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RESUMO

O melaco de soja é um co-produto da producio de farinha de soja concentrada. E rico em
acucares, sendo composto principalmente de sacarose, estaquiose e rafinose. Estaquiose e
rafinose ndo sdo diretamente fermentesciveis a etanol, mas hidrolisados via enzimas podem
ser metabolizados pela levedura Saccharomyces cerevisiae. Neste trabalho estudou-se a
producdo de etanol por fermentacdo do melaco de soja em trés situacdes: 1) producdo de
etanol a partir do melago de soja “in natura” pela fermentacdo com S. cerevisiae; 2) a
hidrélise enziméatica do melaco de soja por enzimas a base de a-galactosidases e posterior
fermentacdo com levedura S. cerevisiae; 3) producdo de etanol por hidrdlise enzimatica e
fermentacdo simultaneas do melaco de soja. Foram utilizados estudos preliminares de
concentracdo, acompanhamento de fermentacdes para obtencdo de perfis cinéticos, de
acompanhamento da hidrolise e planejamentos compostos centrais (PCC) para cada situacao.
Os estudos de perfis cinéticos e os experimentos de PCCs ocorreram em um bioreator operado
em batelada, com volume util de 1,5 L. Os resultados mostraram que para a fermentacéo do
melaco “in natura” a concentracdo de melaco de soja e de indculo que maximizam o
rendimento da fermentacdo alcoolica encontra-se entre 330 e 400 g/L e entre 30 e 45 g/L,
respectivamente em um processo de 9 horas de duracdo. A faixa que minimiza a concentracao
de acucares totais residuais encontra-se entre 180 e 250 g/L para melaco e entre 25 e 45 g/L
para inoculo. Observou-se na hidrolise enzimatica do melagco de soja que a melhor condigéo
encontra-se entre 50 e 55° C e pH 4,5. As condi¢bes de hidrélise que maximizaram o
rendimento da fermentacao e a concentracdo de agucares residuais foram avaliadas em pH 4,5
e 5,5 no processo de hidrolise. Para pH 4,5, a faixa aproximada de enzima correspondente ao
méaximo rendimento encontra-se entre 0,045 e 0,080% em relagé@o ao peso do substrato. Para a
temperatura, a faixa que maximiza o rendimento esta entre 54,0 e 56,5°C. As faixas que
minimizam a concentracdo de agUcares totais residuais foram compreendias entre 0,045 e
0,07% para enzima e 54 e 570C para temperatura. Para pH 5,5, notou-se que a regido que
aumenta o rendimento de fermentacéo esta entre 0,035 e 0,055% para porcentagem de enzima
e temperatura acima de 580C e a regido que minimiza a quantidade de agucares residuais das
fermentacdes esta entre 0,045 e 0,07% de enzima SM e temperatura acima de 590C. O tempo
de hidrolise foi de 10 horas a 55°C e a fermentacdo do melaco hidrolisado estabilizou em 4
horas. Para o processo de hidrélise e fermentacdo simultaneas, 0 maximo de rendimento se
encontra na faixa de 0,02 a 0,08% de enzima, 30 e 55 g/L de indculo e entre 30 e 380C de
temperatura. O minimo de concentracdo de acUcares residuais do processo se encontra na
faixa de 0,02 a 0,05% de enzima, 35 e 50 g/L de in6culo e entre 32 e 360C de temperatura. O
melaco de soja se mostrou um substrato potencial para producdo de etanol com levedura
Saccharomyces cerevisiae em bioreator batelada nos trés processos estudados: fermentacdo do
melaco in natura, hidrélise enzimética e posterior fermentacdo e hidrélise e fermentacao
simultaneas.

Palavras-chave: Melaco de soja, etanol, hidrolise enzimatica.
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ABSTRACT

The soybean molasses is a by-product of soybean meal concentrate. It is rich in sugars, mainly
composed of sucrose, raffinose and stachyose. Stachyose and raffinose are not directly
fermentable to ethanol, but hydrolyzed by enzymes can be metabolized by the yeast
Saccharomyces cerevisiae. In this work we studied the production of ethanol from molasses
by fermentation of soybean molasses in three situations: 1) production of ethanol from
soybean molasses "in natura™ by fermentation with S. cerevisiae, 2) the enzymatic hydrolysis
of soybean molasses by a-galactosidase and subsequent fermentation with yeast S. cerevisiae,
3) ethanol production by simultaneous enzymatic hydrolysis and fermentation of soybean
molasses. Preliminary studies were used for monitoring substrate concentration in
fermentations to obtain kinetic profiles, monitoring of the hydrolysis compounds and central
composite design (CCD) for each situation. Studies of the experiments and kinetic profiles of
CCD occurred in a bioreactor operated in batch with a working volume of 1.5 L. The results
showed that for the fermentation of molasses "in natura™ the concentration of soybean
molasses and inoculum that maximize the efficiency of fermentation is between 330 and 400
g/ L and between 30 and 45 g / L, respectively a process of 9 hours. The range that minimizes
the total residual sugar concentration is between 180 and 250 g / L molasses and between 25
and 45 g / L inoculum. We observed in the enzymatic hydrolysis of soybean molasses that the
best condition is between 50 and 55 ° C and pH 4.5. The hydrolysis conditions that
maximized the efficiency of fermentation and the concentration of residual sugars were
evaluated at pH 4.5 and 5.5 in the hydrolysis process. For pH 4.5, the approximate range of
enzyme corresponding to the maximum vyield is between 0.045 and 0.080% on the weight of
the substrate. For temperature, the track that maximizes the yield is between 54.0 and 56.5 °
C. The bands that minimize the concentration of total residual sugars were between 0.045 and
0.07% for the enzyme and 54 to 57°C temperature. For pH 5.5, it was noted that the region
increases the yield of fermentation is between 0.035 and 0.055% for percentage of enzyme
and temperature above 58°C and the region that minimizes the amount of residual sugar
fermentation is between 0.045 and 0, SM 07% of enzyme and temperature above 59°C. The
hydrolysis time was 10 hours at 55 ° C and hydrolyzed molasses fermentation stabilized in 4
hours. For the process of simultaneous hydrolysis and fermentation, the maximum yield is in
the range from 0.02 to 0.08% enzyme, 30 and 55 g / L inoculum and between 30 and 38°C
temperature. The minimum concentration of residual sugar is in the process range from 0.02
to 0.05% enzyme, 35 and 50 g / L inoculum and between 32 and 36°C temperature. Soybean
molasses proved to be a potential substrate for ethanol production with Saccharomyces
cerevisiae in batch bioreactor in the three cases studied: fresh molasses fermentation,
enzymatic hydrolysis and subsequent fermentation and simultaneous hydrolysis and
fermentation.

Keywords: soybean molasses, ethanol, hydrolysis.
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CAPITULO 1 - INTRODUGCAO

Entre as principais razfes para o interesse pelos biocombustiveis estdo: a
preocupacdo com o aquecimento global, a dependéncia dos combustiveis fosseis, a
dependéncia externa de petrdleo, por razdes de seguranca; de suprimento ou impacto na
balanca de pagamentos. Além disso, o uso dos biocombustiveis tem intencdo de
minimizar os efeitos das emissdes veiculares na poluicdo local, principalmente nas
grandes cidades controlando a concentracdo de gases de efeito estufa na atmosfera
(LEITE, 2007; BALAT, et al., 2008).

Como combustivel, o etanol tem vérias vantagens sobre a gasolina tais como: o
preco, o fato de proporcionar mais poténcia, forca de arranque e velocidade. Contudo, o
maior beneficio é para 0 meio ambiente, ja que comparado com a gasolina 0 uso do
etanol reduz em cerca de 90% a emissdo dos gases do efeito estufa, principais
responsaveis pelo aquecimento global. Além dos carros flex-fuel (movidos a gasolina
ou etanol), motocicletas flex-fuel ja estdo sendo comercializadas no mercado. Onibus
movidos por uma mistura de 95% de etanol e 5% de um aditivo ja rodam no exterior e
estdo sendo testados no Brasil atualmente. O Ipanema, um pequeno avido agricola
fabricado no Brasil pela Embraer, voa com 100% de etanol. Entre as futuras utilizacGes
do etanol estd o desenvolvimento de bioplasticos (DIAS, 2008).

O Brasil € o segundo maior produtor de etanol do mundo, o maior exportador
mundial, lider internacional da tecnologia de producéo, a primeira economia do globo a
atingir o uso sustentavel dos biocombustiveis (DUARTE, LOURENCO e RIVEIRO,
2006). Até Julho de 2010, contabilizou-se 434 plantas produtoras de etanol em territério
brasileiro. Para atender todas estas plantas foram necessarios 70.000 fornecedores de
cana-de-acUcar. Desta forma, estima-se que desde 1975 mais de 600 milhdes de
toneladas de CO, deixaram de ser emitidos para a atmosfera (UNICA, 2010).

Qualquer produto gque contenha aclcar ou outro carboidrato constitui-se em
matéria-prima para obtencdo de etanol. Os substratos que compde 0s mostos tém de ser
adequados ao desenvolvimento do micro-organismo e a finalidade de sua atividade, que
é gerar produtos de interesse. Além de uma composi¢do capaz de suprir as exigéncias

do micro-organismo, para seu melhor desempenho, deve estar devidamente



condicionado em termos de pH, temperatura, assepsia ou esterilidade (LIMA, BASSO e
AMORIM, 2001).

O objetivo geral desse trabalho foi produzir etanol em fermentacdo submersa
tendo como principal constituinte do meio o melago de soja utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae. Os experimentos foram realizados em trés etapas: 1)
fermentagdo do melago “in natura”; 2) processo de hidrolise enzimatica e posterior
fermentacdo; 3) hidrolise e fermentacdo simultaneas, todos operados em bioreator
batelada. Como objetivos especificos, podem ser citados: estudar a melhor concentracao
de substrato para cada experimento, estudar a hidrolise enzimatica em diferentes
temperaturas; determinar as distribui¢cdes do crescimento celular, consumo de substrato
e producdo de etanol nas fermentacgdes; avaliar a hidrolise-fermentacdo do melaco de

soja de forma sequencial e simultanea.



CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Soja

A soja (Glycine max) € uma leguminosa de origem do leste asiatico que possui
uso variado na producdo de proteina para racdes, 6leo vegetal e uma variedade de
alimentos humanos como o quejo tofu, proteina texturizada e leite de soja.

Brasil e Estados Unidos se destacam como os dois maiores produtores de soja. Os
Estados Unidos sdo responsaveis por 32% da safra mundial, 80,75 milhdes de
toneladas/ano. A producdo do Brasil equivale a 28% da produgdo mundial, o que
corresponde a 57,8 milhdes de toneladas/ano (EMBRAPA, 2010).

Os trés maiores continentes produtores de soja do mundo sdo América do Norte,
América do Sul e Asia. Segundo estimativa, a produgdo de soja nesses continentes
cresceu expressivamente de 1961 até a data atual e podera superar 500 milhdes de
toneladas na América do Sul, 100 milhGes de t na América do Norte e 50 milhdes de t
na Asia antes de 2020. Tais resultados mostram que a América do Sul se isolaria na
lideranca mundial, com destaque para a producao do Brasil e da Argentina. As Figuras
2.1 e 2.2 ilustram a evolucéo e estimativa da produgdo mundial de soja de 1961 a 2020

para 0 mundo e para a América do Sul, respectivamente (BNDES, 2004).
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Figura 2.1: Evolucdo e estimativa da producdo mundial de soja de 1961 a 2020. Fonte:
BNDES, 2004.
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Figura 2.2: Evolucdo e estimativa da producdo de soja na América do Sul de 1961 a
2020. Fonte: BNDES, 2004.

No Brasil, o significativo crescimento da producao de soja ocorreu nos anos 60 e
na década seguinte a soja se consolidou como a principal cultura do agronegocio
brasileiro, passando de 1,5 milhdes de toneladas (1970) para mais de 15 milhGes de
toneladas (1979) e para 32,89 milhdes de toneladas em 2000. Esse crescimento foi
gerado ndo apenas pelo aumento da area cultivada, mas, também, pelo expressivo
incremento da produtividade, gracas as novas tecnologias disponibilizadas aos
produtores pela pesquisa brasileira (EMBRAPA, 2010).

A revolucdo socioeconbmica e tecnoldgica protagonizada pela soja no Brasil
Moderno pode ser comparada ao fenbmeno ocorrido com a cana-de-agucar, no Brasil
Colbnia e com o café, no Brasil Império/Republica, que, em épocas diferentes,
comandou o comércio exterior do Pais. A safra 2008/2009 resultou em 57.165,5
milhdes de toneladas de grdos de soja, a safra 2009/2010, 68.688,2 milhdes de
toneladas. O ultimo levantamento de grdos da CONAB, em Junho de 2011 estima uma
producdo de 74,99 milhdes de toneladas, o que significa um crescimento de 9,2% em
relacdo a safra anterior (CONAB, 2011).

A soja é um grao muito versatil que da origem a produtos e subprodutos muito
usados pela agroinddstria, inddstria quimica e de alimentos. Os principais produtos
utilizados na alimentacdo humana derivados da soja sdo: o 6leo de soja, margarina,
gordura vegetal, a farinha desengordurada de soja, carne de soja, leite de soja, o tofu
(queijo de soja), a lecitina de soja (utilizada na fabricagcéo de chocolates e biscoitos) e o

shoyu. O farelo de soja também é bastante utilizado para a alimentacdo animal,



principalmente como fonte de fibras e proteinas. Sua principal aplica¢do é na producgéo

de racOGes para aves, suinos, gado, cabras e peixes (IMCOPA, 2011). Alimentos

fermentados a base de soja como koji, miso, shoyu, sdo bastante consumidos no Japéo e

tém diversas fungdes bioldgicas, como atividades antioxidantes. (ROSA, 2009).

Seu uso mais conhecido, no entanto, é como 6leo refinado, obtido a partir do 6leo

bruto. Nesse processo, também € produzida a lecitina, um agente emulsificante

(substancia que faz a ligacdo entre a fase aquosa e oleosa dos produtos), muito usada na

fabricacdo de salsichas, maioneses, achocolatados, entre outros produtos (EMBRAPA,

2010). A Tabela 2.1 retne os principais usos do 6leo refinado e da lecitina de soja.

Tabela 2.1: Principais usos do 0leo refinado de soja e da lecitina de soja. Fonte:

EMBRAPA, 2010.

Produto

Uso Comestivel

Uso Técnico

Oleo de soja

Manufatura
Antibioticos

Oleo de Cozinha
Margarina

Produtos Farmacéuticos
Temperos para Salada
Oleo para Salada

Pasta para Sanduiche
Gordura Vegetal

Produtos medicinais

Ingredientes para calefacao
Oleo Refugado
Desinfetantes

Isolacéo Elétrica
Inseticidas

Fundos de Linoleo
Tecidos e tintas para
impressdo
Revestimentos
Plastificadores

Massa para Vidraceiro

Sabdo

Leticina de soja

Produtos de Padaria
Producdo de Balas
Revestimento de Chocolate
Produtos Farmacéuticos
Uso Médico

Uso Domestico

Fabricacdo de Margarina

Gorduras

Fabricacdo de Escuma
Fabricacdo de Alcool
Fabricacdo de Tintas
Inseticidas
Cosmeéticos

Metais em P6

Téxteis

Emulsdes




O gréo de soja é uma tipica semente leguminosa, como mostra a Figura 2.3. E
composta pelo hilo (h), que tem forma linear eliptica. No final deste hilo hd um pequeno
encaixe chamado chalaza (c). A outra extremidade do hilo é chamada microépilo (m), e
acima deste esta o hipocotile (hy). Esta leguminosa é rica em acgucares, proteinas e
lipideos. A Tabela 2.2 apresenta a composic¢ao quimica de cada componente do grao de

soja.

(a) (b)
Figura 2.3: Semente de soja, visdo da borda (a) h=hilo; c=chalaza; m=micrdpilo;
hy=nhipocotile; (b) viséo lateral do gréo de soja. Fonte: ERICKSON, 1995.

Tabela 2.2: Composicdo quimica da soja e seus componentes (Base seca). Fonte:
ERICKSON, 1995.

Componentes Rendimento  Proteinas Lipideos Cinzas Carboidratos
(%) (%) (%) (%) (%)
Grdos 100.0 40.3 21.0 4.9 33.9
Cotilédone 90.3 42.8 22.8 5.0 29.4
Casca 7.3 8.8 1.0 4.3 85.9
Hipocotile 2.4 40.8 11.4 4.4 43.4

Segundo Machado (1999), a soja apresenta uma composicdo protéica muito rica
quando comparada a outros vegetais. Ja a fracdo lipidica € composta principalmente por
glicerideos, fosfatideos, e uma pequena parcela de matéria ndo saponificavel. A soja
também € rica em minerais como calcio, fésforo, ferro e potassio. Também possui alto

teor de fibras.



2.2 - Melago de Soja

O melaco de soja é um co-produto gerado pela evaporagdo do liquido
remanescente da secagem da proteina concentrada de soja (MACHADO, 1999)
conforme esquematizado na Figura 2.4.

Grio de soja

!

Farelo Hipro
A 4
Etanol > Extrator >|  Tiltro prensa
Tanque de

\ -
sedimentaciio Secador

! |

Filtro

Resfriador

Coluna de l

recuperaciio de Evaporador Farelo com 72%
Etanol

proteina

4

Concentrador

Melaco de soja

Figura 2.4: Fluxograma da producdo de farelo concentrado de soja (72% de proteina).
Adaptado de Siqueira (2007).

No processo de obtencdo do farelo concentrado de soja a partir do farelo hipro
(48% de proteina), acontece uma extracdo com etanol. Da corrente alcodlica, que
contém as proteinas, obtém-se o farelo concentrado. A outra corrente liquida, rica em
acucares, passa por um processo de separacdo de sélidos e é levada a um evaporador
para a recuperacao de etanol, o liquido remanescente concentrado € chamado melago de
soja.
A Tabela 2.3 apresenta os aglUcares encontrados em maior quantidade em
amostras de melaco de soja e a porcentagem de cada um deles em base seca. Os trés
7



mais abundantes sdo a sacarose, rafinose e estaquiose. Mussato e Mancilha (2007)
generalizam a estrutura molecular dos oligossacarideos presentes na soja como (Ga)n-
Gu-Fr, onde Ga: galactose, Gu: glicose e Fr: frutose.

Os oligossacarideos consistem de duas, ou mais moléculas de monossacarideos
ligadas. Os principais oligossacarideos incluem dissacarideos (por exemplo, sacarose,
maltose), trissacarideos (por exemplo, rafinose), e tetrasacarideos (por exemplo,
estaquiose) (BOBBIO, 1992).

Tabela 2.3: Composi¢cdo média do melaco de soja (adaptado de SIQUEIRA, 2007).

Componente % base seca
Carboidratos Totais 57.3
Glicose 0,243
Frutose 0,127
Galactose 0,254
Sacarose 28,4
Lactose -
Rafinose 9,68
Estaquiose 18,6
Proteinas 9,44
Lipideos 21,2
Fibras 57
Cinzas 6,36

A sacarose € considerada o oligossacarideo mais importante nas plantas devido a
sua alta concentracdo nas células, ampla distribuicdo e importancia metabodlica.
Juntamente com o amido, a sacarose &€ um carboidrato de reserva principal.
Em muitas plantas a sacarose representa mais de 95% do peso seco do material. A
maltose também é comum, mas, geralmente, ocorre em concentraces inferiores a
sacarose. Outros acucares de sacarose e maltose e pequenas quantidades de
oligossacarideos da familia da rafinose (rafinose, estaquiose e verbascose) sdo
encontrados nos vasos condutores de seiva de certas plantas. Esses aglcares consistem
da molécula de sacarose com numero variavel de unidades de galactose (Figura 2.5)
(PALLARDY, 1997).
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Figura 2.5: Familia dos oligossacarideos da rafinose. Fonte: PALLARDY, 1997.

Dos carboidratos constituintes do melago de soja, a estaquiose € um dos
tetrassacarideos mais abundante nas plantas, presente nas raizes e sementes, que pode
ser transformada em outros oligossacarideos a-galactosil. A rafinose acumulada em
altas concentracbes nos 6rgdos de reserva, durante o desenvolvimento da planta é
degradada a galactose e sacarose durante a germinacdo (DEY, 1985). Como pode ser
visto na Figura 2.5, as estruturas das moléculas desses acucares, mais abundantes no
melaco de soja: sacarose, rafinose e estaquiose que diferem entre si pelo nUmero de
moléculas de galactose, onde: sacarose ndo tem nenhuma molécula, rafinose tem uma
molécula de galactose ligada e estaquiose duas moléculas.

Estaquiose e a rafinose ndo sdo fermentesciveis a alcool pela levedura
Saccharomyces cerevisiae, isto ocorre porque na fermentacdo a levedura hidrolisa a
sacarose em dois monossacarideos fermentesciveis: glicose e frutose pela acdo da
enzima invertase que retira a galactose mais externa da molécula de estaquiose, mas ndo

pode hidrolisar a rafinose e toda a molécula de estaquiose (MACHADO, 1999).

2.3 — Hidrdlise dos acucares do melago

Segundo Ribeiro e Seravalli (2007), a hidrolise, enzimatica ou quimica, de
oligossacarideos é influenciada por vérios fatores, como pH, temperatura, configuragdo
anomérica (a ¢ mais suscetivel que B), forma e tamanho do anel (piranosidicas sao mais

estaveis que as furanosidicas). Além disso, nos polissacarideos, a sensibilidade a
9



hidrélise diminui com o aumento de associacGes intermoleculares e as ligacGes
glicosidicas s@o quebradas em meios &cidos, mais facilmente que em meios alcalinos.

A hidrolise de agucares em meios acidos segue o mecanismo ilustrado na Figura
2.6.

+ +
0 H 0 4 0 +ROM 4 0
OR OR H,0
+ . OH

Figura 2.6: Representacdo do mecanismo de hidrolise acida das ligagGes glicosidicas
(RIBEIRO e SERAVALLLI, 2007).

Machado (1999) hidrolisou amostras de melago de soja com acido cloridrico ou
acido sulfarico, reduzindo o pH até 3 e levando as amostras a autoclave a 121°C por 15
minutos. A concentracdo de acgucares redutores aumentou de 1,97 a 47,22 g/L. A
fermentacdo do melaco hidrolisado ndo apresentou boa produtividade, provavelmente
pela formacdo de sais durante o processo de acidificacdo e correcdo do pH para a
fermentacao.

Além da hidrolise &cida, os acucares também podem ser hidrolisados via
enzimas. A enzima a-galactosidade (EC 3.2.1.22) hidrolisa as ligagdes a-1,6 presentes

nos oligossacarideos como a rafinose e a estaquiose (Figura 2.7).

10
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Figura 2.7: Estruturas de sacarose, rafinose e estaquiose com as ligac6es glicosidicas

que unem suas estruturas e as enzimas que hidrolisam as liga¢des: invertase e a-

galactosidase (SANADA, et.al, 2009).

Os primeiros estudos da hidrolise enzimatica de carboidratos datam do século
XIX. Em 1895, preparacdes enzimaticas a partir do sedimento de leveduras que
hidrolisavam o dissacarideo melibiose foram isoladas por Bau, Fischer e Lindner. O
nome melibiose foi posteriormente mudado para a-galactosidase por Weidenhagen. Este
cientista estudou a especificidade de a¢do da enzima usando aglicares com residuos a-
D-galactosil ndo-redutor terminal. A reagdo catalisada pela a-galactosidase esta
representada na Figura 2.8. (CALLEGARI, 2003).

CH,OH CH,OH
HO 0 HO 0

OH OH
O—R + ROH

O—R + ROH

OH OH

Figura 2.8: Esquema da reagdo catalisada pela a-galactosidase (CALLEGARI, 2003).

A molécula hidroxilica aceptora, R’OH, ¢ comumente a dgua, embora R e R’
possam ser grupos alifaticos ou aromaticos. Sob condigdes especiais, a sintese pode
ocorrer usando a D-galactose como doador. Esse processo geralmente tem sido

observado quando a enzima é incubada com altas concentragdes de monossacarideos,
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resultando em moléculas derivadas da polimerizagdo da glicose e galactose.
(CALLEGARI, 2003). Estaquiose e rafinose sdo conhecidos como oligossacarideos
flatulentos (OF).

Vérias industrias tém interesse na hidrélise dos OFs. A industria alimenticia
deseja diminuir os teores destes oligossacarideos com hidrélise para proporcionar aos
consumidores melhores propriedades nutricionais e reducdo de problemas digestivos, o
que contribui para ampliacdo do mercado consumidor de soja e derivados. A indistria
de ra¢do animal também usa a enzima a-galactosidase em dietas animais para aumentar
a digestibilidade e reduzir a fermentacdo de aclcares ndo digeriveis. A indUstria de
papel utiliza da hidrolise enzimatica para facilitar a remocdo da lignina no
branqueamento da polpa (SANADA, 2009).

2.4 - a-galactosidase

As enzimas quando comparadas com catalisadores quimicos tem a caracteristica
da especificidade pelo substrato e a capacidade de promover somente uma reacao
bioguimica com seu substrato, em condices brandas de reacdo e menores problemas
ambientais e toxicologicos. Elas séo divididas em seis grandes classes, baseadas no tipo
de reacdo que elas catalisam. As seis classes representativas das enzimas industriais sdo:
oxiredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases. Processos industriais
biocatalisados apresentam menor impacto ambiental e também menor consumo
energético, uma vez gque as enzimas sao biodegradaveis e especificas, 0 que minimiza a
geracdo de co-produtos indesejaveis (SANTOS, 2007).

As enzimas galactosidases pertencem a classe das hidrolases, sdo glicosidases
que catalisam a hidrolise de ligagdes a-(1,6)-galactosidicas, liberando a a-D-galactose.
As a-galactosidases e B-galactosidases constituem um grupo de exoglicosidases que
catalisam a clivagem hidrolitica de residuos terminais de D-galactose em ligagdo a e j,
respectivamente (GOES e RIBEIRO, 2002).

A hidrolise de oligossacarideos gera acgUcares redutores além de sacarose, que é
um dissacarideo fermentescivel. A degradagdo dos oligossacarideos requer a acao de a-
galactosidases e de invertases (CALLEGARI, 2003). As a-galactosidases séo
encontradas em plantas ¢ animais e catalisam a hidrélise de ligagdes a-1,6 de uma

variedade grande de substratos atuando no reconhecimento celular, no transporte de
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acucares e como glicoproteina na organizacdo de sistemas multi-enziméticos. Além
disso, podem agir como antibiético contra as bactérias do solo, protegendo a planta
contra substancias a- galactosidicas fitotoxicas produzidas por micro-organismos
invasores (PORTER et al.,1992 apud ADEMARK et al, 2001).

A a-galactosidase pode ser obtida a partir de bactérias, fungos ou vegetais.
Procurando otimizar a producdo e obtencdo desta enzima, estas diferentes fontes tém
sido estudadas por varios autores. Apesar da enzima de origem bacteriana ter producéao
maior que a enzima de origem fingica, as a-galactosidases de fungos séo obtidas mais
facilmente devido a sua localizacdo extracelular e seu amplo perfil de estabilidade
(GOES e RIBEIRO, 2002).

Le Blanc et al (2004) estudaram a utilizagcdo de bactérias laticas geneticamente
modificadas para producdo da enzima a-galactosidase e obtiveram eficiéncia da
degradacédo de moléculas de rafinose e estaquiose.

Yamaguishi (2008) estudou um processo de producéo de feijao em po, visando
disponibilizar um produto sem os oligossacarideos da familia rafinose. O micro-
organismo usado para produg¢do de enzimas a-galactosidases foi a bactéria
Lactobacillus agilis LPB 56. Os melhores resultados para o consumo da estaquiose,
que chegou a 100%, foram a fermentacdo a 37°C, utilizando 10% de in6culo e 1% de
CaCOs.

Enzimas a-galactosidases obtidas de fungo Penicillium griseoroseum se
mostraram eficientes na reducdo dos OFs presentes em produtos derivados da soja
(FALKOSKI, 2007). Os fungos Aspergillus niger também foram capazes de produzir
enzimas a-galactosidases com propriedades hidroliticas (MANZANARES, GRAFF e
VISSER, 1998; SCIGELOVA e CROUT, 2000; ADEMARK et al, 2001).

A obtengdo de o-galactosidases de plantas também € de grande interesse,
visando aplicagao em processos industriais. Ja foram purificadas, a partir de plantas, -
galactosidases de Platymiscium pubescens (LIMA et al, 2004), Helianthus annuus
(KIM, 2003), Ganoderma lucidum (SRIPUAN, AOKI, 2003), Rehmannia glutinosa
(ZHAO et ao, 2006), de sementes de Schizolobium parahyba (SILVA, 2007), sementes
de Tachigali multijuga (FIALHO, 2007), entre outras.

Shabalin e colaboradores (2001) estudaram propriedades enzimaticas de o-
galactosidase de Trichoderma reesei na hidrélise de oligossacarideos. Os autores

propuseram um modelo para simular a cinética de hidrdlise da estaquiose e da rafinose.
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Thippeswamy e Mulimani (2001) imobilizaram em gel de poliacrilamida
enzimas a-galactosidases de Gibberella fujikuroi. A enzima livre mostrou mais de 90%
de atividade e a enzima imobilizada 100% de atividade por mais de 6h. Apds 3 h de
incubacdo, oligossacarideos da familia rafinose foram reduzidas para 79 e 66% por o-
galactosidase livre e imobilizada, respectivamente.

Em estudo realizado por Viana et al (2006), a enzima o-galactosidase
imobilizada, derivada de Debaryomyces hansenii UFV-1, apresentou uma atividade de
40 U por g de silica e atividade de 50%. O pH 6timo para enzima livre e imobilizada foi
5,0 e temperatura 6tima de 60 e 80° C, respectivamente. O tratamento de melago de soja
com a enzima livre por 6 horas promoveu reducdo da concentracdo de estaquiose e
rafinose em 100% e 50%, respectivamente.

As reacOes enzimaticas de forma geral sofrem efeito do pH e da temperatura. Os
efeitos do pH devem-se a ionizacao do substrato e residuos de aminoacidos das enzimas
e sdo manifestados como mudancas na atividade catalitica das enzimas, estabilidade,
interacdes com ligantes, ou mudanga no equilibrio da reacdo. O pH, ou faixa de pH de
maior estabilidade da enzima depende de muitos fatores, tais como: a temperatura, forca
ibnica, concentracdo de substrato, concentracdo de enzimas. Um aumento na
temperatura implica maior energia cinética as moléculas de reagente, ocasionando um
maior nimero de colisbes produtivas por unidade de tempo. As reacdes enzimaticas se
comportam, até certo ponto, de forma semelhante as outras reagdes, contribuindo
conseqlientemente para a formacdo do complexo enzimatico. Mas com 0 aumento
continuo da temperatura, podera haver uma inativacdo gradativa da enzima, até
inativacao total, causada pela desnaturacdo da proteina pelo calor. Assim, existe uma

temperatura maxima de trabalho.

2.5 — Fermentacdo Alcodlica

2.5.1 — Matéria-prima

A producéo bioldgica do etanol pode utilizar diferentes biomassas que contenham
quantidades significativas de acucares fermentesciveis, conforme Figura 2.9. H& um
leve predominio da produgdo com base em materiais amilaceos (53% do total), como
milho, trigo e outros cereais e graos (BNDES, 2008; BRINGHENTI, et al., 2006).
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Figura 2.9: Rotas tecnoldgicas para producao de etanol a partir de diferentes
biomassas (BNDES, 2008).

O milho é a matéria-prima utilizada pelo maior produtor de etanol do mundo, 0s
Estados Unidos da América. Em 2008 foram produzidos 9000 milhdes de galdes de
etanol por este pais, 38% a mais que a producdo do ano anterior (RFA, 2010). O
processo americano consiste na hidrolise enzimatica do amido e em seguida, a
fermentacao do hidrolisado. A producéo do etanol de milho pode ser feita via seca ou
via Umida, sendo o processo de via seca 0 mais utilizado no pais.

Outro amilaceo produtor de etanol € a mandioca. Ostrowski et. al (2006)
apresentaram um trabalho onde produziram etanol do polvilho de mandioca, com
hidrolise enzimética e fermentacdo por Saccharomyces cerevisiae. Os autores obtiveram
38% de rendimento. A fermentacdo de amido residuario da fabricacdo da farinha de
mandioca enriquecido com teores de melaco de cana também foi estudada por
Bringhenti et al. (2006). Os autores concluiram que a adicdo de melago ao residuo de
mandioca em doses a partir de 10% levou a um aumento no teor de aglcares no mosto,
promovendo uma maior producdo de etanol cerca de 112% em relacéo a solugdo sem o

aditivo.
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Residuos de conservas de abacaxi também foram fermentados utilizando células
imobilizadas de Saccharomyces cerevisiae em fermentacdo continua. A produtividade
maxima foi de 42,8 g de etanol/L.h a uma taxa de diluicdo de 1,5 h-1 (NIGAM, 2000).

O soro de queijo também é reconhecido como uma fonte de acglcar, potencial para
a producdo de etanol. Além disso, a utilizacdo deste residuo é uma forma de diminuir o
fluxo de residuos com alta carga poluidora. Como hd um grande excedente de lactose no
soro de queijo, a sua conversdao em produtos a granel, tais como bioetanol precisa ser
considerada como uma possivel solucdo, o que de fato tem sido feito por muitos anos
por fabricas de lacticinios em Portugal e Nova Zelandia. Apesar de alguns exemplos de
aplicacdo industrial, a tecnologia de fermentacdo deve ser melhorada (GUIMARAES,
TEIXEIRA e DOMINGUES, 2010). Souza (2005) estudou a fermentacdo simultanea a
hidrolise do soro de queijo utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae. Segundo o
autor, chegou-se a uma produtividade de 3,66 g/L.h e 93,9% de rendimento (Yps)
utilizando 90g/L de soro de queijo, 3,0g/L de nutrientes, 50 g/L de indculo, 0,2 g/L de
enzima [-galactosidade, obtida do cultivo de Aspergillus oryzae, e 300 rpm de agitacao.

Residuos agricolas como palha de milho e palha de trigo sdo importantes
matérias-primas (insumos) para o desenvolvimento da inddstria de etanol de biomassa
celulésica, pois sdo fontes de carboidratos complexos e de baixo custo. Para obter niveis
elevados de bioconversdo de etanol a partir da biomassa dessas
fontes, faz-se necessario 0 uso de um processo termoquimico, chamado pré-tratamento,
antes da hidrolise enzimatica de carboidratos complexos em agucares simples, que pode
ser fermentada para etanol. A casca de soja também foi avaliada como um recurso para
producdo de etanol pela sacarificacdo e fermentacdo simultaneas (SSF). Os resultados
obtidos para os testes resultaram em uma producao de etanol de 3-4 vezes maior que a
palha de milho ou a palha de trigo (MIELENZ, BARDSLEY e WYMAN, 2010).

Além das cascas da soja, outro residuo desta leguminosa é matéria-prima para a
producdo de etanol: 0 melaco de soja (MACHADO, 1999; SIQUEIRA, et al., 2008). A
producdo de etanol por melagco de soja representa uma alternativa que se destaca por
ampliar a quantidade de etanol gerado e aumentar o valor agregado desse subproduto
que atualmente é utilizado como racao animal.

Machado (1999) obteve rendimento de 55,60%, comparado ao 51,1% em relacao
a glicose, com fermentagdo por Saccharomyces cerevisiae (hnome comercial Fermol) em

pH 6,0 e temperatura de 30°C. Além disso, o autor estudou a aditivacdo do substrato
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com MgSO, a 0,1 g/L e hidrélise &cida, concluindo que apesar da hidrélise
disponibilizar grande quantidade de agUcares, maior conversdo foi observada para o
melaco de soja aditivado com sulfato de magnésio. O autor sugere que o
comportamento pode ter ocorrido devido a formagéo de sais gerados durante 0 processo
de acidificagéo e posterior correcdo do pH do melaco de soja.

Letti (2007) utilizou cepas de Zymomonas mobilis para fermentar melagco de
soja. As cepas foram capazes de crescer e produzir etanol a partir de melago de soja
diluido, sem adicdo de quaisquer sais e qualquer carbono extra ou fontes de nitrogénio.
Os testes de cinética de fermentacdo revelaram que a Zymomonas mobilis foi capaz de
degradar a estaquiose e a sacarose, mas ndo rafinose, melibiose e galactose. O autor
realizou experimentos de hidrélise &cida e enzimética para o melago de soja e concluiu
que a hidrolise acida colaborou para o0 aumento da producédo de etanol em 2,0%; 2,4% e
2,8% para os acidos cloridrico, fosforico e sulfurico, respectivamente. Os ensaios com a
enzima forneceram resultados muito superiores, sendo capaz de aumentar a quantidade
de acgucares simples, sem comprometé-los. A producdo de etanol foi aumentada para
33,2% em relacdo ao controle.

Siqueira (2007) estudou a hidrdlise acida e enzimatica do melago de soja. Testes
com hidrolise acida aumentaram em ate 21 vezes a concentracdo de agUcares redutores,
e a hidrdlise enzimética aumentou em quase 6 vezes a mesma concentracdo. A hidrolise
do melaco de soja, em condic¢des otimizadas (120 ° C, 20 min, pH 3,5 ajustado com
H,S0O,), foi eficiente na quebra de ligacdes de sacarose e também sobre a remocéo de
uma unidade de monossacarideo de estaquiose e rafinose. No entanto, essas ligacdes séo
clivadas pela enzima invertase, que € produzida pela levedura. Portanto, a hidrolise em
tais condi¢bes ndo melhora o rendimento da fermentacdo de etanol, apesar do aumento
da concentracdo de acUcares redutores. A hidrélise enzimatica (500g de enzima por
tonelada de melaco de soja, pH 5,0, 55 ° C, 24h), utilizando enzima AEO alfa-
galactosidase 301 (Prozyn), disponibilizou os acucares redutores, que ndo foram
capazes de ser fermentados antes. A hidrolise enzimatica de melaco de soja converteu
75% dos acgucares nao redutores em acucares fermentesciveis, com um aumento de 20%

na producdo de etanol a partir da fermentacao.
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2.5.2 — Micro-organismos

Destacam-se como produtoras de etanol, espécies do género Saccharomyces,
Schizosaccharamyces, Pichia e outras. Entre muitos micro-organismos produtores de
etanol, Saccharomyces cerevisiae ainda permanece como a espécie principal.
Zymomonas mobilis também tem sido intensamente estudada (KANNAN,
SANGILIYANDI E GUNASEKARAN, 1998; DAVIS et al, 2006; CAZETTA et al,
2007).

Palha de trigo hidrolisada com acido foi fermentada a etanol por Pichia stipitis
com eficiéncia de conversdo de até 84% (NIGAM, 2000b). Cho et al (2001) utilizaram
residuos de madeira provenientes de demoli¢do e construcao para producéo de etanol.
As amostras foram tratadas com acido sulfarico fornecendo glicose, xilose e manose,
que foram fermentados a etanol por Pichia stipitis, com até 90% de eficiéncia. A cepa
de levedura termotolerante Pichia kudriavzevii foi adaptada a galactose produzindo em
média 30% a mais de etanol do que as leveduras ndo adaptadas, a partir de caldo de
cana de acucar (DHALIWAL et al, 2011).

Z. mobilis € uma bactéria anaerobica gram-negativa, ndo esporulante e movel,
anaerdbia facultativa, sendo que, algumas linhagens sdo obrigatoriamente anaerdbias.
Esta fermenta glicose e frutose gerando quantidades praticamente equimolares de etanol
e CO,, formando colbnias de coloracdo branca ou creme. A fermentacdo de 1 mol de
glicose da origem a 1,6 de etanol, 1,8 moles de CO; e pequena quantidade de outros
subprodutos com lactato, acetaldeido, acido acético, glicerol, acetoina, dihidroxicetona,
sorbitol, manitol, levana e acido gliconico. As condi¢des ideais para o crescimento desta
bactéria sdo intervalos de temperatura de 30 a 36°C e intervalos de pH entre 5 e 7.
Cultivadas em meio complexo, podem converter 98% da glicose presente em etanol,
CO,, lactato e outros, seguindo um balanco metabdlico simples (ERNANDES e
GARCIA-CRUZ, 2009). A Figura 2.10 representa o metabolismo da bactéria Z. mobilis.

A espécie mais importante de levedura alcodlica é a Saccharomyces cerevisiae,
que possui capacidade de converter aglcares em etanol, acidos organicos e gas
carbbnico e um largo espectro de utilizacdo, sendo empregada na producdo de paes,
bebidas alcoolicas, etanol, entre outros produtos. Quanto a levedura utilizada, devem ser

avaliados o rendimento e a produtividade, ou seja, a rapida conversdo de agucar em
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alcool, com baixa producdo de componentes secundarios (NEVES, 2003; SANTOS,
2008).
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Figura 2.10: Metabolismo dos carboidratos em Zymomonas mobilis (SPRENGER, 1996
apud ERNANDES e GARCIA-CRUZ, 2009).

2.5.3 - Bioquimica da fermentacao alcodlica

A fermentacdo alcoolica é utilizada ha mais de 4.000 anos, entretanto,
recentemente € que se relacionou a fermentacdo com a levedura. A partir de 1863,
quando Pasteur demonstrou a natureza microbiologica da fermentacdo alcodlica como
um processo anaerobio, as pesquisas culminaram com a elucidagdo das reacOes
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enzimaticas responsaveis pela transformacdo quimica do agucar em etanol e gas
carbonico no interior da levedura (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).

Segundo Amorim (1996), a levedura como entidade viva independente, realiza a
fermentacdo do aglcar com o objetivo de conseguir a energia quimica necessaria a sua
sobrevivéncia (ATP, adenosina trifosfato) que sera empregada na realizacdo dos
diversos trabalhos fisiologicos (absor¢do, excrecdo e outros) e biossinteses, necessarios
a manutencdo da vida, crescimento e multiplicacdo. Desta forma, o etanol e o gas
carbonico resultantes da fermentacdo sdo apenas e tdo somente um subproduto desse
processo, sem utilidade metabdlica para a célula em anaerobiose. Entretanto, o etanol,
bem como outros produtos de excre¢do podem ser oxidados metabolicamente, gerando
mais ATP e biomassa em condigdes de aerobiose.

A transformacgéo do agucar em etanol e gas carbbnico envolve 12 reacdes em
sequéncia ordenada conhecida como via glicolitica ou via EMP, onde cada reacéo €
catalisada por uma enzima especifica. As rotas produtoras de energia ou catabdlicas
geram ATP e coenzimas necessarias para as diversas reacdes biossintéticas, e
intermediarios quimicos utilizados como pontos de partida para as diversas reacdes de
biossintese. Um produto final significativo de todas as rotas é o acido piravico, que em
anaerobiose € precursor dos &cidos, alcodis e outros produtos (Figura 2.11) (LIMA,
BASSO E AMORIM, 2011).

A principal rota metabdlica envolvida no processo de producdo de etanol é a
glicolise, onde uma molécula de glicose é metabolizada gerando duas moléculas de
piruvato. Sob condi¢bes anaerdbicas, o piruvato é reduzido a etanol com liberacdo de
CO,. As duas moléculas de ATP produzidas na glicolise sdo utilizadas na sintese de
novas células de fermento. Sem o consumo de ATP na reproducdo celular, o
metabolismo glicolitico seria interrompido por causa do acumulo de ATP que inibiria a
enzima fosfofrutoquinase (BAl, ANDERSON e MOO-YOUNG, 2008).

De forma global, pode-se representar a fermentacdo alcodlica pela equacao de
Gay-Lussac, na qual se observa que 1 mol de glicose (180 g) produz 2 moles de etanol
(92 g), 2 moles de dioxido de carbono (CO,) (88 g) e 57 kcal de energia (Equacédo 2.1)
(LEHNINGER, 1995).

CeH1206 + 2Pi + 2ADP - 2 C,HsOH + 2C0O, + 2ATP +2H,0 + 57 Keal  (2.1)
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Figura 2.11: Sequéncia de reacGes enziméticas pela fermentacdo alcodlica de
carboidratos enddgenos (glicogénio e trealose) ou exdgenos (sacarose e maltose),
conduzida por Saccharomyces cerevisiae (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).

21



2.5.4 - Fatores que influenciam na fermentacéo alcodlica

Durante o processo de fermentacdo as leveduras podem sofrer de varios
estresses. Algumas sdo ambientais, tais como deficiéncia de nutrientes, alta temperatura
e contaminacdo, enquanto outras sdo provenientes do metabolismo das células de
levedura, como o acimulo de etanol e sua inibi¢do sobre o crescimento. A Figura 2.12
resume algumas dessas tensdes. Muitas delas sdo sinérgicas levando a reducdo da
viabilidade da levedura, bem como menor rendimento do etanol (BAI, ANDERSON e
MOO-YOUNG, 2008).

Pressio osmdtica de
acicares 25% (m/v)

Sulfito l Inibicio por
=100 mg/L etanol 15% (viv)

Acido latico > Temperatura
=0.8% (m/v) 35 - 38C

Acido acético

pH=3.5
=0,05% (m/v)

Concentracio de ion sédio

=500 mg/L
Figura 2.12: Potencial de estresse de S. cerevisiae durante fermentacédo alcodlica.
Adaptado de INGLEDEW, 1999 apud BAI, ANDERSON e MOO-YOUNG, 2008.

Diversos fatores fisicos (temperatura, pressdo osmotica), quimicos (pH,
oxigenacdo, nutrientes minerais e organicos, inibidores) e microbiolégicos (espécie,
linhagem, concentracdo da levedura, contaminacdo bacteriana), afetam o rendimento da
fermentacdo alcodlica (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001).

As melhores temperaturas para producédo de etanol situam-se entre 26 e 35°C,
mas as destilarias alcangam até 38°C (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001). Torija et al
(2003) estudaram o efeito da temperatura em populac6es de Saccharomyces cerevisiae

no processo de fermentacdo, concluindo que, em temperaturas entre 25 e 31°C a taxa
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inicial de fermentacdo é maior, mas acima de 35°C a viabilidade celular decresce. A
medida que a temperatura aumenta, a contaminago bacteriana é favorecida e a levedura
fica mais sensivel a toxidez do etanol. Segundo Amorim (2005) a temperatura pode
chegar aos 35°C se a contaminacdo for controlada e mantida entre 5.10° a 1.10’
bactérias/mL. Nesta temperatura a levedura multiplica menos e aumenta o rendimento.

O pH correto para favorecer a levedura e inibir o desenvolvimento de muitos
tipos de bactérias estd entre 4,0 e 5,0. Nos mostos industriais, os valores de pH
geralmente se encontram na faixa de 4,5 a 5,5 (LIMA, BASSO e AMORIM, 2001). O
pH baixo do meio demonstra ser o fator de maior estresse fisiolégico para
Saccharomyces cerevisiae obtida e utilizada em destilarias de producdo de etanol
carburante, quando comparado com outros fatores (sulfito, &cido latico e teor alcodlico
elevado). O pH 4,5 no mosto permite uma protecdo contra os fatores de estresse,
obtendo-se maior viabilidade celular, brotamento, rendimento alcoolico, morfologia
regular das leveduras, diminuicdo no agucar residual e menor liberagcdo de aminoacidos
no meio, propiciando melhor eficiéncia alcoolica e estabilidade do processo (DORTA,
2006). Segundo Machado (1999), o valor de pH 6timo para cada fermentacdo depende
do tipo de levedura empregada, mas devendo ser igual ao valor 6timo de crescimento da
levedura, ja que a producao de etanol € ligada ao crescimento celular.

Reis e Ribeiro (2009) realizaram um estudo com a levedura Saccharomyces
cerevisiae Y904 a partir de um planejamento experimental que possibilitou a obtencao
das condicdes Otimas para a manutencdo celular e a producdo de etanol. As faixas das
variaveis que maximizaram a viabilidade celular foram: temperatura de 21,5 a 31°C, pH
de 3,2 a 4,3, e concentracdo de sulfito de 0 a 45 mg/L. Para a quantidade final de
trealose, o intervalo da temperatura que maximizou a resposta foi de 23,5 a 38°C, o pH,
de 3,5 a 4,6 e a concentracdo de sulfito, de 0 até 90 mg/L. Para atingir a maior producao
de etanol, a faixa de temperatura mais adequada foi de 32,5 a 38,5°C, a faixa de pH foi
de 3,5 a 4,3 e a de concentracdo de sulfito foi de 0 a 45 mg/L. Concluiu-se, com base
nas analises em relacdo a viabilidade e a quantidade final de trealose, que valores mais
elevados de temperatura, mais baixos de pH e mais alta concentracdo de sulfito, na
regido experimental adotada, sdo condicBes estressantes a levedura que faz uso de seu
carboidrato enddgeno de protecdo para se manter.

Entre os varios estresses que as células de levedura sofrem durante a

fermentacdo alcodlica, a inibicdo por etanol e pressdo osmatica sdo as mais importantes,
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especialmente sob condigdes de alta pressdo, em que as células de levedura crescem no
meio contendo agucares em concentraces acima de 250 g/L para atingir mais de 15%
(v/v) de etanol. A concentracdo de aglUcares para fermentacdo alcodlica deve ser
mantida na faixa de 10 a 20%. Valores menores que 10% ndo inviaveis e valores entre
20 e 30% tem a cinética de formacdo de etanol desfavoravel, pois séo inibitorias devido
a alta pressdo osmotica que encerram. Concentragdes acima de 30% causam plasmolise
das células (MACHADO, 1999).

O etanol ndo s6 inibe o crescimento de células, mas também reprime o
transporte de glicose, o que leva a deficiéncia no metabolismo da levedura. A maior
tolerancia ao etanol pelas leveduras esté ligada a presenca de &cidos graxos insaturados
e grupos acil presentes na membrana da célula, assim, leveduras com baixa tolerancia a
etanol tem baixos indices de lipideos em sua membrana e baixa permeabilidade ao
etanol, o que acaba causando acumulo dentro da célula. Portanto, é fundamental para
escolha de celulas de levedura assegurar a viabilidade celular e de bom rendimento da
fermentacdo alcoolica para a reciclagem de células (ZHAO e BAI, 2009).

Alguns nutrientes devem estar presentes na fermentacdo a fim de suprir
necessidades das leveduras (Tabela 2.4). A quantidade necessaria para cada composto
varia, mas a presenca de niveis maiores que o recomendado pode causar inibicdo no

processo fermentativo.

Tabela 2.4: Concentracfes de nutrientes minerais no mosto para se obter adequada
fermentacdo alcoolica (AMORIM, 2005).

Mineral Variacdo no Mosto (mg/L)  Recomendacao (mg/L)
N-assimilavel (NH;"R - NH2) 7 — 350 100 - 300

Fosforo (P) 20 — 200 50 - 250

Potassio (K) 300 - 1200 700 — 1300

Magnésio (Mg) 80 — 3900 100 - 200

Enxofre (S) 80 — 3900 Menor que 80

Célcio (Ca) 150 — 2000 Menor que 150

Zinco (Zn) 0,45-9 1-5

Cobre (Cu) 0,20 -8 1-5

Manganés (Mn) 2-8 1-5

Aluminio (Al) 5-240 <300 (mosto de caldo)
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Segundo Amorim (2005), as concentragdes de nutrientes apresentados na
Tabela 2.4 ja podem estar presentes no mosto, sendo desnecessarias adigdes.

2.5.5 - Fermentacdo e hidrdlise simultaneas

Uma dos principais vantagens do processo de hidrélise e fermentagdo separada €
que cada etapa pode ser executada em suas condigdes Otimas. Os fatores mais
importantes a serem levados em conta para a etapa de sacarificagdo sdo: tempo,
temperatura, dosagem de enzimas, o pH e a carga de substrato. O processo de hidrolise
e fermentacdo simultanea (HFS) apresenta indices mais atraentes do que a hidrdlise e
fermentacdo sequenciais (HFSE) como maior produtividade de etanol e menor consumo
energético. O processo HFS opera em condi¢des ndo ideais para a hidrélise e exige
maior dosagem de enzimas, que influencia positivamente na conversao de substrato,
mas negativamente sobre o0s custos do processo (SANCHEZ e CARDONA, 2007).

O processo de hidrélise e fermentacdo simultdnea € muito utilizado para
producdo de etanol por materiais lignocelulosicos, pois a conversdo de lignocelulose a
alcool resultaria em um processo mais rentavel (KADAR, SZENGYEL e RECZEY,
2003).

A hidrdlise e fermentacdo de bagaco de cana foi estudada de forma sequencial e
simultanea por Santos et al (2010). Os autores observaram que em ambos 0S processos a
conversao enzimatica aproximou-se de 16 h, porém HFS exigiram menores quantidades
de enzimas. Além disso, o processo seqliencial de hidrolise e fermentacdo gastou tempo
maior, totalizando 72 h, enquanto a HFS totalizou 40 h de processo.

Outro estudo foi realizado buscando produzir etanol a partir de residuos
lignoceluldsicos (folhas de cana e Antigonum leptopus folhas) utilizando celulases de
Trichoderma reesei e células de levedura termotolerante Kluyveromyces fragilis NCIM
3358 e Saccharomyces cerevisiae NRRL-Y-132. K. fragilis resultou em melhor
desempenho no processo de HFS e altos rendimentos de etanol (2,5 + 3,5% m/v) em
comparagdo com S. cerevisiae (2,0 £ 2,5% m/ v). Observou-se aumento da producédo de
etanol quando a celulase foi suplementada com B-glicosidase. As conversdes de K.
fragilis foram concluidas em um curto espaco de tempo (KRISHNA, REDDY e
CHOWDARY, 2000).
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Ohgren et al (2006) estudaram a HFS dos dois principais agticares dos residuos
agricolas de milho, a glicose e xilose com Saccharomyces cerevisiae TMB3400. A
produtividade de etanol aumentou com o aumento da concentracdo de hidrolisado de
pré-tratamento quando a HFS foi realizada em batelada alimentada.

Hidrdlise e fermentacdo simultineas de alta gravidade de batata triturada,
contendo 304 g/L de carboidratos dissolvidos, foi realizado para a producéo de etanol.
O amido da mistura foi levado a maltodextrinas pela agdo de a-amilase termo-estavel a
85°C. Em seguida, foi realizada a 30°C a adico simultanea de glicoamilase, leveduras
(Saccharomyces cerevisiae) e sulfato de amonio como fonte de nitrogéncio. A
concentracdo ideal de glicoamilase, de sulfato de amonio e o tempo de fermentacdo
foram obtidos através da metodologia de superficie de resposta. Usando a condicdo
otimizada, o rendimento de etanol obtido foi 16,61% (v/v), que era equivalente a 89,7%
do rendimento tedrico (SRICHUWONG et al, 2009).

Condicdes 6timas para trés tipos de bioprocessos com amido foram discutidas: a
sacarificacdo simples de amido em glicose, a fermentacdo simples de glicose a acido
lactico e sacarificacdo e fermentacdo simultaneas de amido. Um aumento de 20% na
produtividade de lactato foi obtido através do processo de hidrolise e fermentacdo
simultaneas em batelada alimentada (ROY, 2001).

Véarios outros autores estudaram o0s processos de hidrolise e fermentagédo
simultaneas (KARIMI, EMTIAZI ¢ TAHERZADED, 2006; SASSNER, GALBE e
ZACCHI, 2006; SAHA e COTTA, 2007; OLOFSSON, RUDOLF e LIDEN, 2008;
NIKOLIC et al, 2009; SHINOZAKI e KITAMOTO, 2011)

2.6 - Planejamento experimental

O planejamento de experimentos € uma ferramenta que permite a otimizacdo de
um processo, desenvolvimento de formulacdes dentro de parametros estabelecidos e
avaliacdo de efeitos e impactos que os fatores possuem em relacdo a resposta desejada.
Vérias vantagens do uso do planejamento experimental podem ser citadas: reducdo do
tempo de experimentacdo, reducdo dos custos de execucdo dos ensaios, avaliacdo
conjunta da influéncia de variaveis estudadas, possibilidade de otimizar mais de uma
resposta ao mesmo tempo (RODRIGUES e IEMMA, 2005).
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O planejamento composto central (PCC) é utilizado quando se quer verificar a
curvatura de um plano, ou seja, a existéncia de termos quadraticos no modelo de
regressdo. O PCC consiste de uma parte referente ao planejamento fatorial 2%, com ng
corridas, 2k corridas axiais ou estrela e nc corridas centrais. Dois parametros devem ser
especificados: a distancia a a partir do centro do planejamento até os pontos axiais € o
namero de pontos centrais nc (CALADO e MONTGOMERY, 2003).

No planejamento experimental do tipo planejamento composto central cada
variavel é estudada em 5 niveis diferentes (-a, -1, 0, +1, +a), cada nivel possuindo seu
valor nominal. O pardmetro a utilizado neste trabalho foi ortogonal, afim de obter um
PCC onde a matriz de varidncia e covariancia é diagonal e onde os pardmetros
estimados ndo sdo correlacionados entre si (BOX et al., 1978).

Usam-se superficies de resposta quando as variaveis de resposta ndo s&o
influenciadas por muitas variaveis independentes e o objetivo é otimizar respostas. Se
uma resposta é funcdo de dois fatores, X; e Xz, onde € é o erro observado ou ruido na
resposta y, a superficie que representa a Equacdo 2.1 é chamada de superficie de
resposta (CALADO e MONTGOMERY, 2003).

y="Tf(x. %)+ (2.1)

Autores como Box et al (1978) acreditam que a metodologia do planejamento de
experimentos aliada a uma analise de superficies de resposta permite estatisticamente
verificar os efeitos individuais, interacbes entre as variaveis, avaliacdo de erros

experimentais e 0 equacionamento empirico dos resultados.
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Melaco de soja

O melago de soja foi obtido pela empresa processadora de soja Selecta,
localizada em Araguari - MG. As amostras foram estocadas em recipientes de plastico
em um freezer a -4° C. Antes da utilizacdo do melaco de soja, as amostras foram
descongeladas naturalmente até temperatura ambiente. A Figura 3.1 ilustra 0 melago de

soja.

Figura 3.1: Amostra de melaco de soja (foto da autora, 2011).

3.1.2 Levedura
A levedura utilizada nas fermentacGes alcodlicas foi a cepa de Saccharomyces

cerevisiae Y904 produzida pela Mauri do Brasil na forma seca. Esta cepa de levedura é

comercializada no Brasil para partidas de plantas industriais de fermentacdo alcoolica.
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3.1.3 Enzima

A enzima utilizada nos ensaios de hidrolise do melaco de soja foi StartMax®
AGSL, cedida pela empresa Prozyn Biosolutions. A StartMax® AGSL (SM) é
constituida a base de alfa-galactosidase, produzida por fermentagcdo controlada de
Aspergillus Niger. A enzima foi estocada sob refrigeragdo em embalagem fechada. No

Anexo 1 segue ficha enviada pelo fabricante com informac6es sobre a enzima.

3.1.4 Bioreator

Ensaios fermentativos e de hidrdlise enzimatica do melaco de soja foram
realizados em um bioreator batelada modelo B. Braun Biotech International, com
volume total 2,0 litros e volume atil de 1,5 litros. A Figura 3.2 ilustra a unidade
experimental (bioreator), sendo: (1) agitador mecanico; (2) camisa de resfriamento com
entrada de agua para controle da temperatura e (3) painel de controle.

1)

2

Figura 3.2: Bioreator batelada modelo B. Braun Biotech International utilizado em

ensaios de fermentacéo e hidrélise de melago de soja (foto da autora, 2011).

29



3.2 Metologia

3.2.1 Dosagem de Etanol e Acucares Totais

Etanol e agUcares totais foram quantificados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). A cromatografia liquida é uma técnica de separagdo fisica conduzida
por uma fase liquida. A amostra é separada em seus componentes constituintes (ou
analitos), distribuindo-se entre a fase movel (liquido que flui) e uma fase estacionaria
(absorventes embalados dentro de uma coluna). A Figura 3.3 representa um esquema do
processo de separacdo por cromatografia, onde uma mistura dos analitos A e B séo
separados em duas faixas distintas a medida que migram ao longo da coluna (fase
estacionaria). Este método € rapido e preciso, tem operacdo automatica, alta
sensibilidade de deteccdo e pode ser aplicado para quantificacdo de diversas amostras
(DONG, 2006).

A+B

Detector

Figura 3.3: Esquema do processo de cromatografia mostrando a migracdo das bandas de

dois componentes na coluna (DONG, 2006).

A quantificacdo de etanol e acucares foi realizada com amostras previamente
filtradas em HPLC Shimadzu modelo LC-20A Prominence (Figura 3.4), com coluna
SUPELCOGEL Ca, agua deionizada como fase moével, fluxo de 0,5 mL/mim,
temperatura do forno de 80°C e volume de injegao de 20 pL. O etanol e os agucares

foram determinados a partir de suas respectivas curvas de calibracdo, conforme Anexo
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2. A quantidade de acucares totais (AT) foi calculada pela soma das concentracdes de

estaquiose, rafinose, sacarose, glicose e frutose.

Figura 3.4: HPLC Shimadzu modelo LC-20A Prominence utilizado nas analises de

acucar e etanol (foto da autora, 2011).

3.2.2 Contagem de Células

Para acompanhar o crescimento celular ao longo da fermentacao utilizou-se uma
camara de Neubauer espelhada e um microscépio optico (Nikon). Considerou-se para
contagem 16 quadrados que possuem 25 quadriculas com uma area de 0,0025 mm? e
profundidade de 0,1 mm para cada quadricula. Assim o volume total era de 0,1 mm? =
0,1 puL (Figura 3.5).

Ot

Figura 3.5: Esquema da camara de Neubauer (BARGA, 2007).
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Para a contagem de leveduras, diluiu-se a amostra, promoveu-se a
homogeneiza¢cdo com uma vigorosa agitacéo e fez-se a coloragdo com duas gotas de
solucdo de azul de metileno 0,1%. A solugéo foi inserida entre a camara de Neubauer e
a laminula, por capilaridade, com o auxilio de uma micropipeta estéril. Realizou-se a
contagem aumentando 100 vezes o tamanho da camara. O numero de células por mL de

solucéo foi calculado de acordo com a Equagéo 3.1.

Ntotal * (1/vol)* D]
Ret

N °cel /mLz{[ }*1000 (3.1)

Sendo,

Ntotal: nimero total de células sem coloracdo (vivas)
Vol: volume do reticulo

D: diluicéo

Ret: nimero de reticulos

A Figura 3.6 refere-se a uma foto tirada para a leitura em cadmara de Neubauer de

leveduras.

Figura 3.6: Leitura de leveduras Sacharomyces cerevisiae na cdmara de Neubauer (foto
da autora, 2011).
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3.2.3 Preparo de indculo

O preparo do inoculo foi realizado pesando-se a quantidade necesséaria de
levedura seca para cada concentracdo e completando em baldo volumétrico com agua
destilada até o volume total. Antes de iniciar a fermentac&o todas as solucdes de indculo
preparadas foram transferidas para erlenmeyers e ficaram em mesa agitadora com

agitacdo de 130 rpm, por duas horas para hidratacao.

3.2.4 Célculo do rendimento das fermentacGes

O rendimento maximo de etanol a partir do agucar tedrico foi calculado de
acordo com a relagédo estequiometrica representada pela Equacgédo 3.2, ou seja, 100 g de
glicose produzem 51,1 g de etanol e 48,9 g de CO,. O rendimento do etanol sobre o
total inicial de acucares consumidos (Y1) foi calculado de acordo com a Equacéo 3.3. O
rendimento do etanol sobre o total inicial de agucares foi calculado de acordo com a

Equacéo 3.4.

CeH1206 2 2CH3CH,0H + 2CO, (3.2)

*
Yl (%) — Cetanol 100 (33)
(AT, — AT,)*0,511

*1
Y2 (%) — Cetan ol 00

*
AT, *0,511 (3.4)

Sendo, Y o rendimento de etanol formado (%); Cetanol @ CcONcentracdo de etanol
(g/L) ao final da fermentacdo; AT, a concentracdo de acUcares totais no inicio da
fermentacdo (g/L) e AT: a concentracdo de acUcares totais (g/L ) ao final da

fermentacao.

33



3.2.5 Conducéo dos experimentos

Foram estudados trés processos de fermentacdo alcodlica do melaco de soja: 1)
fermentacdo do melago de soja diluido com in6culo de Saccharomyces cerevisiae; 2)
hidrélise enziméatica do melago de soja com enzima SM e posterior fermentacdo com a
levedura Saccharomyces cerevisiae; 3) hidrélise com a enzima SM e fermentagdo com a
levedura Saccharomyces cerevisiae em processo simultaneo. Para cada situacdo foram
feitos estudos preliminares de diluicdo, cinéticas de fermentacdo e/ou hidrolise e
avaliacdo da influéncia de algumas variaveis por meio de Planejamentos Compostos

Centrais (PCC). A Figura 3.7 representa as etapas realizadas neste trabalho.

D by
Producio de *Testes preliminares
Etanol *Cinética de fermentagio
por mel‘at;o de , Melaco de soja diluido }— *Avaliacio da influéncia da
soja concentracio de melaco de soja e de
indculo na producio de etanol

= Cinética de hidrolise em

Mf!lag:n.de S0Ja lllt.ll'()ll;ﬁt‘ ] diferentes temperaturas
hidrolisado e enzimatica
fermentado de forma
seqiiencial
q *Estudo de dilui¢io

*Cinética de fermentacio
* Avaliaciio da influéncia da
Fermentacio do || porcentagem de enzima e

hidrolisado temperatura de hidrolise na
produgio de etanol em pH
diferentes

Melaco de soja +*Estudo de dilui¢io
hidrolisado e +Cinética de fermentacio
fermentado de forma *Avaliacio da influéncia da
simultinea porcentagem de enzima, tla
temperatura e da concentraciio de

indculo na produciio de etanol

Figura 3.7: Esquema dos processos e experimentos realizados para estudo da producéo

de etanol por melaco de soja.

3.2.6 Testes preliminares e estudos de concentracao

Testes preliminares e estudos de concentracdo realizados para fermentacdo apo6s
hidrélise do melaco de soja e fermentacdo e hidrélise simultanea foram realizados em

erlenmeyers de 250 mL com volume Gtil de 100 mL. Os erlenmeyers foram levados a
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mesa agitadora por 12 horas, a 35°C, agitacdo de 130 rpm com uma concentracdo de 35
g/L de inoculo da levedura Saccharomyces cerevisiae. Para testes de fermentagdo e
hidrélise simultanea adicionou-se também enzima SM na porcentagem 0,050% em
relacdo ao peso do substrato para cada ensaio.

Para cada teste de concentragdo foram medidas como resposta: agUcares totais

no inicio da fermentacdo (AT)), acUcares residuais (ATs) e dosagem de etanol.

3.2.7 Planejamento Composto Central (PCC)

Na primeira etapa do estudo foi feito por um PCC, onde foi avaliada a influéncia
da concentracdo de melaco de soja e de inoculo nas respostas das fermentacGes. Para o
segundo processo estudado, onde foi conduzida a hidrélise enzimatica e a fermentagédo
em seguida, foram realizados dois planejamentos experimentais em diferentes valores
de pH para avaliar como a concentracdo de enzima e a temperatura de hidrolise
influenciavam nas respostas das fermentac6es. O ultimo PCC foi construido para avaliar
como a concentracdo de enzima, de indculo e temperatura influenciavam nas respostas

de fermentacdo em processos de hidrolise e fermentacao simultaneas.

3.2.7.1 Estudo da influéncia da concentragdo de melago de soja e de in6culo em

fermentacdes com Saccharomyces cerevisiae

No software Statistica 9.5, foi realizado um Planejamento Composto Central
(PCC): fatorial completo 22, incluindo 4 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central,
totalizando 11 experimentos.

Os experimentos foram conduzidos em reator batelada modelo B. Braun Biotech
International. A temperatura foi fixada em 35°C e o pH foi ajustado com &cido sulfarico
concentrado P.A. para 4,5 para todos os ensaios. O tempo de fermentacéo foi fixado em
9 horas. A concentracdo do melaco de soja variou de 520,0 g/L a 180,0 g/L e a
concentracdo de in6culo variou de 18,0 g/L a 52,0 g/L. O alfa de ortogonalidade
utilizado no planejamento foi 1,147. As Equacdes de codificacdo foram 3.4 e 3.5, para

concentracdo de melaco e concentracdo de indculo, respectivamente.

~ C-350
! 150

(3.4)
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| -35
X, =— "% 3.5
? 15 (3:9)

A Tabela 3.1 representa os valores utilizados no Planejamento Experimental

para as variaveis independentes analisadas.

Tabela 3.1: Valores utilizados no planejamento para as varidveis independentes.

-0 -1 0 +1 +a
(X1) Melago de soja (g/L) 180 200 350 500 520
(X2) Inéculo (g/L) 18 20 35 50 52

A faixa de concentracdo de melago de soja foi definida a partir do teste preliminar

e a faixa de concentracao de inoculo foi determinada com base em dados industriais.
A Tabela 3.2 mostra a Matriz do PCC com os valores codificados e reais das
variaveis em estudo. Os ensaios foram realizados de forma aleatdria, para evitar que os

resultados seguissem alguma tendéncia.

Tabela 3.2: Matriz do PCC com valores originais e codificados das variaveis.

Ensaio Melaco de soja (g/L) Indculo (g/L)

1 200 (-1) 20 (-1)

2 200 (-1) 50 (+1)

3 500 (+1) 20 (-1)

4 500 (+1) 50 (+1)

5 180 (-1,147) 35 (0)

6 520 (+1,147) 35 (0)

7 350 (0) 18 (-1,147)

8 350 (0) 52 (+1,147)
9 (C) 350 (0) 35 (0)
10 (C) 350 (0) 35 (0)
11 (C) 350 (0) 35 (0)
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Apbs a realizagdo das fermentacGes e obtencdo dos dados, analisou-se 0s
resultados estatisticamente para cada resposta obtida.

Para cada experimento foram medidas como resposta: agucares totais no inicio

da fermentacdo (ATy), acucares residuais (ATy) e dosagem de etanol. Os rendimentos Y,

e Y, também foram calculados para cada ensaio.

3.2.7.2 Estudo da influéncia da porcentagem de enzima SM e da temperatura na

geracdo de agUcares fermentesciveis a etanol

Para estudar como a porcentagem de enzima e a temperatura influenciam nas
respostas das fermentagdes, foi realizado outro Planejamento Composto Central: fatorial
completo 22, incluindo 0s 4 pontos axiais e 3 repetices no ponto central, totalizando 11
experimentos, utilizando-se o software Statistica 9.5.

Os experimentos foram realizados no reator batelada modelo B. Braun Biotech
International com pH ajustado para 4,5 e a concentracéo de melaco de soja determinada
atraves de teste de concentracdo para melaco de soja hidrolisado. Apos a hidrolise, que
durou 10 horas para cada teste, as amostras foram levadas a fermentacdo no mesmo
reator com concentracao inicial de in6culo de 35 g/L. Como o pH néo se alterou durante
a hidrolise ndo foi necessario ajuste.

A quantidade de enzima empregada (X;) variou de 0,021 a 0,079% em relacéo
ao peso do substrato e a temperatura (X;) variou de 49,3 a 60,7°C. O alfa de
ortogonalidade utilizado no planejamento foi 1,147. As Equacdes de codificacdo foram

3.6 e 3.7, para porcentagem de enzima e temperatura, respectivamente.

E — 0,050

_E-UUY 3.6

0,025 (36)
T -55,0

X, = ! 3.7

2 5.0 (3.7)

A faixa de trabalho foi escolhida a partir de informacBGes do fabricante, que
indicou as melhores faixas de trabalho para porcentagem de enzima e temperatura
(Anexo 1). A Tabela 3.3 representa os valores utilizados no PCC para as variaveis

independentes analisadas.
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Tabela 3.3: Valores utilizados no planejamento para as duas variaveis independentes.

-0 -1 0 +1 +a
(X1) Enzima SM (%) 0,021 0,025 0,050 0,075 0,079
(X2) Temperatura (°C) 49,3 50,0 55,0 60,0 60,7

A Tabela 3.4 apresenta a matriz do planejamento experimental com os valores
reais e codificados.

Tabela 3.4: Matriz do PCC utilizado para avaliar a influéncia da porcentagem de enzima

e da temperatura na producdo de etanol por melago de soja hidrolisado.

Ensaio Enzima (%) Temperatura (°C)

1 0,025 (-1) 50,0 (-1)

2 0,025 (-1) 60,0 (+1)

3 0,075 (+1) 50,0 (-1)

4 0,075 (+1) 60,0 (+1)

5 0,021 (-1,147) 55,0 (0)

6 0,079 (+1,147) 55,0 (0)

7 0,050 (0) 49,3 (-1,147)

8 0,050 (0) 60,7 (+1,147)
9(C) 0,050 (0) 55,0 (0)
10 (C) 0,050 (0) 55,0 (0)
11 (C) 0,050 (0) 55,0 (0)

Para avaliar o comportamento das respostas do processo fermentativo em outra
condicao, o mesmo PCC acima citado foi realizado em outro pH inicial para a hidrolise:
5,5. Nenhuma outra variavel foi modificada. Apo6s a hidrélise o pH das amostras foi
ajustado para 4,5 antes do inicio do processo fermentativo.

Para cada experimento foram medidas como resposta: acUcares totais no inicio
da fermentacdo (ATy), acucares residuais (ATy) e dosagem de etanol. Os rendimentos Y3

e Y, também foram calculados para cada ensaio.
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3.2.7.3 Estudo da influéncia da porcentagem de enzima SM, da concentracéo de
indculo e da temperatura na producdo de etanol em fermentagdo e hidrélise

simultaneas

A hidrolise e fermentacdo simultanea foi estudada a partir de um Planejamento
Experimental que teve como variaveis: porcentagem de enzima empregada, com relacéo
ao peso do substrato, concentracdo de indculo e temperatura do processo.

Foi construido um Planejamento Composto Central: fatorial completo 2°,
incluindo os 6 pontos axiais e 3 repeticbes no ponto central, totalizando 17
experimentos, utilizando-se o software Statistica 9.5.

A quantidade de enzima empregada (X;) variou de 0,009 a 0,091% em relacdo ao
peso do substrato, a concentracdo de inoculo (X;) variou entre 14,7 a 55,3 g/L e a
temperatura (X3) variou de 25,5 a 44,5°C. O alfa de ortogonalidade utilizado no
planejamento foi 1,353. Os experimentos foram realizados no reator batelada modelo B.
Braun Biotech International com pH em 4,5 e concentracdo determinada por teste de
concentracdo. A faixa de trabalho foi escolhida a partir de informag6es do fabricante
para a enzima (Anexo 1) e a partir de dados anteriores deste trabalho. As Equacdes 3.8,
3.9 e 3.10 representam as equacdes de codificacdo para as variaveis Xi X; e Xs,
respectivamente. A Tabela 3.5 representa os valores utilizados no PCC para as variaveis
independentes analisadas e a Tabela 3.6 refere-se a matriz do Planejamento

Experimental para o estudo em questéo.

X, = E -0,050 (3.8)
0,030
I -350
X, = ’ 3.9
£ = 150 (39)
T-350
X ’ 3.10
T (310)

39



Tabela 3.5: Valores utilizados no planejamento para as trés varidveis independentes.

-0 -1 0 +1 +a
(X1) Enzima SM (%) 0,009 0,020 0,050 0,080 0,001
(X2) Indeulo (g/L) 14,7 20,0 35,0 50,0 55,3
(X3) Temperatura (°C) 25,5 28,0 35,0 42,0 44,5

Tabela 3.6: Matriz do PCC utilizado para avaliar a influéncia da porcentagem de
enzima, da concentracdo de indculo e da temperatura na producdo de etanol por melago
de soja em processo de hidrolise e fermentacdo simultanea.

Ensaio Enzima In6culo  Temperatura
(%) (9/L) (°C)
1 0,020 (-1) 20 (-1) 28 (-1)
2 0020(-1)  20(-1) 42 (1)
3 0,020(-1) 50 (1) 28(-1)
4 0,020 (-1) 50 (1) 42 (1)
5 0,080 (1) 20 (-1) 28(-1)
6 0,080 (1) 20 (-1) 42 (1)
7 0,080 (1) 50 (1) 28(-1)
8 0,080 (1) 50 (1) 42 (1)
9 0,009 (-1,353) 35 (0) 35 (0)
10 0,091 (1,353) 35 (0) 35 (0)

11 0,050 (0) 14,7(-1,353) 35 (0)
12 0,050 (0) 553(1353) 35(0)
13 0,050 (0) 35(0) 255 (-1,353)
14 0,050 (0) 35(0)  44,5(1,353)

15 0,050 (0) 35 (0) 35 (0)
16 0,050 (0) 35 (0) 35 (0)
17 0,050 (0) 35 (0) 35 (0)
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Concluindo os ensaios fermentativos e obtencdo dos dados analisou-se 0s
resultados estatisticamente com a ajuda do software Statistica 9.5 para cada resposta
obtida.

Para cada experimento do PCC, foram medidas como resposta: aglcares totais
no inicio da fermentacdo (ATy), acUcares residuais (ATs) e dosagem de etanol. Os

rendimentos Y; e Y, também foram calculados para cada ensaio.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fermentacao do melaco de soja diluido

4.1.1 Testes preliminares

Para 0 estudo da fermentacdo do melaco de soja diluido foi realizado um teste
preliminar para definir uma concentracdo que proporcionasse maior rendimento da
fermentacdo, visto que a amostra pura é de dificil manejo em laboratério. Assim, foram
realizadas fermentagfes com diferentes concentragdes de melaco de soja: 250 g/L, 333
g/L e 500 g/L. As fermentacOes foram conduzidas em erlenmeyers de 250 mL com
volume util de 100 mL, levados a mesa agitadora por 12 h, a 35°C, 130 rpm e 30 g/L de
indculo da levedura Saccharomyces cerevisiae. Os resultados do teste estdo dispostos na
Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Resultados do teste preliminar de fermentacOes realizadas em diferentes
de acucares totais finais (g/L) e Y; é o rendimento de etanol formado em relacdo aos

acucares totais consumidos (%) e Y, é o rendimento de etanol formado em relacdo aos

Concentracéo AT, AT Etanol Y1 Y,

de melaco de soja (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (%) (%)
500 306,2 148,1 55,2 68,3 35,3

333 205,3 79,7 45,8 71,4 43,6

250 155,2 60,9 31,2 64,7 39,3

Com os resultados obtidos na Tabela 4.1, observou-se que a solucdo de melago
de soja 333 g/L rendeu mais etanol com relagdo aos agucares totais consumidos e
também com relacdo a concentracdo inicial de agucares. Assim, esta foi a concentracédo
escolhida para fermentacdo do melago de soja.

Para estudar a cinética da fermentacéo realizou-se uma fermentacdo em bioreator
(volume util de 1,5 L) retirando amostras de 2 em 2 horas monitorando o consumo de

acucares totais, o numero de células por mL e a producéo de etanol para uma solucéo de
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melacgo de soja 333 g/L com 30 g/L de indculo. O pH inicial da fermentagdo foi ajustado

para 4,5 e a agitagdo foi mantida a 500 rpm. A temperatura foi mantida a 35°C por 12 h.

Os dados seguem na Tabela 4.2. A partir desses dados, foi possivel construir a Figura

4.1. O volume util do reator foi de 1,5 L e em cada reator foram retiradas 4 aliquotas de

30 mL de amostra para cada analise.

Tabela 4.2: Dados referentes a fermentacdo do melaco de soja diluido na concentracéo

de 333 g/L, pH 4,5, 30 g/L de in6culo e agitacdo de 500 rpm, onde AT = aclcares totais.

AT NUmero Y Y,
Tempo (h) Etanol (g/L) (g/L) Células/mL (%) (%)
0 0 206,9 4,8E8 0 0
2 12,7 175,2 5,2E8 78,4 12,0
4 24,7 140,6 5,7E8 72,9 23,4
6 35,8 109,6 6,0E8 72,0 33,9
8 43,5 88,8 6,8E8 72,1 41,1
9 47,1 77,5 7,4E8 71,2 44,6
10 46,8 78,2 7,9E8 71,2 44,3
11 47,5 76,9 8,2E8 71,5 44,9
12 48,1 75,1 8,4E8 71,4 45,5
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Figura 4.1: Perfis de consumo de substrato, crescimento celular e producgéo de etanol em

funcéo do tempo.

Da Figura 4.1 foi possivel observar que com 9 horas de fermentacéo o processo
estabilizou, tanto com relacdo a producdo de etanol e crescimento celular, quanto ao

consumo de acucares. Assim esse tempo foi adotado para a préxima etapa desse estudo.

4.1.2 Avaliacdo da influéncia da concentracdo de melaco de soja e de inoculo na

producéo de etanol

A partir do teste preliminar (Tabela 4.1) foi possivel realizar um Planejamento
Composto Central (PCC), onde se estudou como o rendimento Y; (%) e a concentracdo
residual de acUcares totais (g/L) sdo afetados pela concentracdo inicial de substrato e a
concentracdo de indculo. Estas variaveis independentes que afetam o desempenho da
fermentacdo alcodlica do melaco de soja foram avaliadas nas faixas: concentracdo
inicial de melaco de soja (180 a 520 g/L) e concentracdo de indculo (18 a 52 g/L).
Todos os experimentos do planejamento foram realizados em bioreator, com pH inicial
4,5 e tempo de fermentacdo de 9 horas, determinado pela cinética representada pela

Figura 4.1, temperatura de 35°C e rotacdo de 500 rpm.
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A Tabela 4.3 apresenta os valores utilizados no planejamento experimental e as
respostas obtidas: concentracdo de etanol, agUcares totais residuais e o0s rendimentos,
obtidos para cada ensaio.

Tabela 4.3: Matriz do PCC realizado para avaliar a influéncia da concentragéo do melago

de soja e da concentracdo de indculo no rendimento da producédo de etanol por melaco de

soja.
Ensaio Melaco de In6culo AT, AT Etanol Y Y,
soja (g/L) (9/L) (L) (L) @b (%) (%)
1 200 (-1) 20 (-1) 1226 57,3 211 632 337
2 200 (-1) 50 (+1) 1221 56,2 217 644 348
3 500 (+1) 20 (-1) 307,6 151,2 52.6 658 335
4 500 (+1) 50 (+1) 308,2 1475  54.7 66,6 34,7
5 180 (-1,147) 35 (0) 110,1 46,1 20.5 62,7 364
6 520 (+1,147) 35 (0) 317,5 159,8 51.9 64,4 32,0
7 350 (0) 18 (-1,147) 216,2 88,1 46.1 70,4 417
8 350 (0) 52 (+1,147) 214,1 80,1 48.7 71,1 445
9 (C) 350 (0) 35 (0) 2174 757 528 729 475
10 (C) 350 (0) 35 (0) 2151 74,3 521 724 474
11 (C) 350 (0) 35 (0) 216,7 73,7 529 724 478

Observa-se na Tabela 4.3 que o rendimento Y variou de 62,7% (experimento 5) a
72,9% (experimento 9). A concentracao de etanol variou entre 21,1 g/L (experimento 1)
e 54,7 (experimento 4). A quantidade de acgUcares totais residuais variou de 46,1, no
experimento 5, a 159,8 g/L (experimento 6). Os pontos centrais apresentaram uma
variacdo pequena para todas as respostas. Pode-se observar também que o maior
rendimento de etanol ndo ocorreu para a maior concentracdo de substrato presente no
meio.

Com os resultados apresentados na Tabela 4.3, foi possivel analisar
estatisticamente o comportamento de cada resposta. Para isto, determinaram-se 0s
coeficientes de regressdo apos a realizacdo da regressdo multipla no programa Statistica
9.5.
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4.1.2.1 Rendimento (Y1)

A partir da andlise estatistica obtiveram-se parametros significativos e ndo
significativos, que deram origem a Equagéo 4.1. A Tabela 4.4 mostra os coeficientes de
regressdo das variaveis e interagdes com parametros significativos e ndo significativos
para a resposta rendimento, bem como os valores dos niveis de significAncia

relacionados aos mesmos.

Tabela 4.4: Regressao multipla para resposta rendimento.

Variaveis e interacdes Coeficiente Desvio t(5) P
de regressao
Termo independente 72,44183 0,249984  289,7864 0,000000
(X1)Melago de soja (L) 1,01770 0,177010  5,7494 0,002233
Melago de soja (Q) -6,54537 0,244840 -26,7332 0,000001
(X2)Inoculo (L) 0,42260 0,177010 2,3874 0,062586
In6culo(Q) -1,07685 0,244840  -4,3982 0,007034
X1 X2 -0,10000 0,227945  -0,4387 0,679185
R*=0,99

Y, (%) = 72,4418 +1,0177x, — 6,5454x7 +0,0423x, —1,0768x> —0,1000x,X, (4.1)

Na Tabela 4.5 estdo dispostos 0s coeficientes de regressdo das variaveis e
interacdes com niveis de significancia (p) menores que 5% para a resposta rendimento,
apos a eliminacdo de parametros ndo significativos. O parametro ndo significativo, que
foi desprezado para o nivel de significancia adotado, foi a interacdo entre as duas
variaveis (concentracdo de melaco de soja e concentracdo de indculo). A Equacgédo 4.2
representa 0 modelo com as variaveis significativas codificadas para a resposta

rendimento.
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Tabela 4.5: Regressdo multipla apenas com variaveis significativas para a resposta

rendimento.

o . Coeficientes _
Variaveis e interacdes 3 Desvio t(6) )
de regressao

Termo independente 72,44183 0,232553 311,5064 0,000000
(X1)Melago de soja (L)  1,01770 0,164667 6,1803 0,000825
Melago de soja (Q) -6,54537 0,227769 -28,7369 0,000000
(X2)Inbculo (L) 0,42260 0,164667 2,5664 0,042542
In6culo(Q) -1,07685 0,227769 -4,7278 0,003232
R*=0,99
Y, (%) = 72,4418 +1,0177X, —6,5454x> + 0,0423x, —1,0768x. 4.2)

Pode-se verificar observando a Equacdo 4.2 que a interacdo X;X, ndo exerceu
influéncia sobre o rendimento. O coeficiente de regressdo (R?) obtido ap6s o ajuste foi
de 0,99, indicando que a equacdo empirica proposta reproduz com fidelidade os
resultados obtidos experimentalmente. Esses resultados indicam excelente concordancia
entre os valores experimentais e previstos pelo modelo, como mostra a Figura 4.2.

O sinal positivo dos coeficientes X; e X, indica que maiores concentracdes de
melaco de soja e de indculo contribuem para um aumento do rendimento na producao
de etanol. No entanto, hd& um limite para esse aumento, determinado pelo
custo/beneficio e pela inibicdo por substrato (Machado, 1999).

Pela Figura 4.3 pode-se observar que 0s residuos, ou erros, se mostram
independentes e normalmente distribuidos em torno da reta, o que indica normalidade
para a resposta rendimento.

Observa-se pela tabela de ANOVA para o rendimento (Y1) (Tabela 4.6) que o
Feaic para a regressdo € altamente significativo, sendo 48,9 vezes maior que 0 Fp, 0 que

torna o modelo obtido aceitavel.
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Tabela 4.6: Andlise de variancia para a resposta rendimento (Y1).

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Fealc
variagao quadrados liberdade meédio
Regressao 160,6002 4 40,15
Residuo 1,087029 6 0,1811 221,61
Total 161,6873 10 40,33123
Fa6:005 = 4,53
74
72 N
g
E 68
S .
64
62

60 62 64 66 68 70 72 74
Valores Observados

Figura 4.2: Valores preditos por valores experimentais pelo modelo para rendimento.
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Figura 4.3: Distribuicdo dos residuos para rendimento.

Como o modelo foi significativo, foi possivel construir as superficies de resposta
e definir regides de interesse. A Figura 4.4 ilustra a superficie de resposta e a curva de
contorno em fungdo de X; e X, para o rendimento.
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Figura 4.4: Superficie de reposta e curvas de contorno para o rendimento em funcao das

concentracdes de melago de soja e de indculo.

Observando a Figura 4.4, definiu-se a concentracdo de melaco de soja e de
indculo que maximizam o rendimento da fermentacdo alcodlica de melago de soja na
regido experimental trabalhada. A faixa aproximada de concentracdo de melago de soja
que correspondente ao maximo rendimento encontra-se entre 330 e 400 g/L. Para a

concentracdo de indculo, a faixa melhor para o rendimento esta entre 30 e 45 g/L.

4.1.2.2 AcUcares totais residuais

A segunda resposta analisada foi a concentracdo de acgucares totais residuais, ou
seja, a concentracdo de aglcares no meio depois das nove horas de fermentacéo.

A Tabela 4.7 reine os coeficientes de regressdo das varidveis e interagdes com
parametros significativos e ndo significativos, além dos niveis de significancia, desvio e
valor do teste de t de student associado a cada variavel e interacdo para os agucares
totais residuais.

A Equacdo do modelo, considerando pardmetros significativos e nao

significativos € apresentado na Equacéo 4.3.
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Tabela 4.7: Regressdo multipla para a resposta agUcares totais residuais.

Coeficientes

Variaveis e interacdes de regressio Desvio t(5) p
Termo independente 74,62616 1,279757  58,31277 0,000000
(X1) Melago de soja (L) 47,58822 0,906178 52,51531 0,000000
Melago de soja (Q) 21,41339 1,253431  17,08382 0,000013
(X2) Inéculo (L) -2,10750 0,906178  -2,32570 0,067572
Inculo (Q) 7,09641 1,253431  5,66159 0,002390
X1Xs -0,65000 1,166934  -0,55702 0,601529

R*= 0,99

AT, (g/L) = 74,6262 + 47,5882, + 21,4134x? — 2,1075X, + 7,0961x? — 0,6500X, X,

(4.3)

Apos a eliminagdo dos parametros ndo significativos, com p > 0,05, foram obtidos

os coeficientes apresentados na Tabela 4.8. A Equacdo 4.4 é resultado do ajuste da

Tabela 4.8. A interacdo entre as duas variaveis (X3Xz) ndo exerceu influéncia na

resposta para agucares totais residuais, sendo variavel ndo significativa. Nota-se na

Equacdo 4.4, pela grandeza do coeficiente que acompanha X;, a forte influéncia da

concentracdo de melaco de soja na resposta de acUcar residual.

Tabela 4.8: Regressdo multipla apenas com variaveis significativas para a resposta

acucares totais residuais.

Coeficientes

Variaveis e interacdes de regressio Desvio t(5) p
Termo independente 74,62616 1,279757 58,31277 0,000000
(X1) Melaco de soja (L) 4758822  0,906178 52,51531  0,000000
Melaco de soja (Q) 21,41339 1,253431 17,08382 0,000013
(X2) Inéculo (L) -2,10750 0,906178 -2,32570 0,067572
Indculo (Q) 7,09641 1,253431  5,66159 0,002390
R*=0,99
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AT, (g/L) =

74,6262 + 47,5882x, +21,4134x; —2,1075x, + 7,0961x> (4.4)

O coeficiente de regressdo (R?) obtido ap6s o ajuste foi de 0,99, indicando que a

equacdo proposta reproduz os resultados obtidos experimentalmente. A Figura 4.5

representa o gréafico dos valores observados em funcao dos valores preditos. Observa-se

na figura citada que os resultados estdo em concordancia. Observa-se também na Figura

4.6 que os residuos se distribuem aleatoriamente em torno do zero, ndo apresentando

comportamento tendencioso.

Valores preditos

180

= e e
o ®©® O 9N
S © S o

D
o

N
e
o

40 60 80 100 120 140 160 180
Valores observados

Figura 4.5: Valores preditos por valores experimentais pelo modelo para aglcares totais
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Figura 4.6:

residuais.
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Distribuicdo dos residuos para agucares totais residuais.
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Observando o quadro de ANOVA (Tabela 4.9) é possivel concluir que o modelo
ajustado para a reposta agucares residuais € significativo (Feaic > Frap).

Tabela 4.9: Analise de variancia para a resposta agucares totais ao final da fermentacédo
(ATH).

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Fealc
variagéo quadrados liberdade meédio
Regressao 16815,46 4 4203,865
Residuo 29,13474 6 4,855791 865,7427
Total 16844,60 10 4208,721
Fa6:0,05 = 4,53

Foi possivel construir a superficie de resposta e a curva de contorno para a
resposta aclcares residuais em funcdo da concentracdo de melaco de soja (Xi) e de
indculo (Xy) (Figura 4.7).

In6culo (g/L)
&

30 i
Il 160
25 B 140
[ 120
20 : S ] 100
[ 80
200 250 300 350 400 450 500 B 0

Melaco de soja (g/L)

Figura 4.7: Superficie de resposta e curva de contorno para agucares residuais em

funcdo da concentracdo de melaco de soja e indculo.
Da Figura 4.7, definiu-se a concentracdo de melaco de soja e de inoculo que

minimizam a concentracdo de acUcares totais residuais pos fermentacdo alcodlica de

melaco de soja. A faixa aproximada de concentracdo de melaco de soja que
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correspondente ao minimo de agUcares encontra-se entre 180 e 250 g/L. Para a
concentracdo de indculo, a faixa melhor para o rendimento esté entre 25 e 45 g/L.

Visando verificar a reprodutibilidade dos resultados, foi realizado um
experimento nas minimas condi¢des definidas para a maximizacao da resposta producdo
de etanol, que foi concentracdo de melaco de soja 330 g/L e de in6culo 30 g/L. Os
resultados dos experimentos foram rendimento () igual a 71,8 % e concentragdo de
acucar residual de 69,9 g/L. Adicionando os valores das variaveis codificadas nestas
condicdes nas Equacdes 4.2 e 4.4 obteve-se 0s seguintes valores para o rendimento (Y1)
e para a concentracdo de acucar residual: 72,1% e 70,2 g/L, respectivamente.

4.2 Fermentacado do melaco de soja hidrolisado

4.2.1 Hidrolise enzimatica do melaco de soja

A utilizacdo de enzimas para a hidrolise do melaco de soja foi baseada na
recomendacdo do fabricante, que sugeria concentracdo entre 0,025% e 0,050% em
relacdo ao peso do substrato, pH entre 4,5 e 5,5 e temperatura de 50°C a 60° C.

Foram realizadas cinéticas de hidrolise de solucfes de melago de soja 500 g/L nas
temperaturas 45° C, 50° C e 55° C, com 0,050% de enzima com relagdo ao peso do
substrato, pH 4,5, durante 12 horas em reator fechado, com agitacdo de 500 rpm. As
Figuras 4.8, 4.10 e 4.13 representam a hidrdlise da estaquiose, rafinose e sacarose para
as temperaturas 55° C, 50° C e 45° C, respectivamente. As Figuras 4.9, 4.11 e 4.12
representam a formacdo dos acUcares glicose e frutose para as mesmas temperaturas, na

mesma ordem.
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Figura 4.8: Perfis cinéticos de estaquiose, rafinose e sacarose em processo de hidrolise

enzimatica de solugdo de melaco de soja a 55°C e pH 4,5.
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Figura 4.9: Perfis cinéticos de glicose e frutose em processo de hidrdlise enzimatica de

solucéo de melaco de soja a 55°C e pH 4,5.
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Figura 4.10: Perfis cinéticos de estaquiose, rafinose e sacarose em processo de hidrolise

enzimatica de solugdo de melaco de soja a 50°C e pH 4,5.
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Figura 4.11: Perfis cinéticos de glicose e frutose em processo de hidrélise enzimatica de

solucéo de melaco de soja a 50°C e pH 4,5.

55



m Estaquiose ©

2704 4

= = = N N
N al [} = N
o o o o o
] ] ] ] ]

Concentracao (g/L)

©
o
| -

[o2]
o
| -

w
o

Rafinose A Sacarose

s 6 8 10 12
Tempo (h)

Figura 4.12: Perfis cinéticos de estaquiose, rafinose e sacarose em processo de hidrolise

enzimatica de solugdo de melaco de soja a 45°C e pH 4,5.
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Figura 4.13: Perfis cinéticos de glicose e frutose em processo de hidrélise enzimatica de

solucéo de melaco de soja a 45°C e pH 4,5.

Analisando as Figuras 4.8 a 4.13, observa-se que a 55° C o processo de hidrélise

estabiliza em dez horas, ou seja, 0s agucares de cadeia maior (estaquiose, rafinose e

sacarose) param de ser quebrados em aclcares menores (glicose e frutose). Ja para 50°
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C o processo estabiliza em doze horas e para 45° C em doze horas o processo ainda esta
acontecendo. Observa-se também nas Figuras 4.8, 4.10 e 4.12 que com a diminuicdo da
concentracdo de estaquiose ha um aumento da concentracao de rafinose devido a quebra
da ligagdo glicosidica da galactose da extremidade da molécula de estaquiose. Para a
temperatura de 55°C a rafinose aumenta até 2 horas e depois diminui, para a
temperatura de 50°C a concentracédo de rafinose aumenta até 2 horas mantém-se estavel
até 5 horas e depois diminui e para a temperatura de 45°C a concentracio de estaquiose
aumenta até 4 horas de hidrdlise e depois diminui lentamente. Além disso, para todas as
temperaturas ocorreu a hidrélise dos agUcares, pois houve a reducéo na concentracdo de
sacarose, de rafinose e de estaquiose e 0 aumento na concentracdo de glicose e frutose.
Para os demais ensaios experimentais selecionou-se a temperatura de 55°C devido ao

menor tempo de hidrolise.

4.2.2 Fermentacdo do melaco de soja hidrolisado

4.2.2.1 Teste de diluicdo para fermentacdo do melago de soja hidrolisado

Com a intencdo de encontrar a melhor diluicdo para fermentacdo do melago de
soja hidrolisado enzimaticamente, realizou-se um teste de diluicdo variando as
concentracdes de melaco de soja hidrolisado: melaco de soja in natura, 500 g/L, 333
g/L e 250 g/L. As hidrdlises foram realizadas por 12 horas, a 55°C com 0,050% de
enzima SM, pH 4,5 com agitacdo de 500 rpm em reator batelada. As fermentacoes
foram conduzidas em erlenmeyers em mesa agitadora por 12 horas, com pH inicial 4,5,
35g/L de indculo, temperatura de 35°C e agitacdo de 130 rpm. A Tabela 4.10 reline os

dados do teste realizado.
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Tabela 4.10: Dados referentes as fermentacGes de melaco de soja hidrolisado em

diferentes concentracdes.

Concentracéo de AT, AT Etanol Y Y;
melago de soja (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (%) (%)
In natura 610,7 499,1 9,9 17,4 3,4

In natura 607,9 491,3 12,7 21,3 41

500 308,4 157,1 52,3 67,6 33,2

500 3124 155,3 55,6 69,3 34,8

333 209,7 58,7 60,1 77,9 56,1

333 211,2 62,4 58,9 77,5 54,6

250 155,9 33,5 50,2 80,3 63,0

250 158,3 32,8 51,5 80,3 63,7

Dos dados da Tabela 4.10 observou-se que da menor concentracdo de melaco de
soja obteve-se 0 maior rendimento da producéo de etanol. Assim a concentracédo de 250
g/L foi escolhida para continuacédo dos estudos.

Sabendo das melhores condicdes de tempo e temperatura para a hidrélise, a
fermentacdo do melaco de soja hidrolisado a 55° C durante 10 horas com 0,05% de
enzima com relacdo ao peso do substrato foi acompanhada com retirada de amostras de
tempo em tempo. As condicOes da fermentacdo foram: pH 4,5, temperatura de 35° C,
indculo na concentracdo de 35 g/L, 500 rpm de agitacdo em reator batelada. Os dados
de AT (acUcares totais), células e etanol foram representados na Tabela 4.11. Dos dados

da Tabela 4.11 foi construido o gréafico da Figura 4.14.

58



Tabela 4.11: Dados referentes a fermentacdo do melago de soja hidrolisado

enzimaticamente na concentracdo de 250 g/L, pH 4,5, 35 g/L de in6culo e agitacdo de

500 rpm, onde AT = agUcares totais.

Tempo AT Numero de Etanol Y1 Y;
(h) (g/L) Células/mL (g/L) (%) (%)
0 158,9 5,10E+08 0 0 0
0,5 143,8 6,20E+08 5,9 77,0 7,3
1,0 125,9 6,60E+08 13,3 78,9 16,4
15 101,4 7,57E+08 24,1 82,0 29,7
2,0 79,1 8,63E+08 34,2 83,9 42,1
2,5 60,9 9,42E+08 41,6 83,1 51,2
3,0 46,5 1,21E+09 47,3 82,3 58,2
3,5 35,9 1,52E+09 51,7 82,2 63,7
4,0 29,9 1,76E+09 53,6 81,3 66,0
4,5 28,6 1,99E+09 53,8 80,1 66,2
5,0 27,2 2,36E+09 52,9 78,6 65,1
6,0 25,5 2,60E+09 54,8 80,4 67,5
7,0 23,1 2,73E+09 54,9 79,1 67,6
8,0 21,7 2,69E+09 54,8 78,2 67,5

Da Figura 4.14 nota-se que a fermentacdo em termos de producdo de etanol

estabilizou com 4 horas. Porém, verifica-se que a concentragdo de agucar diminuiu

lentamente até 7 horas e que o crescimento celular também aumenta lentamente até esse

tempo. Este comportamento € muito interessante, pois o tempo de fermentacao alcodlica

foi muito baixo quando comparado com a fermentacdo do caldo de cana. Este fato pode

estar relacionado a grande quantidade de glicose disponivel no meio, o que pode ter

facilitado o processo de fermentacdo da levedura. Assim, o tempo total de processo

seria de 14 horas, sendo 10 horas de hidrdlise e 4 horas de fermentacao.
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Figura 4.14: Perfis cinéticos de substrato, etanol e crescimento celular em

fermentacdo do melago de soja hidrolisado enzimaticamente.

4.2.2.2 Avaliacdo da influéncia da porcentagem de enzima StarMax AGSL (SM) e

da temperatura do processo de hidrolise na producgéo de etanol em pH 4,5

Tendo o tempo de hidrolise e o tempo de fermentacéo para o melaco de soja, foi
realizado um planejamento experimental que estudou como o rendimento da
fermentacdo do melaco de soja e a quantidade de acUcar residual foram afetados pela
porcentagem de enzima em relacdo ao peso do substrato e a temperatura de hidrdlise.
Estas variaveis foram avaliadas nas faixas: porcentagem de enzima em relacdo ao peso
do substrato (0,021 a 0,079%), temperatura (49,3 a 60,7° C). Todas as variaveis foram
analisadas durante 10 horas de hidrolise e 4 horas de processo fermentativo. O pH foi
fixado em 4,5 para a hidrolise e para a fermentacdo. A Tabela 4.12 mostra os valores
codificados e originais das variaveis de estudo e as respostas rendimento Y; (%).
Observa-se que o rendimento variou de 73,7% (experimento 2) a 80,5% (experimento
11). Verifica-se também que o0s pontos centrais apresentaram uma variacdo pequena
para todas as respostas, indicando uma boa reprodutibilidade do processo. Pode-se

observar que o maior rendimento de etanol ocorreu para a hidrélise nas condi¢fes do
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ponto central: 0,05% de enzima e 55°C. Foi considerado um nivel de significancia de

95%, ou seja, foram considerados significativos os parametros em que p<0,05.

Tabela 4.12: Variaveis utilizadas no PCC e suas respostas para o pH de 4,5.

Ensaio Enzima (% T (°C AT, (g/L) AT+ (g/L) Etanol (g/L
(%) ('O o (9/L) AT (g/L) (9/L) o) (o)

1 0025(1)  500(1) 1557 56,8 379 750 476
2 0025(-1)  60,0(+1) 1587 50,9 406 737 501
3 0075(+1) 500(-1) 1549 51,3 40,2 759 50,8
4  0075(+1)  60,0(+1) 1563 428 44.2 76,2 553
5 0,021(-1,147) 550(0) 1553 29,5 50,7 789 63,9
6 0079 (+1,147) 550(0) 1581 28,1 53,2 80,1 658
7 0,050 (0) 49,3 (-1,147) 157,7 536 39,7 746 49,3
8 0,050 (0) 60,7 (+1,147) 1553 46,6 419 754 528
9 0,050 (0) 550(0) 1568 259 53,7 80,3 67,0
10 0,050 (0) 550(0) 1576 262 539 80,3 67,0
11 0,050 (0) 550(0) 1583 256 546 805 67,5

4.2.2.2.1 Rendimento

Com os resultados apresentados na Tabela 4.12, foi possivel analisar
estatisticamente o comportamento do rendimento das fermentacdes. Para isto,
determinaram-se os coeficientes de regressao apos a realizacdo da regressao multipla no
programa Statistica 9.5. A partir desta analise, obtendo parametros significativos e ndo
significativos, foi obtida a Equacdo 4.5. A Tabela 4.13 mostra os coeficientes de
regressao das variaveis e interacdes com parametros significativos e ndo significativos
para a resposta rendimento, bem como os valores dos niveis de significancia

relacionados aos mesmos.
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Tabela 4.13: Regressdo multipla para rendimento.

o N Coeficientes _
Variaveis e interagoes ) Desvio t(5) p
de regressao

Termo independente 80,44826 0,241449  333,1900 0,000000

(X1) Enzima (L) 0,72015 0,341933  4,2122 0,008390

Enzima(Q) -0,85626 0,472964  -3,6208 0,015207

(X2) Temperatura (L) -0,01237 0,341933  -0,0723 0,945129

Temperatura (Q) -4,27410 0,472964  -18,0737 0,000010

X1X; 0,40000 0,440325  1,8168 0,128933
R*=0,99

Y, (%) =80,44826 -+ 0,72015x, —0,85626x2 —0,01237x, — 4,27410x2 +0,40000x, X,
(4.5)

Apos a eliminacdo de parametros nao significativos foi possivel construir a Tabela
4.14 com os coeficientes de regressdo das variaveis e interacbes com niveis de
significancia (p) menores que 5% para a resposta rendimento. A Equacéo 4.6 representa

o modelo com as variaveis significativas codificadas para a resposta rendimento.

Tabela 4.14: Regressao multipla apenas com variaveis significativas para a resposta

rendimento.

. . Coeficientes _
Variaveis e interagoes N Desvio t(7) p
de regressao

Termo independente 80,44826 0,263012 305,8732 0,000000
(X1) Enzima (L) 0,72015 0,372470 3,8669 0,006156
Enzima (Q) -0,85626 0,515203  -3,3240 0,012696
(X,) Temperatura (Q) -4,27410  0,515203  -16,5919 0,000001
R*=0,98
Y (%) = 80,44826 +0,72015x, — 0,85626x%, — 4,27410x (4.6)
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O coeficiente de correlacdo (R?) obtido ap6s o ajuste foi de 0,98, indicando que os
resultados foram explicados pela equacdo empirica proposta com 98% da variabilidade
dos dados.

As Figuras 4.15 e 4.16 mostram a distribuicdo dos residuos em torno do zero e a
representacdo dos valores previstos em funcdo dos valores experimentais,

respectivamente.
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Figura 4.15: Distribuicdo dos residuos para rendimento.
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Figura 4.16: Valores preditos por valores experimentais pelo modelo para rendimento.

Observando a analise de variancia para o rendimento de etanol (Y;) na Tabela
4.15, é possivel concluir que o modelo representa com fidelidade os dados

experimentais. O Fcyc € 23,1 vezes maior que 0 Fp.
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Tabela 4.15: Anélise de variancia para a resposta rendimento ().

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Fealc
variagado quadrados liberdade meédio
Regressao 69,32081 3 23,10694
Residuo 1,606466 7 0,2294951 100,6859
Total 70,92727 10 23,33643
F37:0,05 = 4,35

Como o modelo foi significativo, foi possivel construir as superficies de resposta
e definir regibes de interesse. A Figura 4.17 ilustra a superficie de resposta e a curva de
contorno em funcao de X; e X, para o rendimento.
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Figura 4.17: Superficie de reposta e curva de contorno em funcéo da concentracao de
enzima e a temperatura para o rendimento da producéo de etanol por melaco de soja em
%.

A partir da Figura 4.17, definiu-se a porcentagem de enzima e a temperatura que
maximizam o rendimento na regido experimental trabalhada. A faixa aproximada de
enzima correspondente ao maximo rendimento encontra-se entre 0,050 e 0,080% em
relacdo ao peso do substrato. Para a temperatura, a faixa que maximiza o rendimento
esta entre 54,0 e 56,5°C.
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4.2.2.2.2 AgUcares totais residuais

Também foi avaliada a concentracdo de acUcar residual com relacdo a

porcentagem de enzima e a temperatura de hidrélise do melaco de soja. Os dados de

regressdo multipla para a resposta em questdo foram dispostos na Tabela 4.16. A partir

dos dados desta tabela, que tém variaveis e interagdes significativas e ndo significativas

foi construida a Equacéo 4.7.

Tabela 4.16: Regressdo multipla para a concentracdo de agucares totais residuais.

Coeficiente )

de regressao pesvio 1) P
Termo independente 25,15127 1,347339  18,66736 0,000008
(X1) Enzima (L) -2,29246 0,954032  -2,40291 0,061399
Enzima (Q) 4,01952 1,319623 3,04596 0,028556
(X,) Temperatura (L) -3,38177 0,954032  -3,54471  0,016480
Temperatura (Q) 20,19732 1,319623  15,30537 0,000022
X1 X2 -0,65000 1,228559  -0,52908 0,619390

R°=0,98

AT, (g/L) = 251513 — 2,2925x, + 4,0195x — 3,3818x, + 20,1973x? —0,6500%,X, (4.7)

Eliminando as varidveis e interaces que ndo se mostraram significativas,

construiu-se uma nova Tabela 4.17, que mostra os coeficientes de regressdo das

varidveis e interacbes com niveis de significancia (p) menores que 5% para acgucares

totais residuais. A equacdo do modelo,

significativos € dada pela Equacéo 4.8.

considerando apenas 0s parametros
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Tabela 4.17: Regressdo multipla apenas com variaveis significativas para aglcares totais

residuais.
Coeficiente )

de regressao pesvio 1®) P
Termo independente 25,15127 1,263907 19,89962 0,000001
(X1) Enzima (L) -2,29246  0,894955  -2,56153 0,042820
Enzima (Q) 4,01952 1,237907 3,24703 0,017532
(X2) Temperatura (L) -3,38177 0,894955 -3,77870 0,009194
Temperatura (Q) 20,19732  1,237907  16,31570 0,000003

R*=0,98

AT, (g/L) = 251513~ 2,2925x, + 4,0195x? —3,3818X, + 20,1973X?

(4.8)

Obteve-se, ap0ds a retirada dos parametros nao significativos, um coeficiente de

correlacdo (R?) de 0,98, indicando que os resultados sdo explicados pela equacéo

empirica proposta com 98% da variabilidade dos dados. Esses resultados indicam uma

Otima concordancia entre os valores experimentais e previstos pelo modelo, expressos

na Figura 4.18. Os residuos também se distribuiram de forma aleatoria indicando que o

modelo é ndo tendencioso (Figura 4.19).
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Figura 4.18: Valores preditos e valores experimentais para o0 modelo.
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Figura 4.19: Distribuicdo dos residuos para a resposta agucares residuais.

Pode-se notar a partir dos dados da Tabela 4.18 que 0 Fcc para agucares

residuais também é maior que o Fp, 0 que torna o modelo valido.

Tabela 4.18: Analise de variancia para a resposta agucares totais no final da fermentacéo

(ATy).
Fonte de Soma de Graus de Quadrado Fealc
variacao quadrados liberdade médio
Regresséo 1581,201 4 395,3002
Residuo 31,70672 6 5,284453 74,80437
Total 1612,907 10 400,5846

Fa6:005 = 4,53

A Figura 4.20 representa a superficie de resposta e a curva de contorno para o

modelo.
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Figura 4.20: Superficie de resposta e curva de contorno em fungédo da concentragdo de
enzima e a temperatura para a concentracdo de agUcares residuais na producao de etanol

por melaco de soja.

As faixas que minimizam a concentracdo de acgUcares totais residuais estdo

compreendias entre 0,045 e 0,070% para enzima SM e 54 e 57°C para temperatura.

4.2.2.3 Avaliacdo da influéncia da porcentagem de enzima StarMax AGSL (SM) e
da temperatura do processo de hidrélise na producéo de etanol em pH 5,5

Outro PCC foi realizado avaliando as mesmas variaveis, nas mesmas faixas:
porcentagem de enzima SM em relacdo ao peso do substrato (0,021 a 0,079%),
temperatura (49,3 a 60,7° C), com 10 horas de hidrolise e 4 horas de processo
fermentativo. Mas nesse planejamento, o pH foi fixado em 5,5 para a hidrélise e 4,5
para a fermentacdo. A Tabela 4.19 mostra os valores codificados e originais das

variaveis de estudo e as respostas rendimento Y (%).
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Tabela 4.19: Variaveis utilizadas no PCC e as respostas.

Ensaio Enzima T AT, AT: Etanol Y: Y3

(%) (’C) (L) (@L) (@@L (%) (%)
1 0,025 (-1) 50,0 (-1) 1559 431 446 77,4 56,0
2 0,025 (-1) 60,0 (+1) 157,3 37,2 481 788 598
3 0,075 (+1) 50,0 (-1) 156,3 39,7 459 77,0 575
4 0,075 (+1) 60,0 (+1) 157,7 30,6 50,8 78,2 63,0
5 0,021 (-1,147) 55,0 (0) 156,5 43,7 449 77,9 56,1
6 0,079 (+1,147) 55,0 (0) 158,2 42,1 453 76,4 56,0
7 0,050 (0) 49,3 (-1,147)  157,8 39,7 466 77,9 57,8
8 0,050 (0) 60,7 (+1,147) 159,1 30,2 53,1 80,0 65,3
9 0,050 (0) 55,0 (0) 155,3 385 47,2 79,1 59,5
10 0,050 (0) 55,0 (0) 156,7 39,3 47,3 78,8 59,1
11 0,050 (0) 55,0 (0) 156,6 38,1 475 78,4 593

O rendimento variou de 76,4% (experimento 6) a 80,0% (experimento 8). Os

pontos centrais apresentaram uma variagdo pequena para todas as respostas. Pode-se

observar também que o maior rendimento de etanol ocorreu para a hidrélise nas

condicdes do experimento 8: 0,05% de enzima e 60,7° C. Foi considerado um nivel de

significancia de 95%, ou seja, foram considerados significativos os parametros em que

p<0,05.

4.2.2.3.1 Rendimento

A partir da regressdo multipla realizada no software Statistica 9.5 foi possivel

obter os coeficientes de regressao (Tabela 4.20) e a equacdo para o modelo (Equacdo

4.9) avaliando a resposta rendimento.
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Tabela 4.20: Regressdo multipla para a resposta rendimento.

o N Coeficientes _
Variaveis e interacoes ) Desvio t(5) p
de regressao

Termo independente 78,75202 0,199688  394,3762  0,000000

(X1) Enzima (L) -0,40560 0,141396  -2,8685 0,035054

Enzima (Q) -1,17161 0,195580  -5,9904 0,001859

(X2) Temperatura (L) 0,75217 0,141396 5,3196 0,003141

Temperatura (Q) 0,22181 0,195580 1,1341 0,308181

X1X; -0,06097 0,182083  -0,3348 0,751344
R*=0,94

Y, (%) = 78,7520 — 0,4056x, —11716X2 +0,7522x, +0,2218x2 —0,0601x,X,  (4.9)

Eliminando a interacdo entre as duas variaveis (porcentagem de enzima e
temperatura) que ndo foram significativas, obtiveram-se os dados representados na

Tabela 4.21, que geraram a Equacéo 4.10.

Tabela 4.21: Regressao multipla apenas com variaveis significativas para a resposta

rendimento.

. . Coeficientes _
Variaveis e interagoes y Desvio t(7) p
de regressao

Termo independente 78,88578 0,154058 512,0540 0,000000
(X1) Enzima (L) -0,40560 0,135182 -3,0004 0,019931
Enzima (Q) -1,17161 0,186985 -6,2658 0,000418
(X,) Temperatura (L) 0,75217 0,135182  5,5641 0,000847
R*=0,92
Y, (%) = 78,8858 — 0,4056x, —1,1716x +0,7522Xx, (4.10)
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A Figura 4.21 representa a distribuicdo dos residuos associados ao modelo.

Observa-se que estdo distribuidos aleatoriamente em torno do zero, indicando que ndo

existe tendéncia no modelo proposto.

Residuos

Figura 4.21: Distribuicdo dos residuos para a resposta rendimento.

77 78 79 80
Valores preditos

Os valores observados e valores preditos pelo modelo estdo bem proximos e

foram dispostos na Figura 4.22.
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Figura 4.22: Valores experimentais e valores preditos para o modelo.
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Do quadro de ANOVA representado pela Tabela 4.22 obteve-se o0 valor de Fcgc,

que € 6,15 vezes maior que Fp.
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Tabela 4.22: Anélise de variancia para a resposta rendimento (Y).

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Fealc
variacao quadrados liberdade médio
Regressado 9,476438 3 3,158813 26,78967
Residuo 0,8253811 7 0,1179116
Total 10,30182 10 3,276725
F37.005= 4,35

Como o modelo proposto para a resposta rendimento foi aceitavel, foram
construidas a superficie de resposta e a curva de contorno (Figura 4.23).
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Figura 4.23: Superficie de resposta e curva de contorno para resposta rendimento.

Observando a curva de contorno para o rendimento nota-se que a regido que

aumenta a resposta esta entre 0,035 e 0,055% para porcentagem de enzima SM e
temperatura acima de 58°C.

4.2.2.3.2 AcuUcares totais residuais
A analise da resposta agucares totais residuais também foi feita pelo software
Statistica 9.5 a partir dos dados da Tabela 4.15. A Tabela 4.23 representa os coeficientes

de regressdo obtidos para 0 modelo que estuda a influéncia da concentracdo dos

acucares residuais em relacéo as condicoes de hidrolise.
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Tabela 4.23: Regressdo multipla para a resposta agucares totais residuais.

Coeficientes

Variaveis e interagdes de regressio Desvio t(5) p
Termo independente  38,90255 0,709380 54,84019 0,000000
(X1) Enzima (L) -1,78433 0,502302 -3,55231 0,016347
Enzima (Q) 2,58733 0,694788 3,72391 0,013657
(X2) Temperatura (L)  -3,90468 0,502302 -7,77357 0,000564
Temperatura (Q) -3,45087 0,694788 -4,96679 0,004223
X1Xz -0,80000 0,646842 -1,23678 0,271089

R*=0,96

Dos coeficientes de regresséo encontrados foi construida a Equagédo 4.11.

AT (g/L)=38,9025-1,7843x, +2,5873x —3,9047x, —3,4509%; —0,8000x,x, (4.11)

Na Tabela 4.24 estdo dispostos os coeficientes de regressdo das variaveis e

interacdes com niveis de significancia (p) menores que 5% apos a eliminacdo de

parametros ndo significativos. O parametro nado significativo, que foi desprezado para o

nivel de significancia adotado, foi a interacdo entre as duas variaveis porcentagem de

enzima e temperatura de hidrolise.

73



Tabela 4.24: Regressdo multipla apenas com variaveis significativas para a resposta

acucares totais residuais.

Coeficientes

Variaveis e interagdes de regressio Desvio t(6) p
Termo independente  38,90255 0,740027 52,56911 0,000000
(X1) Enzima (L) -1,78433 0,524003 -3,40520 0,014403
Enzima (Q) 2,58733 0,724804 3,56969 0,011789
(X2) Temperatura (L)  -3,90468 0,524003 -7,45164 0,000301
Temperatura (Q) -3,45087 0,724804 -4,76111 0,003123
R*=0,95

O coeficiente de regressdo (R?) obtido ap6s o ajuste foi de 0,95, indicando que a

equacdo proposta reproduz os resultados obtidos experimentalmente. A Equacdo 4.12

refere-se a0 modelo ajustado para acgucares residuais com varidveis e interacdes

significantes.

AT (g/L) =38,9025-1,7843x, + 2,5873x; —3,9047X, — 3,4509x?

(4.12)

A Figura 4.24 representa o grafico dos valores observados e valores preditos,

que estdo em concordancia. Verifica-se na Figura 4.25 que os residuos se distribuem

aleatoriamente em torno do zero, ndo apresentando comportamento tendencioso.
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Valores preditos
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Figura 4.24: Valores observados e preditos do modelo proposto para a resposta

acucares residuais.

2,5
2,0
15
1,0 .
0,5
0,0

-0,5 ® o

1,0 *

15

2,0

-2,5
28 30 32 34 36 38 40 42 44 46

Valores preditos

Residuos

Figura 4.25: Distribuicdo dos residuos para a resposta acucares residuais.

O quadro de ANOVA representada pela Tabela 4.25 indica um Fgyc bem

superior ao tabelado.
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Tabela 4.25: Anélise de variancia para a resposta agucares totais no final da fermentacédo
(ATy).

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Fealc
variagado quadrados liberdade meédio
Regressado 186,7525 4 46,68812 25,64351
Residuo 10,92396 6 1,82066
Total 197,6764 10 48,50878
Fa6:0,05 = 4,53

Do modelo ajustado na Equacdo 4.12 foi possivel construir a superficie de

resposta e a curva de contorno para a concentracdo de agucares totais residuais (Figura
4.26).
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Figura 4.26: Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta acglcares totais

residuais.

A regido que minimiza a quantidade de acUcares residuais das fermentacfes do
Planejamento Composto Central proposto esta entre 0,045 e 0,070% de enzima SM e
temperatura acima de 59°C.

Assim selecionou-se o pH 4,5 e a condicdo do ponto central (concentracdo de
enzima de 0,050% e temperatura de 55°C) para o processo de producdo de etanol com
hidrolise enzimatica em separado. Para confirmar a reprodutibilidade dos resultados foi
realizado um experimento nestas condicgdes, 0s resultados experimentais de producéo de
etanol, rendimentos Y; e Y, e de agUcar residual foram respectivamente: 54,8 g/L,

80,8%, 68,1% e 24,9 g/L de agUcar residual, para uma concentracdo inicial de agucar
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total de 157,8 g/L. A partir das Equagdes 4.6 e 4.8 obteve-se o0s valores para o
rendimento Y e para a concentracdo de aguUcar residual que foram de 80,4% e 25,1 g/L,
respectivamente. Novamente os resultados mostraram reprodutibilidade com relagdo ao

PCC e as condigdes experimentais selecionadas.

4.3 Hidrolise e Fermentacdo simulténeas (HFS)

4.3.1 Teste de concentracdo para o processo de hidroélise e fermentacao simultéanea
(HFS) do melago de soja

Para 0 estudo da fermentacdo simultdnea a hidrolise realizou-se um teste que
consistiu na conducdo de fermentacdes com concentracdes diferentes de melaco de soja:
250 g/L (1:2), 333,33 g/L (1:3) e 500 g/L (1:4). Os experimentos foram conduzidos em
erlenmeyers levados a mesa agitadora por 12 horas, a 35°C, 130 rpm e 35 g/L de
indculo da levedura Saccharomyces cerevisiae e 0,050% de enzima SM. Os resultados

do teste estdo dispostos na Tabela 4.26.

Tabela 4.26: Resultados do teste preliminar de fermentacdes e hidrolises simultaneas

realizadas em diferentes diluigdes.

Concentracéo AT, AT Etanol Y1 Y,
Melaco de soja (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (%) (%)
500 310,4 137,1 64,3 72,6 40,5

500 310,4 136,3 63,9 71,8 40,3

333 209,7 56,9 61,1 78,2 57,0

333 209,7 57,4 60,9 78,3 56,8

250 157,3 37,5 49,2 80,4 61,2

250 157,3 36,8 49,5 80,8 61,6

Dos resultados dispostos na Tabela 4.26, observa-se que maiores rendimentos
foram obtidos para concentra¢fes menores de melaco de soja, assim a concentracdo de
250 g/L foi adotada para a fermentacdo do material hidrolisado.

Com a intencdo de definir o tempo de fermentagdo e hidrolise do melago de soja

foi realizada uma cinética do processo, onde foram coletadas amostras de hora em hora
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e analisados acucares totais, etanol e células (Tabela 4.27). A Figura 4.27 representa o

comportamento dos agUcares totais, etanol e células para o experimento.

Tabela 4.27: Dados referentes a cinética de fermentacdo e hidrolise simultanea do

melaco de soja.

Yi Y

Tempo Etanol (g/L) AT: (g/L) NUm de células/mL (%) (%)
0 0 155,7 4,93. 10° 0 0
1 5,6 142,3 5,30. 10° 81,8 7,0
2 10,7 130,9 6,35. 10° 84,4 13,4
3 16,8 115,8 6,89. 10° 82,4 211
4 23,6 99,2 7,62. 10° 81,7 29,7
5 29,6 85,7 8,19. 10° 82,8 37,2
6 33,6 74,1 9,22. 10° 80,6 422
7 37,4 65,3 1,12. 10° 81,0 47,0
8 41,5 57,7 1,28. 10° 829 522
9 45,4 47,2 1,35. 10° 81,9 571
10 48,3 38,3 1,40. 10° 80,5 60,7
11 50,9 32,5 1,43.10° 80,9 64,0
12 50,7 32,3 1,42.10° 798 63,2
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Figura 4.27: Perfis cinéticos de substrato, etanol e crescimento celular em processo de

fermentacdo e hidrdlise simultaneas do melaco de soja.

Pela Figura 4.27, conclui-se que o tempo de fermentagéo e hidrdlise enzimatica
simultanea para 0 melacgo de soja é de 12 horas, pois neste tempo percebe-se que ndo ha
mais consumo de acucares e nem producdo de etanol. Assim o tempo total para a
producdo de etanol com fermentacdo simultanea foi de 12 horas, que € menor do que o
tempo de processo para a hidrolise separada. Na tentativa de melhorar a producédo de
etanol nesta condicdo foi proposto um PCC em funcdo da concentragcdo de enzima, de

indculo e da temperatura.

4.3.2 Avaliacdo da influéncia da porcentagem de enzima, da concentracdo de
inéculo e da temperatura no processo de hidrolise e fermentacdo simultanea do

melaco de soja

Sabendo da melhor concentracdo de melaco de soja para a hidrolise e
fermentacdo simultanea (250 g/L) e 0 tempo necessario para que O Processo Se
estabilize, foi proposto um Planejamento Composto Central para avaliar como a
porcentagem de enzima, a concentracdo de indculo e a temperatura influenciam no

processo de fermentacéo e hidrélise simultdnea do melago de soja.
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As variaveis foram avaliadas nas seguintes faixas: porcentagem de enzima em
relacdo ao peso do substrato (0,009 a 0,091%), concentracdo de indculo (14,7 a 55,3
g/L) e temperatura (25,5 a 45,5° C). Todas as variaveis foram analisadas durante 12
horas de hidrolise e processo fermentativo simultdneo. O pH foi fixado em 4,5 e a
concentracdo de melaco de soja em 250 g/L. A Tabela 4.28 mostra os valores
codificados e originais das variaveis de estudo e das respostas. Foi considerado um nivel
de significancia de 95%, ou seja, foram considerados significativos os parametros em
que p<0,05.

Observa-se que o rendimento variou de 72,5% (experimento 14) a 81,1%
(experimentos 15 e 16). Verifica-se também que os pontos centrais apresentaram uma
variacdo pequena para todas as respostas indicando uma boa reprodutibilidade do
processo. O maior rendimento de etanol ocorreu para a hidrélise nas condigdes do ponto
central: 0,05% de enzima, 35 g/L de indculo e 35°C.

Com os resultados apresentados na Tabela 4.28, foi possivel analisar
estatisticamente o comportamento de cada resposta. Para isto, determinaram-se 0s
coeficientes de regressdo apds a realizacdo da regressdo multipla no programa Statistica
9.5.
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Tabela 4.28: Matriz do PCC realizado para avaliar a influéncia da porcentagem de

enzima, concentragdo de inoculo e temperatura em fermentacéo e hidrdlise simultanea

na producéo de etanol por melago de soja.

Ensaio Enzima Inéculo T AT, AT¢ Etanol Y: Y»
(%) (9/L) (°C) (/L) (@lL) (9/lL) (%) (%)

1 0,020 (-1) 20 (-1) 28(-1) 1554 534 39,1 750 49,2
2 0,020 (-1) 20 (-1) 42 (1) 155,3 62,9 34,6 73,2 43,6
3 0,020 (-1) 50 (1) 28(-1) 156,9 50,9 42,8 79,0 53,4
4 0,020 (-1) 50 (1) 42 (1)  154,3 56,6 38,3 76,7 48,6
5 0,080 (1) 20 (-1) 28(-1) 158,6 63,3 36,8 75,6 454
6 0,080 (1) 20 (-1) 42 (1) 1574 67,8 33,9 74,0 42,1
7 0,080 (1) 50 (1) 28(-1)  156,7 55,7 40,3 78,1 50,3
8 0,080 (1) 50 (1) 42 (1) 155,9 60,9 36,4 75,0 457
9 0,009 (-1,353) 35 (0) 35(0) 1575 458 42,7 784 53,1
10 0,091 (1,353) 35 (0) 35(0)  157,7 50,9 432 79,2 53,6
11 0,050 (0) 14,7 (-1,353) 35(0)  157,2 53,9 40,9 77,5 50,9
12 0,050 (0) 55,3 (1,353) 35(0)  158,1 42,7 474 80,4 58,7
13 0,050 (0) 35 (0) 255 (-1,353) 156,8 63,8 36,3 76,4 453
14 0,050 (0) 35 (0) 445 (1,353) 1559 71,7 31,2 725 39,2
15 0,050 (0) 35 (0) 35(0) 1576 37,3 49,9 81,1 62,0
16 0,050 (0) 35 (0) 35(0) 1558 37,1 492 81,1 61,8
17 0,050 (0) 35 (0) 35(0)  156,3 38,9 485 80,8 60,7

4.3.2.1 Rendimento

Da andlise estatistica obtiveram-se parametros significativos e ndo significativos,

que deram origem a Equacdo 4.13. A Tabela 4.29 mostra os coeficientes de regressdo

das variaveis e interacdes com parametros significativos e ndo significativos para a

resposta rendimento, bem como os valores dos niveis de significancia relacionados aos

mesmos.
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Tabela 4.29: Regressdo multipla para rendimento de fermentacéo.

Coeficientes

Variaveis e interacdes de regressio Desvio t(7) p
Termo Independente 80,78256 0,273694  295,1568 0,000000
(X1)Enzima (L) -0,01007 0,154418 -0,0652 0,949837
Enzima (Q) -0,93044 0,203654 -4,5687 0,002578
(X2)Inbculo (L) 1,27974 0,154418 8,2875 0,000073
In6culo (Q) -0,84853 0,203654 -4,1665 0,004207
(X3)Temperatura (L) -1,20708 0,154418 -7,8170 0,000106
Temperatura (Q) -3,30629 0,203654  -16,2348 0,000001
X1Xz -0,50000 0,186439 -2,6818 0,031455
X1X3 -0,07500 0,186439 -0,4023 0,699481
X2X3 -0,25000 0,186439 -1,3409 0,221822

R°=0,98

Y, (%) = 80,7826 — 0,0101x, — 0,9304x} + 1,2797x, — 0,84853x2 — 1,2071x; —
(4.13)

3,3063x% — 0,5000x;x, — 0,0750x; x5 — 0,2500x,x5

Eliminando pardmetros nao significativos, foram obtidos os coeficientes de

regressao dispostos na Tabela 4.30 e a Equacao 4.14.

Pode-se verificar observando a Equacdo 4.14 que variavel X; na forma linear e

as interacfes X1 X3 e X,X3 ndo exerceram influéncia significativa sobre o rendimento. O

coeficiente de regressdo (R?) obtido apds o ajuste foi de 0,98, indicando que a equagéo

empirica proposta reproduz com fidelidade os resultados obtidos experimentalmente.

Esses resultados indicam concordancia entre os valores experimentais e previstos pelo

modelo, como mostra a Figura 4.28.
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Tabela 4.30: Regressdo multipla apenas com variaveis significativas para a resposta

rendimento.

o . Coeficientes _
Variaveis e interaces 3 Desvio t(10) p
de regressao

Termo Independente 80,78256 0,259131  311,7440 0,000000
Enzima (Q) -0,93044 0,192818  -4,8255 0,000696
(X2)Inbculo (L) 1,27974 0,146202  8,7533 0,000005
In6culo (Q) -0,84853 0,192818  -4,4007 0,001334
(X3)Temperatura (L) -1,20708 0,146202  -8,2563 0,000009
Temperatura (Q) -3,30629 0,192818 -17,1472 0,000000
X1Xs -0,50000 0,176519  -2,8326 0,017774
R*=0,98

Y1(%) = 80,7826 — 0,9304x2 + 1,2797x, — 0,84853x% — 1,2071x3 — 3,3063x2 —
0,5000x; x, (4.14)

Na Figura 4.29 pode-se observar que o0s residuos, ou erros, se mostram
independentes e normalmente distribuidos em torno da reta, o que indica normalidade

para a resposta rendimento.

Valores preditos

71
71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82
Valores observados

Figura 4.28: Valores experimentais e valores preditos para a resposta rendimento.
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Figura 4.29: Distribuicdo dos residuos para a resposta rendimento.

O valor de Feaic (81,55783) disponivel na Tabela 4.31 é 25 vezes maior que 0 Fiap
(3,22), 0 que valida o0 modelo proposto para o rendimento fermentativo (Y3).

Tabela 4.31: Analise de variancia para a resposta rendimento (Y1).

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Fealc
variacao quadrados liberdade médio
Regresséo 122,016 6 20,33599
Residuo 2,493444 10 0,2493444 81,55783
Total 124,5094 16 20,58534

F6.10:0,05 = 3,22

Sendo o modelo foi significativo, foi possivel construir as superficies de resposta
e definir regiBes de interesse. A Figura 4.30 ilustra a superficie de resposta e a curva de

contorno em funcdo de Xi, X; e X3 para o rendimento.
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Figura 4.30: Superficies de resposta e curvas de contorno para a resposta rendimento.

A Figura 4.30 ilustra os efeitos

das variaveis no rendimento fermentativo. As

curvas de contorno mostram que 0 maximo de rendimento se encontra na faixa de 0,035
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a 0,060% de enzima SM em relag¢do ao peso do substrato, 35 e 55 g/L de inoculo e entre
32 e 36°C de temperatura.

4.3.2.2 Agucares totais residuais

A mesma analise estatistica foi feita utilizando como resposta a concentracao de
acucares residuais das HFS. Obtiveram-se pardmetros significativos e ndo
significativos. A Tabela 4.32 mostra os coeficientes de regressdo das variaveis e
interagbes com parametros significativos e ndo significativos para a resposta
rendimento, bem como os valores dos niveis de significancia relacionados aos mesmos.

Dos dados da Tabela 4.32 foi gerada a Equagdo 4.15.

Tabela 4.32: Regressao multipla para rendimento de fermentacéo.

R . Coeficientes _
Variaveis e interagoes 3 Desvio t(7) p
de regressao

Termo independente 39,79143 1,704655 23,34281  0,000000
(X1) Enzima (L) 2,64114 0,961765 2,74614 0,028663
Enzima (Q) 3,25556 1,268426 2,56661 0,037191

(X2) Indculo (L) -3,29752 0,961765 -3,42861  0,011006
Indculo (Q) 3,22830 1,268426  2,54512 0,038376
(Xs) Temperatura (L) 3,05168  0,961765 3,17300  0,015642
Temperatura (Q) 13,85133 1,268426 10,92009  0,000012
X1X2 -0,71250 1,161201 -0,61359  0,558890

X1X3 -0,68750 1,161201 -0,59206  0,572429
XoX3 -0,38750 1,161201 -0,33371  0,748375

R*=0,96

AT;(g/L) = 39,7914 + 2,6411x, + 3,2556x% — 3,2975x, + 3,2283x3 +
3,0517x; + 13,8513x2 — 0,7125x, %, — 0,6875x,x5 — 0,3875x,x5 (4.15)
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As interagdes entre as varidveis ndo exerceram influéncia significativa sobre a
concentracdo de acucares residuais. Assim, a Tabela 4.33 indica os coeficientes de

regressao significativos para o0 modelo, que geraram a Equacéo 4.16.

Tabela 4.33: Regressdo multipla apenas com variaveis significativas para aglcares

residuais.

R « Coeficientes _
Variaveis e interacdes 3 Desvio t(10) P
de regressao

Termo independente 39,79143  1,509210 26,36573  0,000000
(X1) Enzima (L) 2,64114  0,851495 3,10177  0,011217
Enzima (Q) 3,25556  1,122997 2,89899  0,015861
(X2) Indeulo (L) -3,29752  0,851495 -3,87262  0,003096
Inculo (Q) 3,22830  1,122997 2,87472  0,016535
(X3) Temperatura (L) 3,05168  0,851495 3,58390  0,004979
Temperatura (Q) 13,85133  1,122997 12,33426  0,000000

R*=0,95

AT;(g/L) = 39,7914 + 2,6411x; + 3,2556x7 — 3,2975x, + 3,2283x2 +
3,0517x5 + 13,8513x2 (4.16)

O coeficiente de regressdo (R?) obtido apés o ajuste foi de 0,95, que é um bom
ajuste. Os resultados indicam concordancia entre os valores experimentais e previstos
pelo modelo, como mostra a Figura 4.31. Pela Figura 4.32 pode-se observar que 0s
residuos se mostram independentes e normalmente distribuidos em torno da reta, o que
indica normalidade para a resposta.

O quadro de ANOVA representado pela Tabela 4.34 tem o valor de Fcqc
(34,35037) que é maior que 0 Fp (3,22). Assim, 0 modelo obtido para a concentracao

de acucares residuais € significativo.
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Tabela 4.34: Anélise de variancia para agucares totais no final da fermentacdo (ATy).

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Fealc
variagao quadrados liberdade meédio
Regressao 1744,003 6 290,6671
Residuo 84,61833 10 8,461833 34,35037
Total 1828,621 16 299,1289

Fe,10:0,05 = 3,22

Como o modelo foi significativo, foi possivel construir as superficies de resposta

e definir regibes de interesse. A Figura 4.33 ilustra a superficie de resposta e a curva de

contorno em funcao de X; e X, para o rendimento.
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Figura 4.31: Valores observados e valores preditos para acgUcares totais residuais.
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Figura 4.32: Distribuicdo dos residuos para a resposta agtcares totais residuais.
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Observa-se na Figura 4.33 que 0 minimo de concentracdo de agUcares residuais
do processo de HFS se encontra na faixa de 0,030 a 0,050% de enzima SM em relacdo
ao peso do substrato, 35 e 50 g/L de indculo e entre 32 e 36°C de temperatura.

Assim foi realizado um experimento nas condigdes de menor custo e que
maximizasse as respostas rendimento Y; e concentracdo de acucar residual. A condicao
selecionada foi 0,035% de enzima, 35 g/L de inoculo e 33°C. A temperatura de 33°C foi
adotada visando manter as condi¢Ges dentro da faixa otimizada mesmo com as
flutuagdes experimentais. Os resultados experimentais foram 80,3% para o rendimento e
38,7 g/L de acUcar residual. Os valores das variaveis na forma codificada quando
adicionadas aos modelos para o rendimento (Equagdo 4.14) e para o agucar residual
(Equagdo 4.16) foram de 80,8% e 39,7 g/L, respectivamente. Confirmando a
reprodutibilidade dos resultados experimentais na regido de otimizag&o.

Comparando as duas fermentagbes com hidrolise separada e a simultanea,
verifica-se que na hidrolise separada a producéo de etanol (54,6 g/L) e o rendimento Y
(67,5%) foram maiores quando comparados aos valores para hidrolise e fermentacao
simultaneas: 49,9 g/L de etanol e rendimento Y, de 62,0%. O rendimento Y; para
ambas as fermentacOes foi proximo, pois apesar da hidrolise e fermentacdo separadas
terem disponibilizado concentracdes de etanol bem parecidas com aquelas da hidrolise e
fermentacdo simultédneas, as concentracbes de acUcares residuais do processo
simultdneo foram maiores. Este fato pode indicar que estudo mais detalhado dessa
fermentacdo, com a otimizacdo das variaveis empregando faixas mais estreitas das
mesmas, pode melhorar o processo. Por outro lado, o processo com hidrolise
simultanea, com a retirada de etanol e com a reutilizacdo das leveduras pode aumentar a
producdo de etanol empregando o melaco de soja na forma mais concentrada, o que
evitaria as diluicGes. Além disso, a fermentacdo simultanea pode ser realizada em menor
tempo de processo e em menores temperaturas. Mas em um processo conjugado com a
producdo de etanol a partir de caldo de cana, onde ha sobra de energia gerada pelo
bagaco, a selecdo do melhor processo deve também avaliar a matriz energética do

mesmo.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 Conclusdes

A partir dos resultados foi possivel concluir que:

A fermentacdo de melaco de soja diluido in natura apresentou um
rendimento na producdo de etanol Y; maximizado com concentragdo entre
320-400 g/L de melaco de soja e 30-45¢/L de indculo. Para minimizacdo da
concentracdo de acUcares residuais foi encontrada uma faixa que variou de
180-250 g/L de melaco de soja e 25-45 g/L de indculo.

O melago de soja hidrolisado e fermentado em sequiéncia, ambos os
processos em pH 4,5, tem maiores rendimentos de fermentacdo com relagéo
ao consumo de agulcar nas faixas de 0,050-0,080% de enzima e temperatura
de 54-56,5°C no processo de hidrélise. O minimo de agUcares residuais da
fermentacdo pode ser atingido utilizando uma faixa de enzima de 0,045-
0,070% e temperatura de 54-57°C. O melaco de soja hidrolisado e
fermentado em sequéncia, com pH 5,5 para o processo de hidrolise e pH 4,5
para a fermentacdo, tem maiores rendimentos com relacdo ao consumo de
acucar nas faixas de 0,035-0,055% de enzima e temperatura de 58-60,7°C no
processo de hidrélise. O minimo de acucares residuais da fermentacdo pode
ser atingido utilizando uma faixa de enzima de 0,045-0,070% e temperatura

de 59-60,7°C. Ambos o0s processos tendo, no total, duracdo de 14 horas.

O pH 4,5 e a condicdo do ponto central (concentracdo de enzima de 0,050%
e temperatura de 55°C) foi escolhido como melhor processo de producéo de

hidrolise enzimética em separado.

Para hidrélise e fermentacdo simultdneas, com 12 horas de processo foi
possivel alcangar maiores rendimentos com 0,030-0,060% de enzima, 35-55

g/L de indculo e 32-36°C de temperatura. A faixa que minimizou a
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concentracdo de agucares residuais ficou entre 0,030-0,050% de enzima, 35-

50 g/L de in6culo e 32-36°C de temperatura.

A hidrélise enzimatica aumentou o rendimento da producdo de etanol a partir

do melaco de soja.

O melago de soja se mostrou um substrato potencial para producao de etanol
com levedura Saccharomyces cerevisiae em bioreator batelada nos trés
processos estudados: fermentacdo do melago in natura, hidrélise enzimética

e posterior fermentacdo e hidrolise e fermentacdo simultaneas.

5.2 Sugestdes para trabalhos futuros

Reciclo de substrato aproveitando acucares residuais, visando reduzir a

diluicdo do melago de soja e obter altos rendimentos em relagéo ao substrato

consumido;

Fermentacdo fazendo reciclo das leveduras;

Imobilizacdo de enzimas para a hidrolise do melaco de soja;

Fermentacdo alcodlica com outras linhagens de levedura;

Fermentacdo alcodlica do melaco de soja em outros tipos de reatores;

Avaliar a fermentacao conjunta de melaco de soja e de cana de agUcar.
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ANEXO 1:

FICHA INFORMATIVA DA ENZIMA STARMAX AGSL

)roz yn

aSolutions

StarMax® AGSL

StarMax® AGSL é um produto constituido a base de alfa-galaaosldase, produzida por uma
fermentagéio controlada de Aspergillus niger.

APLICACAO =

Esta enzima hidrolisa as ligagdes de alfa-1,6-glicosidicas em oligossacarideos (alfa-
galactosideos), liberando agiicares como galactose, glucose, frutose e sacarose.
O pH 6timo é de 4,5 4 5,5 e a temperatura 6tima de atuagdio é de 55°C 4 60°C.

A dosagem 6tima de StarMax® AGSL no processo depende de pardmetros, como tipo de

matéria prima (quantidade de amido no produto), tempo de processamento, pH, temperatura e
quantidade de substéncia seca.

A dosagem inicial recomendada é de 0,025 a 0,05% baseado no peso do substrato.

BENEFICI

* Hidrolise eficiente de rafinose, estaquiose, verbascose e alfa-galactosideos
relacionados em componentes digeriveis como galactose, glucose, frutose e sacarose.

* Em fabricagio de aclicar de beterraba, hidrolisa a rafinose, facilitando a
cristalizagdo do agiicar ¢ aumentando o rendimento do processo.

* Em produtos para digestio, melhora a eficiéncia da digestiio de oligossacarideos.

CARACTERISTICAS
StarMax® AGSL é um liquido de cor amarronzada.

EMBALAGSLEM
StartMax® AGSL est4 disponivel em bombonas de 25kg, feitas em polietileno.

ESTOCAGSLEM
StarMax® AGSL deve ser estocada em um local seco, arejado e na sua embalagem fechada.
Sua validade pode ser estendida se o produto for estocado sob refrigeragéo.

CUIDADOS NO MANUSEIO

A inalagdo da enzima deve ser evitada. Em caso de contato com a face e olhos deve-se lavar
rapidamente com dgua corrente durante 15 minutos.
Prozyn Ind. e Com. Ltda.
Rua Dr. Paulo Leite de Oliveira, 199 - Butantd - CEP 0555 1- 020 - Sdo Paulo/SP - Brasil
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ANEXO 2:

CURVAS DE CALIBRACAO

Curva de calibracéo para concentracéo de etanol

w w
o un

20

y = 7TE-06X
R2=10,99

Concentracao de etanol (g/L)
&

0 1000000 2000000 3000000 4000000 5000000
Area

Curva de calibracao para concentracdo de estaquiose

5 .

5 5 -

o

g 4

L

333

22,

(&

£ y = 3,392E-06x
S R2=10,99
(&)

g O T T T 1
O 0 500000 1000000 1500000 2000000

Area

103



Curva de calibracdo para concentracéo de rafinose
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Curva de calibracdo para concentracdo de glicose
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