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RESUMO

O presente trabalho avaliou o potencial de utilizagdo do arroz BRS AG, desenvolvido
pela Embrapa Clima Temperado, como biomassa para a producido de etanol.
Comparativamente, também foram realizados estudos sobre a conversdo do arroz
comercial (BRS PAMPA) em etanol. Inicialmente o amido presente no arroz é
hidrolisado a agucares monoméricos fermentaveis, glicose, para posterior processo
de fermentacdo. Isso porque a principal levedura utilizada, Saccharomyces
cerevisiae, nao consegue converter diretamente o amido em etanol. O processo de
conversao do amido presente no arroz comercial (BRS PAMPA) em glicose foi
otimizado, variando-se o tempo de agao das enzimas, para posterior utilizacdo das
melhores condi¢des reacionais na hidrolise do arroz BRS AG. Na reagao de hidrdlise
que levou a maior concentragao final de glicose (130,16 g/L), a etapa de liquefagao
com a enzima Termamyl 2X ocorreu por 1 h, seguida da sacarificagcdo com a enzima
AMG 300 L por 3 h. Adotando-se as mesmas condi¢des reacionais, obteve-se
133,28 g/L de glicose para a hidrdlise com o arroz BRS AG. Avaliou-se o
comportamento de diferentes linhagens comerciais da levedura S. cerevisiae: BG-1;
CAT-1; FT-858; JP-1; PE-2; SA-1, em reacbes de fermentacdo dos hidrolisados de
arroz, sob agitagdo de 150 rpm e temperatura de 32 °C, conduzidas em Shaker
Orbital. Os maiores rendimentos das fermentagcbées com o hidrolisado de arroz
comercial foram obtidos pelas leveduras SA-1, rendimento de 93% e concentracao
final de etanol de 58,92 g/L, e CAT-1, rendimento de 92,7% e concentragéo final de
etanol de 58,93 g/L. Para as fermentagbes com o hidrolisado de arroz gigante, os
maiores rendimentos foram obtidos pelas leveduras FT-858, rendimento de 94,8% e
concentragéo final de etanol de 66,13 g/L, e CAT-1, rendimento de 94,4% e
concentragao final de etanol de 65,85 g/L. Apds analise dos resultados obtidos para
as fermentagdes com as diferentes linhagens da S. cerevisiae, a levedura CAT-1 foi
utilizada nas fermentagdes realizadas em reator. O rendimento para a fermentagao
com arroz comercial foi de 57,9% e para o arroz gigante 59,2%. Os valores obtidos
foram baixos em comparacédo as fermentacdes realizadas com essa levedura para
os hidrolisados de arroz em erlenmeyer no sistema de agitagdo em Shaker Orbital.
O volume ocupado no reator com os respectivos hidrolisados de arroz correspondia
a 30% do volume total. Em contrapartida, ocupou-se 56% do volume total do
erlenmeyer com os hidrolisados para as fermentagdes realizadas em Shaker Orbital.
Com isso, a maior quantidade de oxigénio presente nas fermentagcdes em reator
favoreceu o crescimento celular, a fermentagcdo anaerdbica, obtendo-se menor
rendimento de etanol. Além disso, os valore obtidos para o rendimento de etanol
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apods fermentacao dos hidrolisado foram baixos em comparagao a plantas eficientes
de producédo etanol de milho. Dessa forma, esse trabalho possui como perspectivas
futuras a otimizagdo dos parametros fermentativos, visando a melhoria do processo,
a obtencdo de maiores rendimentos de etanol, e menor formagéo de coprodutos.
Como um estudo preliminar, o processo de obtencdo de etanol a partir de arroz
(BRS AG e comercial) foi simulado com o auxilio do software Aspen Plus®,
permitindo estabelecer condigbes operacionais para determinagado dos balancos de
massa das correntes de processo. Resultados das simulagbes mostraram que existe
um grande potencial de simuladores de processos quimicos aliados as informagdes
provenientes de fermentacdes realizadas em escala de laboratorio.
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ABSTRACT

The present study evaluated the potential of BRS AG, also called giant rice, as
biomass for ethanol production. Comparatively, studies on the conversion of
commercial rice (BRS PAMPA) into ethanol were also carried out. Initially the starch
present in the rice is hydrolyzed into fermentable monomeric sugars, glucose, for
later fermentation process. This is because the main yeast used, Saccharomyces
cerevisiae don't convert the starch to ethanol directly. The starch conversion present
in commercial rice (BRS PAMPA) to glucose was optimized varying the time of
enzymes action. The best reaction conditions were used in the hydrolysis of BRS AG
rice. The hydrolysis reaction that led to the highest final glucose concentration
(130.16 g/L) was performed with 1 h of liquefaction using Termamyl 2X, followed by
saccharification with AMG 300 L for 3 h. The same reaction conditions were adopted
with BRS AG rice hydrolysis and the glucose concentration obtained was 133.28 g/L.
Different commercial strains of S. cerevisiae yeast, BG-1; CAT-1; FT-858; JP-1; PE-2;
SA-1, were evaluated in fermentation reactions of rice hydrolyzates, performed in
Shaker Orbital. The highest yields fermentation with commercial rice hydrolyzate
were obtained by SA-1 yeasts, 93% yield and ethanol concentration of 58.92 g/L, and
CAT-1, 92.7% yield and ethanol concentration of 58.93 g/L. For fermentations with
giant rice hydrolyzate, highest yields were obtained by FT-858 yeast, 94.8% yield
and ethanol concentration of 66.13 g/L, and CAT-1, yield 94.4 % and ethanol
concentration of 65.85 g/L. After analyzed the fermentations results with different
strains of Saccharomyces cerevisiae, the yeast CAT-1 was used in the fermentations
carried out in the reactor. The yield obtained for fermentation of commercial rice was
57.9% and for the giant rice 59.2%. These values were low compared to the
fermentations carried out in erlenmeyers with this yeast for rice hydrolyzates in the
Shaker Orbital stirring system. The volume occupied in the reactor with the
respective rice hydrolyzates corresponded to 30% of the total volume. In contrast, 56%
of the erlenmeyer total volume was filled with the hydrolyzates for the fermentations
carried out in Shaker Orbital. In this way, higher amount of oxygen present in the
reactor fermentations favored the cell growth, to the anaerobic fermentation,
obtaining a lower ethanol yield. In addition, the values obtained for ethanol yield after
fermentation of rices hydrolyzate were low compared to yield of efficient corn ethanol
production plants. Thus, this work has as future prospects the optimization of
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fermentation parameters, aiming to improve the process, obtaining higher ethanol
yields, and lower co-product formation. As a preliminary study, the process of ethanol
production from rice (BRS AG and commercial) was simulated with aid of Aspen
Plus® software, allowing to establish operational conditions for determination of the
mass balance of the process streams. Simulations results showed that there is a
great potential of chemical processes simulators allied to the information obtained

from fermentations carried out in laboratory scale.
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1. INTRODUGAO

Ao longo do século XX, o petroleo, o carvdo e o gas natural tornaram-se a
principal fonte de energia mundial e a principal base para a industria quimica. Porém,
tratam-se de recursos nao renovaveis, com forte impacto ambiental, responsaveis
pela emissao de didxido de carbono (COz), um dos principais gases do efeito
estufa.” Além dos problemas ambientais e energéticos, com as mudancas climaticas
globais ja perceptiveis, a instabilidade politica nos paises exportadores de petréleo,
bem como a escassez e a alta dos precos dos combustiveis fosseis fez com que o
interesse internacional por combustiveis alternativos que possam substituir ou
complementar o uso de combustiveis de origem fossil aumentasse a cada ano.?
Uma alternativa viavel e bastante promissora a utilizagdo dos recursos fosseis € o
emprego do etanol como fonte de energia.®> Esse combustivel ja vem sendo utilizado
como substituto da gasolina em motores de combustao ha alguns anos.*

Atualmente, os Estados Unidos e o Brasil, sdo os maiores produtores de
etanol combustivel. Os Estados Unidos utilizam o amido do milho como fonte de
carboidratos no processo fermentativo. Ja o Brasil, utiliza a sacarose presente na
cana-de-acucar para obtencdo de etanol.’

A producédo industrial de etanol é feita por um processo fermentativo onde
ocorre a conversdo de agucares em alcool, com a utilizacdo da levedura
Saccharomyces cerevisiae.® Uma grande variedade de biomassas podem ser
utilizadas no processo fermentativo, como por exemplo, milho, cana-de-agucar e
beterraba.*

Um elevado rendimento na produgao de etanol é obtido ao se utilizar uma
matéria-prima rica em amido.” Biomassas vegetais amildcea, como milho, cevada,
trigo, batata, batata-doce, mandioca e arroz mostram-se promissoras para a
producao de etanol devido a sua viabilidade econémica e disponibilidade. Porém, a
utilizacdo dessas matérias-primas para fins energéticos pode afetar os pregos dos
produtos alimenticios.® Visando evitar a concorréncia de precos entre a industria
alimenticia e a produgcdo de combustivel, muitos estudos estdo sendo realizados
utilizando partes nao comestiveis da planta, como por exemplo, palhas e talos, como
matéria prima lignoceluldsica na produgéo de etanol de 22 gerag:éo.4



Outra alternativa para o uso de recursos naturais renovaveis sem gerar uma
competitividade com as industrias de alimentos, é a obtengdo de uma biomassa com
fins exclusivos para a producédo de etanol, como é o caso da cultivar de arroz BRS
AG, desenvolvida pela Embrapa Clima Temperado.® Essa cultivar de arroz irrigado
apresenta peso médio de mil grédos de 52 g, o que corresponde a aproximadamente
o dobro do valor das cultivares convencionais de arroz irrigado no Brasil, cujo peso
meédio de mil grdos € de 25,6 g. Aléem disso, com relagdo ao potencial genético de
produtividade, o arroz BRS AG apresenta rendimento médio de 8193 kg-ha‘1, valor
préximo ao rendimento médio para o arroz BRS Pampa, que corresponde a 9215
kg-ha™. O arroz BRS AG apresenta graos muito grandes, ndo s&o do tipo longos e
finos, e possuem uma baixa relacdo de amilose-amilopectina, que resulta em uma
qualidade inferior no cozimento, ndo se enquadrando nos padrbes da industria e do
consumo brasileiro. Dessa forma, trata-se da primeira cultivar de arroz destinada a
producao de etanol ou a alimentacdo animal, e ndo ao consumo humano.™

Com isso, realizou-se o estudo sobre o processo de hidrélise do amido
presente no arroz BRS AG seguido da fermentacdo com a levedura S. cerevisiae,
avaliando-se o potencial de utilizagdo dessa cultivar de arroz como biomassa
amilacea para a producao de etanol. Os rendimento e produtividade obtidos foram
comparados ao valores resultantes da hidrélise e fermentagdo com o arroz comercial
BRS Pampa.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Este trabalho teve como principal objetivo a produgdo de etanol para fins
energéticos utilizando como matérias-primas arroz comercial e a cultivar BRS AG

(arroz gigante).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

- Otimizar as condi¢des de hidrolise do amido presente no arroz comercial

- Avaliar diferentes leveduras industriais buscando o 6timo para a producao
de etanol para o arroz comercial e para o arroz gigante (BRS AG)

- Efetuar um estudo comparativo arroz comercial e o arroz gigante (BRS AG)
como matéria-prima para producao de etanol.

- Simular o processo de obtenc&o de etanol de arroz comercial e gigante
(BRS AG) com o auxilio do simulador Aspen Plus.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. ETANOL COMBUSTIVEL

A utilizacdo de biomassas como matérias-primas para a producdo de
biocombustiveis, como por exemplo biodiesel, biogas e bioetanol, aumenta
significativamente com o passar dos anos. Isso porque trata-se de um recurso
renovavel, de facil obtengcdo e com baixo teor de enxofre, e consequentemente baixo
impacto ambiental.”

Além disso, no caso particular do uso de biomassa para obtencdo de
bioetanol, empregam-se, principalmente, biomassas com grandes quantidades de
acucares facilmente fermentaveis, como por exemplo, a cana-de-agucar, ou com
quantidades elevadas de amido, como por exemplo, o milho."”> Materiais
lignoceluldsicos, como residuos agricolas e florestais, também podem ser utilizados
na produgdo de etanol de 2% geragdo, porém, o rendimento de etanol obtido com
esses materiais € menor em comparacgéo com culturas de acticar ou amido."

O etanol pode ser obtido quimicamente, por meio da hidratacdo de etileno, ou
por meio da agado de microrganismos. Atualmente, a principal rota industrial utilizada
em todo o mundo para a producido de etanol combustivel é por meio do processo
microbiolégico, chamado de fermentagao alcodlica. Nesse processo, os agucares
sao convertidos a etanol, energia, biomassa celular e CO,, pelas células de
levedura.™ A principal levedura utilizada é a Saccaromyces cerevisiae, devido ao
alto rendimento final de etanol e elevada produtividade ao longo de todo o
processo. "

Com base em um levantamento realizado pela Renewable Fuels Association
(RFA)," a produgéo mundial de etanol cresceu nos Ultimos anos. A maior produgéo
registrada desde 2007 a 2015 ocorreu em 2015, Figura 1, com aproximadamente
97.209.380 litros. Os Estados Unidos e o Brasil sdo hoje os maiores produtores de

etanol combustivel, responsaveis por mais de 85% da producdo mundial.’
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Figura 1. Produgdo mundial de Etanol de 2007 a 2015. Adaptada.™

Em 2016, os Estados Unidos produziram mais de 58.030 milhdes de litros, e o
Brasil mais de 27.615 milhdes de litros.” Entretanto, os Estados Unidos utilizam o
amido presente no milho como fonte de carboidrato no processo fermentativo e o

Brasil utiliza a sacarose presente na cana-de-agucar para obtencido de bioetanol.”

Tabela 1. Produgdo mundial de etanol em 2016, segundo a Renewable Fuel
Association (RFA). Adaptada.’

Pais Producao de Etanol (Milhdes de Litros)

Estados Unidos 58.030
Brasil 27.615
Unido Européia 5.213
China 3.199
Canada 1.650
Tailandia 1.219
Argentina 999

india 852

Restante dos Paises do Mundo 1.855




3.1.1. Produc¢ao de Etanol no Brasil

O Brasil é considerado pioneiro na producdo e utilizacdo de etanol
biocombustivel. O pais utiliza a cana-de-agucar como principal matéria-prima no
processo fermentativo, no qual ocorre a conversdo de acucar a alcool por acao
microbiana.'’

A cana-de-agucar foi inicialmente cultivada na regido Nordeste do Brasil,
pelos portugueses e rapidamente as plantagdes e usinas se expandiram pelo pais.
No século XVI, o agucar era uma mercadoria importante de exportagdo para o
mercado europeu. Em 1580, o pais tornou-se o maior produtor de agucar do
mundo.’® Além do agucar, a rapadura, a cachaga e o licor do suco da cana-de-
acucar fermentado eram as principais mercadorias oriundas dessa matéria-prima.
Porém, em 1970 a cana-de-agucar passou a ter um novo objetivo estratégico, ser
utilizada na producéo de etanol para substituir os derivados de petréleo.®

Fatores geograficos, politicos, climaticos e econémicos foram determinantes
para que os primeiros centros de cultivo de cana-de-acgucar fossem em Pernambuco
e na Bahia, porém, atualmente, a regido Centro-Sul do Brasil € a maior produtora. O
estado de Sao Paulo é responsavel por aproximadamente 60% da producao total,
enquanto a regiao Nordeste s6 contribui com 11% da produgéo total de cana-de-
agucar.'®

A crise do petrédleo em 1970, fez com o que Brasil langasse o programa
Proalcool, em 1975, com o objetivo de diminuir a dependéncia existente em relagao
as importacdes de petroleo.’ Os incentivos gerados pelo Proalcool para a
fabricacdo e utilizacdo do etanol basearam-se em subsidios de precos,
desenvolvimento tecnologico de motores movidos por este combustivel e na
combinagao de fatores econémicos. Dentre os principais, destacam-se adi¢éo de
etanol a gasolina, beneficios financeiros tanto para os consumidores quanto para os
produtores rurais e incentivos fiscais para a compra e manutengcdo de veiculos
automotivos movidos a etanol."’

O surgimento de motores com combustivel flex proporcionou ao consumidor o
poder de escolha ao abastecer seu veiculo, ja que os carros flex podem funcionar
com 100% de etanol hidratado ou com diferentes quantidades da mistura de etanol e
gasolina. Os sensores eletrénicos detectam a mistura de combustivel e ajustam de

forma automatica a combustio do motor.™



Conforme a Portaria N° 75, de 5 de margco de 2015, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e Resolugao N° 1, de 4 de margo de
2015, do Conselho Internacional do Agucar e do Alcool (CIMA) o percentual
obrigatdrio de etanol anidro combustivel na gasolina comum é de 27%, desde 16 de
marcgo de 2015. Além disso, a producao de etanol da cana-de-agucar € responsavel
por uma redugao de 40% a 62% na emissao dos gases do efeito estufa, em relagao
a gasolina. Nos grandes centros urbanos, o emprego da mistura etanol e gasolina
fez com que a emissao de mondxido de carbono diminuisse de 50 g/km para menos
de 5,8 g/km.™

Para suprir a demanda de etanol combustivel, € importante ressaltar que os
avangos cientificos e tecnologicos em microbiologia de fermentagédo contribuiram de
forma significativa para a evolugao da industria de produc&o de etanol no Brasil. Um
controle das condigbes de fermentacdo € vantajoso ja que pode reduzir as
condicdes de stress para as células de levedura, bem como diminuir a contaminagao

por bactérias.'

3.1.2 Etanol de 2° Geragao

O aproveitamento de residuos agricolas para produgdo de etanol de 22
geragédo tem sido objeto de varios estudos, com o objetivo de agregar valor ao
processo industrial de producdo desse combustivel, bem como utilizar matérias-
primas que ndo sejam competitivas com a indUstria alimenticia.* Esses materiais
lignocelulésicos sao fontes abundantes de hidratos de carbono, sendo
potencialmente atraentes para as industrias de etanol. A palha de arroz, por exemplo,
€ um subproduto bastante abundante no plantio de arroz, podendo ser utilizada
como matéria prima de baixo custo na producéo de bioetanol.

Biomassas lignoceluldsicas s&o constituidas por celulose, hemicelulose e
lignina. A celulose e a hemicelulose podem ser despolimerizadas a acgucares
fermentaveis como a glicose, a hexose e a manose por meio de reagdes de pré-
tratamento e hidrolise quimica ou hidrélise enzimatica.?’ No entanto, a producédo de
etanol a partir desses materiais apresenta alguns desafios. O alto consumo de
energia, bem como a necessidade de equipamentos especiais restringem o

processo de pré-tratamento desses materiais, no qual deseja-se remover a lignina
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que une os polimeros de carboidratos. Durante a etapa de sacarificacéo, utiliza-se
um complexo enzimatico de celulases que, muitas vezes, encarece o processo.?

Nos ultimos anos, varios métodos fisicos e quimicos foram desenvolvidos
para o pré-tratamento de biomassa lignocelulésica visando a obtengao de agucares
fermentaveis. Porém, a maioria desses métodos necessita de alta temperatura, alta
pressao ou quantidades elevadas de produtos quimicos, que podem ser toxicos para
as enzimas e microrganismos fermentativos. O método fisico mais utilizado é a
explosao a vapor e, em escala laboratorial 0 microondas. O pré-tratamento quimico
ocorre com o emprego de acidos diluidos em reagdes de hidrolise acida com alta
temperatura.?> Entretanto, formam-se compostos inibidores com concentracdes
relativamente elevadas, incluindo o furfural hidroximetilfurfural (HMF), acido acético,
acido formico, acidos levulinicos e vanilina. Esses inibidores desfavorecem o
crescimento microbiano, o metabolismo e a producdo de etanol combustivel. A
remocao desses compostos inibidores requer etapas subsequentes de purificacdo
(remogao de inibidor), o que aumenta o tempo do processo e eleva os custos de
producado, podendo ser economicamente inviavel para a industria de bioetanol.?

Contudo, o aproveitamento de materiais lignocelulésicos pode ser vantajoso,
uma vez que no Brasil, grandes quantidades desses materiais provenientes da cana-
de-agucar sao descartados como lixo residual, que podem ser utilizados para
aumentar a produtividade e agregar valor ao etanol combustivel. Como essas
biomassas ja estdo disponiveis na cana-de-agucar, a produgdo de etanol de
segunda geragao pode utilizar parte da infraestrutura requerida na producédo de
etanol de primeira gerag&o.’

3.2. ETANOL DE AMIDO

A producao de etanol combustivel a partir de biomassas que apresentam em
sua composi¢do grande quantidade de amido tém se mostrado bastante eficiente.’
Alguns paises da Europa, América do Norte e Asia Central ja estdo utilizando essas
matérias-primas para fins energéticos. Isso porque, regides de clima temperado sao
favoraveis ao plantio e cultivo de biomassas amilaceas, como por exemplo, milho,

mandioca e batata-doce.®



O milho é a biomassa amilacea mais utilizada na produgao de bioetanol. Seus
graos sao constituidos por aproximadamente 72% de amido, 9,5% de proteinas, 9%
de fibras e 4 % de 6leo.?® Atualmente, os Estados Unidos s&o os maiores produtores
de etanol combustivel e utilizam o milho como matéria-prima. S6 em 2016, o pais foi
responsavel por aproximadamente 58% da producdo mundial de etanol.'®

A mandioca € um tubérculo rico em amido, com forte potencial para uso nas
industrias sucroalcooleiras. Uma das vantagens associada ao emprego desse
tubérculo esta no plantio. As destilarias a base de agucar sdo sazonalmente
operadas, em contrapartida, as usinas que utilizam a mandioca como matéria-prima,
podem ser operadas durante todo o ano devido ao rapido crescimento.” O Vietnam é
um dos produtores de etanol a partir do amido presente na mandioca. Até 2010, o
pais possuia 8 usinas de etanol, com capacidade maxima de produgdo de 680
milhdes de litros por ano. Desse total, 62% com fins exclusivos para biocombustiveis,
e o restante distribuidos para as industrias alcodlicas, farmacéuticas, cosméticas e
para exportacdo.?*

Outro tubérculo que apresenta grande quantidade de amido € a batata doce.
Sua boa adaptabilidade a diferentes altitudes e tipos de solo atrelado aos baixos
custos necessarios para o plantio e colheita, tornam-na atrativa para ser adotada
como matéria prima nas indUstrias de bioetanol.?> A China utiliza a batata doce como
principal biomassa na produgao de etanol combustivel ja que o pais € responsavel
por cerca de 85% da producdo mundial desse tubérculo.?® Por ano, o pais produz
mais de 100 milhdes de toneladas de batata doce.?’

3.2.1. Arroz como Matéria-prima

O arroz € um grao com potencial para utilizagdo como biomassa na produgao
de etanol devido a grande quantidade de amido presente em sua composigao.
Atualmente, o arroz constitui a base da dieta diaria de mais da metade da populagao
mundial, sendo fonte de vitaminas e minerais.?® Anualmente, estima-se que a
producdo global de arroz seja cerca de 480 milhdes de toneladas, com um
rendimento meédio de 4,4 toneladas por hectare e uma area colhida de
aproximadamente 160 milhdes de hectares.?® A Asia é responsavel por 80% do
cultivo global.*® O Brasil é o maior produtor de arroz fora da Asia, e o 9° maior

produtor mundial. Em 2015, o pais produziu em média 12,5 milhdes de toneladas,
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sendo que 8,7 milhdes de toneladas foram produzidas no estado do Rio Grande do
Sul. A regido possui clima e solos hidromorficos ideais para o cultivo do arroz
irrigado, sendo responsavel pelo cultivo de 1,1 milhdes de hectares por ano.”’

O arroz constitui uma fonte importante de carboidratos por possuir grande
quantidade de amido em sua composigcao, além de conter quantidades menores de
proteinas, lipidios, fibras e cinzas.?® Fatores genéticos, ambientais, variagdes de
manejo, processamento e de armazenamento fazem com que a composigao do grao
e de suas fragdes sofram variagdes. Estudos apontam que a concentracdo de amido
no arroz integral de diferentes cultivares varia de 72% a 82%.%* O porcentual de
amido presente em grdos de arroz branco polido é de aproximadamente 90%.% O
arroz parboilizado polido possui cerca de 85% de amido.>?> A Tabela 2 apresenta os

componentes presente no arroz branco polido com suas devidas porcentagens.

Tabela 2. Composicédo aproximada do arroz branco polido.?

Componentes % (m/m)
Amido 90
Proteinas 7,5
Fibras 0,6
Minerais 0,5

A utilizagdo do arroz para producédo de etanol pode afetar significativamente
no prego comercial desse grao nas industrias alimenticias. Com objetivo de evitar a
concorréncia entre esses dois setores, combustivel e alimento, a Embrapa Clima
Temperado, localizada na regido Sul do Brasil, desenvolveu um arroz
exclusivamente para a produgado de alcool de cereais e para alimentacéo animal. * °
Trata-se da cultivar BRS AG, também chamado arroz gigante devido ao tamanho
dos graos. A cultivar BRS AG é resultante de um cruzamento simples, que envolveu
como genitores a cultivar americana Gulfmont de arroz irrigado e a linhagem super
large grain (SLG1) de origem japonesa.*® Trata-se da primeira cultivar de arroz
irrigado desenvolvida para outros fins, e ndo consumo humano. Isso porque seus
graos nao sao do tipo longos e finos, sdo muito grandes e possuem baixa relagao de

amilose-amilopectina, (polissacarideos presentes no amido), que resulta em uma
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qualidade inferior no cozimento, ndo se enquadrando nos padrdes da industria e do
consumo brasileiro. O alto teor de amilose ocasiona aglutinagdo dos graos apés o
processo de cocgdo. Com isso, o arroz gigante é denominado Desclassificado para
Consumo Humano (DCH). O ciclo bioldégico, da emergéncia a maturagao € em torno
de 126 dias, a altura média das plantas € de 110 cm e a espessura do colmo é de
5,5 mm, o que Ihe confere colmos fortes e resistentes ao acamamento. O peso
médio de mil sementes € de 52 g, enquanto a maioria das cultivares de arroz
irrigado apresenta peso médio de 25,6 g. Seus gréos sao extremamente farinaceos,
e sua produtividade € superior a 12 toneladas por hectar, o que corresponde a
quase o dobro das cultivares tradicionais. Além da alta produtividade, e da nao
utilizacdo na alimentacdo humana, seus grdos possuem grande quantidade de
amido, tornando-o bastante atrativo para produgado de bioetanol. * 1°

Cultivar BRS Pampa Cultivar BRS AG
h NN YW T ™YV OV Y T TRNG TR "V‘—f, v T R ai g [ ad ‘_'_‘7_"T' o :., > 5 3
| ) . “.‘Q?‘.':'-'?%"
v, W Qv
A D Yoy LA /\/\ \

J \ \
| /\ //\ / \v \" \,'/ 4 "/ v . w\f&A
Figura 2. Comparagao dos graos da cultivar de arroz convencional BRS Pampa
(esquerda) com os graos da cultivar BRS AG “Gigante” (direita).’

3.3. AMIDO

O amido é o carboidrato de reserva energética mais comum nas plantas e um
dos principais produtos agroindustriais. Anualmente, sdo produzidos cerca de 2
bilhdes de toneladas de amido a partir de cereais.”® Além disso, é a fonte de
carboidratos mais importante e presente na alimentagdo humana, correspondendo
de 80% a 90% de todos os polissacarideos consumidos.

Em graos de cereais, o amido corresponde de 40% a 90% do peso seco, em
leguminosas de 30% a 50% do peso seco, em tubérculos de 65% a 85 do peso seco
e em frutas ainda ndo maduras de 40% a 70% do peso seco.*
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Estruturalmente, trata-se de um polimero constituido por dois polissacarideos,
a amilose e a amilopectina, com unidades de a-D-glicose unidas sucessivamente.®
As proporgcdes desses polissacarideos diferem em relacdo ao tipo de planta,
variedades de uma mesma espécie e de acordo com seu grau de maturagdo.>* A
Tabela 3 apresenta a porcentagem de amilose e amilopectina de algumas fontes

vegetais.

Tabela 3. Teor de amilose e amilopectina presentes em alguns amidos naturais.
Adaptada.®®

Fonte Vegetal Amilose (%) Amilopectina (%)

Milho 25 75
Batata 23 77

Arroz 15-25 75-85
Trigo 20 80

Mandioca 16 - 20 80 - 84
Inhame 30 70

Aveia 16 - 33 67 - 84

O amido é depositado nas plantas em forma de granulos, cujas dimensbes e
formato podem variar de acordo com a espécie vegetal. O diametro desses granulos
pode estar entre menos de 1 ym a mais de 100 ym e seu formato pode ser angular,
oval, redondo, esférico ou irregular.?® Além disso, os granulos de amido possuem
carater semicristalino, ou seja, apresentam regides cristalinas e regides menos
amorfas, e apresentam birrefringéncia quando em solu¢do aquosa e observados em
microscdpio ptico sob luz polarizada.®*® Possuem um centro, também chamado de
“hilum”, considerado o ponto original de crescimento do granulo.®*

O amido além de ser fonte de carboidrato na alimentagdo humana e animal, é
utilizado como matéria prima nas industrias téxtil, na producdo de materiais
termoplasticos biodegradaveis, bem como na produgdo de farmacos. Além disso, é
utilizado nas industrias como espessante, estabilizador de coloides, agente

gelificante e de volume, adesivo, entre outras aplicacdes.**
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3.3.1 Amilose

A amilose € um polimero com cadeia linear, constituida por varias moléculas
de a-glicose unidas por meio de ligagbes a-1,4-glicosidicas. Porém, pode possuir
algumas ligagdes a-1,6-glicosidica, mas como suas ramificagdes sdo separadas por
longas distancias, suas propriedades sao as de uma molécula linear.” A maioria dos
amidos contem de 20% a 25% de amilose na sua composigéo.*® Entretanto, alguns
cereais denominados cerosos podem nao possuir amilose, como por exemplo, milho
ceroso.>*

As moléculas de amilose possuem aproximadamente massa molecular entre
10° e 10°, numero médio de grau de polimerizagdo de 324 a 4920 unidades de
glicose, com 9 a 20 pontos de ramificagdo, o que equivale de 3 a 11 cadeias por
molécula. A estrutura e o tamanho da amilose diferem de acordo com a origem

botanica.®’

OH

HO OH //YV/V\ \
HO OHo Om\ /i\;v;rf
"

ligacdao a-1,4-glicosidica

Figura 3. Representagao estrutural da amilose e da ligagdo a-(1-4)-glicosidica.
Adaptada.*®

3.3.2 Amilopectina

A amilopectina € um polissacarideo ramificado, formada por unidades de a-
glicose unidas por ligagdes a-1,4-glicosidicas, e ramificagbes provenientes de
ligagdes a-1,6-glicosidicas.*® Comparando com a amilose, a amilopectina é uma
molécula muito maior, com massa molecular entre 10’ a 10°, e com muitas
ramificagdes. A sua estrutura molecular possui aproximadamente 95% de ligagbes
glicosidicas a-(124) e 5% de ligagdes a-(126). Possui grau de polimerizagao entre
9600 a 15.900 unidades de glicose, e assim como a amilose, a estrutura molecular,

a forma e o tamanho variam de acordo com a origem botanica.*’
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Figura 4. Representagao estrutural da amilopectina com ligagdo a-(1-4) e ligagao a-

(1-6)-glicosidica. Adaptada.*®

Estruturalmente, a parte linear das moléculas da amilopectina, resultante das
ligacbes a-(1>4), forma estruturas helicoidais duplas, que s&o estabilizadas por
ligacbes de hidrogénio entre os grupos hidroxilas, levando a formag&o de regides
cristalinas. Porém, os granulos de amido também apresentam regides amorfas,
constituidas pelas ramificagdes da amilopectina, resultante das ligagbes a-(1>6), e
pelas cadeias da amilose.*

As cadeias da amilopectina sao organizadas e classificadas de trés formas, A,
B e C, conforme Figura 5. A classificagao tipo A, € composta por uma cadeia nao
redutora de glicose, unidas por meio de ligagdes a-(1>4). Estas por sua vez, sao
unidas a uma cadeia tipo B por meio de ligagdes a-(126). As cadeias tipo B sao
compostas por unidades de glicose ligadas em posigcbes a-(124) e a-(1>6),
possuindo uma ou mais cadeias do tipo A e podendo conter cadeias do tipo B unidas
por meio de um grupo hidroxila. Por fim, uma molécula de amilopectina possui
apenas uma cadeia C, comporta por ligagdes a-(124) e a-(126), com um

grupamento terminal redutor.*
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Figura 5. A) Estrutura e classificagdo das cadeias da amilopectina em A, B e C. B)
Amilopectina estruturalmente, formando regides amorfas e cristalinas nos granulos

de amido. Adaptada.*

A amilopectina esta presente em todos os granulos de amido, sendo
responsavel por aproximadamente 75% da sua composicdo. Normalmente, é o
polissacarideo predominante e em alguns casos, € 0 unico componente presente no

amido (amido ceroso).*

3.4. HIDROLISE DE BIOMASSAS AMILACEAS

A producdo de etanol combustivel a partir de matérias primas amilaceas
requer que uma etapa de hidrdlise do amido a agcucares monomeéricos fermentaveis
anteceda a fermentagdo.*'

A hidrélise pode ser feita por processo quimico ou biolégico. A escolha em
realizar a hidrolise do amido quimicamente, com a utilizagdo de acidos inorganicos
diluidos, ou biologicamente, com emprego de enzimas, € realizada levando-se em
consideracdo vantagens e desvantagens associadas a cada processo.*?

A utilizagdo de acidos inorgénicos, como por exemplo, acido cloridrico ou
acido sulfurico, possui como vantagens elevadas velocidades de reagao, pré-
tratamento simples das matérias-primas amilaceas, utilizacdo de um catalisador

acido facilmente disponivel e de baixo custo. As desvantagens existentes perante
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essa hidrélise sdo as condigbes drasticas de reagao (pH e temperatura), o possivel
efeito inibitério dos subprodutos no crescimento celular das leveduras, a
neutralizacdo de hidrolisado antes da fermentacdo, e a utilizacdo de materiais e
equipamentos resistentes a acidos.*

A hidrolise enzimatica possui como principais vantagens as condigbes
brandas de reacao, inerente a auséncia de reagdes secundarias, e a especificidade
das enzimas, proporcionando a formacao de produtos com propriedades quimicas e
fisicas mais definidas.*> Além disso, as enzimas s3o compostos naturais,
biodegradaveis e que nao ocasionam danos ambientais.*> No entanto, o custo das
enzimas, bem como os requisitos para mao-de-obra especializada e laboratorios
bem equipados sd@o algumas desvantagens inerentes a esse processo.** Porém,
mesmo diante a esses fatores adversos, as amilases, enzimas catalisadoras no
processo de hidrolise do amido, sdo mais utilizadas em comparagdo aos acidos
inorganicos.’

A conversdao do amido em acucares fermentaveis ocorre em trés etapas.
Primeiramente, 20% a 40% do amido é gelatinizado a temperatura de

aproximadamente 100 °C por cerca de 5 a 10 minutos.”

A etapa seguinte
corresponde a liquefagdo do amido por meio da utilizacdo de uma enzima
termoestavel, a a-amilase.> Essa enzima é obtida a partir de bactérias termo-
resistentes como a Bacillus licheniformis ou por meio de cepas modificadas de
Escherichia coli ou Bacillus subtilis.” A a-amilase é uma endoamilase, ou seja, trata-
se de uma enzima capaz de clivar as ligagdes a0-1,4- glicosidicas da amilose e da
amilopectina em posic¢oes internas (endo), levando a formagao de oligossacarideos
com diferentes comprimentos e oligossacarideos ramificados, chamados dextrinas.**
As ligagdes a-1,4 sao clivadas de forma aleatéria. Nessa etapa, a suspensao deve
ser mantida a uma elevada temperatura, de 90 °C a 110 °C para quebra das
moléculas de amido.’

A terceira etapa consiste na sacarificacdo dessas dextrinas, levando a
obtencdo de aclcares monoméricos, glicose.®> Esta reacdo é catalisada pelas
exoamilases, como a amiloglucosidase, que é capaz clivar as ligagdes a-1,4 e a-1,6-
glicosidicas nos pontos de ramificagdo, liberando unidades de [(-D-glicose do
substrato polimérico.** Nessa etapa, a maltotriose e a maltose sdo hidrolisadas a

uma taxa mais baixa em comparacgéo as cadeias maiores de oligossacarideos. Além
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disso, as ligagdes a-1,6-glicosidicas s&o clivadas mais lentamente do que as
ligacdes a-1,4-glicosidicas.***® As amiloglucosidases s&o geralmente obtidas a partir
de Aspergillus niger ou Rhizopus species.” A reacdo de sacarificacdo ocorre
normalmente a 60 °C, visto que essa é a temperatura ideal de atividade da
amiloglucosidase, levando a uma maior converséo de glicose, e posterior maior

rendimento de etanol."?

3.5. FERMENTAGAO ALCOOLICA

A fermentagdo alcodlica € um conjunto de reag¢des bioquimicas no qual
microrganismos atuam na transformac&o de agucares a etanol e didéxido de carbono
(CO,)." A presenca de acucar, a utilizacdo de microrganismos capazes de atuar na
transformacao de agucar a etanol e dioxido de carbono e a auséncia de oxigénio sdo
fatores fundamentais os quais interferem no rendimento final da fermentagdo. '
Entre varios microrganismos ja explorados para a producdo de etanol, a levedura
Saccharomyces cerevisiae destaca-se, ja que proporciona uma fermentagao
uniforme, com elevado rendimento final de etanol e alto produtividade ao longo do
processo. "

A producgao de bioetanol a partir do processo fermentativo depende de fatores
como temperatura, pH, concentragcdo de acucar, tempo de fermentacdo, taxa de
agitacdo.'® A temperatura 6tima produtiva da S. cerevisiae é de 26 °C a 35 °C. O
aumento da temperatura pode levar a uma contaminagcdo bacteriana, que pode
resultar na floculacdo, na reducdo da viabilidade celular das leveduras, e na
diminuicdo do rendimento do processo. Uma contaminagdo bacteriana com
concentracgdo superior a 10’ unidades formadoras de coldnias por mL pode resultar
em uma reducéo de 1% a 5% do rendimento do processo.*’

A escolha de qual microrganismo utilizar na fermentagéo alcodlica em escala
industrial deve ser feita levando-se em consideragao sua capacidade de converter o
substrato em produto em um menor tempo, com altos rendimentos de etanol e
produtividade, bem como menor formagao de coprodutos, como por exemplo, acido
acético.”® A estabilidade do agente bioldgico diante as condigdes reacionais como
elevada pressdo osmoética do meio, elevada temperatura e elevada forga ibnica e a

capacidade de ser resistente a substancias toxicas que podem ter sido geradas no
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processo de tratamento da matéria-prima ou que estejam presentes em residuos e
efluentes sdo fatores que também devem ser levados em consideracgo.*®

Nas ultimas décadas, varios estudos vém sendo desenvolvidos com o objetivo
de se obter outro microrganismo capaz de produzir etanol com algumas vantagens
diante a S. cerevisiae. Nesse contexto, a bactéria Zymomonas mobilis mostra-se
bastante promissora, porém a levedura S. cerevisiae ainda é a mais utilizada.*

A principal via metabdlica envolvida no processo fermentativo é a glicdlise,
onde uma molécula de glicose € metabolizada e duas moléculas de piruvato s&o
formadas, liberando hidrogénio e energia na forma de ATP. Quando a fermentagéo
ocorre em condigdes anaerobicas (auséncia de oxigénio), o piruvato é reduzido a
etanol, com a liberacdo de CO, e formagao de duas moléculas de ATP.*

De acordo com a equagao de Gay-Lussac para essa etapa de glicolise, onde
1 mol de glicose (180 g) produz 2 mols de etanol (92 g), 2 mols de diéxido de
carbono (88 g) e 57 kcal de energia. Em condi¢des aerdbicas (presencga de oxigénio),
ocorre um deslocamento reacional de parte do acido piravico para o Ciclo de Krebs,
onde é oxidado a diéxido de carbono e agua.”’

Equacgao Gay-Lussac:
CeH1206 + 2Pi + 2ADP — 2C2HsOH + 2COz + 2ATP + H20 + 57 kcal
Ciclo de Krebs:
CeH1206 + 602 — 6C02 + 6H20 + 38 ATP + 688 kcal

Dessa forma, o rendimento tedrico para a producado de etanol é de 0,511
Jetanol/Jgiicose (51%). A formagéo de coprodutos, como glicerol e alcoois superiores,
necessarios para a sintese de material celular e manutengcao da levedura, faz com
que, na pratica, ndo se obtenha esse valor para o rendimento de etanol.”

A primeira etapa da fermentagdo alcodlica corresponde a fosforilagdo do
agucar. Caso o agucar presente seja a glicose ou a frutose, a fosforilagdo ocorre por
meio das enzimas hexoquinase. A enzima glucoquinase fosforila somente a glicose.

Os acgucares fosforilados sdo metabolizados, levando a formacado de duas moléculas
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de piruvato, via glicdlise. O piruvato por sua vez, € descarboxilado a acetaldeido por
meio da enzima piruvato descarboxilase, e, em seguida, reduzido a etanol pela

enzima alcool desidrogenase.*®

CH,OH
2 ADP + 2P 2ATP (l) -
H O H \/ C=0
OH H )| =============mmmmmnnd > |
cC=0
H  OH CH,
Glicose NAD* NADH 2 Piruvato
NAD* NADH
T N — H
H—C|)—OH < C=0 2CO,
CH, CH,
2 Etanol 2 Acetaldeido

Figura 6. Representacédo do processo de fermentagao alcodlica da glicose, levando
a formacdo de duas moléculas de etanol e liberando diéxido de carbono.
Adaptada.*?

Durante o processo fermentativo, ocorre o crescimento de células de levedura.
Isso porque duas moléculas de ATPs produzidas na glicolise sao utilizadas para
conduzir a biossintese celular das leveduras. Dessa forma, a levedura produzida é
um coproduto associado a produc¢ao de etanol. Outros subprodutos também podem
ser produzidos durante a fermentagao do etanol e, entre eles, o glicerol € o principal.
Alguns fatores como pH elevado e pressdo osmotica elevada podem estimular a
formacéo desses subprodutos. A formacao desses subprodutos e o crescimento de

células da levedura utilizada podem diminuir o rendimento final de etanol.>®
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. REAGENTES

As reacdes de hidrélise enzimatica das amostras de arroz comercial e arroz
BRS AG foram realizadas em meio tamponado. Na solugao tampéo 0,1 M de citrato
de sodio, pH 5,5 foram utilizados: acido citrico, grau P.A.; citrato de sédio dihidratado,
com pureza P.A.; e agua destilada.

A hidrdlise do amido presente nas amostras de arroz foi realizada em duas
etapas. Na primeira etapa, referente a liquefacéo, utilizou-se a enzima a-amilase
Termamyl 2X, fornecida pela Novozymes. Posteriormente, utilizou-se a enzima
amiloglucosidase AMG 300 L, fornecida pelas Novozymes, para a sacarificagéo e
obtencédo da glicose.

Preparou-se o meio de cultura para crescimento da levedura Saccharomyces
cerevisiae utilizando: peptona bacterioldgica; extrato de levedura em po; D(+) glicose
anidra, grau de pureza P.A.; agar; agua destilada.

A quantificagdo da levedura Saccharomyces cerevisiae do meio de cultura foi
feita empregando-se a Camera de Neubauer, sendo necessario o preparo de
algumas solugdes. Para a solugdo tampé&o fosfato, os reagentes usados foram:
fosfato de sddio monobasico anidro, 98% P.A.; fosfato de sddio bibasico, grau de
pureza 98,5%; agua destilada estéril. A solugcao estoque de eritrosina foi preparada
com eritrosina e agua destilada estéril.

Para a quantificacdo da glicose obtida apds reacédo de hidrolise, bem como
quantificacdo dos produtos da fermentagdo, analises de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) foram realizadas no equipamento Infinity 1260 Agilent
Technology, com coluna cromatografica Aminex HPX-87H (BioRad). A fase moével
para essa coluna cromatografica corresponde uma solugédo de acido sulfurico 0,005
M, preparada em capela de exaustdo, com acido sulfurico com grau de pureza
97,8%, e agua destilada purificada em um sistema Milli-Q. A cada utilizagdo do
equipamento CLAE para quantificacdo de agucares ou etanol, eram preparados 2 L
de solugéo de acido sulfurico. A solugao era transferida para um frasco reagente de
2 L, e submetida a ultrassom no equipamento Banho Ultrassénico, por 15 minutos

para desgaseificacdo da solucéo.
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4.2. METODOS
4.2.1. MOAGEM DAS MATERIAS-PRIMAS

As amostras de arroz comercial BRS Pampa e arroz da cultivar BRS AG,
foram moidas em Moinho de Facas tipo Willey Fortinox Star FT-60, com tamanho

granulometria de 696,8 + 25,4 ym.

P ; B o
B) Arroz gigante (BRS AG) C) Moinho de facas tipo Willey Fortinox E) Arroz gigante (BRS AG) moido

Figura 7. Arroz comercial (A) e arroz gigante (B) antes de passarem pelo moinho de
facas tipo Willey Fortinox (C) e ap6s moagem, (D, E), respectivamente.

4.2.2. HIDROLISE ENZIMATICA
4.2.2.1. Otimizagao do Processo de Hidrdlise Enzimatica

O presente trabalho propés uma otimizacdo do processo de hidrolise
enzimatica do amido contido no arroz comercial, para posterior utilizacdo da melhor
condicao reacional nas reagdes de hidrolise do arroz comercial e do arroz gigante
(BRS AG) para reacdes de fermentagcéo com a levedura S. cerevisiae.
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As reacdes de hidrélise do amido presente nas amostras de arroz comercial
foram realizadas em meio tamponado e em um Sistema de Fermentagcdo da marca
Eppendorf, modelo Dasgip Bioblock.

Primeiramente, preparou-se a solugao tampao citrato de sédio 0,1 M com pH
5,5. A concentracdo de interesse de amido na solugao do tamp&o com o arroz moido
era de 120 g/L, assumindo que a quantidade de amido presente no arroz comercial é
de aproximadamente 80%. A mistura foi transferida ao frasco reator. O sistema foi
entdo aquecido a uma temperatura de 90 °C e colocado sob agitagdo. Ao atingir a
temperatura, adicionou-se ao frasco reator a enzima Termamyl 2X, 10 vezes em
excesso em relagdo a dosagem recomendada pelo fabricante Novozyme.

O tempo de acdo da a-amilase na etapa de liquefagdo do amido variou
conforme cada reagcdo de hidrélise, com o objetivo de conhecer as melhores
condicbdes reacionais para o processo. Informacdes do fabricante das enzimas
(Novozymes) foram adotadas para os fatores temperatura e pH do meio.*>* Realizou-
se uma reacao de hidrolise na qual essa enzima nao foi utilizada, bem como
hidrélises nas quais a enzima Termamyl 2X atuou por 30 minutos, 1 hora, 2 horas e
3 horas.

Transcorrido o tempo de agéao da enzima, corrigiu-se o pH da mistura para 4,5
com a adicdo de uma solugao de acido citrico 1 M, e esperou-se o sistema resfriar e
atingir uma temperatura de 60 °C, visto que essas s&o as condi¢cdes 6timas de acao
da amiloglucosidase.** Adicionou-se a enzima AMG 300 L, 10 vezes em excesso em
relacdo a dosagem recomendada pelo fabricante Novozyme, e a reagao de
sacarificagcdo transcorreu por mais 3 horas. A melhor condigdo reacional foi
determinada levando-se em consideragdo a quantidade final de glicose, conforme
quantificacdo por CLAE.

4.2.2.2. Hidrolise Enzimatica das Amostras de Arroz Comercial e Arroz
BRS AG

As reacdes de hidrélise do amido presente nas amostras de arroz comercial e
arroz gigante previamente moidos foram realizadas em meio tamponado.
Inicialmente, preparou-se uma solugéo de citrato de sodio 0,1 M e uma solugéo de
acido citrico 0,1 M. Com a utilizagdo do pHmetro, determinou-se o pH da solugéo de
citrato de sodio, e adicionou-se lentamente, a solugédo de acido citrico 0,1 M, até
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obtencdo do pH 5,5. As hidrélises enzimaticas das amostras de arroz comercial e
arroz BRS AG foram realizadas separadamente, porém seguindo o mesmo
procedimento.

A concentracdo de amido desejada na mistura do tamp&o citrato de sodio
com cada arroz moido era de 120 g/L, assumindo que a quantidade de amido
presente em ambos os arrozes é de aproximadamente 80%, ou seja, em 100 g de
arroz 80 g € amido. Dessa forma, adicionou-se, a um béquer previamente tarado o
arroz moido e a solugao tampao 0,1 M de citrato de sédio, com pH 5,5. Montou-se
um sistema com placa de aquecimento com controlador de temperatura e
homogeneizador (Figura 8). Sob a placa de aquecimento colocou-se o béquer com a
solucao de arroz e tampéao citrato de sédio. A mistura foi aquecida até a temperatura
de 90 °C, sob agitacdo. Ao atingir essa temperatura, adicionou-se a enzima
Termamyl 2x em excesso, para atuacdo na liquefacdo do amido. Transcorrido o
tempo de agcdo dessa a-amilase, corrigiu-se o pH das misturas para 4,5 com a
adicdo de uma solugao de acido citrico 1 M, e esperou-se a temperatura diminuir
para 60°C, visto que essas sao as condi¢gdes otimas de acdo da amiloglucosidase. 54
Adicionou-se a enzima AMG 300 L em excesso, ao sistema e a reacado de
sacarificagao transcorreu por mais 3 horas. Amostras retiradas a cada uma hora de
reacdo da hidrélise foram posteriormente analisadas por CLAE, para quantificacéo
da glicose final obtida.
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Figura 8. Sistema reacional utilizado para as hidrdlises enzimaticas do amido
presente no arroz comercial e no arroz gigante BRS AG. Onde: (A) béquer com a
mistura reacional (arroz previamente moido e tampéao citrato de sédio), (B) placa de

aquecimento, (C) homogeneizador.

4.2.3. PREPARO DO MEIO DE CULTURA RICO YPG 10%
4.2.3.1. Meio de Cultura Liquido YPG 10%

Preparou-se o meio de cultura liquido YPG 10% para posterior crescimento
da levedura S. cerevisiae. Utilizou-se 10 g/L (1%) de extrato de levedura, 20 g/L (2%)

de peptona bacteriologica e 20 g/L (2%) de glicose. Inicialmente, solubilizou-se a
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glicose em agua destilada, para posterior adigdo dos demais reagente e
homogeneizagdo. A mistura foi transferida para erlenmeyers de vidro de 1000 mL.

Os erlenmeyers foram tampados com buchas de algodao, gaze e barbante.

4.2.3.2. Meio de Cultura Solido YPG 10%

No preparo do meio de cultura sélido, para posterior crescimento da levedura
S. cerevisiae em placas de Petri, utilizou-se: 10 g/L (1%) de extrato de levedura; 20
g/L (2%) de peptona bacterioldgica; 20 g/L (2%) de glicose; 20 g/L (2%) de agar e
agua destilada. Primeiramente, solubilizou-se a glicose em agua destilada, para
posterior adicdo dos demais reagentes. A mistura foi homogeneizada e transferida
para um frasco reagente semiaberto.

Os erlenmeyers com o meio de cultura liquido e o frasco reagente com o meio
de cultura solido foram autoclavados a 121 °C, 1 atm por aproximadamente 30
minutos. Transcorrido esse tempo, esperou a autoclave resfriar para entao
despressuriza-la para abertura. Assim que a autoclave foi aberta, tampou-se o
frasco reagente e vedou-se melhor os erlenmeyers, para evitar contaminagdo. O
meio de cultura solido YPG 10% do frasco reagente foi vertido nas placas de Petri,

em meio estéril, na capela de fluxo laminar.

4.2.4. PREPARO DAS LEVEDURAS

Diferentes linhagens comerciais de leveduras da espécie S. cerevisiae foram
avaliadas durante processo fermentativo com o objetivo de se determinar qual
microrganismo seria mais apropriado para o processo. As cepas utilizadas nesse
estudo foram: BG-1; CAT-1; FT-858; JP-1; PE-2; SA-1, uma vez que tratam-se das
leveduras comerciais mais utilizadas no Brasil. A levedura CAT-1 encontrava-se
liofilizada, sendo necessario que uma etapa de hidratacdo dessa levedura
antecedesse seu indculo no meio de cultura rico YPG 10%. As demais leveduras
foram retiradas do banco de trabalho da Embrapa Agroenergia, e encontravam-se
criopreservadas a -80 °C, em glicerol 20% e YPG, e estavam armazenadas em

tubos tipo eppendorf.
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4.2.41. Hidratagcdo da Levedura Saccharomyces cerevisiae CAT-1
Liofilizada

Em um béquer de 10 mL, pesou-se 0,1 g da levedura Saccharomyces cerevisiae
CAT-1, adicionou-se pequena quantidade de agua destilada e misturou-se até
completa homogeneizagéo. Transferiu-se a mistura para um baldo volumétrico de 25
mL e avolumou-se até o menisco com agua destilada. A mistura foi entao transferida
para um erlenmeyer e colocada no shaker a 30 °C, agitagdo de 150 rpm durante 2
horas. Posteriormente, as leveduras hidratadas foram plaqueadas com auxilio da
alca de platina em placas de Petri que continham meio de cultura sélido YPG 10%,

para crescimento celular, em ambiente estéril.

4.2.4.2. Preparo do Inéculo das Linhagens de Saccharomyces cerevisiae

no Meio de Cultura Rico

As diferentes linhagens da levedura S. cerevisiae foram plaqueadas em placas
de Petri que continham o meio YPG 10%, e entdo foram mantidas em estufa a 30 °C
por aproximadamente 24 horas, até crescimento de coldnias isoladas (Figura 9). O
plagueamento foi feito conforme técnica de esgotamento, no qual dividiu-se a placa
de Petri em trés setores. Primeiramente a alca de platina foi flambada na chama,
esperou-se alguns segundos até que ela resfriasse para coleta dos microrganismos.
A alga de platina foi introduzida no frasco eppendorf com as leveduras (no caso das
linhagens BG-1, FT-858, JP-1, PE-2, SA-1), e, em seguida, a alga foi conduzida a
superficie do primeiro setor da placa com o meio de cultura, depositando os
microrganismos sobre essa regido em forma de estrias. Flambou-se a alga
novamente, para esterilizagdo. Deslizou-se a alga de platina partindo do primeiro
setor até plagueamento do segundo setor da placa de Petri. Por fim, esterilizou-se a
alca de platina mais uma vez, para distribuicdo dos microrganismos no terceiro setor

da placa.
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Figura 9. Placa de Petri apds crescimento celular da levedura Saccharomyces

cerevisiae CAT-1.

O ind6culo das leveduras S. cerevisiae foi feito em erlenmeyers com o meio de
cultura liquido YPG 10%. O procedimento consistiu em flambar a alga de platina,
resfria-la, colher microrganismos de uma colénia pura da placa de Petri, e adiciona-
los ao meio de cultura liquido, sendo realizado em ambiente estéril (capela de fluxo
laminar). O in6culo era realizado sempre com aproximadamente 16h de
antecedéncia da fermentacdo. Isso porque os meios de cultura liquidos eram
levados ao shaker, a 32 °C e 150 rpm para crescimento celular durante esse periodo.
No dia em que se realizaria a fermentagéo, determinou-se a viabilidade celular de
cada meio com as respectivas linhagens da levedura. Em seguida, o meio com as
leveduras contidos nos erlenmeyers era transferido para frascos de centrifuga, para
centrifugagéao a 4700 rpm, por 5 minutos no equipamento Centrifuga de Bancada, da
marca Thermo Scientific, modelo Megafuge 40R. O precipitado foi resuspenso, e
concentrado em um unico fraco esterilizado com o respectivo nome da linhagem,

sendo que o sobrenadante foi descartado.
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4.2.5. DETERMINAGAO PESO SECO DAS LEVEDURAS

Determinou-se a concentracido celular das leveduras por meio da técnica de
obtencdo do peso seco e construcdo da curva padrao. Pesou-se e identificou-se
algumas placas de Petri com o nome das respectivas linhagens da levedura S.
cerevisiae. As mesmas, foram condicionadas em Estufa com Circulagdo e
Renovacao de Ar SL-102, da marca Solab, a 120 °C por 4 horas para remog¢ao de
umidade. As placas foram entdo esfriadas em dessecador por 1 hora. Adicionou-se
1 mL do meio com as leveduras, sendo que para cada linhagem foram utilizadas trés
placas. Em seguida, pesou-se as placas com o meio. As placas foram colocadas na
estufa a 70 °C overnight. No dia seguinte, as placas foram resfriadas em dessecador
por 1 hora e pesadas. Apds registro das respectivas massas, as placas voltaram
para a estufa onde permaneceram por mais 2 horas. Apds esse periodo, foram
resfriadas em dessecador por 1 hora e novamente pesadas. O procedimento
finalizou quando ndo houve mais variagdo no valor da massa, sendo possivel
determinar o peso seco (g) das leveduras e suas respectivas concentragbes celular
(g/L).

Para determinar a concentracdo celular de uma levedura em um
meio/substrato fermentativo € necessaria a construcdo de uma curva padrao,
realizada por meio de espectrofotometria, com os valores de absorbancia e
concentragdo celular. Apds o inéculo da levedura no meio de cultura rico, uma
aliquota foi retirada e desta pequena amostra preparou-se cinco diferentes dilui¢des:
1:8; 1:16; 1:20; 1:32; 1:64. Realizou-se as leituras de absorbancia no
Espectrofotbmetro Spectramax Molecular Devices, da marca Tecnal, com
comprimento de onda de 600 nm em cubeta de quartzo. Com os valores das
diluicbes multiplicados pela concentracdo celular obtida pelo peso seco, e o valor
das absorbancias, foi possivel plotar a curva padrdo para a determinacédo da
concentragdo celular de cada linhagem, apresentadas na Figura 10. Dessa forma,
obteve-se uma equacgao da reta para cada levedura.

Estas curvas eram construidas de tempos em tempos para avaliar se a relagéo

massa de levedura e densidade 6tica se mantinha constantes.
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Figura 10. Graficos de correlagcdo de Peso seco de cada linhagem com a densidade
otica, onde: (A) levedura BG-1; (B) levedura CAT-1; (C) levedura FT-858; (D)
levedura JP-1; (E) levedura PE-2; (F) levedura SA-1.

4.2.6. DETERMINAGAO DA VIABILIDADE CELULAR

Determinou-se a viabilidade celular com base no método de Quantificacdo de
Leveduras/Esporos empregando Camera de Neubauer, no qual contam-se as
células de leveduras vivas e mortas, por unidade de volume de uma suspensao. A
contagem celular era feita em triplicata, e ao final, realizava-se a média para
obtencao do percentual de células vivas.
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A camera de Neubauer € uma lamina de microscopia com marcacdes em
quadrantes, com medidas conhecidas. A camara possui dois reticulos na porgao
central, longitudinalmente separador por um sulco profundo sobre a lamina e
transversalmente por quatro sulcos que limitam trés plataformas. A plataforma
central limitada superiormente por uma laminula espacial adaptada, colocada
firmemente sobre as plataformas laterais. A camara de Neubauer possui 0,1 mm de
profundidade, 25 quadrados, sendo 16 reticulos em cada quadrado, 400 reticulos
totais no quadrante central. Estima-se a concentracdo de células presentes na
amostra analisada com base na area da superficie determinada. Nesse método,
uma solugéo de eritrosina € utilizada, colorindo de rosa as células mortas. As células
vivas permanecem incolor, e com base na relagao de células incolores (vivas) e
células coradas (mortas), estima-se a porcentagem de leveduras vivas em relagéo a

populacio total.

4.2.6.1 Preparo de Solugdes de Trabalho

A determinacdo da viabilidade celular requer o uso de algumas solugdes,
como: solugcado tampao fosfato; solugado estoque de eritrosina; solugao de trabalho de
eritrosina.

Para o preparo do tampéao fosfato, pesou-se 17,90 g de fosfato de sddio
bibasico em um béquer de vidro, adicionou-se pequena quantidade de agua
destilada estéril e com auxilio de um bastdo de vidro, misturou-se até completa
homogeneizagao. Transferiu-se a solugdo para um baldo volumétrico de 250 mL, e
avolumou-se com agua destilada estéril. Em outro béquer, pesou-se 6,89 g de
fosfato de sddio monobasico, adicionou-se pequena quantidade de agua destilada
estéril, e misturou-se até completa homogeneizagao. Transferiu-se a solugdo para
um segundo baldo volumétrico de 250 mL e avolumou-se com agua destilada estéril.
As solugdes dos dois baldes volumétricos foram entdo misturadas e transferidas
para um frasco reagente de 500 mL, o qual foi armazenado sob refrigeragdo ao
abrigo de luz.

A solugéo estoque de eritrosina foi preparada pesando-se 0,1g de eritrosina
em um béquer de vidro e misturando-se com pequena quantidade de agua destilada
estéril. A solucédo foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL e avolumada
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com agua destilada estéril. Apds preparo, a solugcdo estoque foi armazenada em
abrigo de luz a4 °C.

Para a solugdo de trabalho de eritrosina, adicionou-se 0,1 mL da solugdo
estoque de eritrosina para cada 5,0 mL de tampéao fosfato. A solugédo restante era
armazenada ao abrigo de luz e sob refrigeragéo.

4.2.6.2 Contagem de Células Viaveis de Leveduras

Antes de iniciar a contagem de células e determinar a porcentagem de células
vivas em relagao ao numero total (células vivas e células mortas) preparou-se a
camara de Neubauer. Limpou-se as plataformas da camara de contagem com agua
destilada e fixou-se a laminula as plataformas da camara. Apds colocar a laminula,
comprimiu-se levemente a mesma sobre as plataformas para obter boa fixagao.

Em um tubo de ensaio adicionou-se 1 mL da suspensao de células e 1 mL da
solugdo trabalho de eritrosina. Utilizou-se o agitador de tubos Vortex para
homogeneizagéo. Retirou-se 10 pyL da solug&o contida no tubo de ensaio e colocou-
se entre o reticulo da camara e a laminula. Ressalta-se que a amostra foi preparada
como uma suspensdo de células com um volume conhecido de agua destilada
estéril. Quando necessario, realizavam-se dilui¢ées a partir dessa solucgéo.

Com a camara de Neubauer ja preparada, ajustou-se o Microscépio
Trinocular da marca BEL Photonics, para inicio da contagem celular. Posicionou-se
a camara no microscopio, e obteve-se o foco com a objetiva de 40x. Contaram-se as
células incolores (vivas) e as células coradas de rosa (mortas) bem como os brotos
contidos nos 25 quadriculos (16 reticulos casa um), totalizando 400 reticulos. Para
evitar contar células a mais que estivessem sobre as linhas laterais, adotou-se o
critério: para cada quadrado meédio, contaram-se apenas as células que estavam em
cima da linha superior e da linha a esquerda.

Ao término da contagem, era necessario realizar a assepsia da camara e da
laminula, com etanol 70 %, seguida de lavagem com agua corrente e sabé&o.

Determinou-se a viabilidade celular conforme equacao:

Viabilidade celular(%) — Total de células viadveis (vivas) 0100
tabilidade celular(%) = Total de células (viaveis + ndo viaveis)
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4.2.7. FERMENTAGAO DOS HIDROLISADOS DE ARROZ COMERCIAL E DE
ARROZ GIGANTE

As fermentagdes foram conduzidas em dois sistemas distintos. Para avaliar o
comportamento das diferentes linhagens comerciais de leveduras da espécie S.
cerevisiae, as reagdes de fermentagdes foram conduzidas em erlenmeyer, a 32 °C
sob agitagdo a 150 rpm, em um Shaker Orbital de Solo com Incubagéo e
Refrigeracdo da Thermo Scientific. Apos quantificagdo dos produtos de fermentagao
por meio de analise de CLAE, linhagem que apresentou melhor desempenho foi
escolhida para ser utilizada nas fermentacdes dos hidrolisados de arroz comercial e
arroz BRS AG em um sistema de Fermentagdo modelo Dasgip Bioblock, marca
Eppendorf.

4.2.7.1. Fermentagao em Erlenmeyer e Shaker Orbital

Utilizou-se as linhagens comerciais BG-1, CAT-1, FT-858, JP-1, PE-2, SA-1,
para as fermentagdes dos hidrolisados de arroz comercial e arroz gigante, realizadas
em triplicatas. Dessa forma, os erlenmeyers utilizados nas fermentagdes foram

nomeados conforme a Tabela 4.

Tabela 4. Fermentagdes realizadas em erlenmeyer com as diferentes leveduras e

hidrolisados de arroz comercial e arroz gigante.

BG-1

CAT-1

FT-858

BG.AC.1 (Arroz comercial replicada 1)
BG.AC.2 (Arroz comercial replicada 2)
BG.AC.3 (Arroz comercial replicada 3)
BG.AG.1 (Arroz gigante replicada 1)
BG.AG.2 (Arroz gigante replicada 2)
BG.AG.3 (Arroz gigante replicada 3)

CAT.AC.1 (Arroz comercial replicada 1)
CAT.AC.2 (Arroz comercial replicada 2)
CAT.AC.3 (Arroz comercial replicada 3)
CAT.AG.1 (Arroz gigante replicada 1)
CAT.AG.2 (Arroz gigante replicada 2)
CAT.AG.3 (Arroz gigante replicada 3)

FT.AC.1 (Arroz comercial replicada 1)
FT.AC.2 (Arroz comercial replicada 2)
FT.AC.3 (Arroz comercial replicada 3)
FT.AG.1 (Arroz gigante replicada 1)
FT.AG.2 (Arroz gigante replicada 2)
FT.AG.3 (Arroz gigante replicada 3)

JP-1

PE-2

SA-1

JP.AC.1 (Arroz comercial replicada 1)
JP.AC.2 (Arroz comercial replicada 2)
JP.AC.3 (Arroz comercial replicada 3)
JP.AG.1 (Arroz gigante replicada 1)
JP.AG.2 (Arroz gigante replicada 2)
JP.AG.3 (Arroz gigante replicada 3)

PE.AC 1 (Arroz comercial replicada 1)
PE.AC.2 (Arroz comercial replicada 2)
PE.AC.3 (Arroz comercial replicada 3)
PE.AG.1 (Arroz gigante replicada 1)
PE.AG.2 (Arroz gigante replicada 2)
PE.AG.3 (Arroz gigante replicada 3)

SA.AC.1 (Arroz comercial replicada 1)
SA.AC.2 (Arroz comercial replicada 2)
SA.AC.3 (Arroz comercial replicada 3)
SA.AG.1 (Arroz gigante replicada 1)
SA.AG.2 (Arroz gigante replicada 2)
SA.AG.3 (Arroz gigante replicada 3)

Antes de iniciar as reagdes de fermentagcdo, amostras dos hidrolisados de

arroz comercial e arroz gigante foram retiradas para quantificacdo de glicose por
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meio de CLAE. Quando se obtinha uma concentragao superior a 120 g/L de glicose,
os hidrolisados eram diluidos a essa concentragdo, com a solugao tampao citrato de
sodio 0,1 M. Isso porque o inéculo foi feito utilizando-se 20% de leveduras em
relacdo a quantidade de agucares. Além disso, o volume de hidrolisado em cada
erlenmeyer correspondia a 140 mL. A determinag&do da viabilidade celular também
era realizada antes de iniciar as reagbes de fermentagdo, para que pudesse
determinar de fato a quantidade de levedura necessaria no inéculo.

Ajustou-se os parametros do shaker para a temperatura de 32 °C, agitagao de
150 rpm. As fermentacdes transcorreram por 72 horas, sendo que aliquotas foram
retiradas com tempos de fermentacdo de: 0 h, 4 h, 8 h, 24 h, 28 h, 32 h, 48 h, 52 h,
56 h e 72 h. As amostras retiradas foram centrifugadas e congeladas para posterior

quantificacdo dos produtos de fermentacao por CLAE.

Figura 11. Sistema utilizado para as reagbes de fermentagdo com as diferentes

linhagens da levedura Saccharomyces cerevisiae.

33



4.2.7.2. Reagoes de Fermentagdo Conduzidas no Sistema de

Fermentagao

As reacbes de fermentacdo foram realizadas com os hidrolisados
centrifugados e n&o centrifugados do arroz comercial e arroz gigante, conduzidas no
Sistema de Fermentagdo, modelo Dasgip Bioblock, sob controle de temperatura,
agitacdo e pH. Antes de dar inicio as fermentagdes, determinou-se a viabilidade
celular do meio de cultura com a levedura CAT-1, bem como amostras dos
hidrolisados de ambos os arrozes foram retiradas para quantificacdo de glicose por
meio de CLAE. Quando obtinha-se uma concentracao de glicose superior a 120 g/L,
os hidrolisados eram diluidos a essa concentragdo, com a solugao tampao citrato de
sodio 0,1 M. O volume de hidrolisado utilizado para cada reagao de fermentacao era
de 300 mL. O indculo foi feito utilizando-se 15% de leveduras em relagdo a
quantidade de acucares.

Para que fosse possivel obter o volume (mL) de levedura necessaria para
fermentacgao, realizou-se leitura da densidade o6tica (DO) no Espectrofotdmetro
Spectramax Molecular Devices, da marca Tecnal, em triplicata. Para isso,
homogeneizou-se o0 meio liquido YPG 10% com a levedura, retirou-se uma aliquota
e a mesma foi diluida 32 vezes. Realizou-se a leitura no espectrofotdmetro a 600 nm
para obtencdo da densidade Ootica. Apos as trés leituras, o valor da média da
absorbancia foi substituido na equacado referente a curva padrdao obtida apos
determinagdo do peso seco de cada linhagem da levedura, fornecendo o valor da
concentragéo celular (g/L).

Levando-se em consideracdo a viabilidade celular e, com o valor da
concentragao celular (g/L) e da quantidade de levedura necessaria em massa (g),
obteve-se o volume (mL) do meio de cultura que deveria ser centrifugado para que
as leveduras fossem entdo adicionadas ao frasco reator. Para a centrifugagdo do
meio, utilizou-se a Centrifuga de Bancada Thermo Scientific, modelo Megafuge 40R,
a 4700 rpm, por 5 minutos. As leveduras foram re-suspensas e adicionadas ao
frasco biorreator. O sobrenadante foi descartado.

Ajustou-se os parametros do fermentador para uma temperatura de 32 °C e
agitacdo de 150 rpm. As fermentagdes tiveram tempo de duragdo de 24 horas,

sendo que aliquotas foram retiradas, para posterior quantificacdo dos produtos de
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fermentacao por CLAE, com tempo de fermentacédo de: 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 10 h, 12 h
e 24 h.

Figura 12. Sistema de Fermentagdo Eppendorf, modelo Dasgip Bioblock, utilizado

para as fermentagdes dos hidrolisados de arroz comercial e arroz gigante.

4.2.8. CALCULOS DOS PARAMETROS DE FERMENTAGAO

Apos as reacdes de fermentagao dos hidrolisados de arroz comercial e arroz
gigante, alguns parametros de fermentacdo foram calculados, como: fator de
conversao de substrato em produto, rendimento, produtividade e velocidade de

consumo de substrato.

4.2.8.1. Fator de Conversao de Substrato em Produto Etanol

O fator de conversao de substrato em produto foi expresso em Getano/dgiicose- O
calculo foi realizado conforme equacgao:
dp
ds
onde, P € a concentracéo do produto (g/L) e S é a concentragéo do substrato (g/L).

Y pis =—
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4.2.8.2. Rendimento da Fermentagao

A rendimento das fermentag¢des dos hidrolisados de arroz comercial e arroz
gigante foram obtidos com base no rendimento teorico oriundo da equagao de Gay-

Lussac, onde 51,1 getanol/ 100ggiicose- %8 Dessa forma utilizou-se a equac&o:

R= (Y p/3-100 )/0,511

4.2.8.3. Produtividade

A produtividade do processo foi determinada pela concentracdo de etanol

obtida em relagéo ao tempo da fermentagéo, e expressa em Getanol/L-h.

Etanol obtido
Tempo da fermentagio

Produtividade =

4.2.8.4. Velocidade de consumo de substrato

A velocidade de consumo de substrato foi determinada pela quantidade de

glicose consumida (g/L) com relagédo ao tempo de fermentagao (h).

_ds

V =
dT
onde, S é a concentragdo do substrato (g/L) e T é o tempo transcorrido de

fermentacgao.

4.2.9. ANALISE DE CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A quantificagdo da glicose obtida apos reagdes de hidrolise enzimatica, bem
como a quantificacdo dos produtos da fermentagdo, foram feitas por meio de
andlises de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), realizadas no
equipamento Infinity 1260 Agilent Technology, com coluna cromatografica Aminex
HPX-87H (BioRad), temperatura da coluna a 45 °C, detector indice de refragdo (RID),
temperatura da cela do detector a 40 °C. A fase movel para essa coluna

cromatografica corresponde uma solugéo de acido sulfurico 0,005 M, com vazéao de
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0,600 mL/min. O tempo de retencao aproximado para a Glicose é de 9 minutos, para
o Glicerol € de 13,4 minutos e para o etanol € de 21,6 minutos.

O método de determinacdo de acucares, etanol e subprodutos de
fermentacdo,, como o glicerol por CLAE consiste em um processo fisico de
separagao, no qual os componentes a serem separados distribuem-se em duas
fases, a fase estacionaria, correspondente a coluna cromatografica, e a fase movel.
A fase moével passa, entdo pela fase estacionaria, arrastando consigo os diversos
componentes da mistura. A diferencga da interacdo dos analitos com a fase movel e a
fase estacionaria possibilita a separagao dos compostos.

O equipamento foi utilizado conforme instru¢gées fornecidas pelo fabricante,
sendo necessaria a construcdo de uma curva padrdo com os compostos de
interesse. Dessa forma, preparou-se uma solugcdo padrao com concentragao de 5
g/L, pesou-se 0,1250 g de glicose, glicerol e etanol, sendo que todos os reagentes
utiizados eram de alta pureza. Solubilizou-se em agua Milli-Q e a solugao foi
avolumada para 25 mL. A partir dessa solugéao padréo 5 g/L, realizou-se 6 diluigdes.
Separou-se 5 tubos de ensaio, com 1 mL de agua Milli-Q em cada tubo. Ao primeiro
tubo, adicionou-se 1 mL da solugdo padrao 5 g/L. Homogeneizou-se em agitador
para tubos de ensaio Vortex. Transferiu-se 1 mL da diluigdo para o proximo tubo e
assim sucessivamente, até completar as diluicdes em série. Cada uma das solugdes
foi transferida para vials devidamente identificados. Assim, os 6 pontos da curva
padrao possuiam concentra¢des de: 0,15625 g/L; 0,3125 g/L; 0,625 g/L; 1,25 g/L;
2,549/L;504glL.

As amostras a serem analisadas também foram diluidas de forma que a
concentracdo estivesse dentro dos valores da curva padrdo. Apos analise das
amostras por CLAE, as concentracbes obtidas para cada composto eram
multiplicadas pelo fator de diluig&o.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. OTIMIZAGAO DO PROCESSO DE HIDROLISE ENZIMATICA

As reagbes de hidrolise enzimatica para otimizagdo do processo foram
conduzidas no sistema de fermentagcdo, adotando os valores de temperatura e pH
otimos para cada enzima conforme especificacbes do fabricante. Analisou-se a
auséncia e a presenca da enzima Termamyl 2X, em diferentes tempos, durante a
etapa de liquefagdo do amido. Além disso, a agado da amiloglucosidase AMG 300 L
durante a etapa de sacarificagcdo também foi estudada, em diferentes tempos de
reacdo. Aliquotas foram retiradas e analisadas por CLAE para quantificagdo da
glicose. Dessa forma, foram realizados 3 blocos de hidrolises que possibilitaram a
avaliacdo de 15 combinag¢des do conjunto Termamyl 2X e AMG 300 L descritas
conforme Tabela 5.

Tabela 5. Reagdes enzimatica realizadas para otimizagdo do tempo no processo de

hidrélise do amido presente no arroz.

Hidrélise Termamyl 2X AMG 300 L |Hidrolise Termamyl 2X AMG 300 L |Hidrolise Termamyl 2X AMG 300 L
1 - 1h 6 - 2h 11 - 3h
2 0,5h 1h 7 0,5h 2h 12 0,5h 3h
3 1h 1h 8 1h 2h 13 1h 3h
4 2h 1h 9 2h 2h 14 2h 3h
5 3h 1h 10 3h 2h 15 3h 3h

As amostras obtidas foram analisadas pelo CLAE, os resultados gerados
foram plotados num grafico de barras referente a concentragéo (g/L) de glicose
gerada para as reagdes de hidrolise em fungao dos tempos.

Os resultados apresentados na Figura 13, mostram que independente do
tempo de agdo da Termamyl 2X, apdés 3 h de reagcdo da AMG 300 L, maior a
concentracgao final de glicose. Além disso, percebe-se que a reagédo de 1 h de agao
da Termamyl 2X e 3 h de acao da AMG 300 L (Hidrélise 13) apresentou maior
concentracgéo final de glicose, sendo essa a melhor condigdo de reacéo.

Analisando o comportamento da Termamyl 2X, percebe-se que ao nio se
utilizar essa enzima na etapa de liquefagdo do amido (Hidrdlises 1, 6 e 11), a enzima

AMG 300 L ndo atua de forma eficiente na sacarificagdo e obtengdo de glicose.
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Como as ligagdes internas da amilose e da amilopectina n&o foram quebradas a
dextrinas, a amiloglucosidase ndo conseguiu romper as ligagbes a-1,4 e a-1,6-
glicosidicas na etapa de sacarificagédo, levando a uma menor concentragao final de
glicose. Além disso, com base no grafico de barras, percebe-se que a menor
concentragao de glicose foi obtida para a hidrdlise 1, que a enzima AMG 300 L atuou
por 1h. Nas hidrodlises representadas pelas barras 6 e 11, nas quais a AMG 300L
possuiu tempo de acédo de 2 h e 3 h respectivamente, a concentragdo de glicose
final foi similar, aproximadamente 48 g/L.
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Reacgbes de Hidrdlises Enzimatica

1 0h Termamyl 2X 1 h AMG 300 L 6 0 h Termamyl 2X 2 h AMG 300 L 11 0 h Termamyl 2X 3 h AMG 300 L
2 0,5h Termamyl 2X 1 h AMG 300 L 7 0,5h Termamyl 2X2 hAMG 300 L 12 0,5 h Termamyl 2X 3 h AMG 300 L

3 1 h Termamyl 2X 1 h AMG 300 L 8 1 hTermamyl 2X 2 h AMG 300 L 13 1 h Termamyl 2X 3 h AMG 300 L

4 2 h Termamyl 2X 1 h AMG 300 L 9 2 h Termamyl 2X 2 h AMG 300 L 14 2 h Termamyl 2X 3 h AMG 300 L

5 3 hTermamyl 2X 1 h AMG 300 L 10 3 h Termamyl 2X 2 h AMG 300 L 15 3 h Termamyl 2X 3 h AMG 300 L
Figura 13. Concentragdes de glicose durante as reagdes de hidrolise enzimatica do

amido presente no arroz comercial.

Para as reagdes com 30 min de acédo da Termamyl 2X (Hidrdlises 2, 7 e 12),
a menor concentragéo de glicose foi obtida para a hidrdlise 2, a qual a enzima AMG
300 L atuou por 1h. Nas hidrdlises 7 e 12, nas quais a AMG 300L possuiu tempo de
acao de 2 h e 3 h respectivamente, a concentragdo de glicose final foi similar,
aproximadamente 103 g/L. Com base nos resultados apresentados, percebe-se que

com 30 minutos de agcdo da Termamyl 2X, ja foi possivel ocorrer o rompimento de
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algumas ligagcbes a-1,4-glicosidicas, levando a uma maior concentragao final de
glicose comparadas ao resultados obtidos sem a acdo dessa enzima. Porém, a
concentragédo de glicose foi menor em comparagédo as demais reagbes. Com base
nesta avaliagdo, pode-se sugerir que nem todas as ligagbes a-1,4-glicosidicas
haviam sido clivadas.

As reagbes com 1h de agao da Termamyl 2X (Hidrdlises 3, 8 e 13), foram as
que levaram a maior concentragao final de glicose. Na hidrolise 3, na qual a enzima
AMG 300 L atuou por 1 h, a concentragéo final de glicose foi de 107 g/L. Nas
hidrolises 8, na qual a AMG 300L atuou por 2 h, a concentragédo de glicose final foi
aproximadamente 120 g/L. A concentragéo final de glicose na Hidrolise 13, com 3 h
de acao da AMG 300 L, foi de aproximadamente 130 g/L, obtendo-se o ponto de
maior rendimento dentre todos os pontos avaliados. Comprovando que fixando-se o
tempo de reacdo da a-amilase para 1h, quanto maior o tempo de reagdo da
amiloglucosidase na etapa de sacarificagdo, maior a concentragao final de glicose.

As concentragdes finais de glicose obtidas nas reagbes conduzidas com 2 h
de acao da enzima Termamyl 2X (Hidrdlises 4, 9 e 14) e 3 h (Hidrdlises 5, 10 e 15)
de acédo da Termamyl 2X, foram muito inferiores as conversdes encontradas para a
reacdo com 1 h de agdo da Termamyl 2X. Dessa forma, observa-se que tempos de
reagdo longos para etapa de liquefagdo (atuagdo da Termamyl 2X) nao propicia
maiores rendimentos da conversdo de glicose. Para verificar tal comportamento,
analizou-se os cromatogramas obtidos por CLAE, para as amostras referentes a
acao da Termamyl 2x com 30 min, 1 h,2h e 3 h.

Analise dos cromatogramas obtidos para as amostras retiradas apos agéo da
enzima Termamyl 2X nos respectivos tempos reacionais, Figura 14, mostram uma
mudang¢a no comportamento nos picos com tempo de retencdo de aproximadamente
6,5 minutos e 7,6 minutos. Com 1 h de Termamyl 2X, percebe-se um aumento no
pico com tempo de retencéo 7,6 min e uma divisdo ou suposta sobreposi¢ao no pico
com tempo de retengdo 6 min, em comparagao ao cromatograma referente a acao
da Termamyl 2X por 30 min. Nas rea¢gdes com a Termamyl 2X atuando por 2 h e 3 h,
ocorre um aumento significativo nesses picos. Com base nas informagdes
fornecidas pela Aminex HPLC Clolumns, para a coluna HPX87H, os compostos que
sao identificados nesses respectivos tempos de retengdo podem ser a maltotriose
(trés moléculos de glicose) e a maltose (duas moléculas de glicose).>® Dessa forma,
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sugere-se que com o aumento do tempo de agdo da Termamyl 2X, aumenta
possivelmente a formacdo da maltotriose e da maltose. Com 3 h de reagdo da
Termamyl, possivelmente houve maior formagdo de maltotriose, que possivelmente
dificulta a acdo da AMG 300 L durante a sacarificagdo. Isso porque a maltotriose e a

maltose sdo hidrolisadas a uma taxa mais baixa em comparagao as cadeias maiores
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Figura 14. Cromatogramas referentes as amostras das reagdes de hidrolise, com: A)
30 min de agédo da Termamyl 2x; B) 1h de agdo da Termamyl 2X; C) 2 h de agéo da
Termamyl 2X e D) 3 h de agao da Termamyl 2X.



5.1.1. Hidrélise Enzimatica do Arroz Comercial e Arroz Gigante nas
Condi¢oes Determinadas

Apos analise dos resultados obtidos nos estudos de otimizagdo do tempo de
hidrolise, a melhor conversdo do amido em glicose foi obtida para a hidrélises onde
a enzima a-amilase atuou por 1h a 90 °C, pH 5,5 na etapa de liquefagéo, seguida da
sacarificagdo com a amiloglucosidase atuando por 3 h a 60 °C, pH 4,5. Dessa forma,
realizou-se uma reagao de hidrélise enzimatica nessas mesmas condigdes para o
arroz gigante, a fim de se obter a porcentagem de amido presente para este tipo de
arroz. Aliquotas foram retiradas a cada uma hora de reacgao e analisadas por CLAE.
Os resultados para a hidrolise com arroz gigante e os resultados obtidos

anteriormente para hidrélise do arroz comercial estdo apresentados na Figura 15.
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Figura 15. Perfis de concentragdo de glicose durante a etapa de sacarificagéo, para

as hidrolises com arroz comercial e arroz gigante.
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O comportamento das curvas apresentadas na Figura 15 para os perfis de
concentragédo de glicose demonstra que ao final das reagdes de hidrdlise, os arroz
comercial e arroz gigante produzem aproximadamente a mesma concentragcéo de
glicose.

Com base na equagao estequiométrica abaixo, que representa a conversao
do amido a glicose, na qual a massa molar do amido é de 162 g/mol, o peso
molecular da agua € 18 g/mol e o peso molecular da glicose € de 180 g/mol,

determinou-se a quantidade de amido presente em cada arroz.

(C6 H1005)n + (H20), —> CsH 1206

Amido (162 g/mol) Agua (18 gimol)  Glicose (180 g/mol)

Para a quantificagdo do amido, levou-se em consideragdo a massa de arroz
utilizada (45 g), o volume de solugédo tampéao (0,3 L) e as concentragdes finais de
glicose obtidas apods hidrolises enzimaticas. De acordo com o balango de massa e a
equacao estequiométrica, determinou-se que 78% da composicdo do arroz
comercial, e 80 % da composigao do arroz gigante correspondem a amido.

Estudos apontam que amostras de arroz apresentam aproximadamente 80%
de amido em sua composicdo.*? Dessa forma, os valores obtidos de amido para o
arroz comercial e para o arroz gigante estdo em acordo com os valores encontrados
na literatura. Além disso, as hidrélises realizadas nas condi¢oes de 1 h de reacéo
com a Termamyl 2X a 90 °C e pH 5,5 e 3 h de reagdo com a AMG 300L a 60 °C e
pH 4,5 para ambos os arrozes apresentaram uma concentragdo final de glicose
similar, por volta de 130 g/L, mostrando que mesmo com morfologia de amido tao
distintas, com base na relagcdo amilose-amilopectina, os dois tipos de arroz
apresentam concentragdo de amido e consequentemente de glicose semelhantes,

apods a etapa de sacarificacao.
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5.2. FERMENTAGAO DOS HIDROLISADOS DE ARROZ COMERCIAL E ARROZ
GIGANTE

As fermentag¢des foram realizadas com as linhagens BG-1, CAT-1, FT-
858, JP-1, PE-2, SA-1, pois tais linhagens s&o as mais utilizadas na producdo de
etanol em escala industrial. Entdo, com os hidrolisados de arroz comercial e arroz
gigante, em shaker orbital com temperatura regulada para 32 °C e frequéncia de
agitacdo de 150 rpm. Aliquotas foram retiradas com tempos de fermentagao de: 0 h,
4h,8h,24 h,28h,32h,48 h, 52 h, 56 h e 72 h e analisadas por CLAE.

5.2.1. Fermentacao do Hidrolisado de Arroz Comercial com as Diferentes

Linhagens de Leveduras da Espécie Saccharomyces cerevisiae

O consumo de glicose para as fermentagdes realizadas com o hidrolisado de
arroz comercial com as 6 linhagens da S. cerevisiae € apresentado na Figura 16.
Vale ressaltar que apesar das fermentagdes terem transcorrido por 72 h, plotou-se o
grafico até 48 h, uma vez que o consumo por completo da glicose ocorria neste
tempo de fermentagéo.
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Figura 16. Perfis de concentragdo de glicose durante as fermentagcbes com as 6

leveduras, com hidrolisado de arroz comercial.
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Com base nos perfis de concentragédo de glicose, apresentados na Figura 16,
percebe-se que a concentragdo inicial de glicose era a mesma para todas as
linhagens, aproximadamente 124 g/L. A linhagem JP-1 apresentou cinética de
reacdo mais rapida, uma vez que comparada as demais leveduras, possuia
concentragdo de glicose menor com os mesmos tempos de reagdo. A PE-2 foi a
levedura com cinética mais lenta, uma vez que apds 32 h de fermentacdo a
concentragdo de glicose era de aproximadamente 45 g/L enquanto as outras
linhagens apresentavam concentragao por volta de 20 g/L ou abaixo desse valor.
Com 48 h de fermentagéo as leveduras CAT-1, BG-1, FT-858 ja haviam consumido
toda a glicose. As leveduras JP-1, PE-2 e SA-1 estavam com concentragdo de
glicose proxima a zero, porém ainda ndo havia ocorrido o consumo total, restando
glicose residual no meio fermentativo. A concentracdo de glicose com 48 h de
fermentacao era de 0,173 g/L para a levedura JP-1, 0,201 g/L para a PE-2 e 0,507
g/L para a SA-1.

A Figura 17 apresenta os perfis de concentracdo de etanol para as
fermentagdes realizadas com o hidrolisado de arroz comercial com as 6 linhagens

da S. cerevisiae.
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Figura 17. Perfis de concentracdo da produgao de etanol durante as fermentacgdes

com as 6 leveduras, no hidrolisado de arroz comercial.

Com base nos perfis de concentracdo de etanol, apresentados na Figura 17,
percebe-se que com 4 h de fermentacdo a SA-1 produziu a maior quantidade de
etanol, com concentragdo de 13 g/L. Em contrapartida, a PE-2 foi a que levou a
menor concentragcado de etanol para 0 mesmo tempo de reagao, aproximadamente 2
g/L. O perfil de concentragdo de etanol da BG-1 demonstra que essa levedura
apresentou maior dificuldade na conversdo da glicose em etanol, em comparagao
com as demais, uma vez que as concentracdes obtidas foram as mais baixas. Apos
48 h de fermentagdo, a concentragdo final de etanol para a BG-1 foi de
aproximadamente 50 g/L. As leveduras que produziram uma maior quantidade de
etanol foram CAT-1 e SA-1, com concentragao final de 59 g/L. As leveduras FT-858
e PE-2 produziram aproximadamente 54 g/L de etanol apds 48 h de fermentagéo. Ja
a levedura JP-1, produziu 53 g/L de etanol apos 48 h de fermentagéo.
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O glicerol foi um coproduto obtido em todas as fermentag¢des, sendo que os

perfis de concentracao de glicerol estdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18. Perfis de concentragdo de glicerol durante a fermentacbes com as 6

leveduras, com hidrolisado de arroz comercial.

Com base nas curvas apresentadas para a produgcdo de glicerol no
transcorrer das fermentagdes (Figura 18), percebe-se uma semelhanga nos perfis de
concentracdo desse coproduto. Entretanto, durante toda a fermentagao a levedura
SA-1 produziu maiores concentragdes de glicerol, demonstrando que a levedura
encontrava-se em condi¢cdes de maior estresse em comparagao as demais.

As condigdes do meio reacional sdo determinantes para o metabolismo
celular das leveduras. Condigdes estressantes para a levedura proporcionam um
menor rendimento e maior formacdo deste coproduto. Maiores quantidades de
glicerol sdo obtidas quando a levedura encontra-se em estresse osmotico, uma vez
que nessa condi¢do, a levedura perde agua e inicia a sintese de glicerol para
resguardar as células da desidratacdo e protegé-las dos efeitos oriundos da

condicdo de estresse.’® Além do estresse osmético, a concentracdo do substrato, o
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pH e a temperatura do meio fermentativo, a taxa de agitagdo, a presenca de
contaminantes e o tempo de fermentacao sao fatores os quais podem ocasionar o
estresse da levedura, consequentemente, uma maior formagao de coprodutos.'® 4’

Ao final de 48 h de fermentagado, a concentragédo de glicerol para a levedura
SA-1 foi de 6,7 g/L. A levedura que produziu a segunda maior concentragdo de
glicerol foi a CAT-1, com aproximadamente 5 g/L. Em contrapartida, a levedura PE-2
foi a que produziu menores quantidade de glicerol. Apds 48 h a concentragédo de
glicerol foi de 3 g/L para essa levedura. As leveduras FT-858, JP-1, BG-1
produziram, 4,8 g/L, 4,3 g/L e 3,9 g/L, respectivamente.

ApOs analisar os perfis de concentragao para o consumo de glicose, produ¢ao
de etanol e glicerol, calculou-se o rendimento das fermentagbes, os fatores de
conversao de glicose em etanol (Ygss), fatores de conversédo de glicose em glicerol
(Yass), produtividades e velocidades de consumo do substrato. Os resultados obtidos

estao apresentados a Tabela 6.

Tabela 6. Parametros das Fermentagdes realizadas com o hidrolisado de arroz
comercial com as diferentes linhagens da Saccharomyces cerevisiae, apds 48 h de

fermentacgao.

BG-1 CAT-1 FT-858 JP-1 PE-2 SA-1
Etanol obtido (g/L) 49,96 54,22 53,43 54,40 [58,92
Glicerol obtido (g/L) 3,91 517 484 433 3,12 6,67
Rendimento (%) 78,6 853 84,1 857 930
Y Ers 0,401 0,474 0,436 0430 0,438 0,475
Y ais 0,031 0,042 0,039 0,035 0,025 0,054
Produtividade (g etanol/L.h) 1,04 1,23 1,13 1,11 1,13 1,23
Vel. consumo substrato (g glicose/L.h) 2,59 2,59 2,59 2,59 2,59 2,58
Glicose residual (g/L) 0,000 |0,0000 0,000 0,173 0,201 0,507
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Com base nos parametros obtidos para as fermentacdes com as 6 diferentes
linhagens da S. cerevisiae apresentados na Tabela 7, a levedura que apresentou
maior rendimento foi a SA-1, com 93 %, e concentragao final de etanol de 58,92 g/L.
Entretanto, apos 48 h de fermentagdo, o substrato n&o havia sido totalmente
consumido, restando uma concentracao residual de glicose de 0,507 g/L. A CAT-1
apresentou o segundo maior rendimento, 92,7%, com consumo total da glicose e
concentragao final de etanol de 58,93 g/L. Com base nas curvas de produgéo de
etanol para as fermentacdes realizadas com essas duas leveduras, apresentadas na
Figura 17, percebe-se que estatisticamente a concentragdo final de etanol foi a
mesma, uma vez que o erro obtido pelo desvio padrao das amostras analisadas com
48 h de fermentacao foi elevado e estdo sobrepostos. Além disso, a produtividade foi
a equivalente para as duas leveduras, 1,23 Qetano/L-h, porém a concentragdo de
glicerol foi menor para a CAT-1, 5,17 g/L e 6,67 g/L para a SA-1. Dessa forma,
apesar do rendimento da linhagem SA-1 ter sido um pouco maior, a levedura nao
consumiu toda a glicose e formou mais coproduto de fermentagdo que a CAT-1.

As leveduras FT-858 e PE-2 apresentaram parametros de fermentacao similar.
O rendimento da PE-2 foi de 85,7% e concentracao final de etanol de 54,40 g/L. O
rendimento da FT-858 foi de 85,3% e concentragéo final de etanol de 54,22 g/L.
Apesar da concentragéo final de glicerol ter sido maior para a FT-858, 4,84 g/L
contra 3,12 g/L da PE-2, o consumo total do substrato ocorreu apenas para a FT-
858. Ao final das 48 h de fermentacdo a PE-2 possuiu glicose residual no meio
fermentativo com concentragdo de 0,201 g/L. A produtividade do processo e a
velocidade de consumo do substrato foi a mesma para as duas leveduras, 1,12
Jetanol/L-h € 2,59 ggiicose/L-h, respectivamente.

A levedura JP-1 teve um rendimento de fermentacdo de 84,1%. A
concentragéao final de etanol foi de 53,43 g/L e concentracao final de glicerol de 4,33
g/L. Assim como a PE-2 e a SA-1, a levedura ndo conseguiu consumir todo o
substrato, de forma que o meio fermentativo possuia uma concentragao de glicose
residual de 0,173 g/L.

A fermentacdo realizada com a levedura BG-1 foi a que apresentou menor
rendimento, 78,6%, apesar de ter consumido toda a glicose e nao ter formado
concentragdes elevadas de glicerol, 3,91 g/L. Conforme apresentado anteriormente

49



na Figura 16, durante toda a fermentacdo essa levedura produziu concentragdes
menores de etanol em comparagao as demais linhagens, obtendo-se o menor valor
de produtividade 1,04 getano/L-h, com base nestes resultados podemos sugerir que
esta levedura consome parte da glicose para crescimento celular.

As fermentagbes realizadas com os hidrolisados de arroz comercial
apresentaram maior rendimento e maior concentracéo final de etanol ao se utilizar
as cepas de S. cerevisiae CAT-1 e SA-1. Entretanto, a SA-1 n&o consumiu todo o
substrato e levou a maior concentragdo obtida de glicerol. O rendimento elevado ao
se utilizar a levedura CAT-1 também €& observado nas fermentagdes realizadas em
escala industrial.*’

Cada linhagem comercial da S. cerevisiae apresenta caracteristicas
especificas que sdo levadas em consideracdo na escolha para o processo
fermentativo. No Brasil, as leveduras mais utilizadas nas fermentagdes para
obtencao de etanol sdo a CAT-1 e a PE-1. Isso por que essas leveduras estdo mais
adaptadas as condicdes industriais, e proporcionam maior rendimento de etanol e
menor quantidade de acgucar residual. Além disso, produzem pouca espuma durante
a fermentagdo e nao floculam.”” Como a principal matéria prima utilizada nas
industrias sucroalcooleiras brasileiras € a cana-de-agucar, a levedura deve-se
mostrar resistente a presenga de metais no mosto. Dessa forma, a CAT-1 mostra-se
tolerante ao aluminio presente no mosto de caldo de cana-de-agucar. A PE-2 por
sua vez, apresenta tolerancia a teores alcodlicos de até 15% (v/v).*®

As leveduras FT-858 e BG-1 apresentam como principal caracteristica a
resisténcia a pH baixos, além formarem pouca espuma durante a fermentag&o.*®
A SA-1 também apresenta resisténcia a pH baixos. Além disso, assim como a PE-2,
essa linhagem é tolerante a teores alcodlicos de até 15% (v/v).6' A JP-1 por sua vez,
apresenta como principal vantagem a tolerdncia a altas temperaturas, e nao

floculam.®?

5.2.2. Fermentagcao do Hidrolisado de Arroz Gigante com as Diferentes
Linhagens de Leveduras da Espécie Saccharomyces cerevisiae

O consumo de glicose para as fermentacdes realizadas com o hidrolisado de
arroz gigante com as 6 linhagens da S. cerevisiae é apresentado na Figura 19.
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Apesar das fermentagdes terem transcorrido por 72 h, plotou-se o grafico até 48 h,

uma vez que consumo total de glicose estava estabelecido em 48 h para a maioria
das cepas utilizadas.
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Figura 19. Perfis de concentragdo de glicose durante as fermentagbes com as 6
leveduras, com o hidrolisado de arroz gigante.

Com base nos perfis de concentragédo de glicose, apresentados na Figura 19,
percebe-se que a concentragdo inicial de glicose era a mesma para todas as
linhagens, 136,5 g/L, uma vez que o hidrolisado de arroz gigante era o mesmo para
todas as fermentagdes. As linhagens CAT-1, JP-1 e SA-1 apresentaram cinética de
reacdo mais rapida, uma vez que comparada as demais leveduras, possuiam
concentragdo de glicose menor com os mesmos tempos de reagdo. A PE-2 foi a
levedura com cinética mais lenta e com menor consumo da glicose, uma vez que
apos 48 h de fermentagao a concentragdo de glicose no meio fermentativo era de
aproximadamente 12,3 g/L. A cepa BG-1 também apresentou cinética mais lenta de
reacado, e transcorrido o tempo de 48 h de fermentacdo o meio ainda continha
glicose, com concentragdo de 1,03 g/L. Com 48 h de fermentagdo as leveduras
CAT-1 e FT-858 ja haviam consumido toda a glicose. As leveduras JP-1 e SA-1
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estavam com concentragdo de glicose proxima a zero, porém ainda nao havia
ocorrido o consumo total, restando glicose residual no meio fermentativo. A
concentragao de glicose com 48 h de fermentagao era de 0,560 g/L para a levedura
JP-1, 0,720 g/L para a SA-1.

A Figura 20 apresenta os perfis de concentracdo de etanol para as
fermentacgdes realizadas com o hidrolisado de arroz gigante com as 6 linhagens da S.
cerevisiae.

Com base nos perfis de concentracéo de etanol, apresentados na Figura 20,
percebe-se que com 4 h de fermentacédo as leveduras JP-1 e SA-1 produziram as
maiores quantidades de etanol, com concentragdo de 12,6 g/L e 13,1 g/,
respectivamente. Por outro lado, a BG-1 e a PE-2 foram as que possuiram a menor
concentracao de etanol para o mesmo tempo de reacao, aproximadamente 5,5 g/L e
5,7 g/L, respectivamente. O perfil de concentragdo de etanol da PE-2 demonstra que
essa levedura apresentou maior dificuldade na conversao da glicose em etanol, em
comparagao com as demais, uma vez que as concentragcdes obtidas foram as mais
baixas, além de nao ter ocorrido o consumo total da glicose. Apdés 48 h de
fermentagdo, a concentracéo final de etanol para a PE-2 foi de aproximadamente
54,10 g/L. As leveduras que produziram uma maior quantidade de etanol foram FT-
858 com concentragao de 63,13 g/L e CAT-1, com concentragdo de 65,85 g/L. A
levedura JP-1, produziu 65,16 g/L de etanol, apés 48 h de fermentagdo. A
concentracao final de etanol para a levedura BG-1 foi de 63,61 g/L, e para a
levedura SA-1 57,80 g/L.

52



80

60
J
2
S
5% CAT-1
- + FT-858
SA-1
20 + BG-1
+ PE-2
—=-JP-1
0
0 8 16 24 32 40 48

Tempo (h)

Figura 20. Perfis de concentragdo de etanol durante as fermentagcbes com as 6

leveduras, com o hidrolisado de arroz gigante.

O glicerol foi um coproduto obtido em todas as fermentacdes realizadas com
o hidrolisado de arroz gigante, sendo que os perfis de concentragcéo de glicerol estao
apresentados na Figura 21.

Com base nas curvas apresentadas para a produgcdo de glicerol no
transcorrer das fermentagdes (Figura 21), percebe-se uma semelhanga nos perfis de
concentracdo desse coproduto. Entretanto, assim como para as fermentagdes
realizadas com o hidrolisado de arroz comercial, durante toda a fermentacao a
levedura SA-1 produziu maiores concentracbes de glicerol, demonstrando que a
levedura encontrava-se em condigdes de maior estresse em comparagao as demais.
Essa condigcdo pode estar relacionada a uma elevada pressao osmoética do meio
fermentativo, bem como a condi¢des adversas como pH acido, temperatura elevada,
concentracido alta do substrato e até mesmo presenga de contaminantes no meio.

Tais fatores corroboram para a formagao de coprodutos de fermentag&o.® *3
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Figura 21. Perfis de concentragdo de glicerol durante a fermentagcbes com as 6

leveduras, com hidrolisado de arroz gigante.

Ao final de 48 h de fermentagado, a concentragédo de glicerol para a levedura
SA-1 foi de 7,20 g/L. A levedura que produziu a segunda maior concentragao de
glicerol foi a CAT-1, com aproximadamente 6,27 g/L. Em contrapartida, a levedura
PE-2 foi a que produziu menores quantidade de glicerol. Apds 48 h a concentragao
de glicerol foi de 3,31 g/L para essa levedura. As leveduras FT-858, BG-1 e JP-1
produziram, 5,34 g/L, 5,21 g/L e 4,4 g/L, respectivamente.

Com base nos dados apresentados para produgé&o de glicerol, percebe-se
uma similaridade nas fermentagdes com os hidrolisados de arroz comercial e de
arroz gigante. Para os dois casos a levedura que levou a uma maior formagédo do
coproduto glicerol foi a SA-1, seguida da CAT-1 e da FT-858. A unica diferenga
encontrada para as fermentagcbes desses dois hidrolisados com relagdo a
concentragao final de glicerol foi que, no caso do arroz comercial, a levedura que
levou a quarta maior concentragao desse coproduto foi a JP-1, e no caso do arroz
gigante, foi a levedura BG-1. A menor concentragdo de glicerol obtida tanto para o
hidrolisado de arroz comercial quanto para o hidrolisado de arroz gigante foi para a

fermentagdo com a levedura PE-2.
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ApOs analisar os perfis de concentragdo para o consumo de glicose, produgao
de etanol e glicerol para as fermentagdes com o hidrolisado de arroz gigante,
calculou-se o rendimento das fermentagdes, os fatores de conversédo de glicose em
etanol (Ygss), fatores de conversdo de glicose em glicerol (Ygss), produtividades e
velocidades de consumo do substrato. Os resultados obtidos estdo apresentados a
Tabela 7.

Tabela 7. Parametros das Fermentagdes realizadas com o hidrolisado de arroz
gigante com as diferentes linhagens da Saccharomyces cerevisiae.

BG-1 CATA1 FT-858 JP-1 PE-2 SA-1

Etanol obtido (g/L) 63,61 66,13 6516 54,10 57,80
Glicerol obtido (g/L) 5,21 6,27 5,34 4,40 3,31 7,20
Rendimento (%) 91,9 94,8 93,8 852 83,3
Y Ers 0,470 0,483 0,485 0,479 0,435 0,426
Y Gis 0,038 0,046 0,039 0,032 0,027 0,053
Produtividade (g etanol/L.h) 1,33 1,37 1,38 1,36 1,13 1,20
Vel. consumo substrato (g glicose/L.h) 2 82 2,84 2,84 2,83 2,59 2,83
Glicose residual (g/L) 1,031 0,000 0,000 0,560 12,258 0,720

Com base nos parametros obtidos para as fermentacdes com as 6 diferentes
linhagens da Saccharomyces cerevisiae apresentados na Tabela 7, a levedura que
apresentou maior rendimento foi a FT-858, com 94,8%, e concentragéo final de
etanol de 66,13 g/L. Apds 48 h de fermentagao, o substrato havia sido totalmente
consumido, e a concentracio final de glicerol, como apresentado anteriormente na
Figura 20, foi de 5,34 g/L. A CAT-1 apresentou o segundo maior rendimento, 94,4%,
com consumo total da glicose, concentragdo final de etanol de 65,85 g/L e
concentragao final de glicerol de 6,27 g/L. Com base nas curvas de produgéo de
etanol para as fermentagdes realizadas com essas duas leveduras, como mostrado
na Figura 20, percebe-se que estatisticamente a concentragao final de etanol foi a
mesma, uma vez que o erro obtido pelo desvio padrao das amostras analisadas com
48 h de fermentacao foi elevado e estdo sobrepostos. Além disso, a produtividade foi
similar para as duas leveduras, 1,38 Qetano/L.h para a levedura FT-858 e 1,37

Jetano/L-h para a CAT-1. A velocidade de consumo do substrato foi a mesma, 2,84

gglicose/L'h-
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Industrialmente, a levedura CAT-1 é bastante utilizada nas fermentacées do
caldo de cana-de-agucar. Um dos motivos € a tolerancia ao aluminio do mosto de
caldo de cana. A FT-858 também se mostrou tolerante ao aluminio do mosto, sendo
igualmente utilizada na redug&o dos problemas causados por esse metal durante a
fermentagao.” 8

Os parametros obtidos para a fermentacdo com a JP-1 foram melhores em
comparagao a levedura BG-1. O rendimento obtido para a fermentacdo com a
levedura JP-1 foi de 93,8% e com a levedura BG-1 foi de 91,9%. As concentracdes
finais de etanol foram, respectivamente, 65,16 g/L e 63,61 g/L. Essas duas
leveduras ndo foram capazes de converter toda a glicose em etanol, uma vez que a
apods 48 h de fermentacdo o meio ainda continha o substrato. A concentracédo de
glicose residual foi maior para a levedura BG-1, 1,031 g/L, em comparagéo a JP-1,
com concentragao de glicose residual de 0,560 g/L. Além disso, a produtividade do
processo foi menor para a BG-1, 1,33 getano/L'h, € 1,36 Qetano/L-h para a JP-1. A
velocidade de consumo do substrato foi similar, 2,82 ggiicose/L°h para a levedura BG-1
e 2,83 ggiicose/L-h para a JP-1.

A levedura PE-2 apresentou rendimento de 85,2%. Apesar de ter produzido a
menor quantidade de glicerol, 3,31 g/L, essa levedura apresentou o menor consumo
de glicose, uma vez que apods 48 h de fermentagdo a concentragao obtida de glicose
residual no meio foi de 12,258 g/L. Conforme apresentado anteriormente na Figura
20, durante toda a fermentacdo essa levedura produziu concentracbées menores de
etanol em comparagdo as demais linhagens, obtendo-se o menor valor de
produtividade 1,13 Qetano/L-h. A velocidade de consumo do substrato foi de 2,59
Jglicose/L-h.

A fermentagcdo realizada com a levedura SA-1 apresentou o menor
rendimento de fermentagdo de 83,3%. A concentragao final de etanol foi de 57,80
g/L. Além de néo ter sido capaz de consumir todo o substrato, essa levedura levou a
maior concentragdo final de coproduto, como mencionado anteriormente. Ao final
das 48 h de fermentagdo o meio possuia uma concentragdo de glicose residual de
0,720 g/L e uma concentracao de glicerol de 7,20 g/L. A velocidade de consumo do
substrato foi de 2,83 ggiicose/L°h. Essa levedura levou a segunda menor produtividade

1 ,20 getano|/L'h.
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5.2.3. Fermentagdes Conduzidas no Sistema de Fermentagao Dasgip Bioblock

A escolha teve como base nos resultados apresentados para as
fermentagdes conduzidas em erlenmeyers com a utilizagdo de shaker orbital, e com
base nas linhagens comerciais mais utilizadas industrialmente.

As leveduras SA-1 e CAT-1 foram as que obtiveram maior rendimento para a
fermentagcdo com o hidrolisado de arroz comercial. Entretanto, o consumo total da
glicose e a menor concentragao do coproduto foram obtidos para a fermentagdo com
a CAT-1. Para as fermentagcbes com o hidrolisado de arroz gigante, os maiores
rendimentos foram obtidos para as leveduras FT-858 e CAT-1. Apesar das duas
leveduras terem consumido totalmente a glicose, e da levedura FT-858 ter levado a
menor formagao de glicerol, as reagdes de fermentacdo em reator foram realizadas
com a levedura CAT-1, ja que foi o segundo maior rendimento para ambos os
hidrolisados. Além disso, a linhagem CAT-1 € uma das mais utilizadas nas industrias
brasileiras de produg¢ao de etanol combustivel. Isso por que essa levedura € mais
adaptada as condig¢des industriais. Proporciona maior rendimento de etanol, menor

quantidade de acucar residual, e ndo flocula.®’

5.2.3.1 Fermentagdes conduzidas no Sistema de Fermentacao com
hidrolisado de Arroz Comercial

As reacdes com o hidrolisado de arroz comercial centrifugado foram
realizadas em um sistema de fermentag&o, com controle de temperatura, agitacéo e
pH. O in6culo foi feito com 15% da levedura CAT-1 em relagdo a concentracao de
glicose no hidrolisado. Aliquotas foram retiradas com os seguintes tempos
reacionais: 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 10 h, 12 h e 24 h. O consumo de glicose com relagao
ao tempo, bem como a produgao de etanol e glicerol para a fermentagdo com o
hidrolisado de arroz comercial, estao representados na Figura 22.
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Figura 22. Curvas referentes ao consumo de glicose, produ¢cdo de etanol e
producao de glicerol durante a fermentagdo com o hidrolisado de arroz comercial.

Com base nos resultados apresentados na Figura 22 percebe-se que
inicialmente a concentragcado de glicose presente no hidrolisado de arroz comercial
era de aproximadamente 100 g/L. A curva referente ao consumo de glicose
demonstra uma cinética rapida de reacdo, uma vez que com duas horas de
fermentacao 33% da glicose presente no hidrolisado ja havia sido consumida. Com
duas horas de fermentacéo, a concentragao de etanol produzido era em torno de 8,2
g/L, o que corresponde a aproximadamente 25% da sua concentragao final. Com 8 h
de fermentagao, ja ndo havia glicose no meio. Como o consumo total de glicose
ocorreu com 8 horas de fermentagédo, plotou-se o grafico até 12 horas de
fermentacdo, uma vez que apos o consumo completo da glicose, a concentragao de
etanol e glicerol permanece constante. Apdos 12 h de fermentagdo, obteve-se
aproximadamente 29,0 g/L de etanol. A concentragdo de glicerol apés 12h de
fermentacao foi de 7,1 g/L.
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O fator de conversao de substrato em produto (Yps) para fermentagdo com o
hidrolisado de arroz comercial foi de 0,296 g/g e o rendimento da fermentacao (R) foi
de 57,9%, e a produtividade foi de 2,4 getano/L.h, demonstrando que apesar de todo
0 substrato, a glicose, ter sido consumido com 8 h de fermentagcdo, n&o foi
totalmente transformado no produto etanol, houve a formacédo de coprodutos de
fermentagéo, como o glicerol.

O valor do rendimento obtido da fermentacédo a partir do arroz comercial foi
baixo em comparagao aos valores encontrados na literatura para produc¢ao de etanol
a partir do milho. Plantas eficientes de producédo de etanol a partir do milho séo
capazes de converter de 90 a 97% do teor de amido em etanol.®® Porém, o presente
trabalho nao prop6s uma otimizagdo do processo fermentativo, o qual teoricamente
determinaria as melhores condi¢cdes para se obter um maior rendimento de etanol e
menor quantidade de glicerol ao final da fermentagao.

O glicerol é o principal coproduto nas fermentagdes com S. cerevisiae.
Maiores quantidades de dglicerol sdo formadas quando o meio fermentativo
apresenta concentracdes elevadas de sais, ocasionando um estresse osmotico para
a levedura. Além disso, a producdo de glicerol € maior em meios ricos em glicose.33
Como falado anteriormente, fatores como pH, temperatura, tempo de fermentacéo,
taxa de agitacdo e presenga de contaminantes podem interferir na conversado de
acucar em etanol pela acdo das leveduras, diminuindo o rendimento de etanol e
levando a uma maior formacéo do coproduto glicerol.'® #

E importante frisar que rendimento do processo de fermentagao realizada em
erlenmeyer com a levedura CAT-1 para o hidrolisado de arroz comercial foi de
92,7%, valor semelhante aos rendimentos obtidos em escala industrial.®’

A fermentagdo realizada em erlenmeyer de 250 mL continha volume de
hidrolisado de 140 mL, ocupando-se 56% do volume total, propiciando as reacdes
anaerdbicas, producao de etanol. A fermentacao realizada no reator de 1 L continha
300 mL do hidrolisado, ocupando-se 30% do volume total. A maior quantidade de
oxigénio favoreceu o crescimento celular, obtendo-se rendimento menor de etanol.
Além disso, o indculo para as fermentagbes em erlenmeyer foi feito com 20% de
levedura em relagdo a quantidade de agucar no hidrolisado, para a fermentagao no
reator, o indculo foi feito com 15 % de levedura em relagdo a quantidade de acucar.
A quantidade menor de levedura inoculada para a fermentagdo interfere no
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rendimento de etanol uma vez que a levedura inicialmente utiliza a glicose para
crescimento celular. Dessa forma, para aumento do rendimento para a fermentacao

realizada em reator, seriam necessarias mais etapas de otimizagao do processo.

5.2.3.2 Fermentagdes conduzidas no Sistema de Fermentacao com
hidrolisado de Arroz Gigante

As reagdes foram realizadas com o hidrolisado de arroz gigante centrifugado
em um sistema de fermentagdo, com controle de temperatura, agitagdo e pH. O
indculo foi feito com 15% da levedura CAT-1 em relagéo a concentragao de glicose
no hidrolisado. Aliquotas foram retiradas com os seguintes tempos reacionais: 2 h, 4
h, 6 h, 8 h, 10 h, 12 h e 24 h. O consumo de glicose com relagdo ao tempo, bem
como a producgao de etanol e glicerol para a fermentagdo com o hidrolisado de arroz
comercial, estdo representados na Figura 23.
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Figura 23. Curvas referentes ao consumo de glicose, producdo de etanol e
producao de glicerol durante a fermentagdo com o hidrolisado de arroz gigante.
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Com base nos resultados apresentados na Figura 23, percebe-se que
inicialmente a concentragcdo de glicose presente no hidrolisado de arroz gigante era
de aproximadamente 96 g/L. A curva referente ao consumo de glicose demonstra
uma cinética rapida de reacdo, porém um pouco mais lenta em relagdo a
fermentagcdo com hidrolisado de arroz comercial (Figura 22). Com duas horas de
fermentacao 21% da glicose presente no hidrolisado ja havia sido consumida e 28%
de etanol (8,4 g/L) com relagdo a sua concentragao final ja havia sido produzido.
Com 8 h de fermentacdo, ja ndo havia glicose no meio. Dessa forma, como o
consumo total de glicose ocorreu com 8 horas de fermentagéo, plotou-se o grafico
até 12 horas, ja que apos o consumo completo da glicose, a concentragédo de etanol
e glicerol permanece constante. Apdés 12 h de fermentagdo, obteve-se
aproximadamente 29,15 g/L de etanol. O glicerol foi um coproduto da fermentagao, e
sua concentragao apés 12 h de fermentagéo foi de 7,3 g/L.

O fator de conversao de substrato em produto (Yps) para fermentagdo com o
hidrolisado de arroz gigante foi de 0,303 g/g e o rendimento da fermentagao (R) foi
de 59,2%. Apesar de todo o substrato ter sido consumido com 8 h de fermentacao,
nao foi totalmente transformado no produto etanol. Além disso, a velocidade de
consumo do substrato foi de 8,0 ggiicose/L-h € a produtividade foi de 2,4 getanol/L-h.

Assim como para a fermentagdo com o hidrolisado de arroz comercial, o valor
do rendimento da fermentacdo com o hidrolisado de arroz gigante foi baixo em
comparacgao aos rendimentos de plantas eficientes de produgao de etanol a partir do
milho (90 a 97 %).*® Além disso, como mencionado anteriormente, a concentragéo
do in6culo e o volume de hidrolisado em relagcdo ao volume total do reator favorecem
a producdo de etanol ou o crescimento celular. O rendimento obtido para a
fermentacdo realizada em erlenmeyer com o hidrolisado de arroz gigante e a
levedura CAT-1, foi de 94,4%, proximo aos rendimentos obtidos em escala industrial,
uma vez que ocupou-se 56% do volume total do erlenmeyer, favorecendo a
fermentagcao anaerdbia, e o indéculo foi feito com 20% de levedura em relagéo a
quantidade de glicose. Para a fermentagdo em reator, obteve-se o rendimento de
59,6%, porém, ocupou-se apenas 30% do volume do total do reator com o
hidrolisado, o que favorece o crescimento celular. Além disso, o indculo foi feito com
menos quantidade de levedura, utilizou-se 15% de levedura em relagédo a
quantidade de glicose. Dessa forma, uma otimizagdo da fermentagcdo em reator
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possivelmente determinaria as melhores condicdes para se obter um melhor

rendimento de etanol.

5.2.3.3 Comparagao das Fermentagcées Conduzidas no Sistema de
Fermentagdao com Hidrolisado de Arroz Comercial Centrifugado e nao
Centrifugado

Para comparar o comportamento das fermentagdes com os hidrolisados de
arroz comercial centrifugado e nao centrifugado, onde o processo centrifugado
refere-se ao substrato que passa por uma etapa de centrifugagcado apos a hidrolise,
para a remogao de fibras e amido n&o hidrolisado, o processo ndo centrifugado é
realizado com o hidrolisado sem nenhum tratamento apds a hidrolise, ou seja o
substrato ainda contem particulados, plotou-se um grafico demonstrando o consumo
de glicose e a producédo de etanol (Figura 24), bem como a curva referente a
producao de glicerol (Figura 25).
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Figura 24. Curvas referentes ao consumo de glicose e produgao de etanol, durante

a fermentag&o com o hidrolisado de arroz comercial centrifugado e n&o centrifugado.
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Figura 25. Curvas referentes a producéo de glicerol durante a fermentagdo com o

hidrolisado de arroz comercial centrifugado e ndo centrifugado.

Com base na Figura 24, percebe-se que apesar da concentragao inicial de
glicose nao ser a mesma, aproximadamente 100 g/L para o hidrolisado de arroz
comercial centrifugado e 117 g/L para o hidrolisado nao centrifugado, valores
absolutos, porém estes valores sédo estatisticamente iguais, o perfil de fermentacao
foi similar. Contudo, o consumo de glicose ocorreu mais rapidamente para o
hidrolisado ndo centrifugado, levando a uma cinética de reacdo mais rapida em
comparagao ao hidrolisado centrifugado. Apos 6 h de fermentagdo com o hidrolisado
nao centrifugado, a glicose ja havia sido totalmente consumida. Em contrapartida, o
consumo total de glicose para o hidrolisado centrifugado s6 ocorreu com 8 h de
fermentacgao.

As curvas referentes a produgao de glicerol (Figura 25) demonstram que a
concentragdo final de glicerol apos 12 h de fermentagdo com o hidrolisado nao
centrifugado foi de aproximadamente 7,1 g/L e 6,3 g/L com o hidrolisado nao

centrifugado. Esses valores foram maiores em comparag¢ao a concentracao final de
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glicerol para a fermentagdo realizada com a mesma levedura, (CAT-1), em
erlenmeyer. Com 48 h de fermentagdo no erlenmeyer, a concentragao de glicerol
obtida foi de aproximadamente 5 g/L, demonstrando que para a fermentagao
realizada no reator a levedura encontrava-se mais estressada, levando a uma maior
producéo de glicerol. Concentracdes de etanol acima de 10% (v/v) tornam-se
limitantes nas fermentagdes industriais com a S. cerevisiae.>®

Apesar da glicose ter sido consumida mais rapidamente na fermentagdo com
o hidrolisado de arroz comercial ndo centrifugado, uma maior conversao em etanol
ocorreu para o hidrolisado centrifugado. Apos 12 h de fermentacdo, a concentragao
final de etanol para o hidrolisado de arroz centrifugado foi de aproximadamente
29,11 g/L e para o hidrolisado nado centrifugado foi de 26,91 g/L. O glicerol foi um
coproduto de ambas as fermentagoes, e sua concentragado apos 24h de fermentacao
foi de 7,1 g/L para o hidrolisado centrifugado e 6,3 g/L para o hidrolisado n&o
centrifugado.

O fator de conversao de substrato em produto (Yps) para fermentagdo com o
hidrolisado de arroz comercial centrifugado foi de 0,296 g/g, o rendimento da
fermentacao (R) foi de 57,9%, e a produtividade foi de 2,4 Qetano/L-h, como
apresentado anteriormente. O fator de conversao de substrato em produto (Ypss)
para fermentagcdo com o hidrolisado de arroz comercial n&o centrifugado foi de 0,229
g/g, o rendimento da fermentacao (R) foi de 44,7% e a produtividade foi de 2,2
Jetano/L-h. Dessa forma, houve uma diminuicdo na via metabdlica da levedura
durante a fermentagc&o com o hidrolisado de arroz ndo centrifugado, levando a uma
menor eficiéncia na conversdo de agucar em etanol. Isso porqué ao centrifugar o
hidrolisado, a glicose obtida pela quebra das ligagbes glicosidicas do amido
permanece na etapa de fermentagao, porém outras substancias presentes no arroz
que nao foram hidrolisadas s&o removidas do meio, como por exemplo amido
residual, fibras, proteinas e minerais, 0 que leva a uma resisténcia do contato da

levedura com a glicose.
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5.2.3.4 Comparagao das Fermentagoes com Hidrolisado de Arroz
Gigante Centrifugado e ndo Centrifugado, conduzidas no Sistema de
Fermentagao.

As Figuras 26 e 27 apresentam os perfis consumo de glicose e produgao de
etanol e producgéo de glicerol, respectivamente, em fermentagdes conduzidas com

os hidrolisados de arroz gigante centrifugado e ndo centrifugado.
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Figura 26. Curvas referentes ao consumo de glicose e producéo de etanol, para as
fermentagdes realizadas com os hidrolisados de arroz gigante centrifugado e n&o

centrifugado.
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Figura 27. Curvas referentes a producdo de glicerol para as fermentagdes
realizadas com os hidrolisados de arroz gigante centrifugado e n&o centrifugado.

De acordo com a Figura 26, observa-se embora as concentragdes iniciais de
glicose sejam diferentes (aproximadamente 96 g/L no hidrolisado de arroz gigante
centrifugado e 130 g/L no hidrolisado nao centrifugado), o comportamento da
fermentagao foi similar. Porém, apos 6 h de fermentacdo com o hidrolisado nao
centrifugado, a glicose ja havia sido totalmente consumida, para o hidrolisado
centrifugado o consumo total de glicose s6 ocorreu com 8 h de fermentagéo.

As curvas referentes a produgao de glicerol (Figura 27) demonstram que a
concentragéao final de glicerol apdés 12 h de fermentagcdo com o hidrolisado de arroz
gigante centrifugado foi de aproximadamente de 7,3 g/L e com o hidrolisado de arroz
gigante nao centrifugado 6,5 g/L. Em comparagédo a concentragéo final de glicerol
para a fermentacdo realizada com a mesma levedura, (CAT-1), em erlenmeyer, o
valor obtido foi elevado. Com 48 h de fermentacdo no erlenmeyer, a concentragao
de glicerol foi de aproximadamente 4,5 g/L, demonstrando que, assim como para a

fermentagdo com o hidrolisado de arroz comercial, a fermentacéo realizada no reator
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apresentava condi¢cdes adversar para a levedura levando a uma maior producio de
glicerol.

Apesar da glicose ter sido consumida mais rapidamente na fermentagdo com
o hidrolisado de arroz gigante n&o centrifugado, apos 12 h de fermentagéo, a
concentracdo final de etanol foi maior para a fermentacdo realizada com o
hidrolisado centrifugado, cerca de 29,15 g/L, e para o hidrolisado nao centrifugado
aproximadamente 27 g/L. O glicerol foi um coproduto de ambas as fermentagoes, e
sua concentragédo apds 12h de fermentagdo foi de 7,3 g/L para o hidrolisado
centrifugado e 6,5 g/L para o hidrolisado nao centrifugado.

O fator de conversao de substrato em produto (Yps) para fermentagdo com o
hidrolisado de arroz gigante centrifugado foi de 0,303 g/g, o rendimento da
fermentacdo (R) foi de 59,2%, e a produtividade foi de 2,4 Qetano/L-h como
apresentado anteriormente. O fator de conversao de substrato em produto (Ypss)
para fermentagcdo com o hidrolisado de arroz gigante ndo centrifugado foi de 0,208
g/g, o rendimento da fermentacdo (R) foi de 40,7% e a produtividade foi de 2,3
Jetano/L-h. Dessa forma, houve uma diminuicdo no metabolismo da levedura durante
a fermentagdo com o hidrolisado de arroz gigante ndo centrifugado, levando a uma
menor conversao de agucar em etanol, consequentemente, menor rendimento.

Esse comportamento foi observado para as duas fermentagdes com os
hidrolisados n&o centrifugados de arroz comercial e arroz gigante, uma vez que
outros componentes do arroz que nao foram hidrolisados permanecem no meio,
fazendo com que ocorra um maior impedimento do contato da levedura com a
glicose. Entretanto, o valor da concentragcédo final de etanol foi proximo para as
fermentag¢des com hidrolisados centrifugados e nao centrifugados, tanto para o arroz
gigante como para o arroz comercial. Para o processo de produgdo de etanol
utilizando arroz como matéria-prima ser utilizado em escala industrial, a usina deve
avaliar o emprego da etapa de centrifugagcdo antes da fermentagdo ou ao final.
Adotando-se a centrifuga¢ao do hidrolisado antes da fermentagao, as proteinas das
fibras do arroz ndo hidrolisado sdo removidas do processo, de forma que apds a
fermentagdo, a levedura pode ser recuperada separadamente e comercializada
como proteina. Caso a etapa de centrifugacdo do hidrolisado ndo anteceda a
fermentacao, a levedura sera recuperada juntamente com as proteinas das fibras do
arroz ao final da fermentacgao.
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6. SIMULAGAO DO PROCESSO DE FERMENTAGCAO DE ARROZ
COM ASPEN PLUS: AVALIAGAO PRELIMINAR

A simulagdo computacional é uma ferramenta bastante utilizada na resolugao
de equagdes que descrevem sistemas na Engenharia Quimica. O software Aspen
Plus® é um simulador da AspenTech utilizado na industria quimica para o
desenvolvimento, otimizacdo e acompanhamento de processos, 0s quais podem
estar nos estados sodlidos, liquido e gasoso. Além disso, com este simulador é
possivel avaliar o comportamento de processos quimicos (batelada ou continuo, em
estado estacionario ou dindmico) através dos balangos de massa, energia e
quantidade de movimento, termodinamica, equilibrios quimicos e cinética das
reagdes. O software pode ser utilizado com o objetivo de se obter uma melhora nos
rendimentos e na qualidade dos produtos, bem como melhor produtividade e
reducdo de custos operacionais. Além disso, o programa € utilizado na otimizacao
de processos em plantas de grande escala.®

Dessa forma, as fermentacdes realizadas em batelada com os hidrolisados de
arroz comercial e arroz gigante em escala laboratorial foram utilizadas como
parametro para modelagem e simulagao do processo continuo, por meio do software
Aspen Plus®. Os componentes presentes no modelo proposto estao apresentados
na Tabela 8.

Tabela 8. Componentes quimicos presentes no processo do modelo proposto com a
utilizagado do Aspen Plus®.
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Nome Formula

Agua H20
Amido CeH100s5-n
Di6xido de Carbono CO:2
Etanol (C2H60)2
Glicerol CsHsOs
Glicose CesH120s
Oxigénio CsH100s5-n

Para a simulacdo do processo continuo de produgao de etanol a partir do
arroz comercial e do arroz gigante, utilizou-se a abordagem proposta no fluxograma

apresentado na Figura 28.

Fermentagao

Liquefagao Sacarificagao
| |

T02

|
TO1
> N @m%

BOMBAO1 To5

MISTO1

SAIMX01

MIX02

ENTSEPO3

SAIMX02

AGUA =

Figura 28. Fluxograma referente ao processo de produgéo de etanol utilizando arroz

comercial e arroz gigante como matéria-prima.
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Com base no fluxograma apresentado para o processo continuo de produg¢ao
de etanol, e considerando as j correntes de entrada e saida, bem como os i
componentes de entrada e saida, simplificou-se a representagéo do processo para

determinar o balango de massa global.

ENTO1 RESIDUO
. AGUA .
I entrada AGUAREP > | saida
j entrada ProceSSO ETANOL > j saida
H20-MUP CO2 -

Figura 29. Esquema simplificado do processo continuo de produgédo de etanol

utilizando arroz comercial e arroz gigante como matéria-prima.

Levando-se em consideragdo os componentes (i) e as correntes (j) envolvidas

no processo, o balango global de massa € expresso por:

NS NC NS NC

F. - F..
,22 " |Entrada 22 Y

onde, NS corresponde ao numero de correntes, NC &€ o numero de

=0
Saida

componentes e F;; representa o fluxo do componente i na corrente j.
Dessa forma, simulou-se a produgao de etanol para o arroz gigante e para o
arroz comercial, adotando-se as quantidades e os rendimentos obtidos para as

fermentacgdes realizadas em batelada como parametro.

6.1 SIMULAGAO DO PROCESSO DE OBTENGAO DE ETANOL A PARTIR DO
ARROZ GIGANTE

Apo6s simulagao do processo de obtencdo de etanol utilizando como matéria-
prima o arroz gigante de acordo com o fluxograma de processo apresentado na
Figura 28, determinou-se o fluxo de massa nas correntes de entrada e saida,

conforme Tabela 9, e as fragcdes massicas, conforme Tabela 10.

Tabela 9. Fluxo de massa nas correntes de entrada e saida da simulagao proposta

para o arroz gigante.
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ENT01 AGUAREP H20-MUP SAIR01 SAIR02 RESIDUO AGUA ETANOL

Componentes ) (gi) @h)  (@h)  @h  (@h  (@h (gh °02@N
ETANOL 0 0 0 0 8,805 0 5512 3293  2,095E-05
GLICOSE 0 0 0 28,892 0 9,569 0 0 0
COs 0 0 0 0 8,411 0 8149 0053 0209
AGUA 300 101,740 3300 297,111 300,026 98,403 3599,720 0,309 0,0013
GLICEROL 0 0 0 0 2,154 0 2,154 0 1,81E-12
AMIDO 36 0 0 9,097 0 9,997 0 0 0
02 0 0 0 0 0,374 0 0,371 0,0014 0,0018
Temperatura ('C) 25 32 15 60 32 60 15,36 35 15,31

Pressao (atm) 1 1 1,5 1 1 1 1,2 3 1,2

Tabela 10. Fracbes massicas nas correntes de entrada e saida da simulagao

proposta para o arroz gigante.

Componentes ENT01 AGUAREP H20-MUP SAIR01 SAIR02 RESIDUO AGUA ETANOL CO2

ETANOL 0 0 0 0 0,028 0 0,002 0,901 9,88E-05
GLICOSE 0 0 0 0,086 0 0,081 0 0 0
CO2 0 0 0 0 0,026 0 0,0023 0,015 0,985
AGUA 0,893 1 1 0,884 0,938 0,834 0,996 0,085 0,0059
GLICEROL 0 0 0 0 0,007 0 0,0006 0 8,53E-12
AMIDO 0,107 0 0 0,030 0 0,085 0 0 0

02 0 0 0 0 0,001 0 0,0001 0,0004 0,0086
Temperatura ("C) 25 32 15 60 32 60 15,36 35 15,31
Pressiao (atm) 1 1 1,5 1 1 1 1,2 3 1,2
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Amido— 9,997 g/h
Agua — 98,403 g/h
Glicose - 9,569 g/h
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Figura 30. Fluxograma referente ao processo de producéo de etanol utilizando arroz
gigante como matéria-prima, com os respectivos fluxos e fragbes massicas das

correntes de entrada e saida.

A primeira etapa do processo consiste na hidrdlise do amido a glicose, para
posterior fermentagcdo. Conforme apresentado anteriormente para as hidrolises
enzimaticas realizadas no reator, inicialmente adicionava-se 45 g do arroz
previamente moido e 300 mL da solugao tampao citrato de sodio. Considerando que
80% da composig¢ao do arroz corresponde amido, o fluxo massico do componente
Amido na corrente de entrada (ENTO1 — Figura 30) corresponde a 36 g/h, e a 300
g/h de agua (Tabela 9). A mistura é adicionada ao sistema a uma temperatura
ambiente, 25 °C e pressdo de 1 atm. Para a liquefacdo do amido, a mistura é
aquecida a 90 °C por meio do primeiro trocador de calor (TO1). Ao atingir a
temperatura de interesse, a enzima Termamyl 2X é adicionada ao sistema, e a
reacao transcorre por 1 hora. Para a etapa de sacarificagdo, a mistura é resfriada
para 60 °C por meio do segundo trocador de calor (T02). Adiciona-se a enzima AMG
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300 mL e a reacao transcorre por 3 horas. A reagdo quimica envolvida no processo
de hidrélise, como demonstrada anteriormente é dada por:

(CeH1005)n + (H20)n ——> CeH1206
Amido Agua Glicose

ApoOs a liquefagdo e sacarificagdo do amido a glicose, o fluxo massico na
corrente de saida do reator (SAIR01) de glicose de 28,892 g/h, de agua é de 297,11
g/h e de amido nao hidrolisado é de 9,997 g/h. A corrente é adicionada ao sistema
de centrifugagdo (CENT) para remogédo do amido n&o hidrolisado, eliminado pela
corrente de saida RESIDUO. O fluxo massico de amido nessa corrente € de 9,997
g/h. Além disso, 98,403 g/L de agua e 9,569 g/h de glicose também sdo removidas
na corrente RESIDUO, apenas para obtengcao dos rendimentos das fermentacdes
realizadas anteriormente em reator.

O hidrolisado antes de ser transferido ao reator de fermentacao, passa pelo
trocador de calor (T03) para diminuicao da temperatura de 60 °C, temperatura
oriunda da etapa de sacarificagcdo, para 32 °C. Uma corrente nomeada de
AGUAREP com 101,740 g/h de agua é adicionada ao fermentador (R02) para
reposi¢cao da agua retirada na etapa de centrifugagao e para manter o fluxo de agua
inicial de 300 g/h. As reagdes envolvidas no processo de fermentagéao da glicose a
etanol e glicerol sao:

CeH1206 —>2CHsOH + 2CO,

Glicose Etanol Diéxido de carbono

CeH1206+ 2H,O —> 2C3HgO3 + Oo

Glicose agua Glicerol oxigénio

Apds reagcao de fermentagdo, a corrente de saida do reator (SAIR02)
apresenta fluxo massico de etanol de 8,805 g/h, 2,154 g/h de glicerol, 8,411 g/L de
diéxido de carbono, 0,374 g/h de oxigénio e 300,026 g/h de agua. Os fluxos obtidos
de etanol e glicerol correspondem aos valores das concentra¢des de etanol (29,4 g/L)
e glicerol (7,2 g/L) para a fermentacdo do arroz gigante apresentada anteriormente
na Figura 23. Apos o processo fermentativo, a corrente de saida do fermentador
(SAIR02) segue para as etapas de separagdo em vasos flash (SEP01 e SEP02)
para recuperagao de correntes ricas em CO,, colunas destilagdo (COL01 e COL02)
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para obtencdo de uma corrente rica em etanol de concentragado préxima ao ponto de
azeobtropo em misturas etano/agua, e uma torre de absorgao para purificagao final
da corrente global de CO; no processo. A Tabela 11 apresenta as fragdes massicas,
das principais corrente de entrada e saida da simulagdo proposta para o arroz
gigante para compreensao das etapas de separacéo e purificagao.

Tabela 11. Fragdo massica em algumas correntes de entrada e saida da simulagao
proposta para o arroz gigante.

Componentes SAIR02 TOPSEP01 BOTSEP01 BOTSEP02 TOPCOL02 ENTSEP03 AGUA ETANOL CO2

ETANOL 0,028 0,006 0,028 0,028 0,824 0,824 0,002 0,901 9,88E-05
GLICOSE 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CO2 0,026 0,934 0,001 0,001 0,090 0,090 0,002 0,015 0,985
AGUA 0,938 0,020 0,964 0,964 0,077 0,077 0,996 0,085 0,006
GLICEROL 0,007 8,95E-10 0,007 0,007 4,05E-67 4,05E-67 0,001 0 8,563E-12
AMIDO 0 0 0 0 0 0 0 0 0
02 0,001 0,039 0,000 0,000 0,008 0,008 0,000 0,000 0,009
Temperatura ('C) 32 32 32 75 80,43 50,54 15,36 35 15,31
Pressao (atm) 1 1 1 2,3 1,2 3 1,2 3 1,2

No primeiro vaso de separacéao flash, nomeado de SEP0O1, a maior fragcao de
diéxido de carbono (0,934) sai na corrente de topo (TOPSEPO01), por ser o
componente mais leve, e segue para o compressor (COMPO01), seguindo para o
processo de purificagdo do CO,. A agua e o etanol saem do separador SEPO01, cuja
corrente de fundo (BOTSEPO1) também apresenta pequenas fragbes de CO; e
glicerol, e seguem até o segundo separador (SEP02). A fragdo de CO, que ainda
continha na corrente BOTSEPO1, sai pelo topo do vaso flash (SEP02) para o
processo de purificagdo do CO,, por meio da coluna de absorgéo (COL03, contendo
trés estagios tedricos de separagao). As fragdes de agua e etanol seguem para a
coluna de destilagdo COLO1 (contendo 10 estagios teéricos de separagéo). A maior
fracdo de agua sai na corrente BOTCOLO1, da parte inferior da coluna (COLO01), até
a coluna de absorcao (COL03) para ser utilizada na purificagdo do CO,. O etanol e
uma fragdo menor de agua saem do topo da coluna COLO1, por meio da corrente
TOPCOLO1 até a coluna COLO2 (contendo 20 pratos tedricos), onde ocorre a
separagao do etanol pelo topo da coluna com uma fragédo de 82%, e a agua pela
parte inferior da coluna, com uma fragdo massica de 9%. O etanol segue pela
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corrente ENTSEPO3 até o terceiro separador (SEP03), e é obtido apds o processo
com uma fracdo massica de 90%.

As correntes com o componente CO; se encontram no misturador MIX02 e
seguem para a coluna de absor¢do COLO3 por meio da corrente SAIMIX02. Uma
corrente com fluxo massico de 3300 g/h de agua é adicionada a COLO3 para
purificacdo do CO,. Ao final do processo, o CO; apresenta fragdo massica de 98,5%.

A agua sai do processo com uma fragao massica de 99,6%.

6.2 MODELAGEM E SIMULAGAO DO PROCESSO DE OBTENGAO DE ETANOL
A PARTIR DO ARROZ COMERCIAL

De maneira analoga e com base no fluxograma de processo apresentado na
Figura 28, a obtencdo de etanol utilizando como matéria-prima o arroz gigante foi
avaliada com o auxilio do Aspen Plus, cujos fluxos massicos das correntes de
entrada e saida estdo mostrados na Tabela 12, e as fragbes massicas estido
apresentadas na Tabela 13.

Tabela 12. Fluxo massico nas correntes de entrada e saida da simulagao proposta

para o arroz comercial.

ENT01 AGUAREP H20-MUP SAIR01 SAIR02 RESIDUO AGUA ETANOL

Componentes @h) _(@h)  @h  @n  (@h  (@h) (@) (@ 2O
ETANOL 0 0 0 0 10,222 0 6322 3900  189E-05
GLICOSE 0 0 0 29512 0,002 7,008 0,002 0 2,34E-22
CO2 0 0 0 0 9,765 0 9,511 0,062 0,192
AGUA 300 74,877 3900 297,049 300 71,440  4199,670 0,330 0,001
GLICEROL 0 0 0 0 2,481 0 2,481 0 1,64E-12
AMIDO 36 0 0 9,439 0 9,439 0 0 0
02 0 0 0 0 0,431 0 0,428 0,002 0,002
Temperatura ('C) 25 32 15 60 32 60 15,36 35 15,31

Pressao (atm) 1 1 1,5 1 1 1 1,2 3 1,2

Tabela 13. Fragcbes massicas nas correntes de entrada e saida da simulagio

proposta para o arroz comercial.
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Componentes ENT01 AGUAREP H20-MUP SAIR01 SAIR02 RESIDUO AGUA ETANOL CO2

ETANOL 0 0 0 0 0,032 0 0,0015  0,908267 9,70E-05
GLICOSE 0 0 0 0,088 5,21E-06 0,081 3,99E-07 0 1,20E-21
CO2 0 0 0 0 0,030 0 0,0023 0,014 0,986
AGUA 0,893 1 1 0,884 0,929 0,812 0,996 0,077 0,0059
GLICEROL 0 0 0 0 0,008 0 0,0006 0 8,42E-12
AMIDO 0,107 0 0 0,028 0 0,107 0 0 0
02 0 0 0 0 0,001 0 0,0001 0,0004 0,008
Temperatura (°C) 25 32 15 60 32 60 15,36 35 15,31
Pressao (atm) 1 1 1,5 1 1 1 1,2 3 1,2
Agua — 71,440 g/h
Glicose — 7,098 g/h
Etanol — 10,222 g/h
Liquefagdo Sacarificagdo Fermentagdo  Glicerol — 2,481 g/h

CO,—9,765 g/h
0,-0,431 gl
Agua — 300 g/h

Agua—-300g/h T
Amido 36 g/h T01
> N

MISTO1

_ >
Glicose — 29,512 g/h Agua - 74,877 g/h
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Figura 31. Fluxograma referente ao processo de produgéo de etanol utilizando arroz
comercial como matéria-prima, com os respectivos fluxos e fracdbes massicas das

correntes de entrada e saida.

Inicialmente, o fluxo massico do componente Amido na corrente de entrada
(ENTO1) corresponde a 36 g/h, e do componente Agua 300 g/h. A mistura é

adicionada ao sistema a uma temperatura ambiente, 25 °C e presséo de 1 atm. A
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mistura é aquecida a 90 °C por meio do primeiro trocador de calor (T01), para a
liquefagdo do amido. Transcorrido o tempo necessario para a liquefacdo, a mistura é
resfriada para 60 °C por meio do segundo trocador de calor (T02) para a
sacarificagao e obtengao da glicose.

ApOs a etapa de hidrolise enzimatica do amido a glicose, obteve-se fluxo
massico na corrente de saida do reator (SAIR01) do componente glicose de 29,512
g/h, do componente agua de 297,049 g/h e do componente amido n&o hidrolisado
de 9,439 g/h. A corrente é adicionada ao sistema de centrifugagcao (CENT) para
remocao do amido nao hidrolisado, o qual é eliminado pela corrente de saida
RESIDUO, juntamente com 71,440 g/L de agua e 7,098 g/h de glicose, somente
para obtencéo do rendimento da fermentagao realizada anteriormente em reator.

Ap06s centrifugacdo, o hidrolisado segue pela corrente ENTO3 para o trocador
de calor (T03) o qual diminui a temperatura para 32 °C. A agua retirada na etapa de
centrifugacéo é adicionada por meio de uma corrente nomeada de AGUAREP com
fluxo de 74,877 g/h, para que o fluxo de agua inicial de 300 g/h seja mantido.

A corrente de saida do reator (SAIR02), apds reagao de fermentagao,
apresenta fluxo massico de etanol de 10,222 g/h, 2,481 g/h de glicerol, 9,765 g/L de
diéxido de carbono, 0,431 g/h de oxigénio e 300 g/h de agua. O fluxo obtido de
etanol e glicerol correspondem aos valores das concentragdes de etanol (34,0 g/L) e
glicerol (8,3 g/L) para a fermentagdo em reator do arroz comercial apresentada
anteriormente na Figura 22. A corrente de saida do fermentador (SAIR02) segue
para as etapas de separagcdo em vasos flash e em colunas de destilagdo e absorgao.
A Tabela 14 apresenta as fragdes massicas, das principais corrente de entrada e
saida da simulacédo proposta para o arroz comercial para compreensao das etapas

de separacgao e purificagao.

Tabela 14. Fracdo massica em algumas correntes de entrada e saida da simulagao

proposta para o arroz comercial.
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Componentes SAIR02 TOPSEP01 BOTSEP01 BOTSEP02 TOPCOL02 ENTSEP03 AGUA ETANOL CO:2

ETANOL 0,032 0,007 0,032 0,032 0,842 0,842 0,001 0908  9,70E-05
GLICOSE 5,21E-06 6,77E-19 5,37E-06 5,37E-06 1,29E-139 1,29E-139  3,99E-07 0 1,20E-21
CO2 0,030 0,933 0,001 0,001 0,079 0,079 0,002 0,014 0,986
AGUA 0,929 0,020 0,958 0,958 0,071 0,071 0,996 0,077 0,006
GLICEROL 0,008 1,03E-09 0,008 0,008 4,97E-67  497E67 0,001 0 8,42E-12
AMIDO 0 0 0 0 0 0 0 0 0

02 0,001 0,039 0,0001 0,0001 0,007 0,007 0,0001 0,0004 0,008
Temperatura ('C) 32 32 32 75 80,43 50,54 15,36 35 15,31

Pressao (atm) 1 1 1 2,3 1,2 3 1,2 3 1,2

No separador em unico estagio (SEPO1), a maior fragdo de dioxido de
carbono (0,933) sai no topo da coluna (corrente TOPSEPO1) e segue para o
compressor (COMPO1), e em seguida para o processo de purificagdo do CO,. A
agua e o etanol saem do separador SEPO1, juntamente com fragées pequenas de
CO; e glicerol (corrente BOTSEPO1) até o segundo separador flash (SEP02). A
corrente de topo rica em CO, segue para purificagao do CO,, por meio da coluna de
absorgao (COL03). As fragdes de agua e etanol seguem para a coluna de destilagao
COLO01. A maior fragdo de agua sai na corrente BOTCOLO1, da parte inferior da
coluna (COLO1), até a coluna de absorgéao (COL03) para ser utilizada na purificagao
do CO.,. O etanol e uma fragdo menor de agua saem do topo da coluna COLO1, por
meio da corrente TOPCOLO1 até a coluna COLO2, onde ocorre a separagado do
etanol pelo topo da coluna com uma fragdo de 84. O etanol segue pela corrente
ENTSEPOS3 até o terceiro separador (SEP03), e é obtido apds o processo com uma
fragdo massica de 90,8 %.

As correntes ricas em CO; se encontram no misturador MIX02 e seguem para
a coluna de absor¢gdo COLO3 por meio da corrente SAIMIX02. Uma corrente com
fluxo massico de 3900 g/h de agua é adicionada a COLO03 para purificagdo do COg.
Ao final do processo, o CO; apresenta fragdo massica de 98,6%. A agua sai do
processo com uma fragao massica de 99,6%.

Como nas simulagbes realizadas com arroz gigante, nas simulagdes
realizadas com arroz comercial tantos nas colunas de destilagdo quanto nas colunas
de absorcdo foi empregado modelos rigorosos de separagdo usados para a
resolucao do sistema de equagdes MESH, que corresponde aos balangos de massa
(M), equilibrio termodinamico (E), somatdrio das fragdes molares (S) e entalpia (H).
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A analise preliminar para o processo de obtencédo de etanol, utilizando como
matéria-prima o arroz gigante e o arroz comercial, por meio da simulagdo com o
simulador Aspen Plus® demonstrou os processos quimicos e os balangcos de massa
envolvidos. Dessa forma, o modelo pode ser adotado objetivando-se o processo em
grande escala, ou para melhorias na produtividade e aumento do rendimento de

etanol.
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7. CONCLUSOES E SUGESTOES
7.1 CONCLUSOES

O arroz BRS AG, desenvolvido pela Embrapa Clima Temperado mostra-se
apropriado para a produgédo de etanol combustivel devido a quantidade elevada de
amido na sua composigao, comportamento satisfatorio na hidrolise e ndo apresentar
componentes inibitorios durante o processo fermentativo.

Apos reagdes de hidrélise enzimatica do amido, e com base no balango de
massa e na equagao estequiométrica da conversdo do amido em glicose,
quantificou-se a quantidade de amido presente no arroz gigante. Obteve-se 80% de
amido na composi¢édo do arroz gigante, valor similar aos encontrados na literatura e
para o arroz comercial BRS Pampa.

A otimizagao do processo de hidrolise enzimatica determinou que a reagéo na
qual a etapa de liquefagdo do amido transcorreu por 1 h com a enzima Termamyl 2X,
nas condi¢gdes de 90 °C e pH 5,5, seguida da sacarificagdo por meio da enzima
AMG 300 L por 3 h nas condi¢gdes de 60 °C e pH 4,5 levou a maior concentragao
final de glicose. Obteve-se 130,16 g/L de glicose para a hidrdlise do arroz comercial,
e 133,28 g/L para a hidrdlise do arroz gigante. Além disso, a etapa de liquefagédo do
amido mostrou-se determinante na concentragao final de glicose obtida.

O estudo das diferentes linhagens comerciais da Saccharomyces cerevisiae
determinou que os maiores rendimentos e maiores concentragdes de etanol foram
obtidas para as leveduras SA-1 (93% e concentracao de etanol de 58,92 g/L) e CAT-
1 (92,7% e concentracao de etanol de 58,93 g/L), para as fermentag¢des realizadas
com o hidrolisado de arroz comercial e FT-858 (94,8% e concentragao de etanol de
66,13 g/L), e CAT-1 (94,4% e concentracao de etanol de 65,85 g/L), para as
fermentagdes com o hidrolisado de arroz gigante. Isso por que nas condi¢des
reacionais propostas, temperatura de 32 °C, agitacao de 150 rpm, 56% do volume
total do erlenmeyer com hidrolisado e inéculo com 20% de levedura em relagao a
concentragdo de glicose, essas leveduras atuaram de forma a se obter maior
concentracido do produto de interesse, etanol.

As fermentagdes conduzidas em reator, com levedura CAT-1, levaram ao
rendimento de 57,9% e produtividade de 2,4 getano/L-h para o hidrolisado de arroz

comercial e 59,2% de rendimento e produtividade de 2,94 getano/L-h para o
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hidrolisado de arroz gigante. Os valores de rendimento foram baixos em
comparacao a plantas eficiente de producdo de etanol a partir do milho, que
possuem rendimento de 90% a 97%. Entretanto como as condigdes do meio
reacional sdo determinantes para o metabolismo celular das leveduras, pode-se
pressupor que a levedura encontrava-se em condigdes estressantes, que
proporcionam um menor rendimento e maior formagao de coprodutos. O volume
ocupado no reator com os respectivos hidrolisados de arroz correspondia a 30% do
volume total do reator. A maior quantidade de oxigénio propiciou o crescimento
celular a fermentacao anaerdbia para produgao de etanol.

As fermentagbes conduzidas em reator, com os hidrolisados de arroz
centrifugados e nao centrifugados demonstraram que o valor obtido da concentragao
final de etanol é proximo em ambos os processos. A diferenca esta na cinética de
reagdo, uma vez que o consumo de glicose ocorre mais rapido para o hidrolisado
nao centrifugado em comparagdo ao centrifugado. Além disso, apesar da
concentracio final de etanol ser similar, o rendimento para as fermentagcées com os
hidrolisados n&o centrifugados foi menor. Ao realizar uma etapa de centrifugagéo do
hidrolisado de arroz antes da fermentacao, os componente do arroz que nao foram
hidrolisados a glicose sdo removidos do meio reacional. Ao final da fermentagéo as
leveduras podem ser separadas e comercializadas como proteinas, agregando valor
ao processo. A presenca de outros componentes do arroz que nao foram
hidrolisados para as fermentagdes em que nédo realizou-se a centrifugagéo, pode
ocasionar um impedimento no contato da levedura com a glicose, e ao final da
fermentacdo a levedura obtida por processo de separagdo juntamente com os
demais componentes do arroz.

Para avaliacdo preliminar do processo de produg¢do de etanol utilizando o
arroz como matéria-prima, utilizou-se o simulador Aspen Plus® para modelagem e
simulagdo. Os parametros obtidos para as fermentagbes realizadas em batelada,
foram adotados no modelo proposto considerando-se um processo continuo. A
simulagao proporcionou avaliar o fluxo massico e as fragbes massicas das correntes
de entrada e saida de cada etapa. Dessa forma, o modelo pode ser utilizado para
otimizagao do processo ou para avaliagao do rendimento e produtividade em escala

industrial.
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7.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O presente trabalho possui como perspectivas futuras a identificagdo dos
compostos mostrados nos cromatogramas referentes a otimizagdo da etapa de
hidrélise enzimatica do amido presente no arroz comercial, com tempos de retencao
6,5 e 7,6 minutos. Confirmar se referem-se a maltotriose e a maltose.

Otimizar os parametros da fermentagdo em reator, com o objetivo de se obter
um maior rendimento de etanol e menor formacao de coprodutos.

Caracterizar os coprodutos de fermentagdo, com objetivo de se obter uma
aplicabilidade e agregar valor ao processo.

Realizar mais estudos com a linhagem FT-858 na fermentag&o de arroz, uma
vez que esta levedura € mais recomendada na produgdo de etanol de milho por
metabolizar a maltotriose.

Simular o processo de obtencdo de etanol utilizando como matéria-prima o
arroz gigante e o arroz comercial em grande escala, por meio do software Aspen
Plus®.
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