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RESUMO — O emprego de subprodutos para a producdo de etanol tem se
mostrado cada vez mais presente no ambito de pesquisas uma vez que busca-se
reduzir os impactos gerados pelos combustiveis fésseis. Um exemplo disso é a
utilizacdo do farelo de arroz como suplemento no meio fermentativo para
producdo de etanol. Diante disso, o presente trabalho visa avaliar a producdo de
etanol por meio do uso de diferentes concentracdes de farelo de arroz em conjunto
com a variacao de concentracao de células e volume de meio utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae. As concentracdes foram variadas em (0 - 20 g.L™)
para o farelo de arroz, (1-10 g.L™") para a concentracio de células e (25 -75 mL)
para volume de meio, tais valores foram mensurados por meio de um
planejamento fatorial 23, com trés pontos centrais. Foram calculados os
parametros fator de conversdo de substrato em produto, Y ys (9.9, produtividade
volumétrica, Qp (g.L™.h™) e a eficiéncia do processo I] (%). Os resultados que
apresentaram maior producdo de etanol foram os ensaios 4 no tempo de 12 horas,
com 10g.L™ de células, 75 mL de meio e auséncia de farelo de arroz, sendo a
producdo de etanol de 26,91 g.L™ e o experimento 2 no tempo de 24 horas, com 1
g.L™ de células, 75 mL de meio e auséncia de farelo de arroz, sendo a producéo
de etanol de 26,36 g.L ™. De acordo com os resultados observou-se uma 6tima
producdo de etanol nas condic¢des avaliadas.

1. INTRODUCAO

Atualmente, além da preocupagdo em substituir o petréleo e da necessidade de se
reduzir a emissdo de gases poluentes, estudos tém sido realizados utilizando etanol de
segunda geragdo como combustivel mais sustentavel (GONCALVES, 2018).

O etanol pode ser produzido a partir da fermentacdo de varios tipos de matéria-prima,
isto é, a partir da cana-de-agucar, mandioca, milho, beterraba e entre outras. O processo de
fermentacdo ocorre pela conversdo de acucares em etanol devido a acdo de
microrganismos. O microrganismo mais estudado para a producdo de etanol é a levedura
Saccharomyces cerevisiae, sendo esta a mais utilizada na producdo em larga escala
(GONCALVES, 2018).

O controle do processo fermentativo é fundamental para atender a demanda energética
do microrganismo envolvido no processo, sobretudo para uma converséo eficiente. Com
isso, faz-se necessario conhecer as variaveis que influenciam o meio fermentativo, tais
como pH, temperatura, concentracdo de células, oxigenacdo, bem como nutrientes
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adequados que estimulem o desenvolvimento das células e a producdo de etanol
(FERRARI, 2013).

Com o avango em pesquisas biotecnologicas, tem-se estudado como nutriente
suplementar o farelo de arroz. O farelo de arroz € um subproduto da agroindustria rico em
vitaminas do complexo B. Além das vitaminas do complexo B, o farelo de arroz possui
em sua composicdo: vitamina E, zinco, cobre, manganés, ferro e fosforo. A presenca
dessas vitaminas e desses minerais no farelo de arroz é essencial no meio fermentativo
para o crescimento das células (WALTER; MARCHEZAN; AVILA, 2008).

Diante disso, o presente trabalho tem o intuito de avaliar a influéncia da concentragéo
de farelo de arroz em conjunto com a concentracdo de células (Saccharomyces cerevisiae)
e a concentragdo de oxigénio no meio fermentativo para a produgao de etanol.

2. METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados nos laboratorios de Biotecnologia e Genética e
Andlise Instrumental, pertencentes a Pontificia Universidade Catélica de Minas Gerais,
campus Coracdo Eucaristico, na cidade de Belo Horizonte.

2.1. Processo Fermentativo

Para o processo fermentativo utilizou-se a levedura Saccharomyces cerevisiae, e
preparou-se as solucBes estoque de glicose 200,0 g.L™, peptona 100,0 g.L™, extrato de
levedura 100,0 g.L™* e sulfato de aménio 100,0 g.L™. Assim como, uma solucéo de farelo de
arroz 200g.L™%.

2.2. Experimentos

Os experimentos para o0 processo de fermentacao foram realizados conforme o modelo
de delineamento fatorial de 2° utilizando trés pontos centrais onde, as variaveis
independentes sdo: farelo de arroz, concentracdo celular e concentracdo de oxigénio, sendo
gue a ultima foi qualitativamente determinada conforme a variacdo do volume do meio, como
mostrado da Tabela 1 (DUSSAN et al., 2016).

Tabela 1 - Variaveis do planejamento fatorial

Variaveis -1 0 1
X1 - Volume do meio (mL) 25 50 75
X2 - Concentragdo celular (gL ™) 1 5 10

X3 - Farelo de arroz (gL™) 0 10 20
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Os niveis das variaveis foram definidos e relacionados com as faixas -1 correspondente ao
nivel inferior, 0 correspondente ao nivel intermediario e +1 ao nivel superior (DUSSAN et al.,
2016).

2.3. Fermentacéo

Os cultivos foram realizados em frascos de Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL
de meio composto por glicose (50 g.L™?), extrato de levedura (3 g.L™), e sulfato de amdnio
foram (1 g.L™), em todos os meios de fermentacdo. Nesta etapa foi realizado o planejamento
fatorial 2° de acordo com o item 2.2, variando a concentracéo de farelo de arroz, concentragéo
celular e volume de meio. Este Gltimo representa a quantidade de oxigénio disponivel, sendo
que um maior volume de meio (75,0 mL) representa uma menor disponibilidade de oxigénio e
um menor volume de meio (25,0 mL) representa uma maior disponibilidade de oxigénio,
influenciando assim a rota metabdlica da levedura. Os Erlenmeyers foram incubados no
shaker (New Brunswick Scientific CO. INC. series 25) por 60 horas a temperatura de 25 °C
sob agitacdo de 200 rpm, e uma aliquota foi coletada a cada 12 horas para analises posteriores
(CARNEIRO, 2011).

2.4. Determinacéao de acgucares, etanol e glicerol

As concentrac6es de glicose, etanol e glicerol foram determinadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando-se o cromatografo Shimadzu (Shimadzu,
UFLC). Foram calculados a taxa de produtividade volumétrica (Qp) e rendimento de etanol
(Yoss) e aeficiéncia ().

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com os resultados obtidos, foi possivel observar que os ensaios 1, 2, 5 e 6 obtiveram
maior producdo de etanol em 24 horas de fermentacdo, sendo esses realizados com uma
concentracdo celular de 1 g.L™%. Por outro lado, os ensaios 3, 4, 7 e 8 foram realizados com
uma concentracdo celular de 10 g.L™* e obtiveram maior producéo de etanol em 12 horas de
fermentacdo (Tabela 2). Isso pode ser explicado em relagdo ao crescimento celular, uma vez
que foi possivel observar que nos ensaios 1, 2, 5 e 6 houve um crescimento celular até 24
horas, enquanto nos ensaios 3, 4, 7 e 8 a concentracdo celular permaneceu praticamente
constante durante todo o tempo de fermentacdo (Grafico 1 (a) e 1 (b)).

Pode-se inferir também de acordo com a Tabela 2 que os ensaios 2 e 4 foram 0s que
obtiveram maior producéo de etanol (26,36 g.L™ e 26,91 g.L™, respectivamente), sendo que
esses ensaios foram realizados na auséncia de farelo de arroz.

Observou-se também que houve uma variagdo significativa na conversao de substrato
Yps (0,24g.9™ a 0,749.g™%) e na produtividade volumétrica Qp (0,15g.L™1.h" a 1,29g.L™%.h™),
conforme apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Valores utilizados e codificados no planejamento fatorial completo 2°, com 3
repeticOes no ponto central para a avaliagéo do efeito do volume do meio (X1), concentragdo
celular (X2) e a suplementacéo de farelo de arroz (X3) para a producéo de etanol

Ensaio V. C. F.A.  Tempo Consumo Etanol Glicerol Yy Qp n (%)
X X2 (X3 (h) de L) @LY) (@gh) (@@L
Glicose Lhh
(%)
1 25,0 1,0 0,0 12 62,93 12,70 0,01 0,31 0,50 91,80
24 87,60 19,58 1,54 0,34 045 96,70
2 75,0 1,0 0,0 12 79,49 19,20 0,01 0,47 0,73 84,47
24 100,0 26,36 1,57 0,49 0,58 50,07
3 25,0 10,0 0,0 12 100,0 23,10 0,01 043 098 8431
24 100,0 15,89 3,02 0,26 0,15 50,98
4 75,0 10,0 0,0 12 100,0 26,91 3,53 0,74 1,29 98,92
24 100,0 23,01 3,08 0,61 0,45 96,82
5 25,0 1,0 20,0 12 100,0 19,89 1,37 0,24 0,40 47,06
24 100,0 19,94 1,29 0,28 0,43 54,90
6 75,0 1,0 20,0 12 99,27 24,65 2,85 0,34 1,12 66,91
24 100,0 24,69 2,93 0,33 0,58 64,70
7 25,0 10,0 20,0 12 100,0 20,25 2,85 0,43 097 84,37
24 100,0 18,50 2,89 0,39 0,45 77,20
8 75,0 10,0 20,0 12 100,0 23,56 3,67 0,50 1,13 97,13
24 100,0 23,18 3,66 0,49 0,56 95,50
9 50,0 5,0 10,0 12 100,0 25,00 3,22 0,42 1,13 81,64
24 100,0 22,78 3,03 0,38 054 7441
10 50,0 5,0 10,0 12 100,0 23,86 2,32 0,57 1,16 98,72
24 100,0 22,91 3,32 053 0,53 96,12
11 50,0 5,0 10,0 12 100,0 23,32 3,37 0,44 1,04 85,99
24 100,0 23,32 3,26 044 052 85,99

Gréaficos 1 (a) e 1 (b) — Crescimento celular para as concentragdes de 1 g.L ™ e 10 g.L™*
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Por fim, foi possivel constatar que houve producdo de glicerol em um tempo de 24
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de glicerol pode ter ocorrido devido a exposicao da levedura a uma condigéo de estresse fisico
(pressdo osmdtica), em resposta a iSO a mesma sintetiza o glicerol para proteger suas
estruturas moleculares (MELO, 2006).

Foi realizada a analise estatistica com auxilio do programa Statsoft Statistica® v12.5,
utilizando a ferramenta de analise de experimentos para os tempos de 12 e 24 horas. A partir
dessa analise foi possivel determinar a significancia dos fatores utilizados (concentracéo de
células, volume de meio e farelo de arroz), assim como a interacao entre eles, sobre o fator de
conversdo de substrato em etanol (Y ). Essa analise foi realizada com um nivel de confianga
de 95%, assim, obtiveram-se os graficos de pareto para os tempos de 12 e 24 horas, nos quais
foi possivel avaliar a significancia dos fatores citados anteriormente (Grafico 2 (a) e 2 (b),
respectivamente).

Gréfico 2 - Grafico de pareto dos efeitos principais e de interagdes dos fatores
avaliados na composicao do meio de fermentacdo para a producéo de etanol por
Saccharomyces cerevisiae nos tempos de 12 horas (a) e 24 horas (b), sobre o fator de
conversao de substrato em etanol (Yps)

(a) (b)

B - Conc. Células JIIIII 13,08148 C - Volume de meio |I|||l 4,862858
C - Volume de meio 11,31371 Interagao AC -2,61846

A - Farelo de Arroz -1.77817 B - Conc. Células 2,319209

Interagéo AC -5,3033 Interaczo BC 1,87033

Interagéo BC 212132 Interag3o AB 1,720704

Interagao AB -, 707107 A- Farelo de Arroz -1,57108

p=,05
Estimativa dos Efeitos (Valores Absolutos)

p=05

Estimativa dos Efeitos (Valores Absolutos)

A partir dos gréaficos de pareto, foi possivel observar que o volume de meio foi o fator
de maior significancia, os ensaios que obtiveram maior producdo de etanol foram realizados
com maior volume de meio, ou seja, 75,0 mL. Isso pode ser explicado pelo metabolismo das
leveduras, pois segundo Melo (2006), as leveduras possuem duas vias metabolicas: a
respiracdo celular e a fermentacdo. Sendo que em um meio com menos disponibilidade de
oxigénio a fermentacdo é dominante.

O valor negativo do fator farelo de arroz no Grafico 2 (a) possibilitou constatar
estatisticamente que a presenca do mesmo ndo contribuiu para a conversdo de substrato em
etanol (Yyss), porém isso ndo inviabiliza sua utilizagdo como suplemento, apenas mostra que
as concentragbes de 10 g.L ™" e 20 g.L™ de farelo de arroz ndo se mostraram efetivas na
producdo de etanol, utilizando a levedura Saccharomyces.cerevisiae.

4. CONCLUSAO
A concentragdo de célula de 10g.L™ obteve a maior producdo de etanol nas primeiras
12 horas, porém os valores de producdo de etanol utilizando 1g.L™ de concentracéo celular
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ndo apresentaram diferencas significativas em um tempo de 24 horas. Dessa forma, ambas as
concentracdes podem ser utilizadas para a obtencdo de etanol. No entanto, para minimizar a
utilizacdo de uma concentracdo de células maior (10 g.L™), pode-se utilizar uma quantidade
de células menor (1 g.L™) estendendo o tempo de fermentacéo para 24 horas, pois a obtengéo
de meios de fermentacdo com maior concentracdo de células demanda maior gasto de
material. Em um meio com menor quantidade de oxigénio, ou seja, em um meio de 75,0 mL,
foi atingida uma maior conversdo de substrato em etanol, mostrando que em uma condigéo
com menor aeracdo a producéo de etanol é favorecida. O farelo de arroz sendo utilizado como
suplemento ndo favoreceu a producdo de etanol utilizando a S. cerevisiae nas concentragdes
celulares de 10g.L™ e 20g.L™.

5. REFERENCIAS

CARNEIRO, Livia Melo. Avaliacdo de estratégias de cultivo da levedura Pichia stipitis em
hidrolisado hemicelulésico de palha de arroz visando a producéo de etanol. 2011. 175 f.
Tese (Doutorado). Programa de Pés- Graduacdo em Biotecnologia Industrial na area de
converséo de biomassa. Universidade de S&o Paulo, Lorena, 2011.

DUSSAN, Kelly J., et al. Evaluation of oxygen availability on ethanol production from
sugarcane bagasse hydrolysate in a batch bioreactor using two strains of xylose-
fermenting yeast. Departamento de Biotecnologia, Escola de Engenharia de Lorena, S&o
Paulo, 2016.

FERRARI, Fernanda C. dos Santos. Fatores operacionais e cinética do processo fermentativo
para otimizacdo da produgéo de etanol em escala industrial. 2013. 74 f. Dissertagao
(Mestrado). Mestrado em Microbiologia Agropecuaria. Universidade Estadual de Sao
Paulo. Jaboticabal, 2013.

GONCALVES, K. Y. et al. Processo produtivo do etanol hidratado a partir da cana de agucar.
2015. Disponivel em: <http://www.fecilcam.br/anais/ix_eepa/data/uploads/11-
agroindustria/11-01.pdf>. Acesso em: Setembro, 2018.

MELO, H. F. Resposta ao estresse acido em leveduras da fermentac&o alcodlica industrial.
Tese de Mestrado, Recife/PE, p.118, 2006.

MOURA, M. Producéo de etanol e xilitol a partir de D-xilose por linhagens Candida
(Spathaspora) materiae. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) - Universidade
Federal de Minas Gerais- UFMG, 2015.

WALTER, Melissa ; MARCHEZAN, Enio; AVILA , Luis Antonio de. Arroz: composicao e
caracteristicas nutricionais. Ciéncia Rural. v.38, n.4, p.1184-1192. Santa Maria. Julho,
2008.



