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APRESENTACAO

Neste segundo volume, sobre a Producdo do Conhecimento na Engenharia
Quimica, apresentamos diversos trabalhos desenvolvidos com pesquisas relacionadas
as areas de energias renovaveis, abordando diferentes biomassas, producdo de
bioetanol, biodiesel e também utilizacao de energia solar nos processos.

Com intuito de reduzir os impactos gerados pelos combustiveis fosseis, os
trabalhos apresentados mostram, por exemplo, o farelo de arroz como suplemento
no meio fermentativo para produgao de etanol, obtencéo de biodiesel a partir de 6leo
de mamona comparada ao simulador, estudo da biomassa do capim elefante, energia
solar para destilacao de etanol, entre outros.

Além disto, este volume tras para vocé pesquisas voltadas a area de bebidas
fermentadas, sendo o foco destes estudos a melhoria dos produtos e dos processos de
fabricacdo. Os trabalhos abordam, entre outras coisas, efeitos de produtos adicionados
na fermentacéo, como trub, e no mosto, como ché verde; avaliagcdo microbiol6gica
e melhoria na produgdo de cerveja artesanal; bem como desenvolvimento de
procedimentos para determinacéo de metais em cachaca de alambique de cobre.

Também é possivel visualizar trabalhos com diferentes tipos de métodos
empregados com a finalidade de proporcionar melhores processos produtivos e
gerar maiores cuidados com o meio ambiente, relacionados a prevengao e remogao
de poluentes. Nestes trabalhos verificam-se métodos de adsorcdo, secagem,
caracterizagao, separagao, assim como simulagcao computacional de processos.

Portanto, os trabalhos selecionados possibilitam conhecimento de novos
materiais, técnicas e processos, como também cuidados com meio ambiente e
desenvolvimento tecnoldgico, expondo a producéo de conhecimento na Engenharia
Quimica, de grande importancia para ciéncia e para a sociedade.

Fundamentado nestes trabalhos, que vocé possa aperfeicoar seus saberes nesta
area.

Bom estudo.

Carmen Lucia Voigt
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CAPITULO 1

AVALIACAO DA PRODUCAO DE ETANOL POR
Saccharomyces cerevisiae SUPLEMENTADO COM FARELO

Data de submissao: 04/11/2019
Data de aceite: 21/01/2020

Mariane Almeida Goncalves
Pontificia Universidade Catolica de Minas Gerais,
Departamento de Engenharia Quimica

Belo Horizonte, Minas Gerais.
http://lattes.cnpq.br/5401339783481288
Grazieli Tavares Amoglia

Pontificia Universidade Catolica de Minas Gerais,
Departamento de Engenharia Quimica.

Betim, Minas Gerais.
Daniel Elvis Basilio da Silva

Pontificia Universidade Catolica de Minas Gerais,
Departamento de Engenharia Quimica.

Betim, Minas Gerais.
Fernanda Palladino

Universidade Federal de Minas Gerais,
Departamento de Biologia.

Belo Horizonte, Minas Gerais.
http://lattes.cnpq.br/4364194405796798

RESUMO: O emprego de subprodutos para a
producao de etanol tem se mostrado cada vez
mais presente no ambito de pesquisas uma vez
que busca-se reduzir os impactos gerados pelos
combustiveis fosseis. Um exemplo disso é a
utilizagdo do farelo de arroz como suplemento
no meio fermentativo para produgao de etanol.
Diante disso, o presente trabalho visa avaliar
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a producéo de etanol por meio do uso de
diferentes concentracdes de farelo de arroz em
conjunto com a variacdo de concentracéo de
células e volume de meio utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae. As concentracoes
foram variadas em (0 - 20 g.L-1) para o farelo
de arroz, (1-10 g.L-1) para a concentracéo 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, Yp/s
(9.g-1), produtividade volumétrica, Qp (g.L-
1.h-1) e a eficiéncia do processo N (%). Os
resultados que apresentaram maior producéo
de etanol foram os ensaios 4 no tempo de 12
horas, com 10g.L-1 de células, 75 mL de meio e
auséncia de farelo de arroz, sendo a produgao
de etanol de 26,91 g.L-1 e o0 experimento 2 no
tempo de 24 horas, com 1 g.L-1 de células, 75
mL de meio e auséncia de farelo de arroz, sendo
a producéo de etanol de 26,36 g.L-1. De acordo
com os resultados observou-se uma O6tima
producéo de etanol nas condi¢des avaliadas.
PALAVRAS-CHAVE: Fermentacéo,
Saccharomyces cerevisiae, Etanol, Farelo de
Arroz, Estatistica.
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EVALUATION OF ETHANOL PRODUCTION BY Saccharomyces cerevisiae
SUPPLEMENTED WITH RICE BRAN

ABSTRACT: The use of by-products for the production of ethanol has provenincreasingly
present in the context of research as it seeks to reduce the impacts generated by fossil
fuels. An example of this is the use of rice bran as a supplement in the fermentative
medium for ethanol production. Therefore, the present work aims to evaluate the
ethanol production through the use of different rice bran concentrations in conjunction
with the variation of cell concentration and medium volume using Saccharomyces
cerevisiae yeast. Concentrations were varied in (0-20 gL-1) for rice bran, (1-10 gL-1)
for cell concentration and (25-75 mL) for medium volume, such values were measured
by 23 a factorial design, with three central points. The parameters substrate conversion
factor in product, Yp / s (g.g-1), volumetric productivity, Qp (g.L-1.h-1) and process
efficiency N (%) were calculated. The results with the highest ethanol production were
the tests 4 in 12 hours, with 10g.L-1 cells, 75 mL of medium and absence of rice bran,
with ethanol production of 26.91 gL-1. And experiment 2 within 24 hours, with 1 gL-1
of cells, 75 mL of medium and absence of rice bran, with ethanol production of 26.36
gL-1. According to the results, an excellent ethanol production was observed under the
evaluated conditions.

KEYWORDS: Fermentation, Saccharomyces cerevisiae, Ethanol, Rice Bran, Statistics.

11 INTRODUCAO

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

O etanol pode ser produzido a partir da fermentagéo 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 conversdao de agucares em etanol devido a
acao de microrganismos. O microrganismo mais estudado para a producéo de etanol
€ a levedura Saccharomyces cerevisiae, sendo esta a mais utilizada na producéao em
larga escala (GONCALVES, 2018).

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

Com o avanco em pesquisas biotecnol6gicas, 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 composicao: vitamina E, zinco, cobre, manganés, ferro e fosforo. A
presenca dessas vitaminas e desses minerais no farelo de arroz é essencial no meio
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fermentativo para o crescimento das células (WALTER; MARCHEZAN; AVILA, 2008).

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

2| METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados nos laboratérios de Biotecnologia e Genética
e Analise Instrumental, pertencentes a Pontificia Universidade Catdlica de Minas
Gerais, campus Coracéao Eucaristico, na cidade de Belo Horizonte.

2.1 Processo Fermentativo

Para o processo fermentativo utilizou-se a levedura Saccharomyces cerevisiae,
e preparou-se as solucdes 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 solucao de
farelo de arroz 200g.L"".

2.2 Experimentos

Os experimentos para o processo de fermentacdo foram realizados conforme
o modelo de delineamento fatorial de 23, utilizando trés pontos centrais onde, as
variaveis independentes sdo: farelo de arroz, concentracéo celular e concentragao de
oxigénio, sendo que a ultima foi qualitativamente determinada conforme a variacéo do
volume do meio, como mostrado da Tabela 1 (DUSSAN et al., 2016).

Variaveis -1 0 1
X1 - Volume do meio (mL) 25 50 75
X2 - Concentracao celular (gL™) 1 5 10
X3 - Farelo de arroz (gL™") 0 10 20

Tabela 1 - Variaveis do planejamento fatorial

Os niveis das variaveis foram definidos e relacionados com as faixas -1
correspondente ao nivel inferior, O correspondente ao nivel intermediario e +1 ao nivel
superior (DUSSAN et al., 2016).

2.3 Fermentacao

Os cultivos foram realizados em frascos de Erlenmeyers de 125 mL contendo 50
mL de meio composto por glicose (50 g.L-1), extrato de levedura (3 g.L-1), e sulfato de
amonio foram (1 g.L-1), em todos os meios de fermentacdo. Nesta etapa foi realizado
o planejamento fatorial 23 de acordo com o item 2.2, variando a concentracao de farelo
de arroz, concentracéo celular e volume de meio. Este ultimo representa a quantidade
de oxigénio disponivel, sendo que um maior volume de meio (75,0 mL) representa uma
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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 agitacao de 200 rpm, e uma
aliquota foi coletada a cada 12 horas para analises posteriores (CARNEIRO, 2011).

2.4 Determinacao de acucares, etanol e glicerol

As concentragcdes 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 (Yp,s) e a eficiéncia (n).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com os resultados obtidos, foi possivel observar que os ensaios 1, 2, 5 e 6
obtiveram maior producado de etanol em 24 horas de fermentacdo, sendo esses
realizados com uma concentracao celular de 1 g.L". Por outro lado, os ensaios 3, 4,
7 e 8 foram realizados com uma concentragao celular de 10 g.L ' e obtiveram maior
producéo de etanol em 12 horas de fermentacao (Tabela 2). Isso pode ser explicado
em relacdo 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 concentracéo celular permaneceu praticamente constante durante todo o tempo
de fermentacao (Grafico 1 (a) e 1 (b)).

Pode-se inferir também de acordo com a Tabela 2 que os ensaios 2 e 4 foram os
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 variacdo significativa na converséao de
substrato Yps (0,249.g" a 0,749.9") e na produtividade volumétrica Qp (0,15g.L-1.h"a
1,29¢g.L".h"), conforme apresentado na Tabela 2.

Ensaio V. C. FA. Tempo Consumo Etanol Glicerol Yp/s Qp n (%)
(X1) (X2) (X3) (h) de Glicose (g.L") (g.L") (9.9 (g.L'.h")
(%)

1 250 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 0,45 96,70
2 750 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 0,43 0,98 84,31
24 100,0 15,89 3,02 0,26 0,15 50,98
4 750 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
5 250 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
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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 0,97 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 50 10,0 12 100,0 25,00 3,22 0,42 1,13 81,64
24 100,0 22,78 3,03 0,38 0,54 74,41
10 50,0 50 10,0 12 100,0 23,86 2,32 0,57 1,16 98,72
24 100,0 22,91 3,32 0,53 0,53 96,12
11 50,0 50 10,0 12 100,0 23,32 3,37 0,44 1,04 85,99
24 100,0 23,32 3,26 0,44 0,52 85,99

Tabela 2 - Valores utilizados e codificados no planejamento fatorial completo 23, com 3
repeticdes no ponto central para a avaliagéo do efeito do volume do meio (X1), concentracao
celular (X2) e a suplementacgéo de farelo de arroz (X3) para a produgéo de etanol

(a) (b)

Crescimento celular Crescimento celular

-8,
270

! —t—t3
——f1 3 e ,/‘

=fi=E2

==ee=[R

E6

0 5 10 15 20 25 30

Tempa (h|
Tempo (h) po(h)

Graficos 1 (a) e 1 (b) — Crescimento celular para as concentragoes de 1 g.L-1 e 10 g.L-1

Por fim, foi possivel constatar que houve producéo de glicerol em um tempo de 24
horas de fermentacéo e que ap0s esse tempo a concentracdo do mesmo diminuiu. A
producéao de glicerol pode ter ocorrido devido a exposicao da levedura a uma condicéo
de estresse fisico (pressdao osmética), em resposta a isso 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 (concentracdo de células, volume de meio e farelo de arroz), assim como
a interagao entre eles, sobre o fator de conversao de substrato em etanol (Y ). Essa
analise foi realizada com um nivel de confianca 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).
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Grafico 2 - Grafico de pareto dos efeitos principais e de interagbes dos fatores avaliados na
composicao do meio de fermentagéo para a producéao 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 partir dos graficos de pareto, foi possivel observar que o volume de meio foi o
fator de maior significancia, os ensaios que obtiveram maior producéo 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 metabdlicas: a respiracao celular e a fermentagdo. Sendo que em um meio com
menos disponibilidade de oxigénio a fermentacdo € dominante.

O valor negativo do fator farelo de arroz no Grafico 2 (a) possibilitou constatar
estatisticamente que a presenca do mesmo nao contribuiu para a conversdo de
substrato em etanol (Yp,s), porém isso néo inviabiliza sua utilizagdo como suplemento,
apenas mostra que as concentracdes de 10 g.L"' e 20 g.L" de farelo de arroz nao
se mostraram efetivas na producédo de etanol, utilizando a levedura Saccharomyces.

cerevisiae.

41 CONCLUSAO

A concentracdo de célula de 10g.L" obteve a maior producéo de etanol nas
primeiras 12 horas, porém os valores de producédo de etanol utilizando 1g.L" de
concentracao celular ndo apresentaram diferencas significativas em um tempo de 24
horas. Dessa forma, ambas as concentragdes podem ser utilizadas para a obtencéo
de etanol. No entanto, para minimizar a utilizagdo de uma concentracdo de células
maior (10 g.L™"), pode-se utilizar uma quantidade de células menor (1 g.L") estendendo
o tempo de fermentacao para 24 horas, pois a obtencao de meios de fermentacao
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
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uma maior converséo de substrato em etanol, mostrando que em uma condigcdo com
menor aeracdo a producdo de etanol é favorecida. O farelo de arroz sendo utilizado
como suplemento nao favoreceu a producao de etanol utilizando a S. cerevisiae nas
concentragdes celulares de 10g.L" e 20g.L™.
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