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GENERAL ABSTRACT

INTRODUCTION AND OBJECTIVES: According to estimates of the National Supply
Company (CONAB), in the period March 2013/14, Brazil produced approximately 12.8
million tons of rice, an increase of 8 % compared to the period of 2012/13. The grain
processing results in by-products such as rice bran, which has B vitamins, proteins,
tocopherols and over 40% carbohydrates, justifying their use in fermentation processes
such as vinegar production. Vinegar is composed of 80% (v/v) water and 20% of a
wide variety of other compounds such as organic acids, alcohols, minerals,
polyphenols, amino acids, among others. The substrates used in vinegar production
must provide fermentable carbohydrates to alcoholic fermentation, which is followed by
acetic fermentation. The aims of this study were to investigate the hydrolysis process of
defatted rice bran by enzymatic way, assess the stage of alcoholic fermentation to
optimize ethanol production, and carry out production of vinegar by submerged
fermentation and characterizing the final product.

METHODS: Optimization of enzymatic hydrolysis was achieved using a sequential
strategy of experimental design. Firstly, a Fractional Factorial Fesign including 2°* trials
plus 3 center points (19 runs) was applied to evaluate the effects of concentration of
amylolytic enzymes, action timeand the dilution rate of defatted rice bran (DRB) on
response of reducing sugars (RS) released, followed by two CCRDs (Central
Composite Rotatable Design); after the analysis of the effects of Fractional Design, the
optimum values of enzymes concentration was reached by the two sequential
CCRD.Validation of the optimal conditions for the enzymatic hydrolysis was performed
in triplicate in two tests, in the vicinity of the optimized conditions. In the step of
alcoholic fermentation, initially was developed a test to evaluate the effect of inoculum
size and agitation for application of a CCRD 22 that evaluated the effects of inoculum
concentration, pH and temperature on the response of ethanol yield (%). After the
analysis the first CCRD, aiming to increase the ethanol yield, the second test was
performed to evaluate the effects of protease addition and exposure of the suspension
of defatted rice bran to ultrasonic bath treatment, prior to enzymatic hydrolysis with
amylases, since several studies indicate that the ethanol production can be increased
under these conditions, because of increased exposure of the starch granules to
amylolytic enzymes in the saccharification, after the action of proteases. The results
allowed to determine the sequence of the study in the second CCRD was used to
evaluate the effect of inoculum concentration and temperature, with adjusted tracks to
achieve the optimization of fermentation, performing the addition of protease hydrolysis
previously enzyme. Once the alcoholic fermentation step was optimized, a batch of
vinegar production (acetic fermentation). The characterization of vinegar was
performed by determination the parameters required by Brazilian legislation (residual
alcohol content, total acidity and acetic acid, pH, total and reduced dry extract, ash and
total and reducing sugars).

MAIN RESULTS: The optimization of enzymatic hydrolysis was achieved with
concentration of 200 g-L-1 FAD, 30 g-L-1 a- amylase and 40 g-L-1 amyloglucosidase,
with action times of 2 and 3 hours, respectively. In the first preliminary test performed
on the alcoholic fermentation step, it was observed that shaking positively influenced
only in the tests with 2.0 and 5.0% of inoculums, and the higher yield of ethanol
obtained was 1.90 % with the use of 0.5% inoculums, under stationary conditions.
with the results obtained in the first test, the tracks of the variables were defined for the
first CCRD, where the maximum ethanol content was obtained 2.10%, with the
temperature at 30 °C, 2.8% of inoculums and pH 5.0. By applying the second test it



was found that under the conditions applied, the ultrasonic treatment had no significant
effect on the response of ethanol concentration; however, with the use of protease the
yield was increased to 3.6% ethanol, after 72 hours of alcoholic fermentation. A new
CCRD was performed, in order to achieve the optimization of the alcoholic
fermentation; in this step, the concentration of protease was fixed at 15 uLg-1, before
the enzymatic hydrolysis of polysaccharides with the amylases and the ranges studied
for the significant variables in the first CCRD was adjusted (temperature: 28 - 35 °C;
inoculum concentration: 1 - 7%), being achieved vyield of 4.00% ethanol. The acetic
fermentation was completed after eight days of inoculation of acetic bacteria (strong
ethanol vinegar), and the vinegar produced answered current Brazilian legislation in all
parameters, except for ash, which can be adjusted by applying a filtration step. These
results may generate technological innovation for the industrial sector, as the results
obtained in this work demonstrate the possibility of performing the use of rice bran as
raw material for the production of vinegar.

Keywords: Enzymatic Hydrolysis, Experimental Design, Alcoholic Fermentation and
Acetic Fermentation.



RESUMO GERAL

INTRODUCAO E OBJETIVOS: Segundo as estimativas da Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), na safra de marco de 2013/14 o Brasil produziu
aproximadamente 12,8 milh@es de toneladas de arroz, apresentando um acréscimo de
8% em relagdo a safra de 2012/13. O processamento deste grdo resulta em
subprodutos como o farelo de arroz, que apresenta vitaminas do complexo B,
proteinas, tocoferdis e mais de 40% de carboidratos, justificando sua utilizacdo em
processos fermentativos, como a producao de vinagre. O vinagre € composto por 80%
(v/v) de &gua e 20% de uma grande variedade de outros compostos, como acidos
organicos, alcoois, sais minerais, polifendis, aminoacidos, entre outros. Os substratos
utilizados na sua producdo devem apresentar carboidratos fermentesciveis para que
seja possivel realizar as etapas de producao: fermentacdes alcoolica e acética. Tendo
em vista estas consideracdes, 0s principais objetivos deste trabalho foram investigar o
processo de hidrdlise do farelo de arroz desengordurado por via enzimatica, avaliar a
etapa de fermentacdo alcodlica para otimizar a producdo de etanol, e realizar a
producdo do vinagre por meio de fermentacdo submersa, bem como a caracterizagédo
do produto final.

METODOS: Para a otimizacio da etapa de sacarificacido dos aglicares complexos do
farelo de arroz desengordurado (FAD), realizou-se uma estratégia sequencial de
planejamento experimental. Inicialmente aplicou-se um planejamento Fracionario 2°*
com as variaveis concentracdo de (FAD) (razdo farelo/agua (g.L™), concentracéo e
tempo de atuacdo da a-amilase e da amiloglucosidade (AMG), tendo-se como
resposta, a concentracdo de agucares redutores (AR); apés andlise do Planejamento
Fracionario, foram aplicados dois Delineamentos Compostos Central Rotacional
(DCCR) 2% onde avaliou-se os efeitos das concentracbes de ambas enzimas. A
validacdo das condi¢des otimizadas para a hidrélise enzimatica foi realizada por meio
de dois testes em triplicata, nas vizinhancas das condi¢cdes otimizadas. Na etapa
subsequente de fermentagdo alcoodlica, inicialmente desenvolveu-se um teste
objetivando avaliar o efeito do tamanho do inoculo e da agitagdo para posterior
aplicacdo de um DCCR 2° onde foram avaliados os efeitos da concentracéo de
in6culo, pH e temperatura sobre a resposta de rendimento em etanol (%). ApGs a
analise dos resultados do primeiro DCCR, objetivando-se aumentar o rendimento em
etanol, realizou-se um segundo teste preliminar, para avaliar os efeitos da adicdo de
protease e da exposicdo da suspensdo de farelo de arroz desengordurado ao
tratamento ultrassbnico, anteriormente a etapa de hidrélise enzimatica, visto que
diversos estudos indicam que a producdo de etanol pode ser aumentada nestas
condi¢bes, devido a maior exposi¢cdo dos granulos de amido as enzimas amiloliticas
do processo de sacarificacdo, apos a agdo de proteases. Os resultados obtidos
permitiram definir a sequéncia do estudo, na qual um segundo DCCR foi aplicado para
a avaliacdo dos efeitos da concentracdo de indculo e temperatura em faixas ajustadas,
visando alcancar a otimizacao da fermentacdo alcodlica, realizando-se a adi¢cdo de
protease anteriormente a hidrélise enzimatica. Uma vez otimizada a etapa de
fermentacdo alcodlica, foi realizada uma batelada de producdo do vinagre
(fermentagcdo acética) com 0s parametros otimizados nas etapas anteriores. A
caracterizacdo do vinagre foi realizada por meio da determinagdo dos parametros
exigidos na legislagéo vigente (teor alcodlico residual, acidez total e 4cido acético, pH,
extrato seco total e reduzido, cinzas e agUcares redutores e totais).

PRINCIPAIS RESULTADOS: A otimizacdo da hidrolise enzimatica foi alcangada
nos ensaios com concentracéo de 200 g.L™* de FAD, 30 pL.g™ de a-amilase e 40 pL.g™
de amiloglucosidade, com os tempos de atuacdo das mesmas em 2 e 3 horas,
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respectivamente. No primeiro teste preliminar, realizado na etapa de fermentacéo
alcoolica, observou-se que a agitacdo influenciou de forma positiva apenas nos
ensaios com 2,0 e 5,0% de indculo, sendo que o maior rendimento de etanol obtido foi
de 1,90% com a utilizagdo de 0,5% de in6culo, em condi¢Bes estacionarias. Com 0s
resultados obtidos no primeiro teste, ajustou-se as faixas das varidveis do primeiro
DCCR onde o teor méximo de etanol obtido foi de 2,10%, com a temperatura em 30°C,
2,8% de in6culo e pH 5,0. Por meio da aplicacdo do segundo teste verificou-se que,
nas condicdes aplicadas, o tratamento ultrassbnico ndo apresentou efeito significativo
na resposta de concentracdo de etanol, entretanto com a utilizacdo da protease, foi
possivel aumentar para 3,6% o rendimento de etanol, apés as 72h de fermentacéo
alcdolica. Visando alcancar a otimizacdo da fermentagcdo alcoolica, realizou-se um
novo DCCR, sendo fixada a concentracdo de 15 pL.g™" de protease para atuagéo
anteriormente ao processo de hidrolise enzimatica dos polissacaridios e sendo
ajustadas as faixas das variaveis significativas no primeiro DCCR (temperatura: 28 a
35 °C; concentracdo de indculo: 1 a 7%), onde foi possivel alcancar rendimento de
4,10% de etanol. A fermentacdo acética foi concluida apds oito dias da inoculacéo das
bactérias acéticas, por meio do vinagre forte de etanol, sendo que o produto gerado,
vinagre a base de farelo de arroz, ndo atendeu a legislacdo em vigor, apenas no
parametro de cinzas, o qual pode ser ajustado com a aplicacdo de uma etapa de
filtrac&o.

Palavras- Chave: Hidrélise Enzimatica, Planejamento Experimental, Fermentagéo
Alcodlica e Fermentacdo Acética.
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APRESENTACAO

Esta Dissertacdo € composta por quatro (04) capitulos, a citar:

. SIEPMANN, B. Francieli; CANAN, Cristiane; COLLA, Eliane. Vinagre:
Producao, Propriedades Medicinais E Antimicrobrianas. Boletim do Centro de
Pesquisa de Processamento de Alimentos.

. SIEPMANN, B. Francieli; CANAN, Cristiane; JESUS, M. M.M; COLLA, Eliane.

Otimizacao da hidrélise enzimatica de farelo de arroz desengordurado para uso
em processos fermentativos.

Estudo da etapa de fermentacéo alcodlica da producgéo de vinagre de farelo de
arroz desengordurado

Producdo e caracterizagdo do vinagre a base de farelo de arroz
desengordurado.
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CAPITULO 1

VINAGRE: PRODUCADO, PROPRIEDADES MEDICINAIS E
ANTIMICROBRIANAS

FRANCIELI BEGNINI SIEPMANN*
CRISTIANE CANAN**
ELIANE COLLA***

RESUMO

Ha aproximadamente 5000 anos, 0s egipcios, babilbnios, indianos,
persas e gregos ja conheciam a arte de fabricacédo e a versatilidade do vinagre:
além de tempero, era a Unica maneira de preservar carnes, peixes e vegetais,
e muito apreciado por seu efeito de resfriamento. Na industria € utilizado como
acidulante, aromatizante e conservante. E um alimento produzido por duas
fermentacgdes sucessivas, alcodlica e acética, sendo necessario utilizar apenas
matérias-primas com amidos e/ou acgUcares, sendo que os polissacarideos
primeiramente devem ser hidrolisados para converte-los em acucares
fermentesciveis antes de iniciar os processos de fermentacdes. Os processos
utilizados na fabricacdo de vinagres séo: Fielding process, processo lento ou
Orleans, rapido ou alem&o ou submerso, sendo o Ultimo o mais utilizado devido
a alta produtividade. O vinagre € um alimento que tem sido muito utilizado
como agente medicinal e antimicrobiano. Estudos evidenciaram efeitos
positivos na sua utilizacdo em tratamentos contra doencas inflamatérias no
intestino, contra o cancer de célon, como agente antiglicémico, além de auxiliar
no controle da Antracnose Podriddo em tomates. Seu poder antioxidante esta
intimamente correlacionado com o teor de polifendis totais do substrato e do
tipo de madeira utilizada nos barris de envelhecimento. Os antioxidantes
auxiliam na prevencdo de doenca como o cancer, diabetes, envelhecimento,
aterosclerose, doencas cardiovasculares, doencas inflamatérias e doencas
degenerativas em humanos. Devido a versatilidade do vinagre, € possivel
ampliar os estudos nesta area, visando utilizar subprodutos como substrato ou
aperfeicoando o processo além de difundir os seus beneficios aos
consumidores.

PALAVRAS-CHAVE: fermentacdo alcodlica, fermentacdo acética, -efeito
antioxidante.

1.INTRODUCAO

Na antiga China, o vinagre era um simbolo de vida. Ha 5000 anos atras,
0s egipcios, babilonios, indianos, persas e gregos ja conheciam a arte de
fabricacdo e versatilidade do vinagre: além de tempero, era a Unica maneira de
preservar carnes, peixes, vegetais e muito apreciado por seu efeito refrescante.
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Relatos remetem que os legionarios romanos, soldados, fazendeiros e
viajantes da Idade Média, bebiam agua com vinagre para matar a sede e para
a saude (KERSTERS et al., 2006).

A composicao do vinagre € de 80% (v/v) de agua e 20% de uma grande
variedade de outros compostos, como acidos organicos, alcoois, sais minerais,
polifendis, aminoacidos, entre outros (CASALE et al., 2006).

A fermentacdo em produtos amildceos pode ocorrer de forma
espontanea, onde as leveduras e bactérias necesséarias para a fermentacao
sdo carregados pelo p6 e /ou insetos ou presentes na propria matéria-prima,
(LLAGUNO e POLO, 1991) ou pela adicao de indculo de fermento que contém
um elevado numero de microrganismos viaveis. Sendo adaptada para o
substrato, tais culturas aceleram o processo de fermentacao, além de permitir
um controle mais rigoroso do processo fermentativo. No vinagre, essa cultura é
conhecida como vinagre mée (HOLZAPFEL, 1997; HOLZAPFEL, 2002).

As leveduras sdo capazes de metabolizar os acucares e outros
compostos para o0 etanol, diéxido de carbono e centenas de subprodutos
secundarios que determinam as propriedades do mosto fermentado que sera
utilizado nas fases seguintes de fermentacdo acética e envelhecimento. As
propriedades quimicas e sensoriais dos vinagres sdo derivadas da matéria-
prima, do método utilizado e dos produtos originados na fermentacao (SOLIERI
e GIUDICI, 2008; JOHNSTON e GAAS, 2006).

Na industria alimenticia, o vinagre € utilizado principalmente como
acidulante, agente aromatizante e conservante, mas também possui muitas
outras aplicaces no processamento dos alimentos. E encontrado em centenas
de alimentos processados, incluindo saladas, maionese, mostarda, ketchup,
produtos de panificacdo, alimentos em conserva, enlatados, marinadas e
molhos. Embora muitos dos vinagres produzidos em todo o mundo sejam
obtidos a partir de substratos comuns e muitas vezes com propriedades
sensoriais limitadas, outros sdo produzidos a partir de vinhos premium,
cuidadosamente envelhecidos e valorizados (HUTKINS, 2006).

Este trabalho visou salientar as recentes investigacdes sobre as
matérias primas e processamentos do vinagre, assim como as propriedades
medicinais e antimicrobianas do mesmao.

2. PROCESSO PRODUTIVO
2.1 MATERIAS PRIMAS PARA A PRODUCAO DE VINAGRE

Os vinagres sdo produzidos a partir de uma ampla variedade de frutas e
cereais sendo classificado conforme a matéria-prima utilizada em sua
fabricacdo. Vinagres de ervas consistem de vinagres de vinho ou destilados
brancos, que podem ser temperados com alho, manjericdo, estragdo, canela,
cravo, noz-moscada. Vinagres de fruta s&do fabricados a partir de vinho
adocado com fruta ou suco de fruta para produzir um sabor agridoce
caracteristico. Vinagres tradicionais sdo produzidos a partir de alimentos
regionais de acordo com costumes bem estabelecidos. O vinagre balsamico de
Modena, Italia, € produzido a partir de suco de uva tipo Trebbiano, colhidas o
mais tarde possivel, fermentado lentamente e envelhecido em pipas de
madeiras diversas. Vinagres tradicionais de vinho de arroz sdo mais produzidos
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na Asia, vinagres de coco e cana sdo comuns na India e nas Filipinas (RAJI et
al., 2012; JOHNSTON e GAAS, 2006).

Ao longo das ultimas décadas, houve uma tendéncia crescente em
agregar valor aos subprodutos de matérias-primas agricolas (RAJI et al., 2012),
por meio da producao de vinagres.

Nas matérias-primas que apresentam polissacarideos é necessario
primeiramente a conversdo dos amidos em agucares fermentesciveis por meio
de hidrolise acida, fangica, utilizacdo de temperaturas e pressées ou por
enzimas. A hidrélise 4cida oferece um meio eficaz, porém a recuperag¢do do
acido nao é eficiente, além de ocorrer a producédo de hidroxido-metil furfural,
que inibe o crescimento e a fermentacdo alcodlica por leveduras. A extrusdo
por alta pressdo pode prejudicar o efeito catalitico da alfa-amilase, causando
uma desaceleracdo da taxa de conversdo, portanto a hidrolise enzimética
torna-se mais eficiente para produtos alimenticios (FARONE e CUZENS, 1996;
KIME HAMDY, 1985; BUCKOW et al., 2007).

Diversos autores tem realizado a hidrolise enziméatica de carboidratos de
matérias primas complexas, tais como no bagaco de macd (PARMAR e
RUPASINGHE, 2013), farelo de arroz (JIEUN et al., 2009), bagaco de babacu,
(LOPEZ et al., 2013),batata-doce, (DUVERNAY, CHINN e YENCHO, 2013),
casca de limdo, (BOLUDA-AGUILAR e LOPEZ-GOMEZ, 2013), sabugo de
milho, (MING, XIA E XUE, 2007), entre outros.

A fabricacdo de um vinagre de boa qualidade é uma alternativa para a
utilizacdo de frutas de baixo padrdo para o consumo in natura (GREWAL,
TEWARI e KALRA, 1988), e tem sido relatada desde o inicio do século XX, a
citar os trabalhos de Poore (1920), que estudou a producdo e composicao de
vinagre de laranja, Loesecke (1929), com a producdo de vinagre de banana,
Khattak et al. (1965), por meio da fermentacdo acética a partir de suco de
melancia. Maldonado et al. (1975), avaliou a producdo de vinho e vinagre de
frutas tropicais tais como banana, caju, amora preta, abacaxi e tamarindo.
Desde entdo, varios alimentos vem sendo estudados e utilizados como
substrato para a producéo de vinagres diferenciados.

Os autores Sossou et al. (2009), realizaram a fabricagdo de vinagre a
partir da casca de abacaxi e Raji et al. (2012), relataram a producédo de vinagre
de abacaxi descascado; em ambos estudos os produtos obtidos apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas similares aos vinagres comerciais. Com estes
produtos seria possivel minimizar as perdas pdés-colheita do fruto em paises
tropicais da Africa, onde a producéo é excessiva.

Ubeda et al. (2013), utilizaram 3 safras de morangos de segunda
qualidade como matéria-prima na producao de vinagre, onde foram avaliadas
as alteracbes na atividade antioxidante, indice de fendis totais e o total de
antocianinas monoméricas durante o processo de producdo de vinagre de
morango; como resultados, obtiveram um produto de boa qualidade comercial
e rico em compostos fendlicos.

As propriedades fisico-quimicas de diferentes vinagres de concentrados
de frutas foram estudadas por Chang et al. (2005), ja os vinagres de frutas
subtropicais foram analisadas pelos autores Ma et al. (2007) e Su e Chien
(2007). Os autores Wu et al. (2007), desenvolveram um novo tipo de vinagre
aromatico usando arroz como matéria-prima principal, misturado com varias
substéancias, tais como gengibre e raiz de alcaguz.
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Estudos com a utilizagdo de outros tipos de vinho foram desenvolvidos
pelos autores Cejudo-Bastante et al. (2010). Neste trabalho foi avaliada a
relacdo entre a composicao de polifendis com a quantidade de casca de uvas
utilizada na fabricacdo de vinagres de vinho xerez com frutas maceradas em
dois tempos diferentes. Esses mesmos autores realizaram avaliacoes
sensoriais e a composicao volatil dos vinagres de vinho xerez com frutas
maceradas (CEJUDO-BASTANTE et al., 2013).

O sabor e aroma dos vinagres séo influenciados pelas matérias-primas
utilizadas; os compostos sao formados durante a fermentacdo e séo
remanescentes das matérias-primas e do tipo de processo utilizado
(MORALES et al.,, 2002 ). A fim de produzir um bom vinagre, a escolha de
matérias-primas e do processo de acetificacdo sao fatores que precisam ser
avaliados cautelosamente.

2.2 PROCESSO

O vinagre € um alimento para consumo humano produzido por duas
fermentagcdes sucessivas, alcodlica e acética, contendo apenas matérias-
primas com amidos e/ou acucares (SOLIERI e GIUDICI, 2009).

A fermentacdo alcodlica é a transformacdo anaerdbia de acucares,
principalmente glicose e frutose, em etanol e dioxido de carbono, produzindo
liquidos ligeiramente alcodlicos, o vinho. Este processo € realizado por
leveduras e também por algumas bactérias (ZAMOR, 2009). A mais utilizada &
Saccharomyces cerevisiae, pois sdo cepas tolerantes ao alcool (PRETORIUS,
2000).

A fermentacdo alcodlica pode ser resumida na reacao global expressa
pela equacédo 1 (ZAMOR, 2009), onde ocorre a formacéo de etanol e didxido de
carbono a partir de hexoses:

CeH1206 — 2CH3CH,0H + 2CO, [1]

Trata-se de um processo muito complexo, a0 mesmo tempo em que
esta reacdo prossegue, uma grande quantidade de outros processos
bioquimicos e fisico-quimicos sao realizados, produzindo além do etanol, varios
outros compostos tais como alcoois superiores, ésteres, glicerol, acido
succinico, diacetil, acetoina (ZAMOR, 2009).

Ao terminar a fermentacdo alcodlica inicia-se a fermentacdo acética,
onde ocorre a transformacao do etanol em acido acético pelo metabolismo das
bactérias acéticas. Nesta etapa, outros processos quimicos e bioquimicos séo
realizados, que caracterizam o produto final, entre eles a formacao e ruptura de
ligacbes tipo éster, a geracdo de furfural, entre outros. Todos estes
componentes contribuem para as caracteristicas finais dos vinagres produzidos
e, portanto, a sua producéo ou a eliminacido devem ser controladas (DURAN et
al., 2010).

A producdo glicolitica do etanol a partir de glicose e frutose afeta a
subsequente oxidacao acética de diferentes maneiras. Niveis baixos de etanol
podem inibir a producdo de acido acético e aumentar a oxidacao incompleta de
outros polidis e agucares, principalmente a sintese de acido gluconico por meio
da oxidacgao direta da glicose (SOLIERI e GIUDICI, 2008).

Outro fator a ser controlado é o aporte de oxigénio, que possui um papel
positivo na fermentacdo acética, uma vez que aumenta a biossintese de acidos
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graxos e ésteres de esterol e, consequentemente, a viabilidade das bactérias
(SOLIERI e GIUDICI, 2008).

Na fermentacdo acética, as espécies de bactérias Acetobacter e
Gluconobacter s&o as mais utilizadas para a producao de vinagre, em funcao
das suas altas capacidades de oxidar o etanol em acido acético e sua forte
resisténcia aos mesmos (IIDA, OHNISHI e HORINOUCHI, 2008). Massaguer
(2005) também indica que as espécies, Acetobacter schuetzenbachii ou
Acetobacter curvum ou Acetobacter orleanense sao proprias para a fabricacao
do vinagre

Convém considerar que o uso de culturas puras ndo € comum na pratica
industrial, empregando-se geralmente uma microflora mista de Acetobacter
contendo diferentes espécies ou variedades dessa bactéria, que é considerada
mais eficiente (AQUARONE et al., 2001).

O processamento do vinagre pode ser realizado pelo método artesanal
ou pelos processos industriais, tais como Fielding process, processo lento ou
Orleans, rapido ou aleméo, ou submerso (LLAGUNO e POLO, 1991).

Um exemplo de producdo artesanal € a do vinagre branco a base de
arroz (Kome ou Kurbzu em japonés), o qual é produzido em um vaso de
ceramica; todo o processo (sacarificacdo, fermentacdo alcoodlica e acética)
prossegue espontaneamente dentro do mesmo recipiente, o qual é colocado ao
ar livre, sem qualquer controle de temperatura e aeracdao. As matéria-primas
utilizadas séo arroz Koji cozido e dgua. O arroz usado para este tipo de vinagre
deve ter sido suavemente polido, a fim de reter a maior parte das camadas de
farelo, que contém minerais, vitaminas e proteinas. O processo de fermentacdo
leva em torno de trés meses e deve ser realizado durante a primavera ou
outono; em seguida o vinagre € envelhecido mais de 1 ano, para entédo poder
ser consumido (HARUTA et al., 2006).

O processo Orleans também é chamado de método continuo, em que o
vinagre é obtido a partir de uma fermentagéo lenta de vinho em barris de
madeira. Para iniciar a fermentagdo em um barril novo, uma pequena
quantidade de “vinagre mae” ou “vinagre forte" é adicionado a massa do vinho.
Quando o produto atinge a acidez e sabor desejado é removido da parte
superior, enquanto que, um vinho novo e fresco é adicionado periodicamente,
desta forma a fermentacdo ndo é paralisada; entretanto, este método requer
meses até que os vinagres figuem prontos (SOLIERI e GIUDICI, 2009).

Neste método, as bactérias do acido acético sdo colocadas sobre a
interface ar-liqguido em um contato direto com o ar atmosférico (oxigénio). A
presenca da bactéria € limitada a superficie do liquido de acidificacdo e,
portanto, € também considerado como um método estatico. Hoje em dia, este
método é utilizado para a producdo de vinagres tradicionais e selecionados
devido ao longo periodo de obtencdo requerido e como consequéncia, 0S
custos mais altos (TESFAYE et al., 2002a).

Visando diminuir o tempo do processo de acetificacdo no método
Orleans tradicional, Hidalgo et al. (2010), estudaram duas modificacbes nas
pipas utilizadas: tipos diferentes de madeiras e construcdo de dois prototipos,
com aumento na interface liquido-ar. Aliada a essas alteracdes, realizou-se a
inoculagcdo de uma cultura pura de Acetobacter pasteurianus. O tipo de
madeira ndo teve nenhum efeito na diminuicdo do tempo de acetificacao,
entretanto, ao aumentar a interface liquido-ar, aumentava-se a acetificacéo das
bactérias acéticas e consequentemente diminuia o tempo envolvido no
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processo de acetificagdo. Com a adicdo da cultura pura, ndo foi observado
nenhuma alteracdo no tempo do processo, pois ao final da acetificacdo as
bactérias acéticas encontradas foram Gluconacetobacter (espécies Georgia
intermedius e/ou Ga europaeus), que S80 as responsaveis pelo término desse
processo.

O meétodo mais utilizado industrialmente € o submerso, onde as
bactérias acéticas, produtoras de acido ficam suspensas no liquido, sendo
aplicada aeracéo forte para assegurar a demanda de oxigénio. Este método foi
introduzido para a producéao de vinagre no inicio do século XX (TESFAYE et
al., 2002a).

Este processo permite que a oxidagédo do élcool seja realizada 30 vezes
mais rapida, com uma maior eficiéncia e com a utilizagcdo de um reator menor.
Neste processo, os rendimentos sdo de 5 - 8% e mais de 90% do rendimento
tedrico é obtido, além de ser possivel automatizar todo 0 processo
(FREGAPANE et al., 1999).

Entretanto, devido a alta taxa de producdo ha uma elevacdo na
temperatura, sendo que um aumento de 2-3 °C acima da temperatura 6tima da
fermentacao (30 °C) gera uma reducao acentuada na velocidade de producéo,
por isso torna-se necessario um sistema de arrefecimento eficiente no
processo submerso (OHMORI et al., 1980).

Os autores Lopez, Johnson e Wood (1961), mostraram que os fatores
como potencial oxidacao/reducéo, teor alcodlico do mosto, teor de oxigénio,
temperatura e composi¢cao qualitativa do meio, interferem significativamente na
taxa fermentativa do processo submerso, esses resultados também foram
confirmados pelos autores Tesfaye et al. (2002a), que afirmam que o sucesso
do processo depende da manutencdo da cultura bacteriana na fase
exponencial de crescimento. Deste modo, o meio fornece os nutrientes e o
oxigénio necessario para a sobrevivéncia das bactérias.

Para aumentar a eficiéncia do processo de acetificagdo do processo
submerso, Qi et al. (2013), estudaram diferentes faixas de acidez inicial (30, 40
e 50 g/L); no primeiro caso, as bactérias acéticas Acetobacter pasteurianus se
desenvolveram rapidamente, entretanto ao aumentar a acidez para 40 g/L
houve um aumento menos acentuado na biomassa; ja com o valor maximo de
acidez, as bactérias permaneceram vivas no meio durante 5 dias, mas sem
proliferarem. Mesmo ndo tendo a quantidade maxima de bactérias acéticas, o
ensaio com 40 g/L de acidez inicial apresentou um aumento de 20% na taxa de
acetificagdo e consumo de oxigénio 40% inferior, quando comparado com 0s
métodos tradicionais.

Os autores Garcia et al. (2007), desenvolveram um método on-line, que
permite o carregamento, descarregamento e o célculo rapido da taxa média de
acetificagcdo, durante um ciclo tipico de produgdo semi-continua de
vinagre. Para a estimativa da taxa de acetificacdo, o software utiliza a variagao
da concentracdo de etanol, durante um ciclo, que pode ser prontamente
determinado em linha e permite que a taxa de oxidacdo biologica média, em
cada passo do processo seja convenientemente estimada. Através destes
dados é possivel quantificar com precisdo a atividade bacteriana durante um
ciclo de acetificacdo e a forma como ela € influenciada pelas condicbes de
funcionamento, com vista a identificar as medidas especificas que mais séo
afetadas por alteracfes durante o processo.
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Os autores Cerezo et al. (2010), verificaram que os tipos de madeira
utilizadas nas pipas de madeiras, durante o processo de envelhecimento,
interferem nas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do produto final.
Sensorialmente, observou-se que 0s vinagres envelhecidos em pipas de
carvalho apresentavam maiores pontuacdes para a presenca de compostos
doces, como a baunilha.

Apdés a fermentacdo acética, o vinagre passa pelos processos de
clarificacéo e filtracdo. Uma pratica comum na industria de vinagre é misturar
uma fracdo de vinagre clarificado com vinagre néo clarificado, dessa forma é
possivel manter as caracteristicas e a qualidade do produto final. Um dos
métodos utilizados para a clarificagdo consiste em misturar o carvao ativado no
vinagre sob agitacdo e em seguida separar do carvao ativado por filtracdo ou
decantacédo, entretanto esse processo € semi-continuo, além de ocorrer perdas
consideraveis de vinagre, ha geracao de residuos sélidos (ACHAERANDIO et
al., 2002) .

Na tentativa de diminuir o tempo envolvido na clarificacdo e
pasteurizacdo, os autores Lopez et al. (2005), avaliaram a clarificacdo com a
utilizacdo de microfiltracdo de fluxo cruzado em escala industrial, através
da reducdo da turbidez, de sélidos totais em suspensao e do teor de polifendis;
com essa técnica, seria possivel realizar a pasteurizacdo a frio. Outra técnica
foi estudada por Achaerandio et al. (2002), que utilizaram a adsorcdo em
resinas de permuta para a clarificacdo continua do vinagre.

A qualidade final do vinagre é determinada pela matéria-prima,
acetificacdo do sistema e, eventualmente, o tipo de madeira utilizada no
processo de envelhecimento (MORALES et al., 2001).

A qualidade de um determinado alimento pode ser avaliada levando-se
em conta diferentes perspectivas, como valor nutricional, seguranga alimentar e
propriedades sensoriais. No caso do vinagre, a qualidade é fortemente
determinada pelas propriedades sensoriais, uma vez que podem modificar a
apreciacéo global (TESFAYE et al., 2002a).

O vinagre pode ser armazenado sob refrigeracdo o que auxilia a
minimizar a velocidade das reacdes de oxidacdo, que causam modificacdes
enzimaticas no produto e diminuem a qualidade do mesmo. Isto foi observado
em 95 amostras de vinagre que foram analisadas ao abrir a garrafa e ap6s um
periodo de armazenamento. O oxigénio, ao entrar em contato com o vinagre,
provocou um decréscimo no conteudo de dois principais conservantes, acido
citrico e diéxido de enxofre. Em vinagres com um alto teor de carboidratos, tais
como o vinagre balsamico, ou vinagre Sherry Pedro Ximenez, a reacdo de
Maillard induz a condensacdo dos hidratos de carbono redutores (glucose,
frutose) e aminoacidos livres (prolina, lisina) presentes no vinagre, produzindo
uma série de reacdes que culminam na polimerizacdo e aparecimento de
pigmentos escuros ou melanoidinas. As pectinas, gomas e mucilagens
também foram afetadas pelas enzimas responsaveis pela hidrolise pectolitica,
que produz a perda da consisténcia do vinagre (CASALE et al., 2006).

3. PROPRIEDADES MEDICINAIS E ANTIMICROBRIANA
Na Idade Média e na Renascenca, o vinagre era utilizado como

medicamento de uso interno e topico. Era indicado como digestivo, profilactico
contra disturbios do figado, anti-helmintico, dor de garganta, e para esfregar
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nos pulsos contra a febre e também contra a queda de cabelo e tinea (PLESSI,
2003).

Segundo Du et al. (2011), o vinagre é um alimento que tem sido muito
utilizado como agente medicinal. Na época de 79 D.C. recomendava-se tomar
vinagre para o tratamento de nausea, soluco, lepra, sardas, Ulceras, mordida
de céo, ferroada de escorpido e picadas de insetos venenosos (KERSTERS et
al., 2006).

Os autores Johnston e Gaas (2006), realizaram uma revisdo que
examina a evidéncia cientifica para usos medicinais de vinagre, com destaque
para as investigacbes a respeito das funcbes do vinagre como agente
antiglicémico.

Outros tém relatado que a administracdo de vinagre (cerca de 0,57
mmol de &cido acético, por via oral) inibiu o sistema renina-angiotensina, em
ratos Sprague-Dawley n&o hipertensos (HONSHO et al., 2005); ja o Kurdsu,
um tipo de vinagre preto que é produzido com arroz integral, tradicional do
Japédo, teve seus beneficios in vitro e in vivo, contra o cancer de coldn,
identificados pelos autores (SHIZUMA et al., 2011).

Visando o tratamento contra colite, WAKUDA et al. (2013),
desenvolveram o vinagre de pera japonesa, compararam-no com 0 vinagre
comercial de macéd, em relacdo a atuacdo do acido galacturdnico, principal
constituinte da pectina e altamente presente nas cascas dos frutos, no
tratamento em ratos com colite aguda induzida. Os resultados mostraram que
0 vinagre de macd nao apresentou nenhum efeito protetor nos ratos, ja o
vinagre de pera japonesa diminuiu a inflamacéo e poderia ser utilizado como
um alimento funcional em tratamentos contra doencas inflamatorias no
intestino.

Tendo em vista que o vinagre é muitas vezes tratado como um agente
antimicrobiano, Sholberg et al. (2000), verificaram a eficiéncia de oito tipos de
vinagres, com concentracdes de 4,5 a 6,0% de &cido acético, aplicados na
forma de vapor, sobre frutas contaminadas com conidios de diversos tipos de
mofos, como da podriddo parda (Monilinia fructicola - G.Wint.), mofo cinzento
(Botrytis cinerea Pers.: Fr), mofo azul (Penicillium expansum Link), mofo
causador da deterioracdo de frutas de caroco (Prunus sp), mofos do morangos
(Fragaria x ananassa Duchesne) e mofos da macga (Malus x domestic Borkh).
Com resultados positivos no controle desses fungos, os autores salientaram
gue o vinagre pode ser utilizado como alternativa eficaz na esterilizacdo de
superficies contaminadas por conidios de fungos patogénicos.

O autor Tzortzakis (2010), demonstrou a eficiéncia da utilizacdo do
vinagre no controle da Antracnose podriddo (Colletotrichum coccodes) em
tomate ( Lycopersicon esculentum L.) in vitro . Os estudos desenvolvidos por
Costa et al. (2009) e Sengin e Karapinar, (2004) evidenciaram que o vinagre
também pode ser utilizado como forma de inativar os cistos de Giardia
duodenalis em alimentos, e ao ser combinado com suco de liméo reduz a
contagem de Salmonella typhimurium a niveis ndo detectaveis em cenouras
(COSTA et al., 2009 e SENGUN e KARAPINAR, 2004). Além disso, o vapor de
acido acético auxiliou a reduzir perdas pos-colheita causadas pela podridao
parda, em damasco e ameixa (LIU et al., 2002 ).

Apesar de terem sido observados bons resultados na utilizagdo do
vinagre como agente antimicrobiano, deve-se salientar que o baixo teor de
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acido acético, que o torna seguro para o consumo, também limita a sua eficacia
nesta utilizacdo (TZORTZAKIS, 2010).

3.1 PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES

O efeito protetor sobre a saude obtido com o consumo moderado de
vinhos tem sido amplamente estudado nos ultimos anos. Isto foi atribuido ao
teor de polifenois e a atividade antioxidante destes compostos. Os produtos
derivados do vinho, como o vinagre e aguardente, também contém polifendis e
podem possuir uma determinada atividade antioxidante, contribuindo com o
efeito protetor para a saude (VERZELLONI et al., 2007).

O poder antioxidante esta intimamente correlacionado com o teor de
polifendis totais das amostras. Cada polifenol tem um poder antioxidante
diferente, em funcdo da sua estrutura quimica, entretanto nem sempre 0s
compostos que estdo presentes em maiores concentragbes sao
necessariamente os com maior atividade antioxidante. (ALONSO et al., 2004).

Alguns tipos de vinagre sédo envelhecidos objetivando o desenvolvimento
de substancias que modificam as caracteristicas sensoriais do produto final.
Visando avaliar se durante esse processo 0 vinagre absorvia substancias
fendlicas da madeira utilizada nos barris, os autores Tesfaye et al. (2002b)
estudaram a evolucdo desses compostos no envelhecimento do vinagre xerez
e observaram que houve um aumento na concentracdo de compostos
fendlicos, sendo que no periodo de 6 meses essa mudanca ja era significativa
e ao final do processo de envelhecimento (2 anos), as concentrac¢des iniciais
de todos os compostos fendlicos haviam duplicado.

Os autores Cerezo et al. (2010), analisaram a atuacdo das diferentes
madeiras no processo de envelhecimento. Os vinagres balsamicos e de vinho
tinto foram envelhecidos em pipas de madeira acécia, cereja, castanha e
carvalho, e foram avaliados através de analises de indice fenol total, total de
antocianinas monomeéricas em extrato seco, e compostos fendlicos e furanico.
Neste estudo, os autores identificaram que a taxifolina, encontra-se presente
em vinagres envelhecidos em madeira de cerejeira, por outro lado, o &cido
elagico, que possui propriedades antioxidantes, € um composto caracteristico
para as amostras envelhecidas em pipas de carvalho e castanha.

A presenca de antioxidantes ja foi determinada em vinagres tradicionais
balsdmicos, vinagre balsamico classico e em vinagres de vinho tinto
(VERZELLONI et al, 2007). Também ja foi carcaterizada a atividade
antioxidante do vinagre de caqui pelos autores Sakanaka e Ishihara (2008),
gue sugerem a utilizacdo deste produto como antioxidante natural, jA que o
mesmo inibiu a oxidagdo lipidica em atum, auxiliando na preservacdo das
caracteristicas finais do produto.

Vinagres de cereais sao ricos em polissacarideos, proteina, aléem de
compostos fendlicos e melanoidinas, que possuem atividade antioxidante,
auxiliando na prevencgédo de doenca como o cancer, diabetes, envelhecimento,
aterosclerose, doencas cardiovasculares, doencas inflamatérias e outras
doencas degenerativas em humanos (XU et al.,2006; ANI e NAIDU, 2011).

Durante o processo de acetificacdo a quantidade de compostos fendlicos
presente na matéria-prima diminui; essa diminui¢do varia com o tipo de vinagre
produzido, como mostra o estudo realizado por Andlauer, Stumpf e Furst
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(2000), que observaram uma queda de 40% nos vinagres de cidra e de 13 e
8% para os vinagres de vinho vermelho e branco, respectivamente. Entretanto
em estudo realizado in vitro, com vinagre de cana-de-aclucar (Kibizu),
observou-se que mesmo com essa diminuicdo, o vinagre induziu a apoptose
em células humanas com leucemia (MIMURA et al., 2004), e um vinagre de
arroz japonés tradicional (Kurdzu) inibiu a proliferacdo de células humanas
cancerosas, de maneira dose-dependente, mostrando que essa atividade
antioxidante continua tendo papel importante no produto final (NANDA et al.,
2004).

Com base nas propriedades observadas no consumo do vinagre de
arroz, torna-se interessante avaliar a potencialidade da utilizacdo dos
subprodutos provenientes da industrializacdo do arroz, tais como o farelo do
arroz que apresenta altas concentragdes de antioxidantes, como substrato para
a producéao de novos tipos de vinagre.

O farelo do arroz apresenta alta concentracao de fitinas (9,5 a 14,5%),
matéria-prima fundamental para a obtencdo de acido fitico e fitatos. O acido
fitico estd distribuido no arroz em seus diferentes componentes (80% de
fésforo fitico concentrado no pericarpo e aleurona, 7,6% no germe e 1,2% no
endosperma) (O’'DELL et al.,, 1972), em concentracbes que variam de 5,9 a
6,1% (KASIM e EDWARDS, 1998). Dentre as propriedades quimicas do acido
fitico destaca-se o seu forte poder quelante de ions metalicos multivalentes,
especialmente o ferro, zinco e calcio (HURRELL, 2004), devido a sua estrutura
quimica Unica com seis grupamentos fosfato que podem formar complexos
fortes e insoluveis com cétions di e trivalentes (OBERLEAS, 1973). Por esta
caracteristica, durante muitos anos foi considerado como um composto
antinutricional devido a capacidade de reduzir a biodisponibilidade de alguns
minerais importantes na dieta. Entretanto, nos udltimos anos, a capacidade
antioxidante do &cido fitico tem sido estudada e descrita por varios
pesquisadores (SOARES et al., 2004; STODOLAK et al., 2007; HARBACH et
al., 2007) por formar quelato com o fon Fe?" tornando-o cataliticamente inativo
e inibir a formacdo de radicais hidroxil ((HO). Além disto, contém também
inlmeros componentes minoritarios, enquadrados na categoria de biofendis.
Esses nédo sao encontrados no arroz branco polido e séo relacionados com
diversos beneficios a saude, como a reducédo do nivel de colesterol sanguineo,
na prevencdo de diferentes disfungcbes como céancer, hiperlipidemia,
hipercalcidria, calculos renais em criancas e para doencas cardiacas
(JARIWALLA, 2001).

4. CONCLUSOES

Devido a crescente demanda na producdo dos vinagres, houve a
necessidade de transformacdo dos métodos de producéo, evoluindo-se dos
métodos tradicionais para os métodos industriais de producdo em grande
escala. Concomitantemente, 0 seu consumo aprimorou-se passando de um
simples tempero para um alimento capaz de contribuir com manutencao da
saude, devido as propriedades nutricionais e antioxidantes presentes nos
substratos, onde sao utilizadas diversas frutas, vinhos e temperos, além de ser
uma alternativa para a utilizacdo de residuos gerados em industrias
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alimenticias, mostrando ser um alimento que apresenta grande potencial a ser
explorado.

ABSTRACT

VINEGAR: PRODUCTION, MEDICINAL PROPERTIES AND
ANTIMICROBRIANA

About 5000 years ago, the Egyptians, Babylonians, Indians, Persians and
Greeks already knew the manufacturing art and the versatility of vinegar:
addition of spice, it was the only way to preserve meat, fish, vegetables and
much appreciated for its cooling effect. In the industry, it is used as acidulant,
flavor and preservative. It is a food produced by two successive fermentation,
alcoholic and acetic, being necessary to use only raw materials with starches
and/or sugars, and polysaccharides must first be hydrolyzed to convert them
into fermentable sugars before starting the fermentation process. The
processes used in the manufacture of vinegars are: Fielding process, slow or
Orleans, fast or German or submerged, the latter being the most widely used
due to high productivity. Vinegar is a food that has long been used as a
medicinal agent and antimicrobial. Studies showed positive effects on their use
in therapies for inflammatory bowel disease, colon cancer, as agent anti
glycemic, besides assisting in the control of anthracnose rot in tomatoes. Your
antioxidant power is correlated with the total polyphenol content of the substrate
and the type of wood used in the aging barrels. The antioxidants assist in the
prevention of disease such as cancer, diabetes, aging, atherosclerosis,
cardiovascular diseases, inflammatory and degenerative diseases in humans.
Due to the versatility of vinegar, it is possible to extend the studies in this area,
aiming to use by-products as substrate or perfecting the process in addition to
spread its benefits to consumers.

KEY-WORDS: alcoholic fermentation, acetic fermentation, antioxidant activity.
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CAPITULO 2

HIDROLISE ENZIMATICA DE FARELO DE ARROZ
DESENGORDURADO PARA uSo EM PROCESSOS
FERMENTATIVOS

F. BEGNINI % C. CANAN % M.M.M JESUS 3; E. COLLA *

1234 Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — Cursos de Tecnologia de
Alimentos e Engenharia de Alimentos
E-mail para contato: franbegnini@gmail.com

RESUMO: O farelo de arroz desengordurado (FAD) é produzido em larga escala e
apresenta elevado potencial nutritivo. Uma das formas de otimizar sua utilizacéo € a
de valorizar a concentragdo elevada de carboidratos e proteinas aplicando-o como
substrato em processos fermentativos. O objetivo deste trabalho foi realizar a
otimizacdo da hidrolise enzimatica do farelo de arroz desengordurado para conversao
dos agucares complexos em fermentesciveis, visando sua utilizacdo em processos
fermentativos. A otimizagdo do processo foi alcangcada por meio de uma estratégia
sequencial de planejamento experimental, realizando-se um planejamento fracionario
para avaliacdo dos efeitos da concentracao de enzimas amiloliticas, tempo de atuacao
das mesmas e diluigcdo do farelo de arroz desengordurado - FAD sobre a resposta de
acucares redutores liberados, seguido de dois DCCRs (Delineamento Composto
Central Rotacional). A otimizagéo foi alcancada nos ensaios com concentracéo de 200
g-L™ de FAD, 30 pL-g™ de a-amilase e 40uL-g™ de amiloglucosidade, com os tempos
de atuagédo das mesmas em 2 e 3 horas, respectivamente.

1. INTRODUCAO

O farelo de arroz desengordurado (FAD) é um importante subproduto obtido no
processamento do arroz polido. Segundo as estimativas da Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), na safra de margco de 2013/14 o Brasil produziu
aproximadamente 12,8 milhdes de toneladas de arroz, apresentando um acréscimo de
8% em relacdo a safra de 2012/13. O processamento do arroz branco resulta em
alguns subprodutos como a casca, o farelo e grdos quebrados, sendo que o farelo
corresponde a 8,5 - 14,8% do arroz integral, sendo constituido pelo endosperma,
casca e graos quebrados que sdo separados por peneiramento (JULIANO, BECHTEL,
1985 e LUH, 1980).
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A composicdo quimica e a qualidade nutricional dos grédos de arroz variam
consideravelmente pelos fatores genéticos, influéncias ambientais, tratamento de
fertilizante, o grau de moagem e condicbes de armazenamento (AMISSAH et
al.,2003).

Em estudo realizado por Amissah et al. (2003) observou-se que a concentracdo
de carboidratos presentes em 16 variedades de farelo de arroz variou de 26 a 46%,
sendo que conforme analisado por Wang, et al. (2008) o consumo dos polissacarideos
e derivados modificados do farelo de arroz desengordurado apresenta diversos
beneficios a saude, entre eles, a estimulacdo da resposta imune das células,
favorecendo a atividade antitumoral, melhorando a funcéo imunitaria (TZIANABOS,
2000) e aumentando os linfécitos do sangue periférico (TAKENAKA e ITOYAMA,
1993), além disso, tem sido relatado que o0s polissacarideos do farelo de arroz
apresentam propriedades antioxidantes (CHEN, et al., 2008 e TSENG, YANG e MAU,
2008), devido a alta concentragéo de fitinas (9,5 a 14,5%), matéria-prima fundamental
para a obtencao de acido fitico e fitatos (O'DELL et al.,, 1972). Entretanto a
conservagdo do farelo de arroz “in natura” torna-se problemética, pois 0 mesmo
contém a enzima lipase, responsavel pelo processo de rancificagdo, tornando-o néo
comestivel (KAHLON, 2009).

A alta concentragdo de carboidratos justifica a utilizagdo do FAD em processos
fermentativos, entretanto é necessério realizar a conversdo dos amidos em agucares
redutores, por meio de hidrélise &cida, fungica, pela utilizacdo de altas temperaturas
sob pressdo ou por enzimas. A hidrélise acida oferece um meio eficaz, porém a
recuperacao do acido ndo é eficiente, além de ocorrer a producao de hidroxido-metil
furfural, que inibe o crescimento de leveduras prejudicando a fermentacao alcodlica. A
utilizacdo de alta pressao pode prejudicar o efeito catalitico da alfa-amilase, causando
uma desaceleracdo da taxa de conversdo, portanto a hidrolise enzimética torna-se
mais eficiente para produtos alimenticios (FARONE e CUZENS, 1996; KIM e HAMDY,
1985; BUCKOW et al., 2007).

Jieun et al. (2009) avaliaram a produgcdo de etanol e butanol a partir de
hidrolisados dos polissacarideos do farelo de arroz integral e desengordurado. Foram
estudados os processos de hidrélise acida e enzimatica, sendo que para a hidrélise
acida, os autores relataram a producdo de 9,68 e 11,11 g-L'lde butanol, e 0,19 e 0,29
g-L™'de etanol, para o farelo de arroz integral e desengordurado, respectivamente, mas
também salientam a formacdo de compostos toxicos, tais como furanos, &cidos
alifaticos e compostos fendélicos. Com a hidrélise enzimética foram obtidos 3,82 e 6,25
g-L'lde butanol, e 0,19 e 0,32 g-L'lde etanol para o farelo de arroz integral e farelo de

arroz desengordurado, respectivamente. Apesar da hidrolise enzimatica apresentar



33

inferior conversdo de acucares em alcool, € a mais adequada para a producéo de
alimentos, ja que ndo ha relatos de formacao de compostos toxicos.

O objetivo deste trabalho foi estudar o processo de hidrélise enzimética dos
aclcares complexos presentes no farelo de arroz desengordurado, possibilitando
posterior utilizagdo do hidrolisado em processos fermentativos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAIS

O farelo de arroz desengordurado (FAD) foi fornecido pela Inddstria
Riograndense de Oleos Vegetais - IRGOVEL - Pelotas/RS) na forma de pellets, sendo
submetido a moagem em moinho de facas (Solab, SL31) para aumentar a area de
contato entre o substrato e a enzima. Posteriormente foi determinada a granulometria
média de 70 mesh em agitador de peneiras (Betel, Caieiras, Sdo Paulo) utilizando-se
peneiras de 16 a 230 mesh, procedendo-se o congelamento a -12 °C até a realizacao
dos testes.

As enzimas utilizadas na hidrolise enzimatica foram, a a-amilase termoestavel
(TERMAMYL 2X, Novozymes A/S) e a amiloglucosidase (AMG 300L -
Amyloglucosidase from Aspergillus Niger — Novozymes), cedidas pela empresa LNF —
Latino Americana. A agua utilizada em todos os ensaios foi a destilada ou ultrapura, e

todos os reagentes apresentavam pureza analitica.

2.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Neste trabalho avaliou-se o efeito da concentracdo de farelo de arroz
desengordurado (FAD) (razéo farelo/agua (g-L™)), concentracdo e tempo de atuacéo
da a-amilase e da amiloglucosidade (AMG) sob a resposta de acucares redutores, por
meio de uma estratégia sequencial de planejamento experimental. Inicialmente foi
aplicado um Planejamento Fracionario 2 *>* (3 pontos centrais, totalizando 19 ensaios),
seguido de dois Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) (2, com 4
pontos axiais e 3 pontos centrais, totalizando 11 ensaios) objetivando-se a otimizag&o
do processo de sacarificagdo enzimatica. A definicAo dos niveis das variaveis foi

fundamentada conforme descricdo de Chen e Chen (2009), e em valores utilizados
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industrialmente para a hidrolise do amido de arroz, informados por empresas
fornecedoras das enzimas. Paralelamente aos ensaios do planejamento, um
“Tratamento Controle” (auséncia de atuagao enzimatica) foi conduzido para efeitos de
comparacéo,

Os niveis reais e codificados das varidaveis estudadas no planejamento
fracionario estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Niveis reais e codificados das variaveis estudadas no planejamento
fracionario 2 >*

Variaveis / Farelo/agua a-amilase AMG Tempo de atuacdo Tempo de atuagéo
Niveis (g-L™ (uL-g* farelo)  (uL-g™ farelo)  da a-amilase (h) da AMG (h)
-1 100 8,0 8,0 1,50 3,00
0 150 9,0 9,0 1,75 4,00
+1 200 10,0 10,0 2,00 5,00

Os ensaios foram conduzidos em Erlenmeyers de 250 mL, sendo adicionado o
farelo de arroz desengordurado moido em &gua destilada nas proporc¢des definidas no
planejamento experimental (Tabela 1). Em seguida, realizou-se a adi¢do da enzima -
amilase, no meio com pH ajustado a 6,0, sob temperatura de 90 °C, a qual foi mantida
durante o tempo de atuacédo da enzima. Para a adicdo da AMG, a temperatura e o pH
foram ajustados para 55 °C e 4,7, respectivamente e o tempo de atuagcdo de ambas as
enzimas foi determinado pelo planejamento (Tabela 1).

Para a realizacdo dos ajustes do pH do meio, foram utilizadas solu¢des de acido
citrico 1,3 mol-L* e hidréxido de soédio 5 mol-L:. Os tempos de atuacdo e
concentracbes de ambas enzimas para cada ensaio foram definidos pelo
planejamento experimental (Tabela 2). Todos os planejamentos foram realizados em
banho termostético (Dubnoff SL 157, Solab Cientifica, S&o Paulo) com agitagéo fixada
em 100 rpm, sendo realizada a analise de acucares redutores no tempo final da
hidrolise.

Todos os experimentos do Planejamento Fracionario e dos DCCRs foram
realizados de forma aleatéria e os dados foram tratados com o auxilio do software
Statistica® 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa, US). O ajuste da equacdo do modelo de segunda
ordem foi expresso pelo coeficiente de determinacéo R?, e a significAncia estatistica foi

determinada pelo teste F (analise de variancia - ANOVA).
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2.3 DETERMINAGAO DE AGUCARES REDUTORES

A concentracdo de acUcares redutores (AR) liberados ap6s o processo de
hidrélise enzimatica foi determinada em triplicata pela técnica de Somogyi (1945) e
Nelson (1944), andlise onde os glicideos redutores aquecidos em meio alcalino,
transformam-se em enodidis que reduzem o ion cuprico a cuproso. O 6xido cuproso
assim formado reduz a reacdo arsénio-molibidico a 6xido de molibdénio de coloracao
azul cuja intensidade de cor € proporcional a concentragdo de agucares redutores
existentes na amostra. O teor de acUcares redutores foi calculado utilizando-se uma
curva padrdo construida a partir de uma solucdo de glicose (180 mg-mL™) com

intervalo de 0 a 180mg-mL™.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PLANEJAMENTO FRACIONARIO

A matriz dos ensaios realizados com os valores reais e codificados das
variaveis estudadas, e as respostas de acUcares redutores, assim como os resultados

obtidos para o “Tratamento Controle” esta apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 - Matriz do planejamento fatorial fracionario 2>* com valores reais (entre
parénteses) e codificados das variaveis a serem estudadas no processo de hidrolise do
farelo de arroz desengordurado.

Ensaio X, X5° X3 X4 X5 AR (gL
1 -1 (100) -1 (8,0) 1(8,0) -1(150)  +1(5) 18,71+ 0,18
2 +1 (200) -1 (8,0) 1(8,0)  -1(1,50) -1(3) 44,30 + 1,43
3 -1 (100) +1(10,00 -1(8,00 -1(1,50)  -1(3) 19,28 + 0,73
4 +1(200)  +1(10,00 -1(80) -1(1,50) +1(5)  38,94+518
5 -1 (100) 1(80)  +1(10,00 -1(1,50)  -1(3) 22,28 + 0,42
6 +1 (200) 1(8,0)  +1(10,00 -1(1,50) +1(5) 40,60 0,85
7 -1 (100) +1(10,0) +1(10,0) -1(1,50)  +1(5) 20,29 + 0,92
8 +1(200)  +1(10,0) +1(10,0) -1 (1,50) 1(3) 44,06 + 0,45
9 -1 (100) -1 (8,0) 1(8,00 +1(2,00)  -1(3) 13,95 + 0,50
10 +1 (200) -1 (8,0) 1(8,0)  +1(2,000  +1(5) 32,58 + 0,30
11 -1 (100) +1(10,00 -1(8,0) +1(2,00)  +1(5) 20,97 + 0,31
12 +1(200)  +1(10,0)  -1(80) +1(2,00)  -1(3) 35,93 + 0,22
13 -1 (100) 1(8,0)  +1(10,00 +1(2,00)  +1(5) 16,82 + 0,63
14 +1 (200) 1(8,0)  +1(10,00 +1(2,000  -1(3) 44,27 + 0,99
15 -1(100)  +1(10,0) +1(10,0) +1(2,00)  -1(3) 29,25 + 0,18
16 +1(200)  +1(10,0) +1(10,00 +1(2,00)  +1(5) 52,46 + 0,29
17 0 (150) 0 (9,0) 0 (9,0) 0 (1,75) 0 (4) 30,88 + 0,97
18 0 (150) 0 (9,0) 0 (9,0) 0 (1,75) 0 (4) 31,93+ 0,23
19 0 (150) 0 (9,0) 0 (9,0) 0 (1,75) 0 (4) 33,77 + 0,45

Controle ° - - - - - 0,00

 Razdo Farelo/agua (g-L'l); bconcentra(;éo de a-amilase (uL-g'l de farelo); ¢ Concentracdo de AMG (uL-g'l
de farelo); d Tempo de atuacgio da o-amiase (h); * Tempo de atuacdo da AMG (h);f AcUcares Redutores +
erro padréo: os resultados representam a média de 3 determinages; ° Tratamento Controle — determinac&o de
agUcares redutores no farelo de arroz ndo tratado enzimaticamente, diluido na proporcéo de 75 g-L.'l

O menor valor observado entre as respostas do planejamento foi de 13,95 g-L™
de A.R, no ensaio 9, onde apenas o tempo de atuacdo da a-amilase encontrava-se no
nivel superior dentro da faixa estudada, ja a maior resposta obtida foi de 52,46 g-L™ de
A.R, no ensaio 16, quando todas as variaveis apresentavam-se no nivel superior da
faixa estudada. No tratamento controle ndo foram detectados acucares redutores,
mostrando a necessidade da realizagdo da hidrdlise, para a utilizacdo do FAD em

meios fermentativos.
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Analisando-se os resultados da Tabela 2 foi possivel calcular os efeitos das

cinco variaveis estudadas, os quais estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Efeito dos fatores estudados no planejamento fracionario 2> sobre a
concentracdo de A.R (g-L™) do FAD.

Fatores Efeito® Erro Padréo t (13) p - valor
Média 31,36122 0,375023 83,62485 <0,0001*
x1 21,68254 0,817343 26,52808 0,0001*
X2 3,72730 0,817343 4,56026 0,0197*
x3 5,42824 0,817343 6,64132 0,0069*
x4 0,24237 0,817343 0,29654 0,7862
x5 -1,76889 0,817343 -2,16419 0,1191

# Os efeitos s&o apresentados em g/L; * p<0,05.

Pode-se verificar na Tabela 3 que as variaveis razdo FAD/Agua e a
concentracdo de ambas enzimas apresentaram efeitos estatisticamente significativos
(p=<0,05) sobre a resposta estudada. Apenas o tempo de atuagado da AMG apresentou
efeito negativo sobre a resposta de AR, indicando que maiores concentracdes de AR
foram observadas com o menor tempo de atuacdo desta enzima, dentro da faixa
estudada. Segundo Srivastava e Chosdol (2007), a velocidade das reacOes
enzimaticas aumenta desde que o0 substrato esteja em excesso, justificando a
necessidade de diminuir o tempo de atuacdo da AMG, para a faixa de concentragédo
de FAD avaliada. Assim, para a sequéncia do estudo (planejamento completo),
visando a otimizac&o do processo de hidrolise, as faixas de estudo para o tempo de
atuacdo das enzimas a-amilase e AMG foram fixadas levando em consideracgéo o efeito
apresentado por esta variavel. Para a a-amilase, o tempo de atuacdo teve efeito positivo,
portanto foi fixado no nivel +1 do planejamento fracionario (2 horas); para a AMG, o
tempo de atuacdo teve efeito negativo, sendo fixado no nivel inferior (-1) do
planejamento fracionario (3 horas).

As variaveis, concentracdo de FAD e de ambas enzimas apresentaram efeitos
estatisticamente significativos e positivos sobre a resposta avaliada, portanto, a faixa
de concentracdo das enzimas foi ampliada, sendo que a menor concentracdo de
estudo do DCCR foi o dobro do ponto maximo de estudo do planejamento Fracionario
(20 pL-g farelo-1), visando alcancar a otimizacdo da hidrélise enzimatica. Nao foi
possivel aumentar a concentracao de FAD, pois 0 meio ja se apresentava saturado, 0
que dificultaria a atuacdo enzimatica, sendo esta variavel fixada no nivel superior da

faixa estudada no planejamento fracionario (200 g-L™).
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3.2 PRIMEIRO DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL (DCCR)

Em funcéo das consideracdes expostas no item 3.1, um DCCR foi realizado para
a otimizacdo da hidrélise enzimatica, considerando como variaveis as concentracdes
de a-amilase e de AMG.

A matriz dos ensaios com 0s valores reais (entre parénteses) e codificados das
variaveis estudadas, bem como as respostas obtidas para a concentracdo de agucares
redutores estd apresentada na Tabela 4. Para efeito de comparagdo, novamente foi

realizado o “Tratamento Controle”.

Tabela 4 — Matriz do primeiro DCCR com niveis reais e codificados das variaveis e
respostas de AR.

Ensaio X, X" AR (g-L™h°
1 1(2L5) 1(2L5) 43,85 1,8
2 1(28,5) -1 (21,5) 46,93+4,66
3 -1 (21,5) 1(28,5) 42,61+1,81
4 1(28,5) 1(28,5) 57,64+3,67
5 -1,44 (20,0) 0 (25,0) 44,26+2,62
6 1,44 (30,0) 0 (25,0) 48,37+2,56
7 0 (25,0) -1,44 (20,0) 42,82+1,99
8 0 (25,0) 1,44 (30,0) 46,52+1,88
9 0 (25,0) 0 (25,0) 45,08+1,45
10 0 (25,0) 0 (25,0) 43,33+1,91
11 0 (25,0) 0 (25,0) 42,72 +1,95
Controle ° - - 0,00

% concentragdo de o-amiase (uL-g'l de farelo); b Concentragdo de AMG (uL-g’l de farelo); © Aclcares
Redutores + erro padrdo: os resultados representam a média de 3 determinagdes; 9 Tratamento Controle —
determinag&io de aglicares redutores no farelo de amoz ndo tratado enzimaticamente, diluiido na proporcio de 75 g-L.™

Pode-se observar na Tabela 4 que a concentracdo de AR variou de 42,61 a
57,64 g-L* (ensaios 3 e 4 do primeiro DCCR). Comparando-se os resultados do
planejamento fracionario com os do primeiro DCCR, verifica-se um pequeno
acréscimo nas maiores respostas obtidas (52,46 para 57,46 g-L ™), sendo que ambos
resultados foram obtidos quando as concentracdes das duas enzimas encontravam-se
no nivel maximo, mostrando a necessidade das duas enzimas atuarem em maiores
concentragdes.

Analisando-se os resultados da Tabela 4, foi possivel determinar os coeficientes

de regressao apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. - Coeficientes de regress&o para a resposta de AR (g-L™) para o primeiro DCCR
Coef. de

Regressao Erro Padréo t (8) p — valor
Média 43,77 1,58 27,73 <0,0001*
x1 (L) 5,75 1,92 3,00 0,0300*
x1 (Q) 1,99 2,24 0,89 0,4157
x2 (L) 3,78 1,92 1,97 0,1057*
x2 (Q) 3,58 2,24 1,59 0,1718
x1 x x2 5,97 2,73 2,18 0,0809*

*p<0,1; L- termos lineares; Q- termos quadraticos.

Todos os parametros foram considerados para a Analise de Variancia (ANOVA),

cujos resultados estédo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — ANOVA do modelo quadratico para predigdo de A.R (g-L™) para o primeiro
DCCR.

Cgplzgs SQa GLb QMC Fealculado p-valor
Regresséao 152,46 5 30,49 4,08 0,074
Residuos 37,41 5 7,48

Total 189,87 10

% variacdo explicada (R?) = 80,30% Fss010= 3,45
%= soma de quadrados; = graus de liberdade; © = quadrados médios.

Como 0 Feycuado Para a regressao foi significativo (p=0,074) e o percentual de
variacdo explicada pelo modelo foi adequado (R®* = 80,30%), considerando a
variabilidade inerente aos processos enzimaticos (HAALAND, 1989), podemos concluir
que o modelo ajustou-se bem aos dados experimentais, sendo possivel construir a

superficie de resposta da Figura 1.

30

N
o ~
6] [4,]

AMG (uL-g™ farelo)
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Alfa amilase (uL-g™' farelo)
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Figura 1 — Curvas de contorno (a) e superficie de resposta (b) para a concentragdo de
aclcares redutores (AR (g-L"l)) em funcdo das concentracbes de o-amilase (pL-g'l) e de
amiloglucosidade (AMG (uL-g"l)).
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Pode-se observar através da analise da superficie de resposta e curvas de
contorno (Figura 1) do primeiro DCCR, que nas faixas estudadas, as maiores
concentracdes de AR foram obtidas nos niveis superiores de concentracdo das
enzimas, entretanto nao foi possivel alcancar a otimizac¢ao da hidroélise.

Como o efeito das duas enzimas foi positivo e néo foi possivel obter a otimizacdo
da hidrolise enzimatica, realizou-se o segundo DCCR sendo as faixas de ambas

variaveis ajustadas para 30 a 50 uL-g™.

3.3 SEGUNDO DCCR

Objetivando atingir a otimizacdo da hidrélise enzimatica do farelo de arroz
desengordurado, realizou-se o segundo DCCR aumentando a faixa de estudo das
concentragbes das duas enzimas para 30 a 50 pL-g™.

A matriz dos ensaios com o0s valores reais (entre parénteses) e codificados das
variaveis estudadas, bem como as respostas obtidas para a concentracdo de agucares
redutores do segundo DCCR estd apresentada na Tabela 7. Para efeito de

comparacao, novamente foi realizado o “Tratamento Controle”.

Tabela 7 — Matriz do segundo DCCR com niveis reais e codificados das variaveis e
respostas de AR.

Ensaio X, X5 AR (g-L™)°
1 1(33) 1 (33) 59,1%2,59
2 1(47) -1 (33) 32,9+0,96
3 -1 (33) 1(47) 66,042,17
4 1(47) 1(47) 32,240,57
5 -1,44 (30) 0 (40) 59,9+0,77
6 1,44 (50) 0 (40) 34,4+0,54
7 0 (40) -1,44 (30) 57,7+1,69
8 0 (40) 1,44 (50) 35,242,17
9 0 (40) 0 (40) 71,9+1,77
10 0 (40) 0 (40) 68,5+0,21
11 0 (40) 0 (40) 67,7+1,77
Controle ° - - 0,00

2 concentracdo de o-amiase (UL-g™ de farelo); b Concentracdo de AMG (uL-g™ de farelo); ©
AcuUcares Redutores + erro padrdo: os resultados representam a média de 3 determinacdes; d
Tratamento Controle — determinacgdo de agUcares redutores no farelo de arroz ndo tratado enzimaticamente,
diluido na proporcdo de 75 g-L.*

Comparando-se os resultados obtidos no primeiro DCCR (Tabela 4) com os do
segundo DCCR (Tabela 7), verifica-se um aumento na concentracdo de AR, sendo
gue as maiores respostas observadas no segundo DCCR, foram obtidas nas

condi¢cbes dos pontos centrais (67,7 a 71,9 g-L™") e a menor resposta (32,2 g-L™) foi
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encontrada no ensaio 4, onde as duas enzimas encontravam-se nos niveis +1, o que
pode ser explicado pela necessidade da concentracdo de enzima e substrato para a
determinacdo da taxa de uma reagdo enzimatica, sendo que conforme a
concentracdo de ambos € aumentada a taxa de reacdo aumenta, desde que o
substrato encontra-se em excesso (SRIVASTAVA e CHOSDOL, 2007). Portanto, com
0 aumento das concentragdes das enzimas o substrato deixou de estar em excesso e
com isso a taxa da hidrélise diminuiu.

Os resultados obtidos na determinacdo dos coeficientes de regressao dos
fatores avaliados encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8. - Coeficientes de regresséo para a resposta de AR (g-L™) para o segundo DCCR

Coef. de Erro t (6) P-valor
Regresséo padrao

Média 69,80 4,71 14,83 < 0,0001*
x1 (L) -11,50 2,89 -3,98 0,0105*
x1 (Q) -11,52 3,44 -3,34 0,0205*
x2 (L) -3,73 2,89 -1,29 0,2528
x2 (Q) -11,17 3,44 -3,24 0,0229*
x1 x x2 -1,90 4,08 -0,46 0,6607

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

Observa-se na Tabela 8, que as duas variaveis estudadas apresentaram efeitos
estatisticamente significativos (p<0,05) sobre a resposta de AR, sendo estes
negativos, indicando que o acréscimo na concentracdo das enzimas dentro da faixa
estudada (30 - 50 uL-g farelo™), resultou na diminuicdo da concentracdo de AR,
provavelmente devido a limitacdo na concentracdo de substrato.

Considerando-se os parametros significativos (p<0,05) obteve-se a Equacao 1,
que representa 0 modelo quadratico da concentragdo de aguUcares redutores em
fungéo das variaveis do segundo DCCR.

AR (g-L")=71,83-11,50 X, - 3,78 X, % 12,19 X,* [1]

Os resultados da andlise de variancia (ANOVA) estédo apresentados na Tabela
9. Como 0 Fecuado Para a regresséo foi significativo (p=0,0268), sendo maior que o
Fiabelado, © O percentual de variacdo explicada pelo modelo foi adequado (R? = 87%),
pode-se concluir que o modelo ajustou-se bem aos dados experimentais, sendo

possivel construir a superficie de resposta (Figura 2).
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Tabela 9 — ANOVA do modelo quadratico para predicdo de AR (g-L™) do segundo
DCCR

SQ* GL® QM°® F cal p-valor
Regresséo 2297,17 5 459,43 6,91 0,0268
Residuos 332,42 5 66,48
Total 2629,59 10

% variacdo explicada (R°) = 87,36 Fs;s50,05 = 5,05
%= soma de quadrados; = graus de liberdade; ° = quadrados médios.
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Figura 2 — Curvas de contorno (a) e superficie de resposta (b) para a concentracdo de
aclcares redutores (AR (g-L")) em funcdo das concentracdes de o-amiase (L-g™) e de
amiloglucosidade (AMG (uL-g™")).

Pode-se observar na Figura 2, que a regido 6tima para a hidrélise do farelo de
arroz desengordurado encontra-se na faixa de concentragdo da a-amilase de 30 - 40

uL-g farelo™ e no ponto central estudado para a concentragéo de AMG (40 pL-g farelo

1).
3.3.1 Validacao das Condi¢des otimizadas

A validacdo das condi¢des otimizadas da hidrélise enziméatica foi realizada em
triplicata avaliando-se dois ensaios com diferentes concentragdes de a-amilase (30 e
40 plL-g farelo™), sendo as demais variaveis fixadas em 200g-L" de FAD, 40 pL-g
farelo™ de AMG e tempo de atuacéo das enzimas em 2h para a a-amilase e 3h para a
AMG. Os resultados obtidos foram de 68,8 g-L™* de AR, no ensaio com 30 pL-g farelo™
de a-amilase e 40 pL-g farelo™® de AMG e de 67,0 g-L" de AR, no ensaio com 40puL-g™*
para ambas enzimas. Pelo teste de Tukey, esses dois tratamentos diferem

estatisticamente entre si (p<0,05). Portanto é possivel afirmar que a otimizacdo da
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hidrolise foi obtida ao utilizar a concentracdo da a-amilase e da AMG em 30 e 40 pL-g
farelo™, respectivamente.

Os resultados alcancados podem ser comparados com os obtidos no trabalho de
Jieun et al. (2009) que avaliaram a producgdo de etanol e butanol a partir do farelo de
arroz integral e desengordurado, sendo que primeiramente os substratos foram
hidrolisados, pelos métodos quimico, enziméatico e a combinacdo entre eles. Na
hidrélise enzimética as condicbes utilizadas foram 100 g-L™ de FAD, 15 uL-L™" de o-
amilase com incubac&o a 30 °C durante 4 horas e ap6s foram adicionadas 15 mg-L™* B-
amilase e 1 mL-L™ de amioglucosidade, ambas com incubacédo a 37 °C durante 4 horas,
sendo que os autores obteram como resultados de AR, no meio hidrolizado
enziméaticamente, 20 g-L™.

Outra metodologia utilizada para hidrélise enzimatica do farelo de arroz fresco foi
a estudada por Devi, Vijayendra e Shamala (2012) que utilizaram 100 g-L™* do
substrato em agua e a-amilase (5000 U, Anilozyme, Anil Industrias amido,
Ahmedabad, India) a 80 °C durante 30 min e amiloglucosidase (5000 U) a 50 °C e pH
5,5 durante 4 horas e arrefecida a 40 °C, sendo que o resultado obtido foi de 26,4 g-L™
de acUcares redutores.

Tendo em vista os resultados obtidos nos estudos citados pode-se avaliar que os
este trabalho apresenta um avanco na obtencdo de acucares redutores do farelo de
arroz desengordurado por meio de hidrolise enzimética, sendo que mais de 34% do
substrato foi convertido em AR, possibilitando a utilizacdo desse substrato em

processos fermentativos.
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4. CONCLUSOES

A otimizagdo do processo de hidrélise enzimatica do farelo de arroz
desengordurado, empregando as enzimas o-amilase e AMG visando a obtencdo de
aclcares redutores, foi possivel quando utilizada a concentracdo de 30 pL-g™ de a-
amilase e 40 pL-g™* de amiloglucosidase.

Devido a concentracdo de aglcares redutores obtidos neste trabalho, torna-se
possivel potencializar a utilizacdo do FAD em processos fermentativos como a
producao de vinagres e/ou bioetanol.
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CAPITULO 3

ESTUDO DA ETAPA DE FERMENTACAO ALCOOLICA DA PRODUCAO DE
VINAGRE DE FARELO DE ARROZ DESENGORDURADO

1. INTRODUCAO

O vinagre é um alimento para consumo humano produzido por duas
fermentagBes sucessivas, alcodlica e acética, contendo apenas matérias-primas com
amidos e/ou acucares (SOLIERI e GIUDICI, 2009).

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

Um dos importantes subprodutos obtidos no processamento do arroz é o farelo
de arroz desengordurado (FAD). Segundo as estimativas da Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), na safra de mar¢co de 2013/14 o Brasil produziu
aproximadamente 12,8 milh8es de toneladas de arroz, apresentando um acréscimo de
8% em relacdo a safra de 2012/13. O processamento do arroz branco resulta em
alguns subprodutos como a casca, o farelo e grdos quebrados, sendo que o farelo
corresponde a 8,5 - 14,8% do arroz integral, sendo constituido pelo endosperma,
casca e grdos quebrados, que sdo separados por peneiramento (JULIANO,
BECHTEL, 1985; LUH, 1980).

Em estudo realizado por Amissah et al. (2003) observou-se que a concentracdo
de carboidratos presentes em 16 variedades de farelo de arroz variaram de 26 a 46%,
sendo que conforme analisado por Wang, et al. (2008) o consumo dos polissacarideos
e derivados modificados do farelo de arroz desengordurado apresentam diversos
beneficios a saude, entre eles, a estimulacdo da resposta imune das células,
favorecendo a atividade antitumoral, além disso trata-se de um substrato com altas
concentracdo de fitinas (9,5 a 14,5%), matéria-prima fundamental para a obtencdo de

acido fitico e fitatos que apresentam capacidade antioxidante (SOARES et al., 2004;
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STODOLAK et al., 2007; HARBACH et al., 2007). Entretanto a conservac¢ao do farelo
de arroz “in natura” torna-se problematica, pois 0 mesmo contém a enzima lipase,
responsavel pelo processo de rancificagdo, tornando-o ndo comestivel (KAHLON,
2009), por isso torna-se necessario o desenvolvimento de alternativas para um melhor
aproveitamento dos nutrientes presentes neste residuo agroindustrial, sendo um deles
a aplicacdo em processos fermentativos.

Neste ambito, os autores Jieun et al. (2009) avaliaram a producéo de etanol e
butanol a partir de polissacarideos do farelo de arroz integral e desengordurado, os
quais foram primeiramente submetidos a hidrolise enzimética e posterior fermentacéo
alcodlica, obtendo como resultados 3,82 e 6,25 g-L™'de butanol, e 0,19 e 0,29 g-L™de
etanol para o farelo de arroz integral e desengordurado, respectivamente.

Os autores Watanabe et al. (2009), avaliaram a producéo de bioetanol a partir
da fermentacéo alcodlica da agua utilizada na lavagem do arroz e do farelo de arroz,
sendo alcangcado um rendimento de 1,2% de etanol. Conforme pesquisas realizadas
pelos autores, a proteina e os lipidios formam uma capa ao redor dos gréanulos de
amido, o que pode diminuir a atuacéo da levedura, por isso estudaram a adicdo das
enzimas proteases e lipases nas concentragcbes de 0 a 300 mg-100mL™ de meio.
Desta forma o rendimento maximo de etanol foi de 3,0 - 3,4%, obtido pela adicdo de
concentragdes superiores a 30 mg-100 ml * de protease e 3 mg-100 mL * de lipase.
Entretanto, neste trabalho observou-se que os granulos de amido formam agregados e
objetivando aumentar a area de exposi¢cdo do amido, os autores avaliaram a acao do
tratamento ultrassénico nos tempos de 1 a 4 min; os resultados obtidos indicaram que
ap6s 3 minutos de exposicdo o rendimento em etanol na fermentacédo alcodlica foi de
6,2% de etanol, concentracéo 5 vezes superior a obtida inicialmente.

O objetivo deste trabalho foi otimizar a etapa de fermentacéo alcdolica utilizando
como substrato o farelo de arroz desengordurado hidrolisado, para posterior producao

de vinagre.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAIS

O farelo de arroz desengordurado (FAD), fornecido pela Industria Riograndense
de Oleos Vegetais - (IRGOVEL - Pelotas/RS) foi moido em moinho de facas (Solab,
SL31) e congelado a temperatura de -12 °C até a realizagdo dos testes, onde foi
submetido a hidrélise enzimética pela acdo das enzimas a-amilase termoestavel
(TERMAMYL 2X, Novozymes A/S) e da amiloglucosidase (AMG 300L -
Amyloglucosidase from Aspergillus Niger — Novozymes), cedidas pela empresa LNF —
Latino Americana.

Apo6s a hidrélise, o meio foi centrifugado a 6000 rpm durante 5 min em centrifuga
refrigerada (CIENTEC, CT-5000R, Piracicaba, S&o Paulo). Em seguida, realizou-se a
inoculacdo com Saccharomyces cerevisiae (fermento comercial liofilizado) o qual foi
adquirido no mercado local, por meio de uma suspensdo do fermento comercial

liofilizado em propor¢des definidas no item 2.2.

2.2 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Na etapa de estudo da fermentacdo alcodlica, foram aplicados dois
Delineamentos Compostos Central Rotacional (DCCR) consecutivos, precedidos de
testes preliminares que foram realizados para a definicdo das variaveis importantes e

seus respectivos niveis de estudo.

2.2.1 Avaliacdo da Influéncia da concentracdo de in6culo, temperatura e pH no

rendimento da fermentagao alcodlica.

Para a definicdo da faixa de estudo da concentracdo de inéculo do primeiro
DCCR, realizou-se um teste preliminar, avaliando-se a concentracdo de inéculo na
faixa de 0,5 a 2,0%(p/v), sob agitacdo e em regime estacionario, a fim de avaliar se a
agitacdo poderia auxiliar no rendimento em etanol com a homogeneizagéo do meio, ou

interferir negativamente, devido a difusdo de oxigénio. Grande parte dos trabalhos
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cientificos, tais como os de Sossou et al. (2009); Plessi (2003); Raji et al. (2012) entre
outros, utilizam o regime estaciondrio, entretanto Suman (2012) e Horiuchia et al.
(1999) utilizaram a agitacdo de 100 rpm e 200 rpm, respectivamente, e relataram
acréscimos no rendimento em etanol nestas condigées.

Em todos os ensaios, deste estudo, utilizou-se um meio primeiramente
hidrolisado conforme condicdes otimizadas em estudo anterior (200 g-L™* de FAD, 30
uL-g* e a-amilase e 40uL-g* de amiloglucosidade, com os tempos de atuacdo das
mesmas em 2 e 3 horas, respectivamente), para posterior aplicacdo na etapa de
fermentacédo alcodlica.

Os ensaios realizados neste teste e suas respectivas condicBes avaliadas

encontram-se descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Ensaios preliminares ao Primeiro DCCR

Ensaios ? Agitacéo In6culo (%) (p/v)
1 100 rpm 0,5
2 Sem agitacao 0,5
3 100 rpm 2
4 Sem agitacao 2
5 100 rpm 5
6 Sem agitacao 5

% Para todos os ensaios foram utilizados a temperatura: 25 °C e 0 pH:5,0

As respostas avaliadas foram a concentracdo de agucares redutores (AR),
massa seca (g.L™), etanol (%) (p/v) e pH, sendo todos os ensaios realizados em
duplicata, em Erlenmeyers de 500 mL, com 250 mL de meio hidrolisado (centrifugado
e com o pH ajustado em 5,0). A incubacao foi realizada em Shaker de agitacdo orbital
(B Braun Biotech Internacional, modelo Certomat Bs-1) sob temperatura de 25 °C. A
determinacdo da concentracéo de células do inoculo foi realizada pela contagem em
Camara de Neubauer, para garantir a populagéo minima de 10° células/mL.

Com os resultados obtidos neste teste optou-se em realizar um DCCR (2° com 6
pontos axiais e 3 pontos centrais, totalizando 17 ensaios), em estado estacionario, a
fim garantir condi¢cdes microaerdfilas no meio, para avaliar os efeitos da concentragéo
de inéculo, pH e da temperatura do meio de cultivo (mosto obtido na etapa de hidrélise
do farelo de arroz desengordurado), sobre a resposta de concentragdo de etanol (%)
(p/v).

Os ensaios do DCCR foram conduzidos em Erlenmeyers de 500 mL, com 250
mL de meio, os quais foram incubados em Shaker de agitacdo orbital (SOLAB, Modelo
SL 221, Piracicaba, Sao Paulo) sob condi¢Bes estacionarias, durante 72 horas, sendo

0 meio primeiramente hidrolisado conforme condigdes otimizadas em estudo anterior
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(200 g-L" de FAD, 30 uL-g" de a-amilase e 40uL-g* de amiloglucosidade, com os
tempos de atuagdo das mesmas em 2 e 3 horas, respectivamente). Amostras do meio
fermentado foram coletadas a cada 12 horas para determinacdo de etanol; ja para o
acompanhamento da concentracdo de massa seca, aguUcares redutores e pH, as
amostras foram coletadas a cada 6 horas. Os niveis reais e codificados das variaveis
estudadas no primeiro DCCR estéo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Niveis reais e codificados das variaveis estudadas no primeiro DCCR 2°.

Variaveis / In6culo (%) T (°C) pH
Niveis (p/v)

-1,68 0,5 25,0 4,0

-1,0 1,4 26,0 4.4

0 2,8 27,5 5,0

+1 4,1 29,0 5,6

+1,68 5,0 30,0 6,0

2.2.2 Otimizacé&o da producéo de etanol

Objetivando aumentar o rendimento de etanol na fermentag&o alcodlica, com
base nos resultados observados no Primeiro DCCR, realizou-se um segundo teste
para avaliar o efeito da exposi¢cdo da suspensdo de farelo de arroz a um tratamento
ultrassénico e enzimatico com protease (Alcalase). Watanabe et al. (2009) mostraram
que as proteinas e os lipidios do farelo de arroz formam uma capa protetora ao redor
dos granulos de amido, o que dificulta a atuacdo das enzimas na etapa de hidrélise e
das leveduras na fermentacdo alcéolica. Estudos realizados por diversos autores
(Watanabe et al., 2009; Yao et al.,, 2012; Lei, Zhao e Zhao, 2013; Lei et al., 2013;
Perez-Carillo et al., 2012 e Johnston e McAloon, 2014) demonstraram que a adicdo de
protease aumenta a area de exposicdo dos granulos do amido, resultando também na
liberacdo de peptideos que sé&o utilizados como nutrientes pela levedura, auxiliando na
tolerancia da mesma ao etanol, além de diminuir o tempo de fermentacéo e aumentar
a concentracao final de massa seca e de etanol.

Neste sentido, avaliou-se o efeito da exposicdo da suspensao de farelo de arroz
a um tratamento ultrassénico com posterior reacdo enzimatica visando a remogéao de
proteinas. As variaveis avaliadas neste tratamento encontram-se descritas na Tabela
3.

Tabela 3 — Variaveis avaliadas no segundo teste preliminar

Ensaios*
1 tratamento ultrassénico Alcalase
2 - Alcalase

*Cada ensaio foi realizado em triplicata
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Este tratamento foi realizado anteriormente ao processo de hidrélise enzimatica
dos carboidratos com o objetivo de primeiramente aumentar a area de exposi¢do dos
granulos de amido, e dessa forma avaliar o possivel acréscimo na liberagdo de
acucares redutores no processo de atuagdo das enzimas amilotiticas (sacarificagcao
enzimatica)

No tratamento ultrassonico, utilizou-se um banho ultrassonico (Ultra-Bohn, Elma,
E 30H), sendo colocados 3 Erlenmeyers por vez de forma que todo o meio fosse
coberto pela 4gua do banho. Os parametros foram fixados em frequéncia de 37 kHz,
poténcia de 100%, temperatura em 30 °C e tempo de 5 minutos. Apés o tratamento
ultrassénico, o pH da suspensdo de farelo de arroz foi ajustado para 6,5 e a
temperatura a 60 °C para adicdo de 15 pL-g™* da enzima Alcalase (2.4 L Food Grade,
cedida pela empresa LNF — Latino Americana), visando a remoc¢ao enzimatica das
proteinas. A atuacdo da enzima foi mantida por 2 h, seguindo o fluxograma

apresentado na Figura 1.

Adic&o de 200 g-L": FAD em Agua destilada

NS

Exposicado por 5 minutos do meio em tratamento ultrassénico com frequéncia de
37 kHz e poténcia de 100%

NS

Ajuste do pH 6,5 e temperatura 60 C

NS

Adicdo de 15 pL-g! da enzima protease, com atuacéo de 2h.

NS

Hidrélise enzimatica dos amidos

NS

Fermentacdo Alcoolica com pH 5,0, Temperatura 30 C e concentracéo de
in6culo de 5,0% (p/v).

Figura 1 — Fluxograma do processo utilizado no segundo teste preliminar para o processo de

hidrélise enzimatica da suspenséo de farelo de arroz e fermentagéo alcodlica.
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Apbs a hidrdlise enzimatica realizou-se a fermentacéo alcodlica, onde a definicdo
da temperatura, pH e concentracdo de in6culo baseou-se nos resultados obtidos no
primeiro DCCR, sendo os mesmos fixados em 30 °C, 5,0 e 5,0%, respectivamente,
esta etapa foi realizada em um Shaker de agitagdo orbital (B Braun Biotech
Internacional, modelo Certomat Bs-1), sendo coletadas amostras de meio a cada 12 h
para a determinacdo de etanol e a cada 6 h para acompanhamento do pH e da massa
seca.

Uma vez avaliados os resultados do segundo teste preliminar, realizou-se a
aplicacdo do segundo DCCR (22, 4 pontos axiais e 3 centrais, total de 11 ensaios)
com o ajuste nas faixas das variaveis significativas do primeiro DCCR (temperatura e
in6culo), aplicando o tratamento enzimatico com a protease sem a exposi¢cado ao
tratamento ultrassénico. Os niveis reais e codificados das varidveis estudadas no

segundo DCCR estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Niveis reais e codificados das variaveis estudadas no segundo DCCR 2°,

Variaveis / T (°C) In6culo (%)
Niveis (p/v)
-1,41 28,0 1,00
-1,0 29,0 1,85
0 315 4,00
+1,0 34,0 6,15
+1,41 35,0 7,00

Da mesma forma que para o primeiro DCCR, os ensaios do segundo DCCR
foram conduzidos em Erlenmeyers de 500 mL, com 250 mL de meio, os quais foram
incubados em Shaker de agitacdo orbital sob condi¢cdes estacionarias, durante 72 h.
Amostras do meio fermentado foram coletadas a cada 12 h para determinacdo de
etanol; e para o acompanhamento da concentracdo de massa seca, agucares

redutores e pH, as amostras foram coletadas a cada 6 h.

2.3 METODOS ANALITICOS

2.3.1 Determinacao de agucares redutores

A concentracdo de acUcares redutores (AR) foi determinada em triplicata,
baseando-se na quantidade de aclUcares fermentesciveis liberados durante todo o
processo de hidrélise enzimatica, pela técnica de Somogyi (1945) e Nelson (1944).
Todos os resultados foram expressos em gramas de acUcares por litro de meio

hidrolisado.
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2.3.2 Determinacéao de etanol

A concentracdo de etanol foi determinada em Cromatografo Liquido de Ultra-
alta press&o (UPLC) (DIONEX, Modelo U3000) equipado com detectores de indice de
Refracdo, utilizando a metodologia proposta por Aguiar et al. (2005), com algumas
modificagdes, sendo as amostras filtradas em membrana de nylon Millipore 0,45 pm e
injetadas em coluna Rezex® ROA-Organic Acid H+ (8%). A fase mével foi constituida
de H,SO,4 5 mmolL™ mantida sob vazdo de 0,6 mL-min™. Manteve-se a temperatura do
sistema a 30 °C e a deteccéo foi realizada por indice de refragdo, sendo o volume de
amostra injetado de 20 pL. Para calculo das concentracdes de etanol das amostras, foi
realizada uma curva padrdo com 8 pontos (diluicbes de 0 a 10%),utilizando um padréo
de etanol 99,9% (Sigma).

2.3.3 Determinacao de pH
O pH foi determinado em triplicata, pelo método potenciométrico de acordo
com as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (Adolfo Lutz, 1985), utilizando um

pHmetro digital de bancada (Alphalab, modelo Pa-200).

2.3.4 Determinacdo da Massa Seca (biomassa celular)

A concentragdo da Massa Seca foi analisada em triplicata por meio da leitura
da densidade ética (DO) a 600 nm de uma aliquota do meio de cultivo, utilizando-se
curvas de calibracdo de densidade oOtica versus massa seca. Para a obtencao das
curvas de calibracdo, coletou-se uma aliquota do meio de cultivo (10 mL), ao final do
processo fermentativo, e as células foram lavadas trés vezes com agua destilada, por
centrifugacéo (3000 x g, 5 minutos) em centrifuga refrigerada (CIENTEC, CT-5000R,
Piracicaba, S&o Paulo). O precipitado foi submetido a secagem em estufa a vacuo (50
°C) até peso constante. Através da relagdo com o volume de meio coletado,
determinou-se a concentracdo total de massa seca. Paralelamente, diluicdes
apropriadas do meio de cultivo foram realizadas e a densidade 6tica medida a 600 nm.
A partir da massa seca total foram determinadas indiretamente as concentragdes de

massa seca para cada diluicdo, construindo-se a curva de calibracao.

2.3.5 Calculos de rendimento e parametros cinéticos da fermentacéo alcodlica
O rendimento (R) da fermentagdo alcoodlica, expresso em %, fornece em
valores quantitativos a eficacia com que as leveduras convertem sacarose em etanol,

sendo o mesmo calculado utilizando-se a Equacgéo 1 (LOPES e SILVA, 2006):
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Prea Equacéo (1
R= P X100 quagao (1)
EXP
Em que:

Pexe = concentracéo (gL™) de etanol experimental,
Preo = concentracéo (gL™) de etanol maxima tedrica (estequiométrica), e

O fator de conversao de substrato em produto (Yp;s) € em biomassa (Y ys) e da
biomassa em produto (Y xp) foram calculados por meio das Equagbes 2, 3 e 4
(ALMEIDA et al., 2006; STROPPA et al., 2009):

Yes= Pi—Po Equacéo (2)
So =S¢

Y xs = Xe=Xg Equacéo (3)
So =S¢

Yex= Pi=Po

Equacéo (4)
Xt —Xo

Em que:
Po e P; = concentracdes (gL™) inicial e final do etanol;
Xo e X; = as concentracdes (gL™) inicial e final de células, e

Sy e S; = as concentracdes (gL™) inicial e final de sacarose, respectivamente.

2.3.6 Tratamento estatistico dos dados

Todos os ensaios dos planejamentos (DCCRs) foram conduzidos de forma
aleatéria e os dados tratados com auxilio do software Statistica® 7.0 (Statsoft Inc.,
Tulsa, US). O ajuste da equacdo do modelo de segunda ordem foi expresso pelo
coeficiente de determinacéo R? e a significAncia estatistica foi determinada pelo teste

F (analise de variancia — ANOVA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 AVALIACAO DA INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE INOCULO,
TEMPERATURA E pH NO RENDIMENTO DA FERMENTAGCAO ALCOOLICA.

3.1.1 Teste Preliminar

A contagem da populacdo de Saccharomyces cerevisiae foi de 6,25 x107, 6,45
x10% e 1,65 x10° células/mL, para as concentracdes de 0,5, 2,0 e 5 (%) (p/v) de
indculo, respectivamente, indicando que o0 uso destas concentracfes seriam
suficientes para garantir a populacdo minima de 10° células/mL no inicio do processo
de fermentacéo alcoolico, concentragéo utilizada na produgéo de vinagre de morango,
Ubeda et al. (2012) e de vinagre de kiwi, Bortollini, et al. (2001). Os resultados obtidos
apés 72 h de fermentagdo encontram-se na Tabela 5. Pode-se observar que a
concentragcdo minima de etanol obtida foi de 1,54% (p/v) no ensaio 5 (5% de in6culo,
com agitacdo) e a maxima foi de 1,89% (p/v) no ensaio 4 (2% de in6culo, sem

agitacao).

Tabela 5 — Resultados do primeiro teste preliminar apés 72h de fermentagéao.

Etanol (%) A.R residual

Ensaios pH Massa seca (g-L™) pIv* (gL™
12 4,94+0,007 13,99+1,24 1,59+0,14% 2,55+0,48
2P 4,88+0,014 5,78+0,38 1,84+0,02° 1,66+0,47
3° 4,89+0,007 20,07+1,52 1,7240,45% 2,09+0,26
48 4,89+0,007 20,22+1,80 1,89+0,48% 1,88+0,51
5°¢ 4,80+0,021 25,60+1,39 1,54+0,072 2,03+0,59
6' 4,89+0,014 20,50+4,19 1,38+0,17° 1,91+0,90

%(agitacéo de 100 rpm e 0,5% de indculo); "(estado estacionario e 0,5% de indculo); *(agitacdo de 100 rpm
e 2,0% de in6culo), “(estado estacionario e 2,0% de indculo); ®(agitacio de 100 rpm e 5,0% de in6culo); |
(estado estacionario e 5,0% de inéculo) *Médias marcadas com letras semelhantes na mesma coluna
ndo diferem significativamente entre si (p=0,05) pelo teste de Tukey;

Na Figura 2 é possivel visualizar os resultados de etanol durante as 72h de
fermentagdo alcoolica dos 6 ensaios. Analisando os resultados de etanol,
apresentados na Tabela 5 e na Figura 2 é possivel comparar o rendimento de etanol
entre 0s ensaios com as mesmas concentracdes de indculo (1 com 2; 3com 4 e 5 com
6), observando-se que a agitacdo apresentou efeito positivo apenas para 5% (p/v) de

indculo (ensaios 5 e 6), mostrando que com maiores concentracdes de indculo a



57

agitacdo pode contribuir na homogeneizacdo do meio e consequentemente, melhorar
a interagdo entre o substrato e as células de levedura, resultando em maiores
rendimentos de etanol. Entretanto, por meio do Teste de Tukey (95% de confianca),
verificou-se que as médias obtidas para o rendimento em etanol sdo estatisticamente
semelhantes entre si (Tabela 5).

Pode-se observar na Figura 2, que a maior producdo de etanol aconteceu até
36h, sendo que apds 48h de fermentacdo alcodlica, apenas 0s ensaios 1 e 4,
mantiveram um acréscimo na concentragdo de etanol, os demais ensaios
apresentaram um pequeno declinio, com posterior aumento. Desta forma optou-se em
realizar os ensaios do primeiro DCCR, mantendo a fermentacdo por 72h, com coletas
a cada 12h para andlise de etanol e o processo em regime estacionario, sendo

avaliada a concentracao de in6culo juntamente com as variaveis, temperatura e pH.
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Figura 2 — Rendimento de Etanol em funcdo do tempo para os ensaios do primeiro teste
preliminar.

Para a resposta de concentragdo de massa seca (Figura 3), os resultados
foram proporcionais ao in6culo inicial, sendo que a agitagdo influenciou de forma
positiva na concentragéo final, variando de 19,0 a 75,6 g/L para 0,5 e 5% de in6culo,
respectivamente, no processo conduzido sob agitacdo, e de 11,0 a 70,5 g/L para 0,5 e

5% de in6culo, no processo sem agitacao.
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Figura 3 — Concentracdo da massa seca em funcdo do tempo para 0s ensaios do primeiro

teste preliminar

Na avaliacdo dos resultados de consumo de agucares redutores (Figura 4),

observou-se que somente o meio com 0,5% de inGculo teve uma queda inicial menos

acentuada do substrato, entretanto, apos 36h, se igualou aos demais testes avaliados.

Verificou-se um rapido consumo dos acgucares redutores, em aproximadamente 24h,

tempo que correspondeu com a estabiliza¢cdo da massa seca.
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Figura 4 — Concentragdo de agucares redutores em fungdo do tempo de fermentacao

ensaios do primeiro teste preliminar

para os
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3.1.2 Primeiro Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Com os resultados obtidos no primeiro teste preliminar, decidiu-se realizar os
ensaios do primeiro DCCR avaliando as varidveis concentracdo de indculo, pH e
temperatura. A matriz dos ensaios realizados com os valores reais e codificados das
variaveis estudadas, e as respostas de acucares redutores, concentracdo de massa
seca e de etanol, obtidas apds 72h da fermentacao, est4 apresentada na Tabela 6.

Tabela 6 - Matriz do planejamento DCCR com valores reais (entre parénteses) e
codificados das variaveis estudadas no processo de fermentacado alc6olica do farelo de
arroz desengordurado.

Ensai X, X5° X3 Massa seca A.R Etanol (%)
0 @L?h® (gL plv
1 -1 (26) -1(4,9) -1(1,4)  3426+2,09 0,46+0,21 1,60
2 +1 (29) -1 (4,4) -1(1,4)  32,90+4,08 0,22+0,08 1,86
3 -1 (26) +1 (5,6) -1(1,4)  31,74+4,33 0,31%0,15 1,49
4 +1 (29) +1(56) -1(1,4) 3518+057 0,16+0,12 1,55
5 -1 (26) -1(4,9) +1(4,1)  74,48+6,87 0,53+0,42 1,70
6 +1 (29) -1(44)  +1(41) 5045+4,30 0,15+0,08 1,75
7 -1 (26) +1(56) +1(4,1) 66,16+10,27 0,27+0,20 1,92
8 +1 (29) +1(5,6) +1(4,1) 56,45+3,68 0,24+0,11 1,95
9 -1,68 (25) 0 (5,0) 0(2,8) 50,31+287 0,23%0,15 1,74
10  +1,68(30)  0(5,0) 0(28)  53,03+064 0,310,23 2,10
11 0(27,5) -1,68(4,00 0(28) 54,84+1,05 0,55+0,21 1,70
12 0(27,5) +1,68(6,00 0(28) 62,00+523 0,35+0,23 1,71
13 0 (27,5) 0(50) -1,68(0,5) 21,69+0,96 0,33+0,02 1,78
14 0 (27,5) 0(50) +1,68(50) 9245+911 0,57+0,08 1,74
15 0 (27,5) 0 (5,0) 0(28  51,32+231 0,280,16 1,64
16 0 (27,5) 0 (5,0 0(2,8)  46,98+0,94 0,34+0,18 1,64
17 0 (27,5) 0 (5,0) 0(2,8)  5553+4,83 0,29+0,03 1,62

% Temperatura; b pH; ¢ Concentragio de indculo (%)(p/v); ¢ Resultado + erro padrdo: os resultados
representam a média de 3 determinacdes .

Avaliando-se os resultados obtidos, observa-se que a concentragdo de massa
seca variou conforme a adigé&o inicial de inoculo, ja o pH, apresentou resultados finais
préximos a 5,0, variando de 4,77 a 4,97, exceto quando esta variavel encontrava-se no
menor nivel estudado, onde o resultado obtido foi inferior a 4,0. Para a concentragédo
de AR, todos os valores ficaram abaixo de 0,6 g-L™*, sendo que inicialmente esse valor
era aproximadamente 70 g-L™, mostrando que o consumo deste substrato foi superior
a 99%.
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Figura 5 — Concentracdo de etanol em funcéo do tempo do primeiro DCCR

Analisando-se a figura 5 e a Tabela 6, verifica-se que 0s maiores aumentos na
concentracao de etanol ocorreram nas primeiras 12h de fermentacéo alcodlica, sendo
que o menor valor obtido para a producdo de etanol, entre as respostas do
planejamento, foi de 1,49% (p/v) no ensaio 3 e a maior resposta obtida foi de 2,10%
(p/v), no ensaio 10, quando o in6culo apresentava-se na maior concentragcao dentro da
faixa estudada e as demais variaveis estavam no ponto central.

Na Tabela 7, sdo apresentados os resultados obtidos para o rendimento da
concentracdo de etanol, o fator de conversdo do substrato em produto (Yps), € em

biomassa (Yxs) e da biomassa em produto (Ygx) obtidos nos ensaios.

Tabela 7 - Rendimento da fermenta¢do alcodlica e fator de conversdo do substrato em
produto (Y p;s) € em biomassa (Y xs) € da biomassa em produto (Y pyx) obtidos no
processo de fermentacgdo alcéolica do farelo de arroz desengordurado.

Ensaios Rendimento (%) Yeis Yys Yex
1 46,94 0,24 0,37 0,65
2 55,15 0,28 0,36 0,79
3 45,35 0,23 0,36 0,64
4 47,35 0,24 0,41 0,59
5 50,26 0,26 0,49 0,52
6 53,98 0,28 0,19 1,47
7 56,80 0,29 0,32 0,90
8 58,96 0,30 0,17 1,80
9 51,61 0,26 0,31 0,85
10 62,42 0,23 0,09 2,63
11 50,66 0,26 0,12 2,12
12 49,16 0,23 0,16 1,42
13 52,27 0,21 0,21 1,00
14 51,88 0,17 0,34 0,50
15 48,19 0,15 0,35 0,44
16 48,10 0,25 0,31 0,80

17 48,14 0,17 0,35 0,50
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Observando os resultados da Tabela 7 € possivel analisar que a faixa de
rendimento encontrada para a concentracdo de etanol foi de 46,94 a 62,42%, j& o fator
de conversdo de substrato em produto variou de 0,17 a 0,30, sendo considerados
valores baixos ao comparar com o0s resultados obtidos no estudo de Fontan et al.
(2011) e de Almeida et al. (2006) que encontraram 0,65 e 0,46, respectivamente.

Os autores Parmar e Rupasinghe (2013), estudaram a bioconversao do bagaco
da maca em etanol, sendo que na caracterizacdo deste substrato a quantificacdo de
acucares redutores foi de 18,2 g-L™, sendo estes fermentados pela Saccharomyces
cerevisiae obtendo-se um fator de conversédo de biomassa em produto (Ygx) de 0,19,
valor inferior aos obtidos neste trabalho que variaram de 0,44 (ensaio 15) a 2,63
(ensaio 10), mostrando que o FAD também apresenta potencial na producdo de
bioetanol.

As analises estatisticas do primeiro DCCR foram realizadas no tempo de 72h
de fermentacdo alcoolica, que corresponde ao final do processo, onde obteve-se o
melhor ajuste dos pontos centrais.

Na Tabela 8 sdo apresentados os coeficientes de regresséo encontrados para

a resposta da concentracdo de etanol.

Tabela 8 - Coeficientes de regresséo para a resposta de concentracéo de etanol (%)(p/v)
em 72h de fermentagdo, para o primeiro DCCR.

Coeficientes

de Regressdo Erro Padréo t (7) p - valor
Média 1,63 0,06 26,6 <0,0001*
X1 (L) 0,07 0,03 2,52 0,0396*
X1 (Q) 0,08 0,03 2,69 0,0394*
X, (L) <0,00 0,03 0,02 0,9842
X5 (Q) <0,00 0,03 0,30 0,7952
X3 (L) 0,05 0,02 1,90 0,0986*
X3(Q) 0,03 0,03 0,87 0,4123
X1 X Xz -0,03 0,04 -0,73 0,4884
X1 X X3 -0,03 0,04 -0,77 0,4680
Xo X X3 0,10 0,04 2,75 0,0283*

*p=<0,1; L- termos lineares; Q- termos quadraticos.

Por meio da Tabela 8, verifica-se que as varidveis temperatura (L e Q),
concentracdo de indculo (L) e a interacdo entre o pH e a concentracdo de inoculo
apresentaram efeitos significativos (p<0,1) na resposta de concentracdo de etanal,
sendo estes positivos, indicando que o0 aumento da temperatura e da concentracdo de
indculo, dentro da faixa estudada, resultou no aumento da concentracdo de etanol; a

variavel pH ndo apresentou efeito significativo sobre a resposta.
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Os bioprocessos que envolvem enzimas e microrganismos apresentam grande
variabilidade, portanto podem ser considerados valores de “p” menores que 10%
(p<0,1) (RODRIGUES e IEMMA, 2009). Para o célculo da andlise de variancia
(ANOVA), apresentada na Tabela 9, foram consideradas apenas as variaveis
significativas (p<0,1). Observa-se que Fgcuado para a regressao foi significativo
(p=0,0042) e o percentual de variacdo explicada pelo modelo foi adequado (R* =
78,75%), considerando a variabilidade inerente aos bioprocessos (HAALAND, 1989),
podemos concluir que o modelo ajustou-se bem aos dados experimentais, sendo
possivel construir a superficie de resposta da Figura 6.

Tabela9 — ANOVA do modelo quadrético para predi¢cdo de etanol (%)(p/v) em 72h de
fermentacéo.

an':ggg SQa GLb QMC Fcalculado D'Va|0r
Regressdo 0,29 5 0,06 6,74 0,0042
Residuos 0,09 11 0,01

Total 0,38 16

% variagdo explicada (Rzg =78,75% Fs.5.005 = 3,20
%= soma de quadrados; ° = graus de liberdade; ° = quadrados médios.

Pode-se observar por meio da analise da superficie de resposta e curvas de
contorno (Figura 6) que nas faixas estudadas, as maiores concentragdes de etanol
foram obtidas quando as variaveis, temperatura e concentragdo de inoculo
encontravam-se no nivel maximo de estudo, ndo sendo possivel definir a regido
otimizada para a maximizagao do rendimento em etanol.
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Figura 6 — Curvas de contorno (a) e superficie de resposta (b) para a concentracao de etanol

(%) em funcdo das concentracdes da temperatura (°C) e da concentracéo de inéculo (%)

Na producéo de vinagre a base de casca de abacaxi, os autores Singh e Singh
(2007) observaram rendimentos de 2,0 a 2,5% de etanol apos 8-10 h fermentacéo,

havendo acréscimo desta concentracdo para 18% apés 24 h. Os autores atribuiram
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este resultado a alta concentracdo de aclUcares presente no substrato
(aproximadamente 35%). Este resultado é semelhante ao proposto por Adams (1985),
qgue relatou que teoricamente 1,0 g de glicose produz 0,51 g de etanol e 0,67 g de
acido acético.

Comparando-se os resultados de Singh e Singh (2007) com os obtidos nesse
trabalho, onde 1,0 g de glicose resultou em no maximo 0,33g de etanol, verificou-se
uma baixo rendimento na producdo de etanol, sendo que com o substrato estudado
seria possivel obter aproximadamente 3,5% de etanol. Entretanto, o farelo de arroz
desengordurado contém importantes nutrientes que podem dificultar o processo de
sacarificacdo enzimatica pela diminuicdo da &rea de exposi¢céo dos granulos de amido,
entre eles as proteinas, nutriente presente em concentracbes significativas, como
observado no estudo realizado por Amissah et al. (2003), onde o farelo de arroz
apresentou de 11,2 a 14,4% de proteina, conforme a variedade avaliada (WATANABE
et al. 2009), além disso, os peptideos liberados na hidrolise das proteinas sao
utilizados como nutrientes pelas leveduras, auxiliando na tolerdncia da mesma ao
etanol.

Na producgéo de bioetanol, a partir da 4gua de lavagem do arroz e do farelo de
arroz, os autores Watanabe et al (2009), observaram que a utilizacdo do tratamento
ultrassdnico com posterior adicdo de protease, antes da hidrolise dos acuUcares,
auxiliou na fermentagcdo alcoolica, sendo obtido 6,2% de etanol, enquanto que no
processo conduzido sem o tratamento ultrassbénico e adicdo de protease, a
concentrac@o de etanol maxima alcancada foi de 1,2%.

Para verificar a influéncia da exposicdo da suspensdo de farelo de arroz ao

tratamento ultrassonico e acdo de protease, realizou-se o0 segundo teste preliminar.

3.2  OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE ETANOL

3.2.1 Segundo teste preliminar

No segundo teste foram realizados 2 ensaios em triplicata, com o intuito de
analisar a influéncia da exposicdo do substrato ao tratamento ultrassdnico e a
protease (Alcalase) sobre a producdo de etanol. Todos os parametros aplicados ha
adicdo da protease, foram baseados no estudo desenvolvido por Watanabe et al
(2009) e em valores utilizados industrialmente, informados pela empresa fornecedora
da protease, sendo fixados em: concentracdo da Alcalase de 15 pg-g™, temperatura

de 30 °C, pH de 6,5 e tempo de atuacéo de 2h .
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Apbs a atuacdo da Alcalase, realizou-se a hidrolise enzimética dos amidos, com
posterior fermentagdo alcodlica, sendo os parametros baseados nos resultados
obtidos no primeiro DCCR, como a temperatura e a concentracdo de indculo,
apresentaram efeito positivo, foram fixados no ponto maximo de estudo (30°C e 5,0%,
respectivamente), jA o pH, que apresentou efeito positivo, mas néo significativo, foi
mantido no ponto central (5,0).

Os resultados obtidos para a cinética da fermentacdo alcodlica do FAD sao
apresentados na Figura 7.
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—— Etanol (Alcalase + Trat. Ultrass6nico) —a— Etanol (Alcalase)

Figura 7: Perfil cinético da producéo do fermentado de farelo de arroz desengordurado

De acordo com a Figura 7, os dois ensaios apresentaram cinética similares,
mostrando que o tratamento ultrassénico nas condi¢fes avaliadas, n&o influenciou na
fermentagdo alcoodlica do FAD. Ambos ensaios, iniciaram com concentracdes de AR
similares (aproximadamente de 68 gL™), sendo que apresentam uma queda acentuada
na concentracdo de substrato durante as primeiras 6 h, chegando a 18h com
concentracdes proximas a zero. Esses resultados mostram que a protease e o0
tratamento ultrassénico néo influenciaram na hidrélise enzimética, porém verificou-se
que o0 meio tornou-se mais escuro, como pode ser observado na Figura 8,
caracteristica que pode ter sido originada pela hidrolise da proteina e consequente

liberacdo de aminoécidos, os quais podem ter reagido com o0s grupamentos carbonila
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dos acuUcares redutores, resultando na Reacdo de Maillard durante a atuacdo das
amilases a 60 e 90 °C no processo de hidrélise (WANG, QIAN e YAO; 2011).

(@) (b)

Figura 8 — a) Meio sem adicdo da Protease b) Meio com adicdo da Protease

Para a concentragdo de etanol, verifica-se um aumento significativo na
velocidade de conversao de substrato em etanol, nas primeiras 24h, mesmo periodo
onde a massa seca apresenta 0 maior crescimento, e que os AR chegam préximos a
zero. A concentracdo de etanol ndo apresenta grandes variagdes, sendo que por meio
do teste de Tukey a 95% de confianga, os ensaios ndo apresentaram diferenca
significativa entre si (p>0,05) para esta resposta. Entretanto, ao comparar o resultado
maximo de etanol obtido no primeiro DCCR (2,10%) (p/v), com o encontrado no
segundo teste preliminar com a adicdo da protease (3,60%) (p/v), verifica-se um
acréscimo de 71% na concentracao final de etanol, sendo alcangado um rendimento
de 105 %, valor superior ao tedrico, assim como o observado pelos autores Singh e
Singh (2007), que alcancaram um rendimento de 101%.

Com os resultados obtidos no primeiro DCCR e no segundo teste preliminar,
realizou-se o segundo DCCR, mantendo a adicao da protease, nas condicbes
utilizadas no segundo teste preliminar. Para a realizagdo da fermentacéo alcodlica, as
variaveis significativas no primeiro DCCR (temperatura e indculo) tiveram suas faixas
de estudo ampliadas (28 a 35 °C e 1,0 a 7,0%, respectivamente); o pH foi fixado no

ponto central de estudo (5,0), pois apresentou efeito ndo significativo e positivo.
3.2.2 Segundo DCCR
Objetivando alcancar a otimizacdo da etapa de fermentacdo alcodlica do farelo

de arroz desengordurado, realizou-se o segundo DCCR, fixando a adi¢do da protease
em 15 pL-g * com atuacdo de 2 h na temperatura de 60 °C, conforme recomendagfes
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do fornecedor da enzima, para posterior hidrolise com as enzimas amiloliticas, nas
concentracdes otimizadas em estudo anterior (30 pL-g* de a-amilase e 40 pL-g* de
amiloglucosidase), seguido da fermentacéo alcodlica.

A matriz dos ensaios realizados com os valores reais e codificados das
variaveis estudadas, e as respostas de acUcares redutores e concentracdo de massa
seca obtidas apés 72 h de fermentacao, é apresentada na Tabela 9. As respostas para
a concentracdo de etanol nos tempos de 36, 48, 60 e 72h sdo demonstradas na
Tabela 10.

Tabela 9 - Matriz do planejamento do segundo DCCR com valores reais (entre
parénteses) e codificados das variaveis estudadas no processo de fermentacao alc6olica
do farelo de arroz desengordurado e respostas de A.R e Massa Seca.

Tempo X, AR Massa Seca
X5 @LhH° @Lhe®
Ensaio 1 -1 (29) -1 (1,85) 0,4610,21 31,53+1,38
Ensaio 2 +1 (34) -1 (1,85) 0,22+0,08 34,11+3,64
Ensaio 3 -1 (29) +1 (6,15) 0,30+0,15 104,19+2,40
Ensaio 4 +1 (34) +1 (6,15) 0,16+0,12 97,52+2,45
Ensaio 5 -1,41 (28) 0 (4,0) 0,53+0,41 73,04+0,21
Ensaio 6 +1,41 (35) 0 (4,0 0,15+0,08 70,45+1,54
Ensaio 7 0(31,5) -1,41 (1,0) 0,27+0,02 17,11+1,73
Ensaio 8 0 (31,5) +1,41 (7,0) 0,12+0,01 170,91+2,56
Ensaio 9 0 (31,5) 0 (4,0) 0,37+0,23 85,24+2,72
Ensaio 10 0(31,5) 0 (4,0 0,08+0,21 77,11+1,33
Ensaio 11 0 (31,5) 0 (4,0) 0,69:0,11 89,22+0,60

2 Temperatura; ° Concentragdo de indculo (%); ° Resultado + erro padrdo: os resultados representam a
média de 3 determinacdes .

Tabela 10 - Matriz do planejamento do segundo DCCR com valores reais (entre
parénteses) e codificados das variaveis estudadas no processo de fermentagéo alcéolica
do farelo de arroz desengordurado e respostas de etanol nos tempos de 36, 48, 60 e 72h.

Ensaio X2 X, Etanol (%) Etanol (%) Etanol (%) Etanol (%)
36h ° 48h °© 60h ° 72h ©
Ensaio 1 -1 (29) -1 (1,85) 3,92+0,10 3,97+0,03 3,90+0,01 3,98+0,13
Ensaio 2 +1 (34) -1 (1,85) 3,65+0,03 3,65+0,03 3,54+0,10 3,21+0,03
Ensaio 3 -1 (29) +1 (6,15) 3,78+0,23 3,71+0,20 3,67+0,11 3,62+0,12
Ensaio 4 +1 (34) +1 (6,15) 4,04+0,13 3,90+0,06 3,74+0,09 3,71+0,02
Ensaio 5 -1,41 (28) 0 (4,0) 3,59+0,03 3,71+0,09 3,49+0,06 3,54+0,11
Ensaio 6 +1,41 (35) 0 (4,0 3,568+0,62 3,56+0,64 3,50+0,64 3,50+0,61
Ensaio 7 0(31,5) -1,41 (1,0) 3,84+0,02 3,79+0,00 3,84+0,02 3,79+0,05
Ensaio 8 0(31,5) +1,41 (7,00  4,08+0,02 4,04+0,00 3,92+0,11 4,09+0,04
Ensaio 9 0(31,5) 0 (4,0) 3,91+0,12 3,94+0,00 3,97+0,07 3,99+0,07
Ensaio 10 0(31,5) 0 (4,0) 3,83+0,00 3,91+0,11 3,87+0,04 3,94+0,11
Ensaio 11 0 (31,5) 0 (4,0) 3,78+0,13 3,94+0,09 3,91+0,06 3,98+0,15

 Temperatura; b Concentracéo de indculo (%); © Resultado + erro padrdo: os resultados representam a
média de 3 determinacdes .

Avaliando-se os resultados obtidos, observa-se que a concentracdo de massa
seca variou conforme a adicao inicial de inéculo, assim como observado no primeiro

DCCR, ja a variavel pH apresentou resultados finais que variaram de 4,77 (ensaio 1) a
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5,15 (ensaio 2). Para a concentracdo de AR observa-se que mais 99% do substrato
inicial foi consumido, resultado semelhante ao encontrado no primeiro DCCR.

Analisando os resultados da Tabela 10, verifica-se que as menores
concentragcbes de etanol encontradas entre 36 a 72h, (3,21 a 3,65%) foram
encontradas nos ensaios 2 e 6, onde a temperatura encontrava-se nos maiores niveis
de estudo e a concentracdo de inéculo no nivel inferior (-1) e no ponto central; ja as
maiores respostas (4,04 a 4,09%) foram obtidas no ensaio 8, onde a temperatura
encontrava-se no ponto central (31,5 °C) e a concentracdo de inéculo estava no ponto
maximo de estudo (7%).

4,0 /’:>_

Concentragdo Etanol (%)

24 36 48 60 72

Tempo (horas)

—a—Ensaio 1 Ensaio 2 x— Ensaio 3 —»—Ensaio 4
Ensaio 5 —+—Ensaio 6 +—Ensaio 7 Ensaio 8
Ensaio 9 ——Ensaio 10 —=—Ensaio 11

Figura 10 - Concentracéo de etanol em funcéo do tempo no segundo DCCR

A Figura 10 permite uma melhor visualizagdo da concentragdo de etanol ao
longo das 72 h da fermentacgédo alcodlica para os 11 ensaios do delineamento, na qual
pode-se observar que 0s maiores acréscimos da concentragdo de etanol ocorreram
até 24 h de fermentagéo alcoolica, sendo que apés esse periodo houve uma baixa
variagdo na resposta avaliada. Como na maioria dos ensaios o desvio padrdo foi
menor no tempo de 48 h, e nesse tempo também se obteve um bom ajuste dos pontos
centrais (ensaios, 9, 10 e 11), esse foi utilizado para andlise estatistica. Na Tabela 11,
sdo apresentados os rendimento de todos os ensaios do segundo DCCR da etapa
fermentacgdo alcodlica, assim como os fator de conversdo do substrato em produto (Y

pis) € em biomassa (Y ys) e da biomassa em produto (Y px)-
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Tabela 11 - Rendimento da fermentacgéo alcodlica e fator de conversao do substrato em
produto (Y p;s) € em biomassa (Y xs) € da biomassa em produto (Y px) obtidos no
processo de fermentacdo alcéolica do farelo de arroz desengordurado.

Ensaios Rendimento (%) Yeis Y ws Y pix
1 111,83 0,57 0,12 4,80
2 95,03 0,43 0,19 2,22
3 101,81 0,44 0,61 0,72
4 106,66 0,44 0,50 0,89
5 99,50 0,49 0,41 1,21
6 102,36 0,39 0,26 1,53
7 106,82 0,47 0,06 7,07
8 116,30 0,56 1,38 0,40
9 114,66 0,46 0,48 0,96
10 114,29 0,47 0,27 1,72
11 115,18 0,52 0,50 1,02

Analisando a Tabela 11, verifica-se que o rendimento variou de 95,43 a
115,18%, mostrando que todo o AR foi convertido em etanol. Segundo Peppler (1970)
as leveduras utilizadas em alimentacdo possuem de 22 a 34% de carboidratos, sendo
gue a Saccharomyces cerevisiae pode utilizar seus carboidratos de reserva para a
producao de etanol, por meio de uma fermentacdo endogena. J4, os autores Nogueira
e Oliva Neto (2000) avaliaram a atividade da Saccharomyces cerevisiae quando
mantida na auséncia de substrato, em pH de 4,5 -5,5, sob temperatura de 32 °C, com
uma concentracdo de 20% (p/v) de levedura, durante o periodo de 72h e observaram
a produgédo de 0,1% de etanol, o qual foi relacionado com o alto teor proteico,
mostrando que esta levedura pode utilizar a proteina na producéo de etanol (Amissah
et al. 2003), justificando rendimentos superiores a 100%, assim como observado no
trabalho de Das et al. (2013), que avaliaram a fermentacéo do hidrolisado de palha de
arroz por meio do in6culo de S. cerevisiae MTCC 173 e Z. mobilis MTCC 2428, sendo
encontrado até 109% de rendimento em etanol, com concentracdes de 1,4 a 4,1% de
etanol, resultados semelhantes aos observados neste trabalho.

Ao analisar os fatores de converséo verifica-se que no ensaio 8, onde obteve-
se a maior resposta de etanol, 4,04%, houve a maior transformacéo de substrato em
biomassa (Yx/s), aumentando dessa forma a populacdo de leveduras e
consequentemente aumentando o rendimento em etanol, sendo que ao comparar as
maiores respostas obtidas nos fatores de conversdo do segundo DCCR com as do
primeiro DCCR, observa-se um aumento, mostrando uma melhora no processo da

fermentacdo alcodlica, que resultou no acréscimo da concentracao de etanol.
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Tabela 12 - Coeficientes de regresséo para a resposta de concentracdo de etanol (%) em
48h de fermentacdo alcéolica, para o segundo DCCR.

Coeficientes de Erro Padréo t (5) p - valor
Regresséo
Média 3,929002 0,036615 107,3051 <0,0001*
Xy (L) -0,044354 0,022456 -1,9752 0,105228
X1 (Q) -0,138769 0,026796 -5,1788 0,003529*
Xz (L) 0,044460 0,022456 1,9799 0,104592
X2 (Q) 0,001410 0,026796 0,0526 0,960062
X1 X Xo 0,127610 0,031710 4,0243 0,010078*

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

Por meio dos coeficientes de regressao (Tabela 12) foi possivel observar que
apenas a variavel temperatura (termo quadratico) e a interacdo entre as duas variaveis
apresentaram-se significativas. A varidvel concentracdo de inéculo (termo linear e
quadratico) nao foi significativa na faixa estudada, entretanto apresentou efeito positivo
(aumentando a concentracédo de inéculo houve acréscimo na resposta de etanol), ja a
variavel Temperatura (termo linear e quadratico) apresentou efeito negativo,
mostrando que ao aumentar a temperatura da fermentacdo alcoolica houve um
decréscimo na resposta de etanol encontrada.

Considerando-se os parametros significativos (p<0,05) obteve-se a Equacgéo 5,
gue representa 0 modelo quadratico da concentracdo de etanol em fungdo das

variaveis estudadas.
Etanol (%)= 3,93 - 0,14 X12 + 0,13 X1X» (Equacgéo 5)

Os parametros nao significativos foram incorporados aos residuos para o

calculo da andlise de variancia (ANOVA), apresentada na Tabela 13.

Tabela 13 — ANOVA do modelo quadratico para predi¢cao de etanol (%) em 48h de
fermentacéo.

48h
Fonte de
Variag:éo SQa GLb QMC I:calculadc: p-valor
Regressao 0,22 4,00 0,05 16,04 0,0023
Residuos 0,02 6,00 0,00
Total 0,24 10,00

% variagéo explicada (R%) = 91,45% Fs:5005 = 4,53
#= soma de quadrados; b= graus de liberdade; ©= quadrados médios.

Como 0 Feacuiado Para a regressao foi significativo (p=0,0023) e o percentual de
variacdo explicada pelo modelo foi adequado (R? = 91%), podemos concluir que o
modelo ajustou-se bem aos dados experimentais, sendo possivel construir a superficie
de resposta da Figura 11.

Na Tabela 14 sdo apresentados os valores experimentais obtidos para a

concentracdo de etanol, os valores previstos pelo modelo codificado e o desvio relativo
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Tabela 14 — Valores experimentais e previstos pelo modelo e os erros relativos para a
resposta de etanol (%) em 48h de fermentacéo alcodlica.

Ensaio Etanol Etanol Desvio Relativo

(%)? Previsto ° (%) ©
1 3,97+0,03 3,92 1,25
2 3,65+0,03 3,66 -0,32
3 3,71+0,20 3,66 1,45
4 3,90+0,06 3,92 -0,43
5 3,71+0,09 3,65 1,69
6 3,56+0,64 3,65 -2,65
7 3,79+0,00 3,93 -3,73
8 4,04+0,00 3,93 2,74
9 3,94+0,00 3,93 0,20
10 3,91+0,11 3,93 -0,59
11 3,94+0,09 3,93 0,32

¥ Resultado + erro padrdo: os resultados representam a média de 2 determinagoes.
® \alores de etanol (%) preditos pelo modelo. A
¢ Desvio Relativo= ((Y - Y)/Y)*100; onde Y= resposta experimental e Y= resposta prevista pelo modelo.

Analisando os resultados encontrados para a concentracdo de etanol em 48h de
fermentacdo alcodlica, observa-se que as menores concentracbes (3,56 e 3,65%)
foram encontradas nos ensaios 6 e 2, onde a temperatura encontrava-se nos maiores
niveis de estudo e a concentragédo de in6culo no nivel -1 e no ponto central, j& a maior
resposta (4,04%) foi obtida no ensaio 8, onde a temperatura encontrava-se no ponto
central (31,5°C) e a concentragcdo de indculo estava no ponto maximo de estudo (7%).

Esses valores sdo semelhantes ao encontrado pelos autores DAS et al. (2013)
que obtiveram 4,1% de etanol a partir do substrato hidrolisado de palha de arroz, onde
foi utilizado uma combinagcdo de S. cerevisiae MTCC 173 e Z. mobilis MTCC 2428
(relagéo 1,53) como indculo.

Visando a otimizacdo da producdo de bioetanol a partir de sub-residuos
industriais, Ruiz et al. ( 2012) avaliou a fermentacéo alcodlica da pallha de trigo sendo
a concentracdo de etanol apos 24 h, de 1,3%. J4 os autores Kim e Kim (2013),
utilizaram como substrato a fibra da fruta palma e alcancaram 3,5% de etanol apés
60h de fermentacdo, sendo essas concentragdes inferiores as observadas neste
trabalho, mostrando que o substrato avaliado possui potencial para producdo de

bioetanol.
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Figura 11 — Curvas de contorno (a) e superficie de resposta (b) para a concentragéo de etanol

(%) em funcédo da temperatura (°C) e da concentracdo de inéculo (%), no tempo de 48h.

Analisando as curvas de contorno e a superficie de resposta, podemos verificar
gue os valores maximos de etanol (%) correspondem a temperatura de 30 °C,
enquanto que o aumento da concentracdo de inoculo indicou um aumento na
resposta, entretanto ao aumentar o nivel de estudo desta variavel, verifica-se um
aumento acentuado na viscosidade do meio, o que dificulta a homogeneizagédo do

mesmo.

3.3 VALIDAGAO DA FERMENTACAO ALCOOLICA

A validag&o das condi¢des otimizadas da fermentacéo alcdolica, foi realizada em
um fermentador de bancada (TECNAL TEC-BIO 4,5 L Piracicaba — SP), utilizando-se
3,0 L de meio com a temperatura fixada em 30 °C, pH em 5,0 e a concentragdo de
indculo em 5%, sendo coletadas amostras a cada 12 h durante 72 h, para avaliacdo da
concentracdo da massa seca, acUcares redutores, pH e etanol (%). Os resultados

obtidos sé@o apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 — Resultados obtidos na validagdo da fermentacgdo alcodlica

Tempo Etanol A.R Conc. Massa pH
(h) (%)° (el”)® Seca
(gL’

0 0,91+0,02  71,28+4,47 51,52+1,09 5,00+0,00
12 2,76+0,04 3,45+0,33 101,14+6,11  4,84+0,02
24 2,74+0,08 1,31+2,02 102,78+1,26  4,83+0,02
36 2,81+0,02 1,17+1,86 106,38+0,03  4,85+0,01
48 3,61+0,01 0,94+0,58 91,98+0,09 5,20+0,01
60 3,67+0,02 0,50+0,46 77,26+0,18 5,28+0,02
72 4,00+0,01 0,43+0,71 74,57+0,78 5,32+0,01

# Resultado + erro padro: os resultados representam a média de 3 determinacoes.
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Observa-se que assim como nos DCCRs estudados, na validacdo, mais de 99%
dos A.R foram consumidos. Por meio dos resultados de concentracdo de massa seca
e pH, verifica-se que o0 crescimento microbiano e transformagéo de carboidratos em
etanol, ocorreu de forma mais intensa nas primeiras 36 h, onde a concentragdo de
massa seca aumentou e o pH diminuiu. Por meio do teste de Tukey, verifica-se que a
maior concentracdo de etanol obtida no final da fermentagéo alcoolica do segundo
DCCR (4,04% - ensaio 8), foi estatisticamente semelhante ao encontrado no final da
validacéo (4,00%).

4 CONCLUSAO

Com os resultados encontrados na etapa de fermentagéo alcoolica do farelo de
arroz desengordurado, observou-se que a maior concentracdo de etanol obtida foi de
aproximadamente 4,00% com a temperatura fixada em 30 °C, pH em 50 e a
concentracdo de inéculo em 5%, sendo que a agitacdo (avaliada no primeiro teste
preliminar) e a faixa de pH inicial (estudado na primeiro DCCR) ndo apresentaram
efeito significativo na producdo de etanol. Além disso, observou-se que o substrato
utilizado apresenta fatores nutricionais que podem influenciar o processo de
transformacdo dos aclUcares em etanol pelas leveduras. Visando a producédo de
vinagre, a concentragdo obtida de etanol foi satisfatoria, ndo sendo necessario
adicionar etanol comercial para a da ativacao das bactérias acéticas, entretanto para a
producdo de bioetanol, utilizacdo de alto potencial apresentada pelo substrato desse
estudo, torna-se necessario o desenvolvimento de mais estudos nessa area,
objetivando verificar se é possivel aumentar a concentracdo de etanol, por meio do

aumento da concentragdo de indculo ou pelo controle de outras varidveis do processo.
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CAPITULO 4

PRODUCAO E CARACTERIZACAO DO VINAGRE DE FARELO DE ARROZ
DESENGORDURADO

1. INTRODUCAO

Segundo a legislagao brasileira, Brasil (1990) vinagres ou vinagre de vinho sé&o
produtos obtidos da fermentagdo acética do vinho que possuam uma acidez volatil
minima de 40 g.L™ expressa em &cido acético (4%), e que sua graduacdo alcodlica
seja inferior a 1°GL, sendo obrigatoriamente pasteurizado.

Os vinagres séao produzidos por meio de duas fermentagbes sucessivas, a
alcoolica e a acética, as quais devem ocorrer de forma separada. No final da
fermentacgdo alcodlica, quando os agucares sdo consumidos, condi¢cdes aerdbias séo
restabelecidas, permitindo a acao de bactérias acéticas que converterdo etanol em
acido acético, diminuindo ainda mais o pH, dando origem ao vinagre (BELLINI, 2006;
ADAMS, 1985).

Embora mais de 100 espécies, subespécies e variedades do género
Acetobacter tenham sido classificadas através dos anos, poucas sdo aquelas com
gualidades industriais, isto é, capazes de produzir concentragfes elevadas de &cido
acético, ndo formar material viscoso, ndo ter capacidade para completar a
oxidagdo até anidrido carbbnico e agua, ter tolerdncia a concentracdes razoaveis
de acido acético e trabalhar em temperaturas entre 25°C e 30°C, por isso
geralmente utiliza-se uma microflora mista de Acetobacter contendo diferentes
espécies ou variedades dessa bactéria (SACHS, 1990), proveniente de um vinagre
ndo pasteurizado, denominado de vinagre forte.

No processo submerso de fabricacdo de vinagre, as bactérias acéticas
encontram-se submersas no liquido a fermentar, multiplicando-se e retirando energia
da reacao de oxidacdo do alcool etilico a acido acético. Para catalisar essa reacéo,
gue lhes fornece energia, as bactérias acéticas necessitam da administracao continua
e adequada de oxigénio em todos os pontos do tanque, pois um decréscimo da
pressao parcial de oxigénio altera o metabolismo bacteriano, ja a temperatura 6tima

para a fermentacdo depende da concentracdo do substrato, sendo a mesma por volta
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de 28°C. Este processo destaca-se pela produtividade, sendo trinta vezes mais rapido
que qualquer outro processo e, portanto, € o mais adequado aos moldes industriais
modernos (BELLINI, 2006; AQUARONE et al., 2001).

Segundo Suman (2012), tanto a acidez como o teor alcodlico afetam muito o
desenvolvimento das bactérias ou a qualidade do vinagre, sendo que concentracdes
acima de 13% de alcool dificultam a acetificacao, além de ndo ser totalmente oxidado.
Industrialmente a concentragdo utilizada € de 6% de &lcool etilico. J& a concentragdo
de acidez é regulada pela adi¢cdo do vinagre forte o qual geralmente é adicionado na
proporgéo de 1:3 a 1:4 do vinho.

Antes da comercializacdo o produto deve receber alguns tratamentos, que
variam conforme o tipo de vinagre e que objetivam melhorar as caracteristicas
sensoriais e a estabilidade do produto final. Isto pode incluir o armazenamento apés a
fermentagdo, os processos de clarificagéo, filtracdo, envelhecimento, estabilizacdo e
envase (PEDROSO, 2003).

O objetivo deste trabalho foi o de desenvolver vinagre a partir de farelo de arroz

desengordurado por meio do processo submerso e caracteriza-lo.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAIS

O farelo de arroz desengordurado (FAD), fornecido pela Industria Riograndense
de Oleos Vegetais - (IRGOVEL - Pelotas/RS) foi moido em moinho de facas (Solab,
SL31) e congelado a -12 °C até a realizacdo dos testes, onde foi submetido a hidrolise
enzimatica pela acdo da protease (Alcalase) e das enzimas a-amilase termoestavel
(TERMAMYL 2X, Novozymes A/S) e da amiloglucosidase (AMG 300L -
Amyloglucosidase from Aspergillus Niger — Novozymes), gentilmente cedidas pela
empresa LNF — Latino Americana.

2.2 FERMENTACAO ALCOOLICA

Apbs a hidrélise, o meio foi centrifugado a 6000 rpm durante 5 min em centrifuga
refrigerada (CIENTEC, CT-5000R, Piracicaba, Sdo Paulo). Em seguida realizou-se
inoculagdo com 5,0% de Saccharomyces cerevisiae (fermento comercial liofilizado)
adquirido no mercado local em Erlenmeyers de 3L com 1,5L de meio hidrolisado
(centrifugado e com o pH ajustado em 5,0). A incubagéo foi realizada em Shaker
(Certomat Bs-1, modelo, B Braun Biotech Internacional.), sob temperatura de 30°C,
durante 48h. Posteriormente, o vinho (produto obtido da fermentagcdo alcodlica) foi
centrifugado a 6000 rpm durante 3min, para apos ser utilizado na fermentagéo acética,
etapa que ocorreu em um fermentador de bancada (Marca TECNAL, Modelo TEC-
BIO-4,5-VI, Piracicaba - SP).

2.3 FERMENTACAO ACETICA

A realizacdo da fermentacdo acética, ocorreu com a producéo de 1 batelada de
3L, sendo utilizado bactérias acéticas provenientes do vinagre nédo pasteurizado de

etanol, denominado como vinagre forte de etanol, fornecido pela empresa Chemim
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Alimentos, o qual apresentava aproximadamente 8,7% de acidez e 3,5% de etanol.
Para ativacao destas bactérias utilizou-se uma mistura de nutrientes, conhecido como
Acetozyn, doada pela empresa Frings do Brasil, que apresenta em sua composicéo
uma mistura fisica de sais inorganicos, agucares, extratos vegetais, aminoacidos e
vitaminas, na concentracdo de 1g.L™, conforme indicacdo da empresa.

Para iniciar o processo de fermentacdo acética, primeiramente adicionou-se o
vinagre forte na proporgcdo de 1,5:1,0 do vinho base, o qual apresentava 5,0% de
etanol, em seguida acrescentou-se o Acetozyn, para o fornecimento dos nutrientes
necessarios para as bactérias acéticas, sendo fixadas as condi¢cdes do processo em
28 °C, com fluxo de aeracédo de 1 vwm (volume de ar/volume de mosto x minuto) e
agitacdo de 500 rpm. Para identificacdo da ativacdo das bactérias acéticas e a
producéo final do vinagre foram realizadas andlises de acidez a cada 24h nos trés
primeiros dias e apos a cada 12h. O produto foi considerado pronto no momento em
gue a concentragdo de etanol foi inferior a 1%, como preconiza a legislacdo de
vinagres (BRASIL, 2012), apés realizou-se a filtragdo em papel filtro, seguido de uma
pasteurizacdo lenta (65°C por 30min) para posterior caracterizacdo do vinagre,

conforme as analises exigidas pela legislacdo (BRASIL, 2012).

2.4 METODOS ANALITICOS

2.4.1 Determinacdo da Acidez

Para a andlise de acidez durante a fermentagdo acética, utilizou-se a
metodologia proposta por Pedroso (2003), transferindo-se 1,0 mL de amostra para um
tubo de ensaio, adicionando-se 1 gota de fenolftaleina e titulando-se com solucao de
NaOH 0,1 N (por meio de pipeta de 10 mL) até coloracdo rosa do indicador
(fenolftaleina). O percentual de acidez foi calculado por meio da Equagéo 01.

Acidez total (g de 4cido acético/100mL de amostra) = N° de mL da solu¢cdo de NaOH x 0,6

(Equacéo 01)

Segundo o autor, essa técnica pode ser usada com a mesma unidade de
acidez volatil (g de acido acético/100 mL) porque o fator 0,6 que multiplica a Equacéo

01 vem do peso molecular do acido acético que é 60,05616 g.
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2.4.2 Caracterizacdo do vinagre

Para a caracterizacdo do vinagre obtido, foram realizadas as analises de grau
alcodlico real, cinzas e extrato seco residual, conforme metodologia descrita em
BRASIL (2012), em triplicatas. Para a analise de acidez total, utilizou-se a metodologia
indicada por Pedroso (2013), e a determinacdo de acucares redutores foi conduzida
por meio da andlise de Somogyi (1945) e Nelson (1944).

2.4.2.1 Grau alcodlico real

E um método densimétrico, baseado na separacio do etanol por destilacio da
amostra e sua posterior quantificagdo de acordo com a densidade relativa do destilado
a 20°C (BRASIL, 2005).

Foram medidos 200 mL da amostra em um baldo volumétrico, anotando sua
temperatura inicial. A amostra foi transferida para um baldo destilatério com pérolas de
vidro. O baldo volumétrico de 200 mL foi lavado 4 vezes com 5 mL de 4gua destilada,
que foram juntados ao conteudo do baldo destilatério. Em seguida, o contetdo do
baldo destilatorio foi neutralizado com hidroxido de sédio 5 N. Cerca de % do volume
inicial foi destilado em um aparelho de destilacdo de rota-evaporador e recolhido no
baldo volumétrico empregado anteriormente, ja com 10 mL de &gua destilada e
mantido em banho de gelo durante a destilagdo (BRASIL, 2012).

Terminado o processo, 0 volume do baldo foi completado, a mesma
temperatura inicial, com agua destilada e foi realizada a agitacdo do mesmo, em
seguida utilizou-se um picnédmetro de 10 mL para determinacdo da densidade, a qual
foi convertida em grau alcodlico real a 20°C, conforme a tabela apresentada na

legislacdo.

2.4.2.2 Cinzas

A determinacdo das cinzas dos vinagres produzidos foi feita por método
gravimétrico, fundamentado na eliminagdo da matéria organica e inorgéanica volatil
quando a amostra € incinerada a 550°C.

Foram adicionados 25 mL da amostra em cadinhos previamente aquecidos a
600°C por 10 minutos e tarados. O conjunto foi levado até a secura em banho maria
fervente e em seguida completamente carbonizado em bico de Bunsen e enviados a
mufla a uma temperatura de 550°C, até que o residuo se tornasse branco ou
acinzentado. Apos resfriamento dos cadinhos em dessecador, o conjunto foi pesado e
o resultado da massa do cadinho com cinzas foi subtraido da tara do mesmo. Para

obtenc&o do resultado em gramas por litro (g-L™) o resultado foi multiplicado por 40,
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uma vez que foram utilizados 25 mL da amostra. O calculo estd demonstrado na
Equacéo 2 (BRASIL, 2012).

Cinzas, em g-L" =40 x (a— b) (Equacao 2)
Onde:
a = massa do cadinho com cinzas

b = massa do cadinho

2.4.2.3 Extratos secos total e reduzido

Obteve-se 0 extrato seco total por meio da evaporacao lenta em banho maria a
100 °C de 25 mL da amostra em capsula de evaporacéo cilindrica de fundo plano com
55 mm de didmetro, previamente tarada, durante 3 horas consecutivas. Em seguida, a
capsula foi colocada numa estufa a 105 °C +3 °C durante 30 minutos. A capsula de
evaporacao foi colocada num dessecador pra que, apés esfriamento esta pudesse ser
pesada. Para obter o extrato seco total em gramas por litro (g-L™), o valor da massa do
extrato foi multiplicada por 40, jA que foram usados 25 mL da amostra na
determinacgédo (BRASIL, 2012).

Conforme a legislacéo o extrato seco reduzido é obtido pela diferenca do valor
do extrato seco total e dos aclcares totais e sulfatos quem excedem 1 g-L™, entretanto
como o farelo de arroz desengordurado n&o apresenta sulfatos, estes foram
desprezados do calculo, sendo o utilizado o célculo apresentado na Equacdo 3
(BRASIL, 2012).

ESR (g.L™) = ES - (AT-1) (Equacéo 3)

Onde:

ES = extrato seco total, em g-L"l,

AT = aglcares totais, em g-L"l, (quando os acucares forem menores que 1 g-L'l,desprezar 0
termo (AT-1)).

2.4.2.4 Acidez Total

A analise de acidez total foi realizada conforme a metodologia descrita em
Pedroso (2003). Foram pipetadas 10 mL de amostra num Erlenmeyer de 250 mL
contendo 100 mL de agua destilada e adicionou-se 1 a 2 gotas de solugcédo de
fenolftaleina. Titulou-se com solug&o de hidréxido de sédio 0,1 N até a coloragdo rosa

do indicador fenolftaleina, sendo realizado o célculo conforme a Equacéao 4.

Acidez Total (moIes-L'l) =(nxM/V)x0,60 (Equacéo 4)

Onde:
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n = volume de solucéo de hidréxido de sédio gastos na titulacéo [L]
M = molaridade da soluc&o de hidréxido de sodio [moles-L™]

V = volume de amostra [L]

Assim como a técnica de acidez utilizada durante o acompanhamento da
fermentagdo acética, o resultado pode ser expresso em (g de &cido acético/100 mL)
devido ao fator 0,6 que multiplica na Equacédo 04 que vem do peso molecular do &cido
acético que é 60,05616 g.

2.4.2.5 Determinacao de acUcares redutores

A concentracdo de acUcares redutores (AR) foi determinada em triplicata,
baseando-se na quantidade de acUcares fermentesciveis liberados durante todo o
processo de hidrélise enzimatica, pela técnica de Somogyi (1945) e Nelson (1944).
Todos os resultados foram expressos em gramas de acUcares por litro de meio

hidrolisado.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ACOMPANHAMENTO FERMENTAGAO ACETICA

Por meio da Figura 1, observa-se 0s resultados encontrados para acidez
durante a fermentagéo acética, sendo possivel analisar que a essa etapa foi concluida
apos 12 dias, sendo que nos primeiros cinco dias a acidez manteve-se inalterada,
indicando que as bactérias encontravam-se em fase de adaptacdo ao meio. O maior
acréscimo na acidez foi evidenciado entre o décimo e o décimo primeiro dia de
fermentagdo, onde a acidez aumentou de 7,2 para 7,74%, chegando ao final do

processo (12 dias) com 7,98% de acidez.
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Figura 1l — Acidez em funcao do tempo durante a fermentacéo acética

3.2 CARACTERIZACAO DO VINAGRE A BASE DE FARELO DE ARROZ
DESENGORDURADO

Por meio da Tabela 1 é possivel analisar os resultados obtidos na
caracterizacdo do vinagre de FAD, desenvolvido neste trabalho e resultados

encontrados na literatura para a caracterizagdo de vinagre de arroz e de milho.
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Segundo os autores Schmoeller e Balbi(2010), o conteudo de extrato seco total
representa 0 material mineral e orgénico resultante da evaporacdo da &agua e
substancias volateis da amostra. Ja o extrato seco reduzido é obtido pelo valor de
extrato seco total diminuido dos aclcares totais e dos sulfatos que excederem 1 g-L™.
No vinagre de FAD, o teor de aclcares redutores e de sulfato ndo excederam 1 g-L™,
por isso ndo interferiram na resposta, jA o teor de cinzas representa o contetdo
inorganico, ou seja, o mineral da amostra, sendo influenciado pelo processo e matéria-
prima utilizada.

Ao comparar os resultados de extrato seco reduzido obtido neste trabalho
(vinagre de FAD), com os encontrados pelos autores Schmoeller e Balbi (2010), que
avaliaram um vinagre de arroz comercializado em Curitiba/PR, observa-se uma
similaridade nos resultados, entretanto no trabalho de Zilioli (2010), verifica-se que
tanto para o extrato seco reduzido como para o teor de cinzas encontrados nos
vinagres de arroz e de milho desenvolvidos pelo autor, encontram-se abaixo da
legislacdo, sendo considerado pelo autor como um valor esperado, devido a utilizagdo
de bebidas destiladas de arroz e milho como substrato. No vinagre desenvolvido
neste trabalho observamos um valor superior ao permito pela legislagdo no teor de
cinzas, segundo autor Pedroso (2003) isso pode ocorrer devido ao fato de os vinagres
produzidos em laborat6rio ndo passarem por um processo de filtragdo mais rigoroso e
por um sistema de clarificagao.

A acidez volatil representa o valor de acido acético presente no vinagre, sendo
que conforme a legislacdo (BRASIL, 2012), esse resultado deve ser superior a 4,0 g
de &cido acético em 100mL de vinagre. Ao analisar a acidez do vinagre de milho e
arroz, encontrada pelos autores Marques et al. (2009), em vinagre de arroz e milho
comercializados na cidade de Assis, SP, observa-se que esses produtos ndo poderiam
ser denominados de vinagre, por apresentarem acidez inferior ao minimo exigido, isso
pode ser devido a diluicdo do vinagre originado logo apés o término da fermentacao
acética, o qual geralmente apresenta valores de acidez préximo a 7,0%, assim como
os resultados encontrados neste trabalho e nos obtidos para os vinagres de milho e
arroz dos autores Zilioli (2010) e Schmoeller e Balbi (2010), que variaram de 6,34 a
8,32%, valores que encontram-se de acordo com a legislagéo vigente.

O teor alcodlico do vinagre determina a eficiéncia da fermentacao acética, onde
o etanol é convertido em &cido acético, sendo que no produto final pode-se obter no
méximo 1,0 % v/v de teor alcodlico no vinagre. No vinagre de FAD produzido neste
trabalho, o teor alcodlico foi de 0,00%. No estudo realizado pelos autores Marques et

al. (2009), o grau alcodlico dos vinagres também ficaram em 0%, sendo que segundo
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0s autores esses resultados podem ter sido encontrados devido a baixa sensibilidade

do método empregado.

Tabela 1 - Resultados obtidos na caracterizacdo do vinagre de farelo de arroz
desengordurado.

Analise Cinzas (g-L™7) Extrato Seco Teor Acidez Volatil
Reduzido Alcodlico (g de &cido
(g-L™h (Yov/v) acético-100mL)
Vinagre de cereal - FAD ? 7,290,601 8,40+0,04 0,00 7,2+0,03
Vinagre de cereal - arroz ° 0,48 1,20 0,40 8,32
Vinagre de cereal - arroz © - 7,46 - 6,34
Vinagre de cereal - arroz ° 3,75+0,116 14,340,302 0,00 3,70+0,325
Vinagre de cereal - milho d 0,91+0,018 5,300,272 0,00 3,750,081
Vinagre de cereal - milho g 0,29 1,18 0,20 7,50
Legislacéo © lab Minimo 7,0 Maximo 1,0 Minimo 4,0

?Média de triplicatas + desvio padrao; ° Zilioli (2010) ; ° Schmoeller e Balbi (2010); © Marques et al. (2009)
®Valores baseados na legislacdo para vinagres de cerais (BRASIL, 2012).
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4 CONCLUSAO

Por meio dos resultados obtidos na caracterizagdo do vinagre de FAD, verifica-
se que o mesmo ndo atendeu a legislagdo somente no critério de teor de cinzas, o
qgual pode ser reduzido com a utilizacdo de um processo de clarificacdo, ja os demais
critérios ficaram de acordo com a legislacdo vigente, mostrando que o farelo de arroz
desengordurado apresenta potencial para ser utilizado como substrato na producédo de
vinagre, representando uma inovacao tecnologica no segmento de fermentacéo,
entretanto torna-se necessario mais estudos na etapa de clarificacdo do vinagre e na
tentativa de otimizar a etapa de fermentacdo acética, com a reducdo no tempo de

ativagcdo das bactérias aceéticas.
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