores foram encontradas quando as variaveis estudadas estavam nos pontos axiais, sendo
0 min e 0 pL-g farelo™ os pontos axiais (-o) das variaveis tempo de exposicdo ao banho e
concentracdo de alcalase, respectivamente. Por isso, em termos de custos e otimizacdo de
tempo, a ndo utilizacdo destas variaveis, ou seja, a ndo aplicacdo do tratamento ultrassonico e
do tratamento enzimatico com protease, foi a op¢do mais viavel em relacéo as faixas 6timas.

Esta evidéncia foi confirmada quando os dados dos ensaios foram confrontados com
o tratamento controle (auséncia da acdo da enzima alcalase e a exposicdo ao banho
ultrassdnico) que apresentou concentracéo de aglcar redutor de 47,237 g-L™*. Observou-se que
as concentracdes de A.R. dos niveis quadratico das variaveis diferiram do tratamento controle,
ja as concentracBes de A.R. dos niveis superiores e inferiores e dos pontos centrais das
variaveis quase ndo diferiram. Portanto, as menores concentracfes de A.R. foram observadas
guando as varidveis encontravam-se nos seus niveis superiores, inferiores e nos pontos
centrais, 0 que pode ser visualizado na Figura 11, onde os mesmos encontram-se entre as

regides Gtimas indicadas, ou seja, no centro das superficies.
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Portanto, para a frequéncia de 37 kHz utilizada no banho ultrassénico, verificou-se
na Figura 11 que a regido otima para a concentracdo de agUcares redutores ocorreu quando as
variaveis encontram-se nos seus pontos axiais (0 min e 0 pL-g farelo™). Assim, como a
auséncia destas variaveis apresentou-se dentro da regido 6tima, é possivel constatar que a ndo
utilizacdo destas varidveis foi a opcdo mais vantajosa em termos de custos e otimizacdo de

tempo de processo.
6.2 HIDROLISE ENZIMATICA DO FARELO DE ARROZ — FREQUENCIA 80 kHz
Na Tabela 8 esta apresentada a matriz de ensaios do planejamento com as respostas

(concentracdo de acucares redutores) para frequéncia de 80 kHz utilizada no banho

ultrassonico.
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Tabela 8 — Matriz de ensaio com os valores reais (entre parénteses) e codificados das
variaveis, resposta de concentracdo de agtcares redutores (g-L™), para a frequéncia de 80 kHz.

Ensaio X ol AR. (gL
1 -1(3.6) -1(3) 54,24+0,78
2 +1 (21,4) -1(3) 50,66+0,16
3 -1 (3,6) +1 (17) 53,56+0,33
4 +1 (21,4) +1 (17) 49,79+0,45
5 -1,41 (0,0) 0 (10) 62,74+0,27
6 +1,41 (25,0) 0 (10) 54,62+0,78
7 0 (12,5) -1,41 (0) 55,59+0,43
8 0(12,5) +1,41 (20) 65,54+0,53
9 0(12,5) 0 (10) 54,82+0,83
10 0(12,5) 0 (10) 53,85+0,29
11 0(12,5) 0 (10) 51,82+0,62

TC1 - - 46,97+0,34

? Concentracao de protease (HL-g farelo™); ° Tempo de exposic&o ao ultrassom (min);
¢ Resposta concentracéo de aglcares redutores (g-L-) + erro padréo - os resultados representam a média
de 3 determinacdes;

Pdde-se verificar que as concentracdes de agucares redutores variaram de 49,798 a
65,543 g-L™ sendo superiores s concentracdes de A.R. para a frequéncia de 37 kHz. Em
relacdo ao tratamento controle (A.R. = 46,97 g-L™) os resultados foram bem superiores,
principalmente para 0s ensaio 5 e 8 com concentracdes de 62,74 e 6554 gL*,
respectivamente.

Constatou-se que quando a variavel tempo de exposi¢do ao ultrassom permaneceu
fixa e a variavel concentracdo de alcalase passou do nivel inferior (-1) para o superior (+1)
houve efeito negativo na resposta (Tabela 8 e 9). Quando a mesma variavel passou do nivel
superior (+a) para o nivel inferior (-a, ou seja, 0 puL-g farelo™) com a variavel tempo de
exposicdo ao ultrassom fixa no ponto central, as concentragdes de A.R. obtidas foram bem
superiores (62,74 g-L™) comprovando que a variavel concentracdo de alcalase apresentou
efeito negativo na resposta. Na Tabela 9, verificou-se o efeito negativo desta variavel sob a
resposta concentracdo de A.R.

Quando a varidvel tempo de exposicdo ao ultrassom passou do nivel inferior (-a)
para o superior (+o) com a concentracdo de alcalase fixa no ponto central ocorreu grande
acréscimo na resposta, confirmando seu efeito positivo sob a resposta (Tabela 9).

Analisando-se os resultados do planejamento foi possivel determinar os coeficientes
de regressdo do modelo quadratico apresentados na Tabela 9.



51

Tabela 9 - Coeficientes de regressdo para a resposta A.R. (g-L™).

dce:(g;;fsgtéeo Erro padrdo t (5) p-valor
Meédia 53,62 2,96 18,08  0,0000*
X1 (L) -2,22 1,81 -1,22 0,2759
X1 (Q) 0,14 2,16 0,06 0,9497
X2 (L) 1,85 1,81 1,01 0,3555
X2 (Q) 1,50 2,16 0,69 0,5190
X1 X Xp 0,27 2,56 0,10 0,9192

*p<0,05; L- termos lineares; Q- termos quadraticos.

Por meio da Tabela 9, verifica-se que o0s tratamentos ndo diferiram
significativamente entre si a 95% de significancia, ou seja, qualquer valor utilizado para as
variaveis, dentro da faixa estudada, ndo resultou diferenca significativa na resposta obtida,
portanto, os ensaios do planejamento apresentaram-se estatisticamente iguais.

Porém, as varidveis concentracdo de alcalase e tempo de exposicdo ao banho
ultrassénico para a frequéncia de 80 kHz aumentaram as concentracdes de acucares redutores
obtidas em relacdo aos ensaios a frequéncia de 37 kHz, indicando, portanto, que as condicdes
deste planejamento foram de maior interesse para o trabalho em questéo, visto a sua utilizagéo

em processos fermentativos.

6.3 COMPARACAO DO USO DAS DIFERENTES FREQUENCIAS UTILIZADAS NO
BANHO ULTRASSONICO

Verificou-se que houve diferencas nas respostas dos planejamentos quando
submetidos a diferentes frequéncias no banho ultrassonico (Tabela 5 e 8). Para a frequéncia de
37 kHz a resposta dos ensaios foi menor em relacdo a resposta dos ensaios realizados na
frequéncia de 80 kHz.

Gonzaga (2012) cita que umas das consequéncias do fendmeno cavitacional do
ultrassom é a geracdo de ondas de choque e de jatos acelerados que provocam colises
violentas das particulas em suspensdo. Assim, a ocorréncia de cavitacdo em suspensdes
provoca importantes alteragdes morfolégicas nas particulas diminuindo suas dimensdes
médias, aumentado a area superficial e a acessibilidade aos sitios reativos. Korn, Santana e
Borges (2003) citam que estas cavitacdes sao dependentes da frequéncia utilizada, além de

outros fatores como a pressdo de vapor, condutividade térmica do solvente, presenca de



52

solidos no meio exposto ao campo ultrassdnico, temperatura, pressao externa, viscosidade e
tensdo superficial.

As ondas ultrassonicas de alta frequéncia sdo conhecidas por produzirem uma
maior quantidade de radicais hidroxila em meio aquoso em relacéo as de baixas frequéncias.
As altas frequéncias geralmente favorecem os mecanismos quimicos envolvendo radicais
(clivagem de ligacBes do substrato ou pela sonélise da agua). Por outro lado, baixas
frequéncias sdo mais eficientes para efeitos mecanicos, como a eliminacdo de gases e a
limpeza das superficies eletrédicas (GARBELLINI; SALAZAR-BANDA; AVACA, 2008), o
que justifica o fato da utilizacdo de uma frequéncia maior ter aumentado a resposta de
concentracdo de agucares redutores, comportamento observado neste trabalho.

Siepmann et al. (2014) avaliaram o uso da enzima alcalase (15 pL-g™) em conjunto
com o banho ultrassénico (37 kHz, temperatura de 30 °C, poténcia de 100% e tempo de
exposicdo de 5 minutos) na hidrolise enzimética do farelo de arroz sobre a resposta obtencéo
de etanol. Os resultados mostraram que a acdo da alcalase e o tratamento ultrassonico néo
influenciaram significativamente na obtencéo de etanol.

Ledes (2012) avaliando o efeito do ultrassom na atividade das enzimas amiloliticas,
demonstrou que o efeito da aplicacdo de ultrassom na frequéncia de 40 kHz nédo foi
significativo sobre a atividade das enzimas a-amilase e amiloglucosidase, ou seja, as
atividades das enzimas foram semelhantes em qualquer condigdo experimental. Portanto este
estudo demonstrou que a utiliza¢do do ultrassom a baixa frequéncia ndo aumentou a atividade
enzimatica.

Watanabe et al. (2009) avaliaram em seus estudos a producao de bioetanol a partir da
fermentacdo alcodlica do farelo de arroz e da 4gua de lavagem do arroz realizando a hidrélise
das proteinas, dos lipideos e 0 banho de ultrassom (1 a 4 min), anteriormente & aplicacdo das
enzimas amiloliticas. Os resultados obtidos indicaram que apds 3 minutos de exposi¢do ao
banho o rendimento em etanol na fermentacdo alcodlica foi 5 vezes superior as concentracoes
obtidas inicialmente sem o uso do ultrassom. Apesar destes resultados serem importantes na
area de estudo, os autores ndo indicaram a poténcia, temperatura e a frequéncia utilizada na

exposicdo ao banho de ultrassom.



6.4 FERMENTACAO ALCOOLICA DO MOSTO HIDROLISADO

6.4.1 Concentracdo de acUcares redutores
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As respostas para 0 acompanhamento da concentracdo de acuUcares redutores em

funcdo do tempo de fermentacdo, para os 11 ensaios do DCCR podem ser visualizados na

Tabela 10.

Verificou-se que aproximadamente 97% do teor de A.R. foi reduzido nas primeiras 3

horas de fermentagdo em todos 0s ensaios, ou seja, grande parte do substrato foi consumido

nas 3 primeiras horas de fermentacdo (Tabela 10).

Em 6 horas de fermentacdo praticamente todo substrato foi consumido, sendo as

concentracdes de actcares inferiores a 0,578 g-L ™. O consumo deste substrato foi igual a

100% em 12 horas de fermentacdo, como demonstrado pela Tabela 10 e Figura 12.

Tabela 10 — Concentragcfes de Acucares redutores em 12 horas de fermentacao.

AR (g.L™)?
Ensaio/tempo Oh 3h 6 h 9h 12 h
1 54,24+0,78 1,89+0,09 0,43+0,04 0,00+0,00 0,00+0,00
2 50,66+0,16 1,32+0,01 0,30+0,05 0,00+0,00 0,00+0,00
3 53,56+0,33 1,12+0,12 0,44+0,06 0,00+0,00 0,00+0,00
4 49,79+0,45 1,48+0,01 0,54+0,03 0,00+0,00 0,00+0,00
5 62,74+0,27 1,45+0,02 0,42+0,04 0,00+0,00 0,00+0,00
6 54,62+0,78 1,75+0,90 0,39+0,05 0,00+£0,00 0,00+0,00
7 55,59+0,43 1,49+0,01 0,53+0,02 0,00+£0,00 0,00+0,00
8 65,54+0,53 1,33+0,13 0,40+0,05 0,00+0,00 0,00+0,00
9 54,82+0,83 1,27+0,00 0,57+0,07 0,00+0,00 0,00+0,00
10 53,85+0,29 0,45+0,16 0,36+0,02 0,00+0,00 0,00+0,00
11 51,82+0,62 0,23+0,09 0,20+0,01 0,00+0,00 0,00+0,00

?Resposta concentracao de aclcares redutores (g-L™) + erro padrao - os resultados representam a média de 3

determinac0es;
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Figura 12 — Acompanhamento da concentragdo de agicares redutores (g-L™) durante a fermentagao alcoélica

Costa (2010) obteve um perfil de consumo de substrato parecido com o apresentado
na Figura 12 durante a fermentacdo alcodlica de hidrolisados de matérias primas amilaceas,
sendo as concentracdes finais préximas de 0 g-L™. O autor afirma que o consumo de glicose
foi rapido devido a concentracdo inicial de glicose ser mais baixa, ndo ocasionando inibicdo
do metabolismo inicial da levedura devido ao excesso de agucar. Este fato justifica o substrato
ter sido praticamente todo consumido em 6 horas de fermentacdo no presente trabalho.

Pacheco (2010) analisando o processo de obtencdo de etanol a partir do caldo da
cana-de-acucar e melago, com cepas floculantes, observou que em sete horas de fermentacéo
todo substrato havia sido consumido para uma concentracéo inicial de substrato de 204,4 g-L
! O autor explica que a fermentagdo ocorreu de forma rapida devido ao fato do experimento
ter sido realizado com concentracdo inicial de inéculo alta ndo sendo possivel, portanto
observar a fase lag na curva de crescimento microbiano.

Ortiz (2010) avaliando a producdo de bioetanol por fermentacdo em estado solido
com S. cerevisiae a partir da mistura de residuos agroindustriais (bagaco de malte e bagaco de
mandioca) encontrou valores maximos de 3,36 g-L™ de aclcares redutores sendo esta

concentracdo diminuida para 1,33 g-L™ ap6s 24 h de fermentacéo alcodlica.



6.4.2 Determinacdo de biomassa celular
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As concentracGes de biomassa celular, expressas em gramas de células por litro de

meio hidrolisados, estdo apresentados na Tabela 11 para os 11 ensaios do DCCR.

Tabela 11 — Acompanhamento da concentracéo de biomassa (g-L™) para cada ensaio em

funcéo do tempo de fermentacao.

X (gL
Ensaio/Tempo Oh 3h 6h 9h 12 h 15h
1 20,57+0,01 20,62+0,01 20,92+0,01 21,23+0,02 23,71+0,05 24,41+0,00
2 20,37+£0,00 20,55+0,02 21,97+0,00 21,70+0,01 22,91+0,60 22,98+0,00
3 26,79+0,00 26,60+0,00 26,81+0,01 31,49+0,07 31,02+0,00 31,88+0,01
4 23,38+0,00 23,00+0,01 23,25+0,02 23,82+0,03 22,61+0,00 22,68+0,01
5 16,53+0,03 20,26+0,00 23,00+0,00 23,57+0,01 20,68+0,00 19,66+0,01
6 24,96+0,00 24,98+0,00 24,60+0,01 24,82+0,04 23,61+0,00 23,88+0,05
7 26,79+0,00 27,00+0,00 28,63+0,00 28,87+0,01 28,65+0,00 28,94+0,00
8 20,77+0,02 21,78+0,00 22,42+0,01 28,48+0,01 28,61+0,00 28,61+0,01
9 21,09+0,00 23,18+0,00 25,62+0,00 25,82+0,00 26,22+0,00 26,22+0,00
10 22,59+0,00 26,83+0,00 26,65+0,01 27,21+0,01 31,26+0,01 31,26+0,01
11 26,66+0,01 26,67+0,00 26,62+0,00 27,68+0,02 25,03+0,00 25,03+0,00

Concentragdo celular (g-L™) + erro padréo - os resultados representam a média de 3 determinagdes;

Verificou-se que em todos o0s ensaios houve crescimento celular e que para a maioria
dos ensaios, as concentracdes de biomassa se estabilizaram em aproximadamente 9 horas de
fermentacdo, exceto no ensaio 10 (Tabela 11). As diferencas encontradas entre 0s ensaios
podem ser explicadas por possiveis erros experimentais, principalmente para o tempo zero, ja
que as proporcdes de inoculo adicionado em todos os ensaios foram iguais. Portanto, pode ter
ocorrido m& homogeneizacdo do meio no momento da retirada de amostra para a leitura da
densidade Gtica. Ainda, deve-se considerar que o tratamento com alcalase libera aminoacidos,
que sdo utilizados como nutrientes pela levedura alcodlica, assim, nos ensaios com maiores
concentragdes de alcalase, houve maior crescimento microbiano.

Para todos os ensaios, foi possivel constatar o crescimento celular em rela¢do ao
tempo de fermentagdo (Figura 13). Assim, foi possivel construir a curva de crescimento
microbiano, que ndo se apresentou muito detalhada devido a leitura da densidade otica ter
sido realizada em tempos muito espagados, sendo necessaria a obtencdo de mais pontos para

maior detalhamento grafico.
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Figura 13 — Acompanhamento da concentracdo celular durante a fermentacéo alcodlica

Logo, constatou-se que a fermentacdo alcodlica ocorreu num periodo de
aproximadamente 9 horas, tempo que correspondeu a estabilizacdo da concentracdo de A.R.,
devido ao fato dos substratos estarem disponiveis a levedura alcodlica, as baixas
concentragdes inicias de substrato, ndo ocasionando, portanto, repressdo ao metabolismo da
levedura e devido a alta concentracdo de indculo utilizada (5%) para uma cultura ativa.

Daré (2008) afirma que o tempo de fermentacéo € influenciado pela reducdo da taxa

de crescimento celular, que quanto menor, maior o tempo de fermentagao.

6.4.3 Determinacdo de Etanol

Na Tabela 12 estdo apresentados os valores para o rendimento em etanol dos 11
ensaios do DCCR , nos tempos de 6 e 12 h de fermentagéo.



Tabela 12 — Porcentagem de etanol em 12h de fermentagéo.

6h 12 h
Ensaio Etanol (%)?
1 2,00+ 0,04 2,02 £ 0,07
2 2,03 +£0,03 2,11+ 0,01
3 2,00+£0,01 2,35+0,01
4 2,03x+0,02 2,35+0,01
5 2,16 £ 0,01 2,33 £ 0,02
6 1,98 £ 0,04 2,00 £0,03
7 2,10+ 0,06 2,15+0,01
8 2,11 +£0,02 2,40 £ 0,01
9 2,01 0,03 2,07 £ 0,02
10 2,29 £0,01 2,92 £ 0,05
11 2,00 £ 0,04 2,32 £ 0,00
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® Resposta porcentagem de etanol nos tempos 6 e 12 h de =+ erro padrdo - os resultados representam a média de 3

determinac0es;

Depois de transcorridas 6 horas de fermentacdo, o percentual de etanol apresentou
pequena alteracdo, confirmando que o processo de fermentacdo durou em torno de 9 horas,
tempo que correspondeu a estabilizacdo da concentracdo de biomassa e ao consumo do
substrato. Exceto para o ensaio 10, no qual a fermentacdo prolongou-se por mais tempo,
observando-se um pequeno aumento na concentracdo de etanol depois de 6 h (em torno de
0,63%) e também na concentracdo celular (4,05 g-L™), apés 9 h de fermentacéo.

Watanabe et al. (2009) avaliando a producdo de bioetanol a partir da fermentacéao
alcoolica do farelo de arroz e da agua de lavagem do arroz, obtiveram um rendimento em
etanol de 1,2% quando a hidrolise enzimatica foi conduzida sem o tratamento ultrassénico e a
adicdo de protease e lipase, previamente as enzimas amiloliticas.

Os autores Jieun et al. (2009) avaliaram a producdo de etanol e butanol a partir de
polissacarideos do farelo de arroz integral e desengordurado na proporcdo de 100 g.L™?,
verificando como resultados 0,19 e 0,29 g-L™* de etanol produzido a partir do farelo de arroz
integral e do desengordurado, respectivamente.

Visando a otimizacdo da producdo de bioetanol a partir de sub-residuos industriais,
Ruiz et al. (2012) avaliaram a fermentacdo alcodlica da pallha de trigo, determinando

concentragdes de etanol de 1,3% apds 24 h de fermentagéo.
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Esses resultados indicam o potencial do farelo de arroz para a utilizagdo em
processos fermentativos, visto que os resultados encontrados neste trabalho foram superiores
aos observados pelos autores acima citados.

Avaliando o percentual de etanol produzido apos 6 e 12 h de fermentacdo para o
DCCR (Tabela 13), verificou-se que quando as varidveis encontravam-se nos niveis
superiores e inferiores (+1 e -1) e nos pontos centrais, 0s percentuais de etanol praticamente
ndo diferiram entre si. Ainda, quando a varidvel concentracdo de alcalase passou do nivel
inferior (-a. = 0 pL-g farelo™) para o superior (+a), com a variavel tempo de exposicio ao
ultrassom fixa no ponto central, ocorreu diminui¢do na resposta percentual de etanol para 6 e
12 horas de fermentagdo, o que comprovou, novamente, o efeito negativo desta varidvel sobre
a resposta. Quando a variavel tempo de exposicdo ao banho ultrassénico passou do nivel
inferior (-o. = 0 min) para o superior (+a)), mantendo a concentracdo de alcalase fixa no ponto
central, ocorreu acréscimo na resposta. Estas foram as mesmas constatacGes verificadas para a

resposta concentracéo de A.R.

Tabela 13 — Matriz de ensaio do DCCR com 0s niveis reais entre parénteses e codificados das

variaveis sobre a resposta % de etanol, nos tempos 6 e 12 horas de fermentacé&o.

Ensaio X, X5" Etanol 6 h (%)°  Etanol 12 h (%)°
1 -1 (3,6) -1(3) 2,00 + 0,04 2,02 + 0,07
2 +1 (21,4) -1(3) 2,03 +0,03 2,11 + 0,01
3 -1 (3,6) +1 (17) 2,00 + 0,01 2,35+ 0,01
4 +1(21,4) +1 (17) 2,03+ 0,02 2,35+ 0,01
5 -1,41 (0,0) 0 (10) 2,16 + 0,01 2,33+0,02
6 +1,41 (25,0) 0 (10) 1,98 + 0,04 2,00 + 0,03
7 0(12,5) -1,41 (0) 2,10 + 0,06 2,15 + 0,01
8 0(12,5) +1,41 (20) 2,11 + 0,02 2,40 + 0,01
9 0(12,5) 0 (10) 2,01 +0,03 2,07 +0,02
10 0(12,5) 0 (10) 2,29 +0,01 2,92 0,05
11 0(12,5) 0 (10) 2,00 + 0,04 2,32 0,00

? Concentragdo de protease (UL g farelo™); ® Tempo de exposic&o ao ultrassom (min);

© ¢ Resposta porcentagem de etanol nos tempos 6 e 12 h de fermentagido (%) + erro padrdo - os resultados
representam a média de 3 determinagdes;

Analisando os resultados do planejamento foi possivel determinar os coeficientes de

regressdo do modelo quadratico apresentados nas Tabelas 14 e 15.
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Tabela 14 - Coeficientes de regressdo para a resposta percentual de etanol apds 6 h de

fermentacéo.

dce:oRe:gCrfsns?o Erro padrdo t(5) p-valor
Média 2,10 0,07 29,30  0,000*
X1 (L) -0,02 0,04 -0,55 0,6042
X1 (Q) -0,03 0,05 -0,63 0,5516
Xz (L) 0,00 0,04 0,04 0,9694
X2 (Q) -0,01 0,05 -0,30 0,7747
X1 X Xp 0,00 0,06 0,00 1,0000

*p<0,05; L- termos lineares; Q- termos quadraticos.

Tabela 15 - Coeficientes de regressdo para a resposta percentual de etanol apds 12 h de

fermentacéo.

dce:(gglgifggo Erro padréo t (5) p-valor
Média 2,10 0,07 29,30  0,0000*
X1 (L) -0,02 0,04 -0,55 0,6042
X1 (Q) -0,03 0,05 -0,63 0,5516
Xz (L) 0,00 0,04 0,04 0,9694
X2 (Q) -0,01 0,05 -0,30 0,7747
X1 X X2 0,00 0,06 0,00 1,0000

*p<0,05; L- termos lineares; Q- termos quadréticos.

Por meio das Tabelas 14 e 15, verificou-se que os tratamentos ndo diferiram
significativamente entre si a 95% de significancia, ou seja, constatou-se que qualquer valor
utilizado para as varidveis, dentro da faixa estudada, ndo ocasionou diferenga significativa na
resposta obtida. Estas consideracbes foram as mesmas evidenciadas para a resposta
concentracdo de agucares redutores, confirmando novamente que os tratamentos ndo diferiram

entre si.
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6.5 TESTES REALIZADOS PARALELAMENTE AOS PLANEJAMENTOS

Visando a maxima liberacdo de acUcares redutores e a condi¢do ideal para que o
processo de hidrolise enzimatica ocorresse, selecionaram-se as condi¢cdes do ensaio que
resultou em maior concentracdo de aclcar redutor (Ensaio 8 = 12,5 uL-g farelo™ de enzima
alcalase e 20 min de exposic¢do ao banho ultrassdnico, do DCCR na frequéncia de 80 kHz) e
repetiu-se o experimento em condicdes diferentes das realizadas anteriormente (agitacdo em
banho termostatico a 100 RPM, Figura 15). As seguintes condicdes foram utilizadas: chapa de
aquecimento com agitacdo magnética (Figura 14a), banho termostatico com agitacdo
mecanica (Figura 14b) e em shaker com agitacdo orbital (Figura 14c) a fim de comparar 0s
ensaios e determinar a melhor condicdo para o processo de hidrélise enzimatica, ou seja,
verificar se as variaveis agitacao e forma de transferéncia de calor (conducéo ou convec¢ao)

interfeririam no processo de sacarificagéo.

Figura 14 — Chapa de aquecimento com agitacdo magnética (a) Teste no banho termostatico com agitacéo

mecénica (b) shaker com agitag&o orbital (c)

Figura 15 — Banho termostatico com agitacdo de 100 RPM
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Apos a realizacdo dos testes quantificaram-se os agUcares redutores proveniente das
diferentes condicGes de agitacdo durante a hidrélise enzimatica, os quais estdo apresentados
na Tabela 16.

Tabela 16 — Comparacdo das condicdes de realizacdo da etapa de hidrdlise enzimatica para o
ensaio 8 do DCCR na frequéncia de 80 kHz.

Ensaio 8
Condicéo Concentragdo de A.R. (g-L™?)
Chapa de aquecimento 52,05 £ 0,54
Banho com agitagdo mecénica 77,10 £ 0,54
Shaker agitacdo orbital 53,01 +£0,40
Banho agitacdo 100 RPM 65,54 + 0,53

Verificou-se na Tabela 16 que as condi¢ces em que a hidrdlise enzimatica foi
realizada interferiram na concentracdo de acucares redutores obtidos. A realizacdo da
hidrélise em shaker com agitacdo orbital e na chapa de agquecimento apresentaram resultados
semelhantes. Foi constatado que na chapa de aquecimento a transferéncia de calor ndo foi
homogénea (maior aquecimento no fundo do recipiente) e que ocorreram grandes perdas de
calor para o ambiente. Além disso, transferéncia de calor por conducdo é menos eficiente em
relacdo a por convec¢do. No shaker averiguou-se que condi¢cdes melhores poderiam ter sido
alcancadas, porém a maxima temperatura alcancada neste equipamento era de 60 °C, sendo
que a atuagdo da a-amilase ocorre a 90 °C, como no banho termostatico com agitacéo de 100
RPM (como feito nos ensaios do planejamento). Esta etapa € critica na obtencdo de maiores
concentragdes de A.R., pois se ndo for realizada adequadamente dificulta a atuacdo da enzima
amiloglucosidase. Ressalta-se que a transferéncia de calor no shaker, conveccdo, € mais
eficiente em relacdo a chapa de aquecimento, conducéo.

A condicdo ideal, portanto, foi verificada quando a hidrolise enzimatica foi realizada
em banho termostatico com um agitador mecanico (100 RPM), sendo a transferéncia de calor
do sistema por convecgédo e a agitacdo do mosto realizada de forma homogénea e continua.
Por conseguinte, constatou-se que a agitacéo interferiu diretamente no processo de quebra das
moléculas complexas.

Carvalho (2011) e Ribeiro (2010) afirmam que para uma hidrélise efetiva é
necessario otimizar o processo, pois o rendimento da hidrolise é governado por varios fatores,
como pré-tratamento do substrato, inibicdo da atividade enzimatica pelos produtos finais da
biodegradacéo, termoestabilidade das enzimas, concentracdo e adsor¢do do substrato, tempo

de duracdo da hidrélise, pH do meio, concentracdo de substrato no meio e, principalmente, a
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velocidade de agitagcdo. Assim, a agitacdo do mosto no momento da hidrélise interfere no
rendimento do processo.

Este fato esta relacionado a relacdo entre a velocidade de difusdo da enzima no filme
liquido em torno do substrato e a velocidade intrinseca de reacéo, que ocorre quando a enzima
alcanca a superficie solida do substrato. Para esta reacao intrinseca ocorrer, além do transporte
para a superficie do substrato, € preciso que, a enzima seja adsorvida fisicamente a ele. Assim,
a taxa de reacdo global é determinada por trés eventos em sequéncia: velocidade de
transferéncia de massa de enzima, velocidade de adsorcdo da enzima na superficie do
substrato e velocidade de catélise. Quanto maior a velocidade do fluido, menor a espessura do
filme estagnado, portanto maior o coeficiente de transferéncia de massa no filme e
consequentemente maior a velocidade de difusdo, justificando a importancia da agitacdo neste
processo (CARVALHO, 2011). Porém a influéncia da velocidade de agitacdo depende do
substrato estudado e possivelmente do esquema experimental utilizado, pois estas
caracteristicas alteraram a resisténcia ao transporte de massa no filme externo ao substrato
solido em cada caso.

Ortiz (2012) afirma que o aumento da velocidade de agitacdo possui maior influéncia
na extracdo de glicose do que o aumento da temperatura, pois mesmo na temperatura
ambiente, é possivel obter maiores concentracdes de glicose, desde que a velocidade de
agitacdo seja alta. Ainda, o autor afirma que com o aumento da velocidade de agitacdo, ha
diminuicdo da relacdo solido/liquido, e consequentemente, sdo obtidas maiores concentracdes
de glicose na extracdo a partir do meio sélido hidrolisado.

Tendo em visto estas consideracOes, objetivou-se repetir os ensaios dos DCCRs
nestas condi¢fes para avaliar quais seriam os resultados obtidos, porém ndo foi possivel
realiza-los, ja que a universidade possui apenas um agitador compartilhado por todos os
alunos, sendo também o tempo curto para tal, o que dificultou, portanto, a realizacdo dos 22
ensaios dos planejamentos. Portanto recomenda-se para futuros trabalhos a avaliagdo da
hidrolise enzimatica nestas condi¢fes constatadas, investigando-se a mesma por meio do
DCCR aplicado neste trabalho.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando como resposta do DCCR a concentracéo de agUcares redutores, para a

otimizacdo da hidrolise enzimatica, concluiu-se que:

o As diferentes frequéncias utilizadas no banho de ultrassom anterior a acdo das
enzimas amiloliticas influenciaram na resposta de concentracao de aglcares redutores, sendo
as maiores respostas verificadas nos ensaios realizados na frequéncia de 80 kHz;

. O uso da frequéncia de 37 kHz néo foi apropriado ao processo, visto as baixas
concentracfes de agucares obtidas. Além do que, nesta frequéncia, observou-se, através da
superficie de resposta, que as variaveis do DCCR nos ensaios de 0 pL-g farelo™ de enzima
alcalase e 0 min de exposic¢do ao banho de ultrassom foram os ensaios ajustados;

o Portanto a frequéncia de 80 kHz foi a mais adequada ao processo. Neste DCCR
constatou-se que quaisquer valores utilizados para as varidveis concentracdo de alcalase e
tempo de exposicdo ao banho de ultrassom, dentro das faixas estudadas, resultariam
estatisticamente semelhantes, visto que os efeitos das varidveis ndo foram significativos a

95% de significancia.

Considerando como resposta do DCCR o rendimento em etanol da fermentagédo

alcodlica, concluiu-se que:

. As mesmas consideracdes obtidas dos ensaios para a resposta de concentracao
de acucares redutores foram constatadas para a resposta de percentual de etanol. Assim, foi
possivel confirmar que quaisquer valores assumidos para as variaveis concentracao de enzima
alcalase e tempo de exposicdo ao banho de ultrassom, dentro das faixas estudadas, resultaram
em respostas semelhantes para o percentual de etanol,

o Na etapa da fermentacdo alcodlica, as baixas concentracBes iniciais de
substrato e a alta concentracdo inicial de indculo juntamente com a utilizagdo de uma cultura
ativa, justificaram o rapido tempo em que foi transcorrida a fermentagédo alcodlica, avaliada
pela concentracdo de biomassa, concentragdo de agucares redutores e porcentual de etanol.
Por este motivo, ndo foi possivel avaliar todos os pontos da curva de crescimento microbiano,
devido ao fato do acompanhamento da concentracdo de biomassa ter sido realizado num
periodo de tempo muito espacado;

o Comprovou-se a importancia da agitacdo e da transferéncia de calor atraves

dos testes realizados para se determinar a melhor condicdo da hidrdlise enzimatica, visto as



64

maiores concentraces de aclcares redutores obtidas, 77,10 g-L™, quando comparada a
concentracdo obtida nos ensaios em shaker (65,54 g-L™?), utilizando 12,5 pL-g farelo™ de
enzima alcalase e 20 min de exposic¢ao ao banho ultrassénico;

o Com estes resultados obtidos, constatou-se, portanto, que a agitacdo mecanica
teve grande influéncia na hidrdlise enzimatica. Assim, uma sugestao para trabalhos futuros é a
realizacdo de estudos que comprovem a influéncia da agitacdo neste processo sem O
tratamento com a enzima alcalase, ja que a mesma apresentou efeito negativo nas respostas

concentragOes de agucares redutores e percentual de etanol.
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