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RESUMO

VIABILIDADE TECNICA DA PRODUCAO DE ETANOL A PARTIR DE FARELO
DE ARROZ

AUTOR: Raul José Dos Santos Michel Junior
ORIENTADOR: Marcio Antonio Mazutti

Atualmente, existe grande preocupacgdo em rela¢do ao consumo de combustiveis fosseis, bem como
um possivel esgotamento das tradicionais fontes de producdo de matéria-prima, principalmente os
derivados de hidrocarbonetos. Paralelamente a isso, os desafios com a preservacdo do meio ambiente
trazem para as discussdes questdes que envolvem os biocombustiveis e seus meios de obtencédo. 1sso
posto, essa questdo ambiental ainda traz grandes preocupacgdes referentes a utilizagdo de matérias
primas que exijam menos gastos energéticos, bem como evitar a disputa por terras destinadas a
producdo de alimentos, 0 que acaba entrando na pauta das externalidades envolvendo o tema. No caso
da producéo de etanol de fontes amilaceas, os processos tradicionais ainda apresentam elevados custos
de producdo associados as enzimas empregadas e a grande demanda energética para a gelatinizagao do
amido com altas temperaturas. Uma alternativa ao processo de hidrélise do amido granular é a
utilizagdo de enzimas capazes de processar esses amidos a baixas temperaturas, o que torna
desnecessaria a gelatinizacdo e reduz o gasto energético, também denominado sacarificacdo e
fermentacdo simultanea (SSF), apresentando consideravel vantagem econémica. O Brasil € um
tradicional produtor agricola, sendo que a produgdo de arroz é bem expressiva e tem como um dos
subprodutos o farelo de arroz. Este subproduto possui baixa valor comercial e € utilizado para extracéo
de ¢6leo, além de funcionar como ingrediente de racdo animal e como fertilizante organico, estando,
portanto, em perfeitas condi¢Ges para utilizacdo como matéria-prima amilécea para obtencdo de
etanol. A partir disso, este trabalho visa investigar a utilizagdo e a viabilidade técnica do farelo de
arroz, com a utilizacdo de enzimas comerciais. Os dados iniciais para estabelecer os parametros de
trabalho foram retirados da literatura. Tendo em vista o grande nimero de variaveis, utilizou-se a
metodologia Plackett-Burman, visando verificar os efeitos das principais varidveis e selecionar as que
tiveram maior efeito sobre 0 modelo. Dessa forma para o trabalho 1 em frascos agitados foram
selecionadas as seguintes variaveis: concentracdo de farelo, percentual de inoculo, percentual de adgua
de milho macerada, concentracdo de farelo de soja, percentual de enzima, tempo de adi¢&o de levedura
e percentual de celulase. Desse planejamento inicial, entre as variaveis mais significativas e que,
consequentemente, foram selecionadas para a aplicacdo do planejamento Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR), estdo a concentracdo de farelo de arroz, o percentual de inoculo e o
percentual de celulase. Para o trabalho 2 em biorreator de 3 litros, foram investigadas as variaveis
agitacdo e temperatura na producdo de etanol. Para analise do agucar redutor dos experimento foi
utilizado a metodologia de DNS (Miller, 1959), e para analise do etanol presente nos ensaios foram
retirados amostras e submetidas ao Alcolyzer. Para os ensaios realizados no primeiro trabalho a maior
guantidade de etanol foi de 172,70 gramas de etanol por quilograma de farelo de arroz, com eficiéncia
de 84%. Para os experimentos realizados no segundo trabalho, com reator de 3 L o melhor resultado
foi 182,52 gramas de etanol por quilograma de farelo de arroz com eficiéncia de 89 %.Dessa forma,
foi demonstrado que existe um potencial consideravel para producéo de etanol utilizando esta matéria-
prima, tendo em vista que ha a estimativa de 1 milhdo de toneladas por ano, com a possibilidade de
producdo de 35 a 50 milhges de litros adicionais de etanol por ano.

Palavras-chave: Producdo de etanol. Farelo de arroz. Hidrélise de amido.



ABSTRACT

TECHNICAL VIABILITY OF ETHANOL PRODUCTION FROM RICE BRAN

AUTHOR: Raul José Dos Santos Michel Junior
ADVISOR: Marcio Antonio Mazutti

Currently there is great concern about the consumption of fossil fuels, as well as a possible depletion
of traditional sources of production of raw materials mainly hydrocarbon derivatives. Parallel
challenges to the preservation of the environment bring to discussions agenda every question
involving biofuels and their means of obtaining. That said this issue still has major concerns about the
use of raw materials that require less energy expenditure and prevent competition for land for food
production, which end up entering the agenda of externalities related with this issue. In the case of the
production of ethanol from starch sources, traditional processes still have high costs associated with
the production of enzymes used and the great energy demand for starch gelatinisation at high
temperatures. An alternative to the granular starch hydrolysis process is the use of enzymes capable of
processing these starches at low temperatures which makes it unnecessary to gelatinization and
reduces energy expenditure, also called simultaneous saccharification and fermentation (SSF),
resulting in considerable economic advantage. Brazil is a traditional agricultural producer, and the rice
production is quite significant and is as a by-product of rice bran that has low commercial value, being
used for oil extraction, as an ingredient in animal feed and as fertilizer organic therefore be in perfect
conditions to be used as raw starchy material to obtain ethanol. This work aims to investigate the use
of this raw material and set the parameters for increased production scale-up with the use of
commercial enzymes. The initial data to establish the working parameters were taken from the
literature establishing this initial data for testing. In view of the large number of variables used to
Plackett-Burman methodology to verify the effects of the main variables and select the ones that have
most effect on the model.Thus for the job 1 in the shake flasks were selected following parameters:
concentration of bran inoculum percentage, corn percentage of water macerated, soybean
concentration, enzyme percentage yeast addition time and percentage of cellulase. This initial
planning, among the most significant variables and, consequently, were selected for the planning
application Outlining Central Composite Rotational (CCRD), are rice bran concentration, the
percentage of inoculum and the percentage of cellulase. To work 2 were investigated variables
agitation and temperature in ethanol production in bioreactor 3 liters. For analysis of the experiment of
reducing sugar was used DNS method (Miller, 1959), and analysis of the ethanol present in the sample
specimens were removed and subjected to Alcolyzer. For the tests performed in the first work the
greatest amount of ethanol was obtained at 12 assay which was reached 172.70 grams of ethanol per
kilogram of rice bran with 84% efficiency in the experiment. For experiments performed in the second
study, with 3 liter reactor the best result is shown in Test 1 reaching 182.52 grams of ethanol per
kilogram of rice bran with 89% efficiency. Thus, it was demonstrated that there is considerable
potential for the production of ethanol using this raw material. Taking into account that the availability
of this raw material is estimated at 1 million tonnes per year, the IRGA, we would have a much
ethanol around 35 to 50 million liters per year.

Keywords: Ethanol production. Rice bran. Starch hydrolysis.
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1 INTRODUCAO

A atual economia mundial é altamente dependente de varias fontes de energia fosseis,
como petroleo, carvao, gas natural (dentre outras), utilizadas para a producdo de combustivel,
eletricidade e outros bens (UIHLEIN; SCHBEK, 2009). Com o consumo excessivo de
combustiveis fosseis, especialmente nos grandes centros urbanos, resultou na geracdo de
elevados niveis de poluicdo ao longo das Gltimas décadas, contribuindo com o aumento
dréstico dos niveis de gases de efeito estufa na atmostera terrestre (BALLESTEROS; NEGRO
et al., 2006).

Nesse cendrio, outras fontes de energias podem servir como uma alternativa. Segundo
lye (2013), a producédo global de biocombustiveis cresceu no ano de 2000, de 16 milhdes de
m3para mais de 100 milhdes de m3 no ano de 2010. Hoje os biocombustiveis oferecem cerca
de 3% do total de combustivel de transporte rodoviario em nivel mundial,com acbes de
implementacdo consideravelmente mais elevadas alcancadas em alguns paises. Grandes
mudancas na producao de biocombustiveis tém ocorrido em muitos paises, como resultado de
politicas governamentais introduzidas para incentivar a producdo e/ou consumo de
biocombustiveis.

O bioetanol é considerado uma das fontes energéticas renovaveis com baixa emissdo
de carbono, tornando-se uma promissora alternativa para substituir o petrdleo, além de sua
producdo estar sendo promovida por muitos paises (BOTHAST, 2005; LIN, 2006). A maior
parte do bioetanol é produzida a partir de matérias-primas oriundas da cana-de-agUcar, do
milho, do trigo e da cevada. No entanto, 0 uso dessas culturas para produzir bioetanol
compete com areas agricolas utilizadas para producdo de alimento. Essa competicdo teve um
grande impacto mundial nos precos de alimentos e racBes (SHINOZAKI; KITAMATO,
2010).

Em 2011, a producdo mundial de bioetanol atingiu 84,6 milhdes de m3, sendo os EUA
e 0 Brasil responsaveis por 87,1% dessa producdo, tendo o milho e a cana-de-acucar
comomatéria-prima, respectivamente (IYE, 2013). A producdo de biocombustiveis de
primeira geracdo, como o etanol de milho nos EUA e o etanol de cana-de-actcar no Brasil,é
caracterizado por mercados comerciais maduros e com dominio total das tecnologias, com
pouco ou nenhum espaco para melhoria de processos.

Pesquisas na area de producdo de bioetanol focam seus estudos na utilizagdo desses
residuos agricolas como coproduto para producdo desse biocombustivel, pelo fato de ser

matéria-prima de baixo custo —podendo tornar seu processo financeiramente viavel —, nao


http://www-sciencedirect-com.ez47.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0301421513008525
http://www-sciencedirect-com.ez47.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0301421513008525
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havendo necessidade de desmatamento para a ampliacdo de areas plantadas para obtencgéo de
matéria-prima. Contudo, os residuos agricolas mais utilizados para essa finalidade s&o
oriundos do cultivo da beterraba, da cevada, da aveia, da batata, do milho, da mandioca e do
arroz. Segundo Kim e Dale (2004), esses residuos podem ser obtidos nas industrias
alimenticias ou nas areas agricolas no momento da colheita.

O arroz (Oryza sativa) é um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo,
caracterizando-se como principal alimento para mais da metade da populacdo mundial
(WALTER et al., 2008). A China, a india, a Indonésia e Bangladesh, juntas, produzem em
torno de 750 milhdes de toneladas deste cereal, segundo a FAO (Foodand Agriculture
Organization das Nagdes Unidas, 2015).

O Brasil é 0 nono maior produtor mundial e colheu 11,26 milhdes de toneladas na
safra 2009/2010. A producdo esta distribuida principalmente nos estados do Rio Grande do
Sul, Santa Catarina e Mato Grosso. As projecdes de producéo e consumo de arroz, avaliadas
pela Assessoria de Gestdo Estratégica do Mapa, mostram que o Brasil vai colher 14,12
milhGes de toneladas de arroz na safra 2019/2020. Isso significa um aumento anual de
producdo de 1,15% nos proximos dez anos. O consumo deverd crescer a uma taxa média
anual de 0,86%, alcancando 14,37 milhdes de toneladas em 2019/2020. Assim, a importacdo
projetada para o final do periodo é de 652,85 mil toneladas. Essa taxa anual projetada para o
consumo de arroz nos proximos anos, 0,86%, esta pouco abaixo da expectativa de
crescimento da populacdo brasileira.

A cadeia produtiva do arroz ainda enfrenta varios problemas, ainda que ela seja
extremamente tecnificada, especialmente no que diz respeito ao grande volume de residuos
gerados pelo seu beneficiamento, os quais apresentam dificil manejo e/ou baixo valor
comercial (SILVA et al., 2006; LIMBERGER et al., 2008). Como subproduto do
beneficiamento e do processamento do arroz em casca, resultam a casca (entre 20 e 33%), o
arroz quebrado(10 e 15 %) e o farelo (cerca de 5 a 8%) (VIEIRA; CARVALHO, 1999). O
farelo de arroz consiste em algumas camadas externas do arroz integral que sdo retiradas para
a producdo do arroz polido (HOFFPAUER, 2005). Algumas parcelas de residuos podem
produzir bio-gds (MENARDO et. al., 2015), bio-hidrogénio (RAMAPRAKASH e
MUTHUKUMAR, 2014) e bio-6leo (ALVAREZ et. al., 2014).

No Brasil, o farelo de arroz possui baixo valor comercial, sendo utilizado para
extracdo de 6leo, como ingrediente da ragdo animal e como fertilizante organico. E também
utilizado em multimisturas, tostado de forma caseira, sendo distribuido a familias de baixa
renda (SILVA; SANCHES; AMANTE, 2006).
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No processo de beneficiamento do arroz, o farelo de arroz se destaca como importante
subproduto, o qual, segundo o Instituto Rio-grandense do Arroz, vem sendo subaproveitado
no montante de mais de um milhdo de toneladas/ano (CHAUD et al., 2009). Uma das
preocupacOes gque existe nos processos para obtencdo de etanol utilizando matérias-primas
amilaceas refere-se as altas temperaturas empregadas para obtencdo de hidrolise e
sacarificacdo desses produtos. Nesse sentido os custos decorrentes da elevada demanda
energética, tais produtos podem ser reduzidos se a etapa de hidrélise for realizada em
temperaturas abaixo da temperatura de gelatinizacdo do amido, ou seja, sobre o amido
granular (processo conhecido como coldhydrolysis) (ROBERTSON et al., 2006), propiciando
vantagem sob o ponto de vista econdmico. Nesse processo, diferentemente dos processos
convencionais, ¢ necessaria a agdo conjunta de um “complexo” enzimatico sobre o amido na
forma granular, eliminando os processos de liquefacdo e cozimento e permitindo a reducdo no
consumo de energia (GALVEZ, 2005).

A hidrélise do amido granular (ou hidrolise a frio) € um processo que tem vantagens
em relacdo aos métodos convencionais, pode-se citar: reducdo da viscosidade do meio
liqguido, menor investimento de capital, menores custos de manutencdo e de insumos
associados a essas operagdes e rendimentos potencialmente maiores (TEXTOR et al., 2003).

Outra vantagem potencial apresentada por esse processo se deve a sua conducao
envolvendo sacarificacdo e fermentacdo simultdnea (SSF), tornando possivel uma rapida
conversdo dos aglcares em etanol assim que eles sdo formados, diminuindo seu acimulo no
meio. Tendo em vista que os agUcares sdo inibitorios para o processo, a utilizacdo de SSF
aumenta os rendimentos e as concentragdes de etanol, em comparagdo com processos em que
essas etapas sio realizadas separadamente (WYMAN et al., 1992; CARDONA; SANCHES,
2007).

Nesse contexto, o presente trabalho teve como finalidade investigar a viabilidade
técnica do subproduto do arroz (farelo), sendo um residuo ndo convencional, e matéria-prima
de baixo valor agregado a base de amido, o que o torna um subproduto atraente para produgéo
de etanol dentro do conceito de biorrefinaria.

O presente trabalho foi estruturado em 2 artigos, no qual € realizada uma introdugéo
geral ao tema e posteriormente os seus resultados s@o apresentados nos seguintes artigos:
Enzymatic saccharification and fermentationof rice processing residue for etanol
productionat constant temperature e Influéncia das variaveis temperatura e agitacdo na

producdo de etanol utilizando o farelo de arroz como matéria-prima.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Avaliar a producdo de etanol a partir de um residuo agroindustrial com percentual
elevado de amido (farelo de arroz) pelo processo enzimaético a frio(ColdHydrolysis).

1.1.2 Especificos

1. Otimizar o meio de fermentacdo, avaliando o efeito de diferentes variaveis como pH,
quantidade de farelo de arroz, percentual de indculo, percentual de agua de milho
macerado, percentual de farelo de soja, quantidade de amilase (Stargen 002®), tempo
de adicdo da levedura e percentual de celulase na producéo de etanol, em escala de
bancada conduzidos em laboratério;

2. Otimizar o processo de fermentacdo do etanol em um biorreator de 3L, com as
mesmas variaveis selecionadas anteriormente além da temperatura e com agitacao.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 BIOCOMBUSTIVEIS

Com a crescente industrializacdo e o aumento no nimero de automoveis em todo o
mundo, houve um forte crescimento no consumo de combustiveis derivados de petroleo
(AGRAWAL, 2007). Os combustiveis fdsseis representam 80% da energia primaria
consumida no mundo, dos quais 58% s&o consumidos pelo setor dos transportes (ESCOBAR
et al., 2009).

O aumento da demanda energética tende a levar a um aumento no preco do petréleo
bruto, afetando diretamente a atividade econdmica global (HE; WANG, 2010). O progressivo
esgotamento dos combustiveis fosseis convencionais, dado em virtude do aumento do
consumo de energia e consequentes emissdes de gases de efeito estufa, tem levado a um
movimento mundial em direcdo a utilizacdo de energias alternativas, renovaveis e
sustentaveis, eficientes e de baixo custo, utilizando como fontes alternativas para producao de
energia que requerem menores demandas energéticas (SING et al.2010; PRASAD et al. 2007;
SINGH 2010; PRASAD et al., 2007).

O estudo de temas relacionados as energias renovaveis vem ganhando destaque nos
foruns de discussdo sobre desenvolvimento sustentdvel em todo o mundo. A mudanca de
paradigma energético tornou-se uma necessidade, levando-se em consideracdo os impactos
econbmicos, sociais e ambientais que os combustiveis derivados do petrleo geram na
sociedade contemporanea (CERQUEIRA; MACEDO, 2012). Grandes mudancas na producéo
de biocombustiveis tém ocorrido em muitos paises, como resultado de politicas
governamentais introduzidas para incentivar a producdo e/ou consumo de biocombustiveis.
Os EUA tém promovido os biocombustiveis desde 1978 com uma variedade de politicas e
subsidios para tornarem-se atualmente o lider mundial na producdo de bioetanol (TYNER,
2008). Em 2005, a agéncia de politica energetica estabeleceu um padrédo de combustivel
renovavel (Renewable Fuel Standard, RFS) que determina metas especificas para o uso de
combustiveis renovaveis com base no tipo de matéria-prima e sua intensidade de gases de
efeito estufa(GEE) em relacdo aos combustiveis fosseis (HUANG et al., 2013). Essa mesma
agéncia estimou, para 2015, uma producdo de 57 bilhdes de litros de biocombustiveis de 1 2
geracdo (principalmente o etanol de milho), e 60,5 bilhdes de litros de etanol celuldsico para
2022.
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Na Europa, em 2003, a Comissdo Europeia estabeleceu a meta Diretiva 2003/30/CE,
em que deveria ser atingida uma cota de 5,75% de energias renovaveis para o setor dos
transportes dos paises membros até 2010. Em 2009, foi estabelecido um aumento como parte
da Diretiva de Energias Renovaveis ( Diretiva 2009/28/CE), para um minimo de 10% até
2020. Em 2011, a produgdo de bioetanol mundial atingiu 84,6 milhGes de m3, com os EUA e
o0 Brasil sendo responsaveis por 87,1% dessa producdo a partir do milho e da cana de agucar
como matéria-prima, respectivamente. A producdo de biocombustiveis de primeira geracgéo,
como o etanol de cana de agucar no Brasil e etanol de milho nos EUA, é caracterizada por
mercados comerciais maduros e com dominio total da tecnologia (I'YE, 2013), com pouco ou
nenhum espago para melhoria nos processos. Por isso, no futuro, é improvavel que os custos
de producédo possam ser reduzidos significativamente.

O Brasil é o maior produtor mundial de cana. Em 1961, foi responsavel por 85% do
total de cana produzida nos paises do MERCOSUL e, desde entdo, aumentou para 97%,
devido aos avancos tecnolégicos alcancados no Brasil em relacdo aos demais paises. Em 43
anos, a participacdo do Brasil na producdo mundial de cana aumentou de 16% para 34% e a
producdo interna, no mesmo periodo, cresceu 647%, e esse crescimento foi estimulado por
politicas internas voltadas para aumentar o consumo do alcool como combustivel (DA
COSTA etal., 2010).

Entre as alternativas de energia, os biocombustiveis, o hidrogénio e o gas natural
podem emergir como importantes fontes estratégicas de combustiveis sustentaveis em um
futuro proximo. Dentre essas fontes, 0s biocombustiveis sdo considerados 0s mais favoraveis
ao meio ambiente como fonte de energia, tendo um futuro promissor (POONAM; ANOORP,
2011).

Os biocombustiveis podem ser classificados como primarios e secundarios, conforme

pode ser verificado na Figura 1.


http://www-sciencedirect-com.ez47.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0301421513008525
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Figura 1 — Classificacdo dos Biocombustiveis
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Fonte: Poonam (2011 - adaptado).

Os primarios sdo utilizados de forma ndo processada e de forma direta, tais como
lenha, cavacos e pellets de madeira, usados principalmente para aquecimento, cozimento ou
producdo de energia térmica. Os biocombustiveis secundarios sdo produzidos por processos
industriais, utilizando, por exemplo, biomassa para producdo de etanol, biodiesel, dimetil éter
(DME), dentre outros, os quais podem ser utilizados em veiculos e em diversos processos
industriais (POONAM; ANOOP. 2011). As fontes energéticas secundarias ainda sdo divididas
em primeira, segunda e terceira geracao, sendo classificadas de acordo com a matéria-prima e

tecnologia utilizadas para a sua producao.

2.2 ETANOL

O etanol, também conhecido como alcool etilico (C:HsO), é produzido desde os
tempos antigos pela fermentacdo de aclcares presentes em produtos vegetais, tais como
cereais, beterraba, batata e cana, sendo a fabricacdo de bebidas alcoodlicas, na verdade, tdo
antiga quanto a civilizagdo humana. A producdo de etanol puro comecou no século XiIl,
juntamente com melhorias na “arte da destilagdo”. Durante a Idade Média, o alcool foi usado
principalmente para a elaboracdo de medicamentos e para a fabricacdo de pigmentos
(ROEHR, 2001).

Quimicamente, o alcool hidratado ndo apresenta diferencas quanto as matérias-primas

utilizadas como cana-de-acgucar, cereais, beterraba e mandioca. As diferencas estdo restritas as
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impurezas que acompanham o etanol, que sdo caracteristicas de cada matéria-prima, e ao grau
de purificacdo pelo qual passou o produto (LOPES, 1986).

Produzir bioetanol a partir de biomassa € de grande interesse para o pais, uma vez que
no territorio brasileiro existe uma grande biodiversidade, o que gera variedade de residuos
agricolas e agroindustriais. Quando se tem a glicose livre na fonte de produ¢do, como no caso
do caldo da cana-de-agUcar, denomina-se o produto final como bioetanol de primeira geracao;
entretanto, quando a etapa de sacarificacdo é necessaria, caso a glicose se encontre em forma

de amido ou celulose, denomina-se bioetanol de segunda geracao.

2.3 PROCESSOS DE PRODUCAO DO ETANOL A PARTIR DE BIOMASSA

O desafio mais importante do processamento na producdo de biocombustivel é o pré-
tratamento da biomassa. A biomassa lignocelulésica é composto por trés componentes
principais a saber hemicelulose, lignina e celulose. Os métodos de pré-tratamento referem-se
a solubilizacdo e separacao de um ou mais destes componentes de biomassa. Isto faz com que
a biomassa sélida restante seja mais acessivel ao ataque quimico ou tratamento bioldgico.
(DEMIRBAS, A. 2005).

A melhoria do processo biolégico envolve agora a sacarificacdo e a fermentacdo
simultdnea, denominada SSF. Na etapa seguinte, o amido transformado em acUcares
fermentesciveis pelo processo SSF é convertido em etanol pela levedura Saccharomices
cerevisiae (NIKOLIC et al., 2010).

Um dos avangos mais importantes relacionados ao processo de producgéo de etanol a
partir de diferentes matérias-primas € a implementacao no desenvolvimento da sacarificacdo e
fermentacdo simultdnea, denominado processo (SSF), no qual a degradacdo enzimatica da
celulose (ver Figura 2) ou amido (ver Figura 3) é combinado com a fermentacdo de glicose

obtida a partir da hidrolise destes polissacarideos.



20

Figura 2 — Diagrama de blocos genérico de producdo de etanol combustivel a partir de
biomassa lignocelulésica

Biomasassz 3
4 Prétratamento ]
(C+H+L)

Fragdo Solida I Fragdo Liquida

(C+L) (P+1) |
[ desintoxicacdo ]

|

Hidrlise dz I
Celulose |
7 !

: . | )
Fermentacdo das Fermentacao H |
Hexoses Pentoses 3 '
i)

...............................................................................................................................

Etanol
Destilacdo Desidratacdo idr
Convencional etanol

w

Fluxos de Residuos

Tratamento do
efluente

Fonte: CARDONA (2007 - adaptado).

Figura 3 — Diagrama de blocos genérico de producdo de etanol combustivel a partir de
materiais ricos em amido
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A melhoria do processo de hidrolise e sacarificacdo e fermentacdo (SSF) simultanea a
partir de biomassa é a sua capacidade para rapidamente converter o agcucar em etanol, logo
que eles sdo formados, diminuindo a sua acumulacdo no meio. Também se observa que 0s
acucares sdo muito mais inibitorios para o processo de conversdo do que o proprio etanol. O
processo SSF pode alcangar taxas mais elevadas, de produtividade e concentragfes de etanol
em comparacdo com a hidrdlise e fermentacdo separada (SHF), na medida que s&o
convertidos em acucares (WYMAN et. al., 1992).

2.4 MATERIAS-PRIMAS PARA OBTENCAO DE ETANOL

Um dos fatores que torna a producdo de etanol por fermentacdo a forma mais
econdmica para obté-lo € o grande numero de matérias-primas naturais existentes em todo o
pais. Sua privilegiada distribuicdo geogréafica, que abrange diversos climas e tipos de solos,
permite a producdo em quase todo o territorio e durante todo o ano. Qualquer matéria que
contenha acUcar ou outro carboidrato constitui-se em matéria-prima potencial para a obtengédo
de etanol (AQUARONE et al., 2001).

As matérias primas podem ser classificadas como: i) acucaradas, agrupando cana-de-
acucar, beterraba agucareira, sorgo sacarino, milho sacarino, melagos, mel de abelhas e frutas;
i) amilaceas e feculentas, agrupando grdos amilaceos, raizes e tubérculos feculentos tais
como mandioca, batata doce e babacu; e iii) lignoceluldsicas, incluindo palhas, madeiras,
residuos agricolas e residuos sulfiticos de fabricas de papel (STUPIELLO, 1982).

Ainda conforme Stupiello (1982), mesmo que todo produto contendo carboidratos
transformaveis em alcool (sacarose, glicose, frutose, amido, celulose, etc) possa ser
considerado matéria-prima para fermentacdo alcoolica, sdo imprescindiveis consideracdes
sobre 0s seguintes pontos: custo de aquisicdo da matéria-prima; facilidade de transformacéo;
rendimento em alcool etilico; disponibilidade e possibilidade de expansdo; fonte de energia
empregada.

Dentre as matérias-primas acucaradas, costuma-se distinguir as diretamente
fermentesciveis e as ndo diretamente fermentesciveis. As primeiras contém monossacarideos
e se limitam aos sucos de frutas. Sua importancia reside na producgéo de alcool etilico em
bebidas como o vinho e a cidra. As ndo diretamente fermentesciveis sdo as que contém
dissacarideos que fermentam ap6s uma hidrélise, a qual se da 0 nome de inversao e que se

realiza naturalmente por acdo da invertase, enzima produzida pelo agente de fermentacdo. A
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sacarose é a representante mais importante dos componentes da cana-de-agucar e dos melagos
(AQUARONE et al., 2001).

Para uma determinada linha de producdo, a comparacdo das matérias-primas inclui
varias questbes : (1) Composicdo quimica da biomassa; (2) praticas de cultivo; (3)
disponibilidade de terra e uso e praticas; (4) uso de recursos; (5) balanco de energia; (6)
emissdo de gases de efeito estufa; (7) absor¢do de minerais e 4gua do solo; (8) aplicacdo de
pesticidas; (9) erosdo do solo; (10) contribuicdo para a biodiversidade e
perdas de valor da paisagem; (11) preco da biomassa; (12) custo de logistica; (13) valor
econdmico das matérias-primas; (14) criacdo e manutencdo de empregos; (15) requisitos e
disponibilidade de agua (GNANSOUNOU, et al., 2005).

2.5 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Os materiais lignoceluldsicos sdo o0s recusos renovaveis mais amplamente disponiveis
a baixo custo do mundo sendo considerados aptos para a producdo de etanol. Uma enorme
diversificacdo de residuos lignocelulésicos estdo disponivel em todo o mundo. Cana de agucar
bagaco de cana, casca de arroz, farelo de arroz, cascas de amendoim, e caules de mandioca
sdo residuos agro-industriais agricola e que poderiam ser considerados aptos para a
bioconversdo em paises tropicais. (Martin C. et al,2007).0 uso de produtos vegetais para a
producdo de bioetanol de 12 geracdo e seu fornecimento é improvavel que seja o suficiente
para suprir a crescente demanda global para o bioetanol. O impacto cumulativo para estas
preocupacOes tém aumentado a necessidade de desenvolvimento de segunda geracdo de
biocombustiveis a  partir de recursos alternativos de biomassa. (IYE,
Edward; BILSBORROW, Paul., 2013).

Muitos residuos podem ser transformados em subprodutos ou em matérias primas para
outras linhas de producdo (CEREDA et al., 2001). O Brasil € um dos paises que mais produz
residuos agroindustriais, devido a sua grande atividade agricola. Produtores e inddstrias da
area enfrentam o problema de descarte dos residuos gerados que, embora sejam
biodegradaveis, necessitam de um tempo minimo para serem mineralizados constituindo-se
numa fonte de poluentes ambientais (CAMPQOS, 2005).

Um residuo ndo €, por principio, algo nocivo, muitos residuos podem ser
transformados em subprodutos ou em matérias-primas para outras linhas de produgéo
(CEREDA et al., 2001).


http://www-sciencedirect-com.ez47.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0301421513008525
http://www-sciencedirect-com.ez47.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0301421513008525
http://www-sciencedirect-com.ez47.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0301421513008525
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A manipulacdo correta de um residuo tem grande importancia para o controle do risco que ele
representa, pois um residuo relativamente inofensivo, em mé&os inexperientes, pode
transformar-se num risco ambiental bem mais grave ( BASTOS, 2007).

Sob o0 ponto de vista ambiental, a utilizacdo de rejeitos em processos industriais tem
uma grande importancia, haja vista que diminui o volume dos depésitos e contribui
significativamente para a reducdo da extracdo da matéria-prima utilizada. Entretanto, é
necessario desenvolver estudos que avaliem a viabilidade para aplicagdes nobres e com valor
agregado de cada residuo, assegurando os ganhos agrondmicos, ambientais, econémicos e
sociais que esse tipo de disposicédo representa (EMBRAPA, 2013).

A disposicdo, no ambiente, de residuos gerados em diversas atividades industriais tem
resultado em frequentes relatos de problemas de poluicdo ambiental. Tais problemas levaram
as autoridades a elaborar medidas efetivas para minimizar a poluicdo. Entre essas medidas,
podem ser citadas as reducGes da quantidade de residuos gerados, a utilizacdo de tecnologias
que permitam gerar residuos menos poluentes, o tratamento adequado dos residuos antes da
disposicdo no ambiente e o aproveitamento dos residuos em outras atividades (CEREDA,
2001).

Apesar de j& apresentar algumas formas de valoracdo, o farelo de arroz, por possuir
quantidades significativas de carboidratos, proteinas, fibras insollveis, vitaminas e minerais, e
por ter producdo anual muito significativa, ainda é objeto de estudo cientifico (BRASIL,
2012). A necessidade de ampliacdo da oferta de matérias primas para a producao de bioetanol,
sem pressionar a area plantada de obtencdo de alimentos, tem direcionado as pesquisas em
busca da utilizacdo de fontes alternativas. O etanol pode ser obtido por meio de diversas
formas de biomassa, através de processos fermentativos ou de sintese, envolvendo tecnologias
relativamente simples ou avangadas (BASTOS, 2007).A tecnologia de etanol celulésico
depende de métodos quimicos oumétodos enzimaticos para decompor a celulose em acgucar
para  subsequente  fermentacdo  por  microrganismos, tais comSaccharomyces
cerevisiae.(CHENG-YU Ho, 2012).

2.6 FARELO DE ARROZ

No processo de beneficiamento do arroz, o farelo de arroz se destaca como importante
subproduto, o qual, segundo o Instituto Rio-grandense do Arroz, vem sendo subaproveitado
no montante de mais de um milhdo de toneladas/ano (IRGA, 2008).Para melhor

esclarecimento, a obtencéo do farelo de arroz se da a partir do processo de beneficiamento do
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arroz, mais especificamente na etapa de brunicdo, em que o arroz ja descascado, integral, é
lixado por maquinas compostas por pedras abrasivas que retiram o farelo. Esse material é
composto pelo germe e pela pelicula que separam o arroz branco, o qual, apds passar pelo
processo de polimento, torna-se o principal componente da alimentacdo de milhdes de
brasileiros (ORTIZ, 2010). O farelo de arroz corresponde a algumas camadas externas do
arroz integral (Figura 4) que sdo retiradas para a producdo do arroz polido (HOFFPAUER,
2005).

Figura 4 — Partes constituintes do gréo de Arroz
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Fonte: Vieira e Rabelo (2006).

O farelo de arroz € considerado um residuo agricola e pode ser reciclado para ser
usado como matéria-prima para o desenvolvimento de processos biotecnologicos.

No Brasil, o farelo de arroz possui baixo valor comercial, sendo utilizado para
extracdo de 6leo, como ingrediente da ragdo animal e como fertilizante organico. E também
utilizado em multimisturas, tostado de forma caseira, sendo distribuido a familias de baixa
renda (SILVA; SANCHES; AMANTE, 2006). A composi¢do quimica do farelo de arroz
depende de fatores associados a prépria constituicdo do grdo ou ao processo de

beneficiamento. A variedade genética e as condi¢cbes ambientais nas quais a planta foi
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cultivada também influenciam a composicdo quimica e a distribuicdo dos componentes
quimicos do grédo de arroz (CARVALHO; BASSINELO, 2006).

Farelo de arroz contém 12-23% de Gleo, que é rico em &cidos graxos polinsaturados,
monoinsaturados e € extraordindrio na estabilidade térmica. Além disso possui 0s
antioxidantes naturais, tais como tocoferol e orizanol. (Amarasinghe et al.,2009).

O extrato de farelo de arroz pode ser recuperado ap6s autohidrdlise — conhecido como
extrato de farelo de arroz (RBE) —, podendo ser usado como uma fonte barata de Nitrogénio,
reduzindo quase 50% do custo da producédo de etanol (ANANDA et al., 2011).A interacdo de
amino&cidos ou ureia com minerais e a adi¢do de suplementos na fermentac&o pode melhorar
o rendimento de etanol (SLININGER et al., 2009). Uma alternativa de transformacdo de
residuos amilaceos em coproduto é a producdo de etanol a partir de residuos agroindustriais
que, além de reduzir os impactos ambientais desta atividade, ainda aumenta a producdo da

industria alcooleira.

2.6.1 Producdo de etanol a partir do farelo de arroz

A producéo de alcool de amido é similar ao processo fermentativo de caldo de cana-
de-agUcar. As principais diferencas estdo no preparo da matéria-prima e no sistema de
fermentacéo.

No caso da cana, o0 aglcar para fermentacdo esta no seu colmo, sendo necessario
apenas para a extracdo. No caso da producdo de etanol a partir de materiais amilaceos, é
preciso converter o amido em agUcares para depois fermentéa-lo, o que é feito por meio de
cocgdo e hidrolise enzimética (BON et al., 2008).

O alcool etilico oriundo de matérias-primas amilaceas, como de cereais e de
mandioca, destilado em equipamentos convencionais possui caracteristicas organolépticas
superiores as do alcool etilico da cana, devendo ser purificado (alcool neutro) quando
utilizado em inddstria de perfumaria ou de bebidas (VIEIRA, 2006). A hidrolise enzimatica
prévia faz-se necessaria, pois grande parte das leveduras produtoras de etanol ndo é capaz de
fermentar diretamente o amido. Portanto, para a producdo de etanol, o0 amido tem que ser
hidrolisado a glicose pela combinagao de duas enzimas (a-amilase e glicoamilase) antes de

ser fermentado pela levedura Saccharomyces cerevisiae (BON et al., 2008).
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2.7 IMPORTANCIA DE AVALIAR O AUMENTO DE ESCALA

Quando se define 0 aumento e o tamanho do reator , varios problemas podem ocorrer;
tais como quebras, problemas na higienizagdo, zonas mortas (devido a falta de
homogeneidade hidrodindmica) e a presenga de colonias microbianas. (WANG et al., 2010)

O aumento de escala de processos que envolvem sistemas particulados tem sido
desafiador desde o advento da era industrial. Processos que antes eram manualmente
realizados e guiados pela experiéncia foram ampliados a partir do aumento do tamanho
doequipamento.

No entanto, ao contrario de muitas situacdes semelhantes em Engenharia Quimica ou
Mecanica, os problemas no processamento de particulas muitas vezes ndo foram resolvidos
pelo desenvolvimento de uma compreensdo fundamental dos fendémenos fisico-quimicos
subjacentes. Em muitos casos, as solugdes para problemas de dimensionamento foram
desenvolvidas por uma abordagem préatica de tentativa e erro, mas que tem levado a infeliz
conseqiiéncia de cada geracdo de repetir as experiéncias de seus antepassados. Enquanto
nossos métodos empiricos e computacionais se tornaram mais sofisticados, ainda ha uma
notavel falta de principios de métodos para projetos de processos de particulas (BELL, 2005).

Um problema central no aumento de escala nos processos de fermentacdo foram
reconhecidos pela primeira vez e descritos durante a producdo industrial de penicilina no
inicio da década de 1940 (SCHIMIDT, 2005). O aumento de escala em processo de
fermentacdo é destinado a fabricacdo de quantidades maiores de produtos, se possivel, comum
aumento simultdneo ou pelo menos mantendo os niveis de rendimentos especificos e
qualidade do produto. E o que se espera em um processo bem-sucedido.

A inddstria biotecnoldgica vem crescendo rapidamente, principalmente na
compreensdo sobre processos bioldgicos complexos e também pela alta procura dos produtos
biologicamente manufaturados como alimentos, bebidas, farmacos, commodities e produtos
qguimicos especificos. O impacto da industria biotecnoldgica na economia mundial é
substancial como, por exemplo, na producdo em grande escala de etanol como combustivel
renovavel (HENSON, 2006).

No desenvolvimento de processos quimicos, quando da anélise prévia da viabilidade
técnica e econdmica do processo, em que a frequéncia corresponde a elevados valores para a
produtividade e rendimento do produto de interesse, ha necessidade de desenvolver o produto

em uma escala industrial (SCHMIDELL et al., 2001).0 processo de aumento de escala de
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bancada para a escala de producédo piloto ou industrial continua a ser uma tarefa desafiadora
quando envolve os sistemas microbianos e sistemas de cultura de células (HUMPHREY,
1999; JUNKER, 2004; SCHMIDT, 2005).

Na grande maioria dos processos, o desenvolvimento natural parte de uma escala de
producdo menor para uma escala de produgdo maior. A variacdo de escala nesse sentido é
conhecida como aumento de escala ou scale-up. Da mesma forma, em inddstrias onde a
conversdo da matéria-prima em produto se baseia numa conversdo bioldgica, entre todas as
etapas que devem ser ampliadas, inclui-se a etapa de biotransformacédo, realizada em
fermentadores. Na grande maioria dos processos, o desenvolvimento natural parte de uma
escala de producdo menor para uma escala maior (BHOSALE, 2003).

Na escala de bancada, tendo em vista sua maior flexibilidade e menor custo de
operacdo, os dados basicos sobre o processo devem ser levantados dentro do maior nivel de
detalhes possivel. Nessa etapa, sdo realizadas tarefas basicas, como a selecdo do
microrganismo e o desenvolvimento do meio de cultura ideal (SCHMIDELL et al., 2001).

Também sdo escolhidas as condi¢bes de temperatura € o pH para o processo, assim
como a forma de operacdo do biorreator. Caso 0 processo seja aerdbio, deve-se conhecer a
velocidade de consumo de oxigénio, a fim de que se possa dimensionar adequadamente o
sistema de transferéncia de oxigénio. O levantamento de dados deve permitir a elaboracdo de
modelos interativos (OLDSHUE, 1985).

Tendo acumulado suficiente experiéncia sobre o processo fermentativo em questdo, e
desde que se tenha atingido desempenho adequado do ponto de vista econémico, a ampliacdo
da escala deve ser para um reator piloto. Geralmente, essa escala € mais onerosa, devendo ser
mantido constante grande parte das possiveis variaveis, como é o caso de se buscar operar na
mesma temperatura, no mesmo pH, na mesma forma de operacdo, no mesmo meio de cultura,
e assim por diante (SCHIMIDT, 2005).

Acumulado esse conhecimento das variaveis do processo, deve-se definir um
determinado critério de ampliacdo de escala, ou seja, uma determinada grandeza que devera
ser a mesma na escala piloto em relagdo a empregada na escala de bancada. Como exemplo,
pode-se pensar em manter constante o cisalhamento no reator caso as células sejam sensiveis
a ele, ou manter constante o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio, no caso de
cultivo de células aerébias (LONSANE et al.,1992). Assim, com esse critério fixado, opera-se
a escala piloto, objetivando, obviamente, a obtencdo de igual desempenho que o observado na

escala de bancada.
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Caso esse desempenho seja adequado, conclui-se que o critério fixado esta correto e,
em caso contrario, deve-se ensaiar um novo critério, novamente escolhido de acordo com o
conhecimento do processo. Ainda, caso ndo se obtenha o sucesso esperado, alguns novos
ensaios devem ser realizados na escala piloto, alterando-se ligeiramente as grandezas fixadas,
a fim de melhorar o desempenho do processo. Deve-se lembrar, porém, que agora 0s custos
operacionais s&o mais elevados (BHOSALE, 2003).

Assim, deve ficar claro que a ideia da operacdo de uma escala piloto objetiva,
especialmente o teste do critério de ampliacdo de escala e ndo o estudo da influéncia de
fatores (pH, temperatura, composic¢éo do meio, etc.). Deve-se saber que ao ampliar a escala de
trabalho, vai-se deixando a condicdo de reator homogéneo, frequentemente observada na

escala de bancada. Esse importante fato também devera ser observado.

2.8 AGITACAO

A agitacdo pode ser benéfica para o crescimento e desempenho dos microrganismos
células, melhorando as caracteristicas de transferéncia de massa no que diz respeito aos
substratos, produtos derivados e /oxigénio, melhora também os processos fermentativos
incrementando a producdo de etanol. (RODMUI, ARISRA; et al., 2008).

Este € um dos pardmetros mais importantes, especialmente em fermentacGes
aerobicas, uma vez que garante homogeneidade no que se refere a temperatura e ao ambiente
gasoso e fornece transferéncia interfacial gas-liquido, bem como a transferéncia de liquido
para gas (BANKS, 1984). A agitacdo também promove a transferéncia de calor para massa
superficial e a distribui¢do uniforme de nutrientes adicionados gradualmente durante o curso
da fermentacdo. Deve ser enfatizado que a agitacdo ndo € utilizada em muitos processos
aerobios, tais como fermentacbes SSF e fermentacGes de forma estatica em reatores
(LONSANE et al., 1985).

O uso de agitacdo intermitente, € mais adequada para evitar danos ou rompimento
micelial. Uma combinacgéo da velocidade de agitacdo para remogéo de calor para controlar a
temperatura dos sélidos no nivel 6timo pode também ser benéfico (LONSANE et al., 1985).
Na fermentacdo do caldo de cana deve-se evitar durante a fermentagéo a aeragdo do mosto, ja
que o aumento de oxigénio faz com que o levedo transforme o aglcar em acido acético em
vez de etanol. (CARDOSO, et al.,2007). J& para CRISPIM, 2004 o fator aeracéo e a agitacdo
devem ser realizadas no inicio da fermentacdo objetivando melhorar o desenvolvimento das

leveduras, tendo a necessidade de se evitar durante a fermentagdo, pois a presenca do
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oxigénio pode viabilizar a formacdo de acidos e outras substancias. O uso de agitacdo nos
sistemas de producdo de etanol onde a matéria-prima farelo de arroz é utilizada se torna
preponderante devido aos acUmulos formados dentro do biorreator, ocasionados pelas
caracteristicas do farelo de arroz. Sendo o farelo muito gorduroso a mistura se torna dificil
devido a formacdo de bolas dentro do fermentador, outro aspecto que se observa sé&o 0s
acumulos no fundo do reator, desta forma a agitacdo tem importancia fundamental neste

processo.
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3.1 ABSTRACT

The aim was to investigate the enzymatic saccharification and fermentation for ethanol
production. The rice bran, inoculum, corn steep liquor, soybean bran, amylase, cellulase
concentrations and time of inoculum addition were evaluated using a Plackett-Burman (PB)
experimental design. Furthermore, a central composite rotational design (CCRD) for three
independent variables was carried out to optimise the ethanol production. Inoculum was
added after 18 h of enzymatic hydrolysis and all the process was carried out at 35°C during 48
h. Maximum ethanol production was 175+5.8 gkg™ obtained at 15% (m/m) concentration of
inoculum, 150 g I'* of rice bran and 3 % (m/m) of cellulase. Rice bran is therefore a promising

raw material for ethanol production.

Keywords: Saccharification. Cellulase. Amylase. Fermentation. Rice bran.

Abbreviations: PB, Plackett-Burman design; PB12, Plackett-Burman design with
experimental runs plus three central points;CCRD, central composite rotational design; TRS,
total reducing sugar; CSL, corn steep liquor; SB, soybean bran; C, cellulase; A, amylase; I,
inoculum; Methanot, Mass of ethanol at the end of fermentation; f, theoretical glucose-to-
ethanol conversion factor; mg, mass of theoretical glucose obtained from starch and

cellulose hydrolysis; EtOH, ethanol concentration calculated by Eq. 2.
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3.2 INTRODUCTION

Rice is an important crop in countries such as China, India, Indonesia, and
Bangladesh; rice production worldwide was about 750 million tonnes in 2014 (Food and
Agriculture Organization of the United Nations 2015). Brazil is the 9" largest rice producer
worldwide and the largest one outside of Asia. Rice production for the 2014/2015 harvest in
Brazil was around 12.5 million tonnes, with 8.7 million tonnes produced in the state of Rio
Grande do Sul(Rice Riograndense Institute, 2015). Large amounts of residues (husk 20-33%
and bran 5 - 8%) are generated during the processing of rice and they can be used for biofuel
production as ethanol (DIEP et al., 2015), biogds (MENARDO et al., 2015), biohydrogen
(Ramprakash and Muthukumar 2014) and bio-oil (ALVAREZ et al. 2014). Rice bran has, for
some time, been seen as a potential starch-based feedstock for conversion into fermentable
sugars aiming ethanol production (SAXENA et al., 2009).

Starch and cellulose fractions of rice bran can be converted to ethanol by enzymatic
hydrolysis and fermentation. Simultaneous saccharification and fermentation process has been
employed with more frequency for ethanol production (DIAZ et al., 2014; NARRA et al.,
2015; NIKOLIC et al., 2011). However, in the initial phase of fermentation, the amount of
sugar available in the media is low. In this condition, microbial growth is slow, affecting the
ethanol production. To overcome this drawback hydrolysis and fermentation can be used
consecutively. In addition, enzymes can be used for cold hydrolysis to improve sugar yield
and therefore improve ethanol production without the necessity of gelatinising the starch
(CINELLI et al., 2015).

Other method of increasing ethanol concentration during the distillation step is to
increase the concentration of available sugars and/or improve the efficiency of fermentation.
Sugar concentration can be increased by increasing solid (substrate) content (ERDEI et al.;
2013). A high substrate concentration is necessary to lower the overall energy utilisation and
water consumption, as well as to improve the cost-effectiveness of the process (DHIMAN et
al. 2015; NGUYEN et al., 2014). Some studies at high-solid content has been successfully
carried out on different starch-rich substrates such as cassava flour (NGUYEN et al., 2014),
whole wheat (ERDEI et al., 2013), potato tubers (SRICHUWONG et al., 2009), cassava
(MAYER et al., 2015; YINGLING et al., 2011), sweet potatoes (DIAZ et al., 2014), triticale
(PEJIN et al., 2015) and waste wheat-rye bread (PIETRZAK;KAWA-RYGIELSKA, 2015).
However, the ethanol production from rice bran is little investigated despite the great potential

of this raw material. For this reason, the aim of this work was to use rice bran as raw material
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for ethanol production. Process variables for the enzymatic saccharification and fermentation
of the high-solid content were optimised.

3.3 MATERIAL AND METHODS

3.3.1 Materials

Rice bran was obtained in a local rice milling (Santa Maria-RS), which was
maintained under refrigeration (4°C) until the experiments. Lignin, cellulose, and
hemicellulose present in rice bran were determined using the methodology described in Van
Soest et al. (1991). The composition of rice bran is presented in Table 1. Corn steep liquor
was obtained from Ingredion, Brazil. The enzymes used in this study were cellulolytic
complex from Trichoderma reesei NS50013 (Novozymes Latin American) and amilolytic
complex STARGEN™ (002 (Genencor, Brazil).

Table 1- Rice bran composition (dry basis)

Components (% m/m)
Lignin 54
Hemicellulose 22.9
Cellulose 9.2
Fat 16.5
Starch 30.8
Protein 15.2

Fonte: o autor

3.3.2 Microorganism and inoculum

Dehydrated Saccharomyces cerevisae (Fleishmann) was used as strain. Cell
production for pre-inoculum was carried out in Erlenmeyer flasksusing 10 ml of medium
containing (g I"%): sucrose (20.0), yeast extract (5.0), K;HPO4 (5.0), NH4Cl (1.5), KCI (1.15)
and MgS04.7H>0 (0.65). The medium was inoculated with 1 g of dehydrated yeast and
incubated at 30°C and 150 rpm for 24 h. Each Erlenmeyer flask was transferred to a 500 ml
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Erlenmeyer flask with 100 ml of medium and incubated at 30 °C and 120 rpm for 24 h. The

final solution is the inoculum (1).

3.3.3 Experimental procedure for enzymatic saccharification and fermentation

The experiments for the enzymatic saccharification and fermentation were carried out
in 500 ml Erlenmeyer flasks with 100 ml culture medium at 35°C, pH 6.8, 120 rpm for 48 h in
orbital shaker (INNOVA 44R, New Brunswick Scientific, Enfield, USA).Firstly, 90 ml of
medium containing rice bran (RB) and supplements (corn steep liquor (CSL) and soybean
bran (SB)) were autoclaved at 121°C for 20 min. Afterwards, the enzymes, cellulase (C) and
amylase (A) were added in the previous solution and the reaction was carried out for a
specific time (see Table 2) after what the inoculum (1) was added. The time for hydrolysis and
fermentation was 48 h. At the end of fermentation, the ethanol and sugar concentration were
determined and their values expressed in gkg™ of dry substrate. The amount of supplements
and enzymes were based on the amount of rice bran used in the reaction.

Plackett-Burman design with 12 runs + 3 central points (PB12) was carried out to
select the most significant variables in the process. The variables investigated were rice bran
concentration (100-200 g 1Y), inoculum concentration (5-15 % v/v), corn steep liquor
concentration (CSL) (5-15 % m/m), soybean bran concentration (30-60 % m/m), amylase
concentration (1-5 % m/m ), cellulase concentration (0-5 % m/m) and time of inoculum
addition (6-18h). A central composite rotational design (CCRD) for three independent
variables was carried out to optimise the ethanol production. The variables investigated were
rice bran concentration (100-200 g I), inoculum concentration (5-15 % v/v) and, cellulase

concentration (1-5 % m/m). The process kinetic was investigated at optimised condition.

3.3.4 Fermentable sugar and ethanol determination

After the fermentation, the medium was centrifuged at 4°C, 15,000 rpm during 15 min
for solid separation and an aliquot of 1 mL of supernatant was used to determine the amount
of fermentable sugars by the 3.5-dinitrosalicylic acid method (Miller, 1959). Other aliquot of
5 mL of supernatant was used for direct determination of ethanol content using an alcolyzer at
25°C (Alcolyzer Wine M/WE — Wine Analysis System - Anton Paar, Ashland, USA). The

results obtained were expressed in g [ethanol] kg™[dry substrate].
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3.3.5 Calculations and Statistical analysis

The efficiency of rice bran conversion into ethanol was calculated according to
equation (1).

Methanol-f
Mthg

Efficiency =
1)

Wheremeenanor 1S the mass of ethanol at the end of fermentation (g); f is the
theoretical glucose-to-ethanol conversion factor, equal to 0.5111 g [ethanol] g
1[g|ucose];mthg is the mass of theoretical glucose ( obtained from starch and cellulose
hydrolyses) contained in rice bran (g).

All the results were analysed using the software Statistica® 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa,
OK, USA), considering a significance level of 90% for Plackett-Burman design and 95% for

the CCRD.
3.4 RESULTS AND DISCUSSION

Table 2 presents the results of the PB12 for enzymatic saccharification and
fermentation of rice processing residue for ethanol production. The ethanol production ranged
from 224.5 gkg™ (run 3) to 93.0 gkg? (run 10), while the results of the central points of the
PB12 (13-15) demonstrated a good reproducibility of data, considering a variation lower than
6%. Data from Table 2 were used to compute the effects of variables and the respective
results are presented in Fig. 1. Rice bran, inoculum and cellulase concentrations were
statistically significant (p<0.1) in the studied range. Rice bran and cellulase concentrations
presented negative effects, whereas inoculum concentration was positive. One aspect
important to be mention is the fact that amylase concentration was not significant in the
studied range, even rice bran being composed mainly of starch. This might be related to the
fact that at level -1, the activity already was at a value enough to hydrolyse the starch without
loss of efficiency. In this way, the increase from level -1 to + 1 did not influence the ethanol
production.

Based on the results of the PB12, a CCRD for three variables was performed to
optimise ethanol production. The results of ethanol production, total reducing sugar

concentrations at different process times (0, 18, and 36 h after enzyme addition) and
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conversion efficiency are shown in Table 3. Production of ethanol ranged from 105.50 (run7)
to 173.70 gkg? (run 12). The maximum total reducing sugars (TRS) concentration obtained
during the enzymatic hydrolysis was 52.68 g I" (run 10). Based on this result, it is evident that
the maximum concentration of total reducing sugar does not indicate the maximum ethanol
production, probably due to the inhibition of fermentation by TRS. According to Table 3, the
maximum ethanol production was 173.7 gkg™ within 18 h (run 12). Also, it was observed in
run 9 the lowest amount of residual sugar (2.36 g 1Y) after 36 h, demonstrating that the yeast
cannot convert all sugar into ethanol. It is interesting to note that the lowest concentration of
residual sugar (run 9) found is related to the lowest concentration of rice bran (starch), with
10% v/v of inoculum concentration, 3% m/m of cellulase concentration. On the other hand, it
is observed at run 6 that the highest concentration of residual sugar (5.57 g I) is associated
with a rice bran concentration of 178 g I'Y, 7% v/v of inoculum, and 4% m/m of cellulase.

Data from Table 3 were used to estimate the effects of the independent variables on
ethanol production. These effects are related to the terms of a quadratic model, which are
presented in Eq. 2:

EtOH =151.95+4.50-RB —12.52-RB* +2.49-1+0.33-12-0.79-C -17.37-C* +3.13-RB - | +
0.68-RB-C+0.23-1-C
)

Where: EtOH is the ethanol concentration (gkg™),RB, | and C are the coded
concentrations for rice bran, inoculums and cellulase, respectively.

This model was validated by analysis of variance (Table 4) and presented a regression
coefficient (r) of 0.8889. Only the quadratic terms for rice bran and cellulase concentrations
were significant (p<0.05) in the evaluated range. Both parameters were negative, indicating
that there are maximum points within the range for each one of the variables. To better
understand the influence of process variables on ethanol production, the model was used to
build the contour plots, which are presented in Fig. 2. Thus, Fig. 2 shows the variation of
ethanol production as a function of inoculum and rice bran concentrations (Fig. 2a), cellulase
and rice bran concentrations (Fig. 2b) and, cellulase and inoculum concentrations Fig. 2(c).

Maximum ethanol production was obtained when the rice bran concentration ranged
between 140 and 160 g I}, cellulase concentration between 2.4 and 3.6% m/m and, inoculum
concentration between 12 and 15 % v/v. Based on these results, the optimised condition for
ethanol production was inoculum, rice bran and cellulase concentration of 15% m/m, 150 g I

and 3% m/m, respectively. This condition was experimentally validated and the ethanol
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concentration obtained was 175+5.8 gkg™, which is in agreement with the value predicted by
the model at specified condition (157.06 gkg™).

The literature referring to simultaneous saccharification and fermentation of raw
material presents ethanol yields slightly higher than that obtained in this study. However, it is
important to point out that the majority of studies employed different temperatures for
hydrolysis and fermentation. Pejin et al. (2015) obtained ethanol production in the range of
250-350 gkg™* using triticale as raw material, but the sample was kept in the mashing bath at
60°C for 65 min for liquefaction and the fermentation carried out at 30-35°C. Cuevas et al.
(2015) obtained 130 gkg* of ethanol using pre-treated olive-stones as substrate. Using broken
rice, Li et al. (2013) obtained a production around 280 gkg™, however, the enzymatic
hydrolysis was carried out at 98°C. Wang et al. (2015) obtained a production of 350 gkg™

using cooked powder of Jerusalem artichoke tubers to release inulin as carbon source.

3.5 CONCLUSIONS

This study evaluated the ethanol production by simultaneous enzymatic
saccharification and fermentation of rice bran. Maximum ethanol production was 175+5.8
gkg™ obtained at inoculum, rice bran and cellulase concentrations of 15% m/m, 150 g I and
3% m/m, respectively. Inoculum was added after 18 h of enzymatic hydrolysis and all the
process was carried out at 35°C during 48 hours. It was demonstrated that the rice bran can be
efficiently employed for ethanol production via enzymatic saccharification and fermentation

at the same temperature.
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Table 2 — Matrix of the results obtained in the PB12 for screening of significant variables for ethanol production

Run RB | CSL SB A T C Ethanol
(gl?h) (% VIv) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (h) (%o m/m) (gkg?)
1 200 (+1) 5 (-1) 15 (+1) 30 (-1) 1(-1) 6 (-1) 5 (+1) 129.5
2 200 (+1) 15 (+1) 5 (-1) 60 (+1) 1(-1) 6 (-1) 0(-1) 141.3
3 100 (-1) 15 (+1) 15 (1) 30 (-1) 5 (+1) 6 (-1) 0 (-1) 224.5
4 200 (+1) 5 (-1) 15 (1) 60 (+1) 1(-1) 18 (+1) 0 (-1) 118.5
5 200 (+1) 15 (+1) 5(-1) 60 (+1) 5 (+1) 6 (-1) 5 (+1) 128.7
6 200 (+1) 15 (+1) 15 (+1) 30 (-1) 5 (+1) 18 (+1) 0 (-1) 138.5
7 100 (-1) 15 (+1) 15 (+1) 60 (+1) 1(-1) 18 (+1) 5 (+1) 180.5
8 100 (-1) 5 (-1) 15 (+1) 60 (+1) 5 (+1) 6 (-1) 5 (+1) 117.7
9 100 (-1) 5 (-1) 5 (-1) 60 (+1) 5 (+1) 18 (+1) 0(-1) 172.7
10 200 (+1) 5(-1) 5(-1) 30 (-1) 5 (+1) 18 (+1) 5 (+1) 93.0
11 100 (-1) 15 (+1) 5(-1) 30 (-1) 1(-1) 18 (+1) 5 (+1) 180.5
12 200 (-1) 5 (-1) 5 (-1) 30 (-1) 1(-1) 6 (-1) 0 (-1) 171.1
13 150 (0) 10 (0) 10 (0) 45 (0) 3(0) 12 (0) 2.5 (0) 125.6
14 150 (0) 10 (0) 10 (0) 45 (0) 3(0) 12 (0) 2.5 (0) 133.9
15 150 (0) 10 (0) 10 (0) 45 (0) 3(0) 12 (0) 2.5 (0) 130.8

Key: RB — Rice bran; I - inoculum concentration; CSL — corn steep liquor; SB — soybean bran; A — amylase concentration; T — time
for addition of the yeast; C —cellulase concentration.

Initial amylase activity: 285.0 Ug™

Initial cellulase activity: 32.4 FPUg™
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Run RB I C Ethanol TRSOh TRS18h TRS36h Efficiency (%)
1) (% Vviv) (% m/m) (gkg™) @ @ 1)
1 122 (-1) 7(-1) 2 (-1) 113.2 1.54 39.19 3.23 55
2 122 (-1) 7(-1) 4 (1) 116.8 1.82 39.75 4.58 57
3 122 (-1) 13 (+1) 2 (-1) 106.8 1.54 38.01 3.41 52
4 122 (-1) 13 (+1) 4 (1) 122.6 1.54 39.47 4.22 60
5 178 (+1) 7(-1) 2 (-1) 111.3 1.54 36.70 3.75 54
6 178 (+1) 7 (-1) 4 (1) 117.3 1.48 38.22 5.57 57
7 178 (+1) 13 (+1) 2 (-1) 105.5 1.36 39.20 4.19 51
8 178 (+1) 13 (+1) 4 (1) 124.3 1.48 39.33 4.65 60
9 100 (-1.68) 10 (0) 3(0) 122.4 5.67 19.86 2.36 60
10 200 (+1.68) 10 (0) 3(0) 132.6 7.04 52.68 3.41 64
11 150 (0) 5(-1.68) 3(0) 153.8 6.95 41.14 3.21 75
12 150 (0) 15 (+1.68) 3 (0) 173.7 7.49 46.14 3.16 84
13 150 (0) 10 (0) 1(-1.68) 116.7 6.72 47.40 3.33 57
14 150 (0) 10 (0) 5(+1.68) 110.9 7.67 39.75 3.62 54
15 150 (0) 10 (0) 3(0) 154.3 9.32 31.00 4.33 75
16 150 (0) 10 (0) 3(0) 1475 7.56 43.92 3.16 72
17 150 (0) 10 (0) 3(0) 150.2 7.38 43.64 3.01 73

Key: RB — rice bran; I - inoculum concentration; C — cellulase concentration; TRS — total reducing sugar in zero (TRS 0), 18 h (TRS
18), and 36 h (TRS 36). Initial amylase activity: 285.0 Ug'; initial cellulase activity: 32.4 FPUg™!
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Table 4 — Analysis of variance (ANOVA) for the terms of quadratic model presented in Eq. 2.

Sum of Squares Degree of Freedom Mean Square F-test p-value

RB 275.72 1 275.72 1.4292 0.2708

RB? 1761.11 1 1761.10 9.1287 0.0193

| 84.88 1 84.88 0.4400 0.5284

12 1.21 1 1.21 0.0063  0.9392

C 8.46 1 8.46 0.0439 0.8401

C? 3392.00 1 3392.00 17.5825 0.0041

RB x | 78.13 1 78.13 0.4050 0.5448

RBxC 3.65 1 3.65 0.0189  0.8945

IxC 041 1 0.41 0.0021 0.9647
Error 1350.43 7 192.92

Total Sum of Squares 6527.04 16
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Figure 1— Pareto chart showing the effect of process variables studied in the PB12 for ethanol
production. Labels: RB — rice bran; | — inoculum; C — cellulase; SB — soybean bran; A —
amylase concentration; T — time for addition of the yeast; CSL — corn steep liquor.

(6)Time //////-0.41

@)cst /////// 031
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Figure 2— Contour plots showing the influence of process variables on ethanol production: a)
inoculum density and rice bran concentration; b) cellulase and rice bran concentrations; and c)
cellulase concentration and inoculums density. Third variable was maintained at the central

point.
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4.1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o aumento de escala do processo de producéo de etanol a
partir de farelo de arroz. Para esta finalidade, foi estudado o efeito das variaveis agitacdo e
temperatura na producao de etanol em biorreator com volume util de 3L. A méaxima producéo
de etanol foi 182,52 g/kg na condicdo em que a agitacdo foi 140,5 rpm e a temperatura
35,8°C. Nesta condicdo, a conversdo do amido em etanol foi de 89% e a producdo similar
aquela obtida em frascos agitados. Dessa forma, foi possivel manter a producdo mesmo

guando o processo foi escalonado em 30 vezes.

Palavras-chave: Fermentacdo, hidrdlise, processo biotecnologico

4.2 ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the scale-up of ethanol production using rice bran as
raw material. For this purpose, the effect of the agitation and temperature on ethanol
production in bioreactor with a useful volume of 3L was studied. The maximum ethanol yield
was 182.52 g / kg in the condition where the stirring rate was 140.5 rpm and the temperature
35.8 ° C. In this condition, the conversion of the starch into ethanol was 89% and the
production similar to that obtained in shaken flasks. In this way, it was possible to maintain
production even when the process was increased 30 times.

Key words:fermentation; hydrolysis; biotechnological process.



48

4.3 INTRODUCAO

A atual economia mundial é altamente dependente de varios fontes de energia
fosseis, como petroleo, carvdo, gas natural, etc. sendo utilizadas para a producdo de
combustivel, eletricidade e outros bens (UIHLEIN et al., 2009). O consumo excessivo de
combustiveis fdsseis, especialmente nos grandes centros urbanos, resultou na geracdo de
elevados niveis de poluicdo durante as ultimas décadas. O nivel de gases de efeito estufa na
atmosfera da terra tem aumentado drasticamente (BALLESTEROS et al. 2006). Com a
expansdo da populacdo humana e o crescente avanco industrial mundial o consumo de energia
também aumentou gradualmente.

Neste cenéario, outras fontes de energias podem servir como uma alternativa.
Atualmente, o bioetanol é considerado uma das fontes energéticas renovaveis e com baixa
emissdo de carbono, tornando-se uma promissora alternativa para substituicdo ao petroleo, e
sua producdo tem sido promovida por muitos paises (BOTHAST, 2005; LIN, 2006). A
producdo global de biocombustiveis cresceu de 16 milhdes de m3 em 2000 para mais de 100
milhdes de m3 em 2010 e hoje, os biocombustiveis oferecem cerca de 3% do total de
combustivel de transporte rodovidrio a nivel mundial com agdes de implementacdo
consideravelmente mais altos alcancados em alguns paises. Os EUA e o Brasil sdo
responsaveis por 87,1% dessa producdo a partir do milho e da cana de aglicar como matéria-
prima, respectivamente, (I'YE, 2013). A producdo de biocombustiveis de primeira geragéo,
como o etanol de cana de agucar no Brasil e etanol de milho nos EUA é caracterizado por
mercados comerciais maduros e com dominio total da tecnologia, com pouco ou nenhum
espaco para melhoria de processos.

A maior parte do bioetanol é produzida a partir de matérias-primas oriundas da cana
de acucar, milho, trigo e cevada. No entanto, o uso destas culturas para produzir bioetanol

compete com areas agricolas que tem a sua utilizagio como uma fonte de alimento. Esta


http://www-sciencedirect-com.ez47.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0301421513008525
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competicdo teve um grande impacto mundial nos precos de alimentos e racdes (SHINOZAKI;
KITAMATO, 2010). Além disso, a conversdo de florestas e pastagens em novas areas
agricultaveis para suprir a demanda de alimentos também tem sido problematica, pois tal
mudancga no uso da terra aumenta as emisses de gases de efeito estufa (Searchinger, et.al
2008).

O presente estudo focard especialmente os residuos provenientes da agroindustria
arrozeira. O arroz (Oryza sativa) € um dos cereais mais produzidos e consumidos no mundo,
caracterizando-se como principal alimento para mais da metade da populacdo mundial
(WALTER et al. 2008). O Brasil € 0 nono maior produto mundial e colheu 11,26 milhdes de
toneladas na safra 2009/2010. A producéo esta distribuida nos estados do Rio Grande do Sul,
Santa Catarina e Mato Grosso. O cultivo de arroz irrigado, praticado na regido Sul do Brasil
contribui, em média, com 54% da producdo nacional, sendo o Rio Grande do Sul o maior
produtor brasileiro. As projecGes de producdo e consumo de arroz, avaliadas pela Assessoria
de Gestdo Estratégica do Mapa, mostram que o Brasil vai colher 14,12 milhdes de toneladas
de arroz na safra 2019/2020.

A cadeia produtiva do arroz ainda enfrenta varios problemas, ainda que seja
extremamente tecnificada, em especial no que diz respeito ao grande volume de residuos
gerados pelo seu beneficiamento, que apresentam dificil manejo e/ou baixo valor comercial,
sendo que destes, apenas 10% podem ser adicionados ao produto final. Apds a distribuigéo
dos grdos quebrados adicionados ao produto final, 4% de gréos sdo geralmente destinados a
industria cervejeira e para alimentagdo animal (LIMBERGER et al., 2008; SILVA et al.,
2006). No processo de beneficiamento do arroz, o farelo de arroz se destaca como importante
subproduto, o qual segundo o Instituto Rio-grandense do Arroz vem sendo subaproveitado no

montante de mais de um milh&o de toneladas/ano (CHAUD et.al. 2009).
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Em trabalho prévio foi investigada a producéo de etanol em frascos agitados, usando
farelo de arroz como substrato (MICHEL JR. et al., 2015). Diversas variaveis que afetam o
processo foram e estudadas e otimizadas, possibilitando a obtencdo de 175+5.8 g.kg*. Com
base nestes resultados, o objetivo deste trabalho foi aumentar a escala de producéo de etanol,
a partir da conducdo dos experimentos em um biorreator de bancada com capacidade para 5 L
visando reproduzir os resultados obtidos nos frascos agitados. Para esta finalidade, um
delineamento composto central rotacional foi proposto para estudar o efeito da agitacdo e da

temperatura na hidrdlise enzimatica e conversao simultanea da glicose em etanol.

4.4 MATERIAL E METODOS
4.4.1 Materiais

As enzimas utilizadas neste estudo foram complexo celulolitico de Trichoderma reesei
NS50013 (Novozymes Latin American) e um complexo amilolitico STARGEN™ (01 e 002
(Genencor, Brazil). O farelo de arroz foi obtido em um moinho de Santa Maria. A

composicao detalhada do farelo pode ser obtida no trabalho de Michel Jr. et al. (2015).

4.4.2 Microrganismo e in6culo

Foi utilizada a levedura desidratada Saccharomyces cerevisae (Fleishmann). A
producdo de células para o pré-indculo foi realizada em frascos de Erlenmeyer com 100 mL
de meio contendo (g I™%): sacarose (20,0), extrato de levedura (5,0), K2HPO4 (5,0), NH4CI
(1,5), KCI (1,15) and MgS0O4.7H20 (0,65), pH 6.5. O meio foi inoculado com 1 g de

leveduras desidratadas a 30°C e 150 rpm durante 24 h.

4.4.3 Procedimento experimental para sacarificagdo enzimatica e fermentacao
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As fermentacGes foram conduzidas em um biorreator de 5L, com volume util de 3L.
As concentracOes de indculo, farelo de arroz, celulase e amilase foram de 15% (v/v), 150 g.L"
1 3% (m/m) e 1% (m/m), respectivamente (MICHEL JR. et al., 2015). Inicialmente, farelo de
arroz e as enzimas foram adicionadas ao meio reacional, com a reacdo sendo conduzida por
19 horas. Apds este periodo, foi adicionado o indculo e o processo acompanhado até 48 h.

Ap0s a fermentacdo, o meio foi centrifugado a 4 C, 15000 rpm durante 15 minutos
para a separacdo de solidos e uma aliquota de 1 ml de sobrenadante foi utilizado para
determinar a quantidade de acucares fermentaveis pelo método DNS (acido 3,5
dinitrossalicilico) (Miller, 1959). Outra aliquota de 5 ml do sobrenadante foi usada para
determinacéo do contetdo de etanol contida usando um Alcoémetro (Alcolyzer Wine M/WE
— Wine Analysis System - Anton Paar, Ashland, USA). Os resultados obtidos foram expressos
em g [etanol] por kg [substrato seco].

As variaveis estudadas neste trabalho foram a agitacdo e temperatura através de um
delineamento composto central (DCCR) para duas variaveis independentes. A faixa de
temperatura avaliada foi de 30-70°C (compreendendo as faixas 6timas para 0 crescimento
microbiano e para a acdo das enzimas) e agitacdo na faixa de 100-300 rpm. Todos 0s
resultados foram analisados usando o software Statistica® 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK,

USA),considerando um nivel de significancia de 95% para o DCCR.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta a producdo de etanol e a eficiéncia de conversdo do amido
obtidos nos 11 experimentos do DCCR. Houve uma variacdo na producdo de etanol na faixa
entre 33,66 até 182,52 g/kg (experimento 1), enquanto que a conversao variou de 16-89%. Os
dados da Tabela 1 foram usados para o calculo dos efeitos lineares, quadraticos e de interagdo

das variaveis independentes e o resultado esta expresso na Figura 1.
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Como pode ser visto, a unica variavel que apresentou efeito estatisticamente
significativo (p<0,05) foi a temperatura, a qual apresentou influéncia negativa na producao de
etanol. Em média, 0 aumento da temperatura do nivel -1 (35,8°C) para +1 (64,2°C) resultou
em uma reducdo de 107 g/kg na producdo. Este resultado demonstra claramente que altas
temperaturas sdo deletérias para o microrganismo. Alguns autores sugerem que a temperatura
6tima para a levedura é em torno de 36°C (OHGREN et al., 2007).

As temperaturas elevadas favorecem a reacdo de hidrolise enzimatica, pois as enzimas
utilizadas apresentam temperaturas 6timas de acdo na faixa de 50-60°C. Porém a levedura nao
suporta tais temperaturas. Em temperaturas mais baixas, mesmo com uma consideravel
reducdo na taxa das reacdes enzimaticas, foi possivel obter producdo similar aquela obtida em
frascos agitados. A agitacdo, independente do valor usado, ndo influenciou na producdo de
etanol, o que indica que o grau de mistura da solucdo foi eficiente, possibilitando uma boa
interaco entre as fases envolvidas. E importante salientar que o uso de farelo de arroz requer
0 uso de um sistema de mistura para evitar a precipitacdo da matéria prima, o que resultaria na

reducdo da conversdo devido as limitacdes de transferéncia de massa.

4.6 CONCLUSOES

Neste estudo foi avaliado a producéo de etanol a partir de farelo de arroz em um
biorreator com capacidade de 3L. A méaxima producdo de etanol foi de 182,52 g/kg, nas
condicgdes de 140,5 rpm e 35,8°C. O valor obtido neste trabalho é similar aquele reportado
previamente o processo conduzido em frascos agitados. Dessa forma, foi possivel manter a

producdo mesmo quando o processo foi escalonado em 30 vezes.
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Tabela 1- Matriz experimental contendo os resultados referentes a producéo de etanol e a

eficiéncia de conversdo do amido ao final do processo fermentativo

Exp Agitacdo Temperatura Etanol Eficiéncia
(rpm) (°C) (s/kg) (%)
1 -1(140,5) -1(35,8) 182,52 89
2 1(259,5) -1(35,8) 179,89 87
3 -1(140,5) 1(64,2) 46,29 22
4 1(259,5) 1(64,2) 33,66 16
5 -1,41(100) 0(50) 62,07 30
6 1,41(300) 0(50) 101,52 50
7 0(200) -1,41(30) 132,55 65
8 0(200) 1,41(70) 30,47 44
9 0(200) 0(50) 124,69 62
10 0(200) 0(50) 108,88 53
11 0(200) 0(50) 137,81 67

Fonte: Autores
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Figura 1. Grafico de pareto com os efeitos lineares, quadraticos e de interacdo das variaveis

independentes na producao de etanol
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5 CONCLUSOES GERAIS

O estudo inicial do trabalho apresenta o uso do planejamento Placket-Burman que
selecionou as principais varidveis para andlise. Outra metodologia utilizada foi o
delineamento composto central rotacional (DCCR), levando as conclusbes sobre os pontos
6timos de conversdo da matéria-prima e suas interacbes com o inéculo e celulase, em que 0s
valores sdo otimizados.

A hidrolise enzimatica do residuo gerado no beneficiamento originando o farelo de
arroz € uma metodologia simples e eficiente na geracdo de agUcares redutores, possibilitando
0 aproveitamento deste residuo sélido na producdo de etanol. Foram obtidas quantidades
consideraveis de AR comparativamente com outras fontes amilaceas.

O bom rendimento de etanol proporcionado nas fermentacdes em coldhydrolysis se da
pelo fato de que a hidrolise e a sacarificacdo ocorrem simultaneamente ea medida que vai
sendo convertido o amido em acucar, o aclcar é convertido em etanol pela levedura
Saccharomy cescerevisiae. Nesse processo, também pode-se destacar a economia energética,
visto que a hidrdlise e sacarificacdo sdo realizadas simultaneamente sem a elevacdo da
temperatura para o processo de gelatinizacdo, que ocorre nos outros processos, para obtengédo
de acucares fermentaveis. No quadro 1 seguinte € possivel analisar as comparacdes realizadas
para os dois experimentos conduzidos em frascos agitados e biorreator de 3 litros.

Quadro 1

Variavel Experimentos

Frascos Agitados Biorreator 3 L
Prqdugao de Etanol (g etanol por 172.70 182,52
quilograma farelo de Arroz)
Eficiéncia (%) 84 89
Residuo de acgtcar no processo (g/L) 3,16 0,53
er)centual de etanol no experimento 3,26 3,46

A partir desses valores alcancados de etanol nos experimentos, pode-se estimar o
potencial de producédo de etanol a partir deste residuo que pode chegar a 4% do peso do arroz
e, com base na producdo anual de 13.140.000T deste cereal no Brasil, e com uma quantidade
de residuo de farelo de arroz estimada em 1 milhdo de toneladas que esta sendo
subaproveitada, existe um grande potencial de producdo, de 35 a 50 milhdes de litros por ano
de etanol.
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Com isto, o presente estudo mostra-se uma alternativa vidvel tecnicamente de
producdo de etanol, além de servir como iniciativa de gestdo ambiental em busca de
metodologias para producdo mais limpa e equilibrada, visando diminuir os impactos
ambientais de residuos agricolas gerados em seu processamento, aspectos relativos aos custos
devem ser levantados em outros estudos mais especificos, 0s quais ndo sdo objetos deste
trabalho.



6 ETAPAS FUTURAS

Para dar continuidade ao estudo dos processos de hidrolise e sacarificacdo simultaneas
(SSF) do amido granular reproduzidos em escala de laboratorio envolvendo a utilizacdo da
matéria-prima farelo de arroz, sugerimos que sejam testados os mesmos fatores em relacdo ao
aumento de escala (Scale-up).

Com base nos resultados obtidos na primeira etapa do trabalho, em que foi otimizada a
producdo em frascos agitados, e na etapa seguinte que consistiu em pesquisas conduzidas em
biorreatores de 3 litros as varidveis abordadas sirvam como parametros para dados futuros.
Espera-se que com esses dados 0s processos conduzidos em grande escala possam ser
efetivados sem que ocorram problemas, visto que o aumento de escala sempre proporciona
situacGes muitas vezes nao estudadas em nivel de laboratorio ou que envolvem variaveis ndo
consideradas em pequena escala. Na ultima etapa do estudo sugerimos o estudo e uma
avaliacdo com biorreator de 400 litros para estudo dos aspectos abordados anteriormente.
Outro fator relevante em estudos futuros refere-se a avaliacdo da viabilidade econdmica para
0 uso deste residuo na producdo de etanol visto que uma grande quantidade é subaproveitada

segundo ficou demonstrado na reviséo da literatura.
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