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RESUMO

HIDROLISE ENZIMATICA DE BAGACO DE MALTE USANDO TECNOLOGIAS
ALTERNATIVAS VISANDO A OBTENCAO DE ACUCARES FERMENTESCIVEIS

AUTORA: Luciana Luft
ORIENTADOR: Marcio Antonio Mazutti

Este trabalho teve como objetivo estudar a hidrélise enzimética do bagaco de malte,
utilizando agitacdo mecanica, sonda de ultrassom e CO> supercritico. A hidrolise
enzimatica foi realizada sobre o amido granular. Para tanto, foi utilizado um complexo
amilolitico comercial préprio para este tipo de hidrélise, STARGEN™ 002. Para cada
tecnologia foram estudadas diferentes variaveis. O primeiro planejamento foi realizado
para a hidrélise assistida por agitacdo mecanica e as variaveis estudadas foram
temperatura (°C), concentracdo de enzima (%, m/m) e concentracao de substrato no
meio (m/m). Foram encontradas concentracbes de ART de até 75,5 g por kg de
substrato e todas as variaveis apresentaram efeito significativo sobre a resposta. Essa
concentracéo de ART, foi definida como rendimento massico do processo e este valor
foi corroborado com uma cinética, desenvolvida nas mesmas condi¢gdes do melhor
ensaio, com leve aumento apenas na temperatura (70°C), e indicou valor concernente
ao anterior além de provar que o tempo de 4 horas de hidrélise foi suficiente. A partir
deste primeiro planejamento, as variaveis temperatura (70°C), concentracdo de
enzima (8,2%) e concentracdo de substrato (170 g.Lt) foram fixadas para a realizacéo
da hidrolise assistida por ultrassom, de forma direta e indireta. As variaveis
investigadas neste segundo planejamento foram amplitude (%) e fator de pulso (-)
durante 2 horas de reacdo. Com aplicacdo de sonicacao direta, foi possivel alcancar
100% de eficiéncia no processo de conversado do amido. A resposta encontrada para
o melhor ensaio (5) foi de 370,86 g.kg™. J& com aplicacdo de sonicagédo indireta, a
eficiéncia do processo caiu pela metade e o melhor resultado foi para o ensaio de
namero 6, com concentracdo de 162,96 g ART/ kg de substrato. Uma cinética para o
melhor ensaio de sonicacao direta foi desenvolvida durante 3 horas, atestando que o
ultrassom aumenta a velocidade da reacdo resultando no melhor rendimento em
menor tempo comparado as outras técnicas. Para as reacdes com CO2 supercritico,
foi estudada a influéncia da umidade, da temperatura e pressao, onde o melhor
resultado obtido, entre todas as reacdes, foi com a utilizacéo de pressado de 175 bar,
temperatura de 40°C e 80% de agua adicionada ao bagaco, resultando em 104,28 g
de ART por kg de bagaco seco. Esse valor corresponde a 11,53% de eficiéncia da
reacdo de hidrolise do amido em acucares redutores totais. De um modo geral, os
processos obtiveram um bom desempenho na obtencao de acucares fermentesciveis,
destacando-se o ultrassom em relacdo as demais tecnologias testadas.

Palavras chave: Bagaco de Malte. Hidrélise Enzimatica. A¢Ucares Fermentesciveis.
Agitacao mecéanica. Ultrassom. Diéxido de carbono supercritico.






ABSTRACT

ENZYMATIC HYDROLYSIS OF MALT BAGASSE USING ALTERNATIVE
TECHNOLOGIES AIMING THE OBTAINMENT OF FERMENTABLE SUGARS

AUTHOR: Luciana Luft
ADVISOR: Marcio Antonio Mazutti

This work aimed to study the enzymatic hydrolysis of malt bagasse, using mechanical
agitation, ultrasonic probe and supercritical CO2. Enzymatic hydrolysis was performed
on granular starch. For this, was used a commercial amylolytic complex suitable for
this type of hydrolysis, STARGEN™ 002. For each technology were studied different
variables. The first planning was carried out for the hydrolysis assisted by mechanical
agitation and the variables studied were temperature (°C), enzyme concentration (%,
m/m) and substrate concentration in the medium (m/m). TRS concentrations were
found up to 75.5 g per kg of substrate and all variables had a significant effect on the
response. This concentration of TRS was defined as mass yield of the process and
this yield was corroborated by a kinetic, developed under the same conditions, with
slight increase in temperature (70°C). From this initial planning, the temperature
variables (70°C), enzyme concentration (8.2%) and substrate concentration (170 g.L
1) were fixed to carry out the hydrolysis assisted by direct and indirect ultrasound. The
variables were investigated in the second planning were amplitude (%) and pulse
factor (-) for 2 hours of reaction. With the application of direct sonication, it was possible
to achieve 100% efficiency in the starch conversion process. The TRS for the best
essay (5) was 370.86 g.kg™?. For indirect sonication TRS concentration at the best
condition (run 6) was 162.96 g / kg of substrate. A kinetic assay for the best condition
under direct sonication was carried out for 3 hours, confirming that the ultrasound
increases the reaction rate resulting in better yields in less time compared to the other
techniques. For reactions with supercritical CO> was studied the influence of the
moisture content, temperature and pressure, where the best result among all the
reactions was using at pressure 175 bar, 40 °C for temperature and moisture content
of 80%, resulting in 104.28 g of TRS per kg of dry pulp. Ultrasound showed better
results than other technologies investigated in this study.

Keywords: Malt bagasse. Enzymatic Hydrolysis. Fermentable sugars. Mechanical
agitation. Ultrasound. Supercritical carbon dioxide.
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1 INTRODUCAO

Em pleno século XXI, a populacdo se depara com numerosos problemas
limitantes do seu progresso. Como consequéncia, surge a necessidade imprescindivel
pela busca de alternativas que busquem soluciona-los, ou que ao menos possam
ameniza-los momentaneamente. Com o passar dos anos, o0 uso indiscriminado das
fontes fosseis tem resultado ndo apenas em preocupacfes devido ao impacto
ambiental que causam, mas também, a um inevitavel esgotamento das mesmas. Uma
possivel solucdo para estes problemas é foco de muitas pesquisas que visa a
substituicdo de materiais oriundos destas fontes ndo-renovaveis, por outros que
possam ser provenientes de fontes renovaveis, resultando concomitante e
diretamente na solucéo de outro problema atual: o grande acumulo de residuos no
meio ambiente (CINELLI, 2012).

A utilizacdo de residuos agroindustriais e de matérias-primas renovaveis
oriundas de biomassa de diversas origens, € instigada e tem fundamental importancia
para a construcao de diversos setores da bioeconomia, baseada em inovacdes de
biocombustiveis e bioprodutos. A biomassa é definida como qualquer matéria
organica de origem vegetal e, assim como os fésseis, € um material rico em carbono,
apresentando-se como uma alternativa viavel de grande potencial para atender aos
desafios da sustentabilidade (RODRIGUES, 2011).

Por tras desta busca desenfreada por alternativas que possibilitem o uso da
biomassa como fonte de energia para novos produtos e que em conjunto resulte no
melhor rendimento desta biotransformacédo esta inserido o conceito de biorrefinaria.
Existem varias plataformas que podem ser empregadas em uma biorrefinaria, porém
as plataformas mais importantes sdo a plataforma de aculcar e de gas de sintese
(ZAFAR, 2015). Convém ressaltar que a plataforma de acucar € baseada em uma rota
bioquimica que “quebra” a biomassa em diferentes tipos de agucares para uma
fermentacdo posterior ou outro processamento biolégico e que ainda requer
melhoramentos das caracteristicas da matéria-prima e da eficacia das enzimas, além
de outras melhorias importantes (WILLIAMSON, 2011).

A fim de colaborar com as deficiéncias presentes nas biorrefinarias de forma
eficaz e sem que haja um encarecimento de processo, surgem a cada dia novas
pesquisas em busca de tecnologias que possam agregar mais valor aos produtos.

Uma destas pesquisas envolve a selecdo de matérias-primas ideais para 0 processo
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de conversdo. Os requisitos para estas matérias-primas incluem varios fatores tais
como: disponibilidade, preco e qualidade em relagdo ao processo de conversdo
(BOMTEMPO, 2010).

O aproveitamento de residuos provenientes da agroindustria como matéria-
prima pode ajudar a resolver problemas ambientais associados a disposi¢do dos
mesmos N0 meio ambiente e a0 mesmo tempo impactar positivamente na economia.
A biomassa oriunda dos residuos agricolas caracteriza-se pela elevada quantidade
de material lignoceluldsico e amido em sua composicao (LIGUORI, 2015; MUSSATO,
2006).

O bagaco de malte é um residuo oriundo da industria cervejeira formado pela
parte sélida obtida de filtracdo do mosto apds a maceracdo (SANTOS, RIBEIRO,
2005). O setor cervejeiro brasileiro € o mais importante do mercado sul-americano e
um dos maiores do mundo. Segundo a Associacéo Brasileira da Industria da Cerveja
(CervBrasil) o Brasil produziu 14 bilhdes de litros de cerveja no ano de 2014. Sabe-
se, que em média, a cada 100 L de cerveja sédo gerados 20 kg de bagaco (REINOLD,
1997); logo, no ano de 2014 foram geradas aproximadamente 2,8 milhdes de
toneladas de bagaco de malte. Até o momento, o bagaco de malte tem sido mais
utilizado para alimentacdo animal (principalmente bovinos) ou entdo depositado em
aterros. No entanto, estudos recentes revelaram o seu potencial para a producéao de
uma ampla gama de bioprodutos de alto valor agregado (MUSSATO, 2006; 2014).

A obtencdo de acucares a partir de matérias-primas amilaceas requer
processos que envolvam a hidrolise do material, a qual consiste em converter o amido
em acucares fermentesciveis, geralmente por meio de um processo enzimatico a
elevadas temperaturas adotadas para a gelatinizacdo e hidrolise do amido. As
principais enzimas que atuam como catalisadoras dessa reacao de hidrolise séo as
amilases, como a glicoamilase e a a-amilase (CINELLI, 2012).

Com o intuito de reduzir os custos decorrentes da elevada demanda energética
da hidroélise, surge como alternativa a hidrélise realizada em temperaturas abaixo da
temperatura de gelatinizacdo do amido, ou seja, sobre o amido granular (processo
conhecido como cold hydrolysis) (ROBERTSON et al., 2006). Diferentemente dos
processos convencionais, neste processo, € necessaria a ac¢do conjunta de um
“‘complexo” enzimatico sobre o amido na forma granular, eliminando os processos de
liguefagéo e cozimento e permitindo a redugdo no consumo de energia (GALVEZ,
2005).



27

Além disso, com o avan¢o das tecnologias, surgem novas e eficientes formas
de realizar o processo de hidrélise além do processo convencional usando agitacédo
mecéanica. Uma delas € o uso do ultrassom, onde h efeitos fisicos como a cavitacdo
gue melhoram a transferéncia de massa. A influéncia das ondas ultrass6nicas na
atividade e estabilidade de enzimas tem demonstrado ser especifica para cada
enzima e dependente dos parametros de sonicacao (MARTINEZ et al., 2000). Outra
tecnologia promissora nos processos de hidrolise é a supercritica, a qual tem sido
implantada e incentivada com a descoberta de que enzimas podem manter a atividade
biocatalitica em altas pressfes. O uso de fluidos supercriticos no pré-tratamento ou
diretamente na hidrdlise séo utilizados para aumentar a digestibilidade do substrato
deixando o polimero mais acessivel ao ataque enzimatico (ALVIRA et al., 2010). O
solvente mais utilizado nesta tecnologia é o didxido de carbono pois permite
operacgOes supercriticas com pressoes relativamente baixas e temperaturas proximas
a ambiente.

Neste contexto, o presente trabalho teve como finalidade investigar o uso das
tecnologias de ultrassom e didxido de carbono supercritico comparada a agitacéo
mecanica na hidrolise do amido granular do bagaco de malte para obtencao de

acucares fermentesciveis, empregando enzimas que atuam em baixas temperaturas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo principal o desenvolvimento de um processo

de hidrdlise enzimatica para a obtencao de agucares fermentesciveis a partir de um

residuo agroindustrial rico em amido (bagago de malte), com a utilizagédo de diferentes

tecnologias.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Realizar a hidrdlise enzimatica do bagaco de malte com agitagdo mecanica

(método convencional);

Realizar a hidrdlise enzimatica do bagaco de malte assistida por ultrassom

(sonicagao direta e indireta);

Realizar a hidrélise enzimatica do bagago de malte com o uso de 002

supercritico;

Comparar os rendimentos de agucares fermentesciveis das hidrélises de

bagaco de malte;

Realizar a caracterizacdo quimica do bagaco de malte in natura.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FONTES ALTERNATIVAS DE ENERGIA E MATERIAIS: PERSPECTIVAS

Nos dias atuais as necessidades energéticas do planeta ainda sao baseadas
principalmente nos combustiveis fosseis. As reservas destes depdsitos séo limitadas
e a sua exploracdo tem causado sérios problemas ambientais, tais como o efeito
estufa causado pela queima dos gases e graves acidentes, como o ocorrido na
exploséo da plataforma da British Petroleum no Golfo do México. Em decorréncia, a
busca por fontes alternativas renovaveis tem se intensificado para suprir o constante
aumento de demanda energética e de matéria-prima (RODRIGUES, 2011).

Pesquisadores tem redirecionado seus interesses em biocombustiveis que
tem como fonte a biomassa, e estes parecem ser a Unica alternativa l6gica para o
desenvolvimento sustentavel no contexto econémico e ambiental. Fontes renovaveis
séo avaliadas globalmente a partir da biomassa agricola e de outros residuos, 0s quais
podem ser transformados em biocombustiveis liquidos assim como em outros
materiais. Contudo, o processo de conversédo, ou a transformacao quimica, enquanto
utilizada em larga escala comercial de biocombustiveis ainda € bastante cara. Logo,
ainda ha necessidade de muitas pesquisas em busca de um processo de conversao
efetivo economicamente e ao mesmo tempo eficiente (NIGAM; SINGH, 2010).

Na corrida para desenvolver 0os novos produtos e processos que formaréo a
bioindustria do futuro, a busca por matérias primas adequadas é crucial,
principalmente no caso dos processos baseados em biotecnologia. Para muitos
destes, e provavelmente para os mais inovadores, o aclcar € a matéria prima de
eleicdo (BOMTEMPO, 2011).

3.1.1 Biomassa e os residuos agroindustriais

A biomassa € uma das poucas fontes que tem potencial para atender os
desafios de sustentabilidade e aparenta ser uma alternativa viavel frente aos recursos
fésseis para a producdo de combustiveis de transportes e de produtos quimicos, ja
gue assim como os fosseis, € um material rico em carbono (RODRIGUES, 2011).

A biomassa é um recurso renovavel quimicamente complexo, formada por

carboidratos, lignina, proteinas, gorduras e numa menor extensao, por varias outras
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substancias (NREL, 2016). Em geral, a biomassa é definida como qualquer matéria
organica de origem vegetal e a sua producédo, como resultado da reacdo de
fotossintese, depende essencialmente da energia solar e da presenca de agua e
diéxido de carbono, além de outros requisitos importantes associados a incorporacao
de nutrientes, como a fertilidade do solo, por exemplo. A energia é armazenada nas
ligagbes quimicas dos componentes estruturais da biomassa mediante processos
fotossintéticos (BNDES, 2008). Esta energia, denominada como bioenergia, esta
disponivel de forma sustentavel e pode ser obtida a partir de produtos animais e seus
residuos, da producdo de alimentos e racdes agricolas, de culturas herbaceas ou
lenhosas, de residuos ou subprodutos agroindustriais e/ou industriais, de plantas
aquéticas, entre outros, incluindo alguns residuos urbanos (NREL, 2016).

Os residuos agroindustriais despertam grande interesse, visando a sua
conversdo em uma gama de bioprodutos de maior valor agregado. A utilizacao de
residuos agroindustriais para a producdo de biocombustiveis, como o etanol,
apresenta vantagens, principalmente econdmicas e ambientais, frente aos processos
industriais que utilizam cultivos de biomassa de composicdo amilaceas. O
aproveitamento de residuos provenientes de outros processos propicia 0 uso de
insumos de baixo custo, evita 0 acumulo indesejado dessas biomassas no meio
ambiente, e sua utilizacdo pode ser implantada sem que haja competicéo direta com
a alimentacdo humana (PANDEY et al., 2000; RATTANACHOMSRI et al., 2009).

De acordo com Leitdo et. al. (2010) as diversas atividades agricolas de varios
paises e regides estdo direcionando a pesquisa para solucdes tecnoldgicas regionais
considerando uma gama de vantagens assim como sua complexidade tecnoldgica.
Uma grande variedade de substrato tem sido considerada, da mais simples para a
mais complexa: acucares (da cana de agucar, beterraba, melago, sorgo e frutas) que
podem ser convertidos diretamente a etanol; amido (do milho, mandioca e trigo); e
biomassa (principalmente dos residuos agricolas e madeira).

Segundo Rodrigues (2011) para cada tipo de biomassa deve ser empregada
uma estratégia especifica. Para a producdo de moléculas definidas a hidrolise de
biomassa é mais adequada. Entretanto, estratégias hidroliticas ndo sdo adequadas
para todos os tipos de biomassa, como aquelas ricas em triglicéridos ou lignina.
Pirdlise e gaseificacdo sdo mais adequadas para fracbes de baixo contetdo de

carboidratos. Por outro lado, fragdes enriquecidas em carboidratos séo preferidas
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pelos métodos biolégicos para geracao de alcoois e especialidades quimicas em uma

biorrefinaria totalmente integrada.

3.1.2 Biorrefinaria

Um complexo fabril andlogo ao de uma refinaria de petrdleo, chamado
“pbiorrefinaria”, tem sido proposto para produzir combustiveis, produtos quimicos de
valor agregado e energia a partir da conversédo da biomassa (NREL, 2016). Através
da producédo de varios produtos, a biorrefinaria leva vantagem de maximizar o valor
derivado a partir da matéria-prima. A biorrefinaria poderia, por exemplo, produzir
produtos quimicos em baixo volume, mas de alto valor, ou entdo de alto volume, mas
de baixo valor, como combustiveis liquidos de transporte como o biodiesel ou
bioetanol. Os projetos da biorrefinaria sdo focados na fabricacdo de combustiveis,
solventes, quimicos, plasticos e alimentos para o consumo humano. Em alguns paises
estes produtos séo produzidos a partir da biomassa residual (ZAFAR, 2015).

Segundo Kamm et. al. (2006) a converséao biotecnoldgica ira se tornar, com a
conversdo quimica, uma grande jogada no futuro (Figura 1). Como descrito, 0
funcionamento de uma biorrefinaria baseia-se no principio das refinarias de petroleo,
onde o conteudo da biomassa € sintetizado naturalmente e a sua estrutura €
totalmente diferente daquela usada pela refinaria de petroleo.

Diferentemente do petréleo, a composicdo da biomassa € heterogénea, ou
seja, as fontes de biomassa sdo graos, madeira, grama e residuos bioldgicos
contendo carbono, hidrogénio e oxigénio, aléem de constituintes bem menores
formados principalmente por nitrogénio e enxofre. A vantagem desta ampla variedade
na composicao da biomassa € que as biorrefinarias podem produzir um conjunto maior
de classes de produtos do que as refinarias de petroleo, ja que sao alimentadas por
amplas variedades de matérias-primas. A desvantagem é que um namero bem maior
de processos tecnoldgicos é necessario, além do que muitos destes processos ainda
se encontram em estagio de desenvolvimento (KAM, 2006).

Acredita-se que a biorrefinaria baseada em materiais lignocelulésicos podera
ter sucesso através da combinacdo de diferentes tecnologias e estratégias de
processamento da biomassa para a producao de diversos combustiveis e produtos
guimicos. Os desafios a serem superados devem ser baseados em: desenvolvimento

continuado de estratégias robustas para a producdo de plataformas quimicas de
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moléculas; aplicacdes de plataformas quimicas para a producdo de especialidades
quimicas e hidrocarbonetos; estratégias simples para a desconstru¢do da biomassa;
métodos para a combinacédo sinergistica de processos hidroliticos e termoquimicos
em biorrefinarias totalmente integradas; implementacdo de processos em cascata
combinados com o desenvolvimento de esquemas simples de separacgao e purificacao
de produtos e, metodologias para a utilizacao de lignina (RODRIGUES, 2011).

Figura 1 - Refinaria de petréleo versus biorrefinaria.

Combustiveis e Combustiveis e

Energia Energia
' - Bioetanol
- Biodiesel, Biogas
- Hidrogénio
Petrdleo ...... 4 Biomassa
Quimica Utilizacao de Material, Quimica

- produtos quimicos bdsicos e
especialidades
- Biopolimeros e Biopldsticos

Refinaria Biorrefinaria

Fonte: Adaptado de KAMM et al. (2006).

Existem diversas plataformas que podem ser empregues em uma biorrefinaria
(Figura 2), sendo as mais importantes a plataforma de acucar e a plataforma
termoquimica (também conhecida como plataforma de gas de sintese). A plataforma
de acucar da biorrefinaria quebra a biomassa em diferentes tipos de acucares para
posterior fermentacdo ou outro processamento biolégico em varios combustiveis e
produtos quimicos. A plataforma de gas de sintese é baseada nos processos de
conversdo termoquimica e focada na gaseificagdo da biomassa e bioprodutos
(ZAFAR, 2015).

A rota bioquimica ainda requer melhoramento das caracteristicas ideais da
matéria-prima a fim de maximizar a sua eficiéncia de converséo, reducdo de custos
por meio de processos adequados de pré-tratamento, melhoramento da eficacia das

enzimas, reducao dos custos de producgdao, integracao de processo e melhorias em
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geral. Segundo especialistas a rota termoquimica, um processo mais maduro e ha
muito tempo em operagdo em processos de conversao de carvao e gas natural, tem

menores oportunidades de reducéo de custos (WILLIAMSON, 2011).

Figura 2 - Conceito da Biorrefinaria de Duas Plataformas.

Plataforma de agicar Acticar

N ) _ Matéria-prima
/ \ (Bicquimica) -
|Jl

! L Residuos Y:\
\—Fﬂ Cogeracio Combustiveis

i - Frodutos imi
Biomassa Energia & Calor odutos Quimicos

r"f Palimeros e Materiais

&

Plataforma de Gas de Sintese

Gas de
condicionamento

(Gaseificacdo e

Termoguimica)

Fonte: Adaptado de KAMM et al. (2006).

As biorrefinarias podem ajudar na utilizacdo do potencial energético de
residuos organicos e também podem resolver os problemas de gestédo de residuos e
emissdes de gases de efeito estufa. Os residuos de biomassa podem ser convertidos,
por meio de tratamento enzimatico/quimico apropriado. A densidade de energia e
propriedades fisicas dos residuos de biomassa agricolas séo fatores criticos para
certas matérias-primas e precisam ser entendidas de forma a coincidir com uma
tecnologia de matéria-prima e processamento. Ha seis tecnologias de processamento
de biomassa genéricos com base na combustédo direta (para energia), na digestédo
anaerobia (para gas rico em metano), na fermentacao (de aclcares para alcoois), na
extracdo de 6leo (para o biodiesel), na pirdlise (para gas e 6leos) e na gaseificacéo
(para monoxido de carbono e gas de sintese rico em hidrogénio). Estas tecnologias

podem entdo ser seguidas por um conjunto de tratamentos secundarios
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(estabilizag&o, desidratagéo, atualizacéo de refino), dependendo dos produtos finais
especificos (ZAFAR, 2015).

Algumas dessas novas tecnologias ainda estdo em fase de desenvolvimento e
pesquisa, guiadas por requisitos ambientais, mas, cada vez mais, também por
determinantes econdmicos, uma vez que respondem a desafios para o crescimento
da demanda por fontes de matérias-primas e energia, como sao fontes de crescimento
econbmico potencial e lucros extraordinarios da inovagdo em uma nova revolucao
tecnologica (BASTOS, 2012).

3.2 MATERIA-PRIMA

Em um contexto mundial, a utilizacdo das biomassas residuais vem sendo cada
vez mais explorada. Problemas ambientais, como a disposicdao de residuos
provenientes da industria no meio ambiente, podem ser solucionados com o
aproveitamento destes. Uma estratégia que aparece com grande potencial para que
iSsO se torne possivel seria 0 desenvolvimento de processos biotecnolégicos que
aproveitem estes residuos. Além da possibilidade de agregar valor a uma matéria-
prima subutilizada a sua utilizacdo pode ocorrer sem que haja competicdo com a
producédo de alimentos (CINELLI, 2012).

Todas essas questdes tém impulsionado a busca por inovacées em processos
e por diferentes matérias-primas. A procura pelas matérias-primas ideais evolui
rapidamente, os requisitos para estas incluem varios fatores, dificilmente conciliaveis,
tais como: disponibilidade, preco, qualidade em relacdo ao processo de conversao,

sempre levando em conta a sustentabilidade ambiental (BOMTEMPO, 2010).

3.2.1 Cerveja e 0 seu processamento

A cerveja, assim como o vinho, pode ser considerada uma das bebidas mais
antigas do mundo. Os historiadores datam os primeiros indicios do surgimento da
cerveja na Palestina em 8.000 antes de Cristo. Os egipcios e 0s sumérios produziam
cervejas ha mais de 5.000 anos e ha indicios que os babilénios ja fabricavam mais de
dezesseis tipos de cerveja de cevada, trigo e mel ha mais de 4.000 anos a.C.
(CERVESIA, 2016). Com o passar dos séculos, 0s processos bioquimicos basicos na
producdo de malte e de cerveja tém permanecido 0s mesmos: germinagado da cevada

em malte para produzir enzimas, mosturacdo para que estas atuem e formem os
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acucares fermentaveis e, finalmente, a fermentacédo do aclcar para alcool e dioxido
de carbono (KUNZE, 2004).

Segundo a legislacao brasileira, Decreto n° 6.871, de 04 de junho de 2009,
art.36 a art.43: “Cerveja € a bebida obtida pela fermentagédo alcodlica do mosto
cervejeiro oriundo do malte de cevada e 4gua potavel, por acdo da levedura, com
adicao de lupulo” (ANVISA, 2016). As matérias-primas essenciais para a fabricacao
da cerveja sdo: agua, malte, lupulo e levedura. Parte do malte de cevada pode ser
substituida por outros cereais, maltados ou ndo, como milho, arroz, trigo, aveia,
centeio ou sorgo, 0s quais sdo denominados adjuntos. No entanto, para que a bebida
seja denominada cerveja € necessario que possua uma proporcdo de malte de cevada
maior ou igual a 50%, em peso, sobre o extrato primitivo, como fonte de acucares
(SIQUEIRA, 2008).

Conforme a Associacgéo Brasileira da Industria da Cerveja (CervBrasil), mesmo
ocupando a posicao de terceiro maior produtor de cerveja do mundo, 13 bilhdes de
litros anuais, atrds apenas da China (40 bilhdes) e Estados Unidos (35 bilhdes), e
tendo a cerveja como a bebida alcoolica mais consumida no pais, o Brasil ainda
encontra uma distancia significativa entre o potencial produtivo/consumidor de
cervejas industriais e artesanais (MARDEGAN et al., 2013; SEBRAE, 2014). Em 2014,
o Brasil produziu 14 bilhdes de litros de cerveja, mantendo o terceiro lugar no ranking
mundial de producéo, segundo dados da Kirin Beer University. O consumo per capita
do mercado brasileiro ainda tem um enorme potencial de crescimento. O pais ocupa
a 272 posicdo mundial, com consumo de 66,9 litros por pessoa (CERVBRASIL, 2015).

O processo de producdo nas cervejarias envolve as etapas de moagem do
malte, mosturacao, fervura, fermentacdo e maturacdo. O processo tradicional de
producdo da cerveja € representado esquematicamente na Figura 3, podendo
apresentar variacbes de acordo com o tamanho da industria e seus objetivos. A
mosturacdo tem por objetivo promover a hidrolise do amido a acuUcares
fermentesciveis (maltose, glicose e maltotrioses) juntamente com dextrinas de
cadeias curtas ou longas. Sao extraidos aproximadamente 65 % dos sélidos totais do
malte, que em suspensdo constituirdo o mosto para a fermentacdo da cerveja
(KUNZE, 2004).

Apés a mosturacdo, o mosto é separado e cozido juntamente com o lapulo a
aproximadamente 100°C. Durante esta etapa h& inativacdo das enzimas e

esterilizacdo do mosto. Ha também formacdo de compostos responsaveis pela cor e
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sabor do produto, através da reacdo de Maillard e caramelizagdo, e extracdo de
compostos de amargor e aromaticos do lupulo. Nesta etapa € possivel remover, por
evaporacao, compostos volateis indesejaveis, como o dimetil sulfito (DENK, 2000).

Figura 3 - Desenho esquemaético do processo produtivo de cerveja.
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Fonte: AMBROSI (2016).

Da etapa de fervura, 0 mosto segue para um novo recipiente, no qual a entrada
de forma tangencial a superficie do recipiente provoca um movimento circular do
liquido, criando um vortice, whirlpool, que aglomera as proteinas e o material
particulado no centro do tanque. O mosto é separado e segue para a etapa de
resfriamento, que deve ser realizada rapidamente para evitar a sua oxidacdo em altas
temperaturas (BAMFORTH, 2006; BRIGGS et al., 2004; PRIEST; STEWART, 2006).

No processo de fermentacao, a levedura é adicionada no mosto aerado, e se
reproduz rapidamente devido a quantidade de Oz dissolvido no meio, oxidando o
piruvato até CO2 e agua. Depois que todo o oxigénio é consumido, as células de

levedura passam a utilizar o agucar de forma anaerdbica, fermentando esses
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acucares em etanol e CO». Os principais produtos formados durante a fermentacéo
sdo etanol, glicerol, acido latico e diéxido de carbono, mas ha a formacéo de varios
outros compostos em baixas concentragdes, resultantes do metabolismo de aglcares
e aminoacidos (STEWART, 2000).

Ap6s a fermentacdo principal, a cerveja verde, que ainda possui uma
suspensédo de leveduras e uma parte de material fermentescivel, passa por uma
fermentacdo secundaria chamada maturacédo. Esta etapa do processo € realizada sob
temperaturas de 0 a 3°C, e contribui para a clarificagéo da cerveja e melhoria do seu
sabor (AQUARONE; ALMEIDA LIMA; BORZANI, 1983). O processo de maturacéo
propriamente dito dura em torno de 7 dias, contando com a fermentagéo 0 processo
leva em média 14 dias. Apés este tempo, antes da etapa de engarrafamento, faz-se
uma carbonatacao adicional. A cerveja € entdo pasteurizada e procede-se a etapa de
sacarificacdo, que é monitorada com auxilio de iodo para determinar o ponto correto
da adicéo de acucar. Em seguida, o mosto é filtrado em filtro prensa, e o que sobra é
o bagaco (REBELLO, 2009).

3.2.1.1 Malte de cevada

Entendem-se por malte os grdos germinados de cereais, sob condi¢cdes
controladas de desenvolvimento da radicula, pelo que se estimula o desenvolvimento
das enzimas amiloliticas e se modificam as proteinas e os carboidratos constituintes
do grado (REGULY, 1996). O processo de fabricacdo do malte chama-se maltagem,
gue envolve o controle do umedecimento com agua e posterior germinacao sob
condicBes controladas de temperatura e aeracdo com o intuito de formacdo das
enzimas necessarias a hidrélise dos polissacarideos e do amido presente no gréo
(SIQUEIRA, 2008; BRIGGS, 2004).

Durante a maltagem, a reserva de amido do endosperma do grdo — a porcao
amilacea que ocupa quase todo o grao- € usada como fonte energética no processo
respiratério, que se inicia com a germinacao. Esta ocorre no gérmen ou embrido,
formacédo pequena, existente na base do gréo, onde, pela oxidacao dos carboidratos
simples, redutores e prontamente utilizaveis (glicose e aclcar invertido) se liberam as
primeiras energias para: a) biossintese de proteina enzimatica; b) biossintese de
proteina de estrutura do futuro vegetal. Esgotados de acucares redutores, as

hidrolases formadas e em formagcdo, vao atuar sobre a reserva de amido,
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transformando-a em produtos de menor peso molecular, assimilaveis, por se tornarem

sollveis e paulatinamente redutores: dextrinas-maltose-isomaltose-glicose (Figura 4).

Figura 4 - Desenho esqueméatico do grdo de cevada e exemplificagcdo da mudanca
ocorrida no endosperma.
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Fonte: SENAI (1997).

Outros cereais além da cevada sédo usados na elaboracdo do malte, sdo estes:
trigo, centeio, aveia, milho, arroz e sorgo. A cevada maltada tem sido o principal cereal
escolhido, porque além de apresentar casca com capacidade de formar um leito
filtrante, possui elevada quantidade de amido e alto conteddo de enzimas que
degradam o amido em agUcares fermentaveis para as leveduras. E apenas os trés
primeiros sdo usados em escala industrial. Isto, porque cevada, trigo e centeio
desenvolvem alfa e beta amilases durante a germinacdo, além de pequena
guantidade de glicosidase; enquanto os demais produzem essencialmente apenas
alfa-amilase. A cevada é o cereal mais maltado em escala mundial, por isso, quando
se diz “malte”, sem especificar, simplesmente se trata de cevada maltada (REGULY,
1996; BAMFORTH, 2006). Segundo MUNCK (1991), aproximadamente 86% das [3-
glucanas sdo degradadas a oligossacarideos durante a maltagem, enquanto outros
componentes como peptideos e acucares sdo produzidos em altas quantidades
(Tabela 1).
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Tabela 1 - Variacdo da composic¢ao quimica da cevada e do malte (% b.s).

Componentes Cevada cervejeira Malte
Amido 64 60
B-glucanas 3,5 0,5
Lipidios 2,5 2,5
Nitrogénio total 9,5 9,5
Aminoéacidos e peptideos 0,5 15
Aclcares 2,7 7,5

Fonte: LIZARAZO (2003).

Pela germinacéao, dois tipos de malte devem ser distinguidos: o malte cervejeiro
e 0 malte para destilarias; o primeiro possui menor atividade ou poder enzimatico,
porque 0 malte nesse caso €, antes, matéria-prima para o preparo do mosto — a futura
cerveja; o malte para as destilarias tem maior poder enzimatico, ja que ele é usado
como agente sacarificante dos mostos, que a seguir serdo submetidos a fermentacao
alcodlica (REGULY, 1996).

3.2.1.2 Bagaco de Malte (BM)

Os subprodutos de natureza orgéanica da industria cervejeira constituem o maior
grupo sobre o ponto de vista de volume gerado. A geracdo de bagaco de malte (malte
processado) € particularmente abundante, correspondendo aproximadamente a 85%
dos bioprodutos gerados, logo, € possivel afirmar, que o BM é quantitativamente o
principal subproduto de producao de cerveja (REINOLD, 1997; COSTA, 2006). Em
média, o bagaco de malte corresponde a 31% do malte em peso, representando
aproximadamente 20 kg a cada 100 L de cerveja produzida (TOWNSLEY, 1979;
REINOLD, 1997).

O bagaco de malte € um subproduto formado pela parte sélida obtida de
filtracdo do mosto apds a maceracao. Este consiste principalmente de restos de polpa
e casca de malte, mas também de adjuntos, como o arroz, milho e trigo (SANTOS,
RIBEIRO, 2005). Dependendo da uniformidade da maltagem o endosperma amilaceo
e as paredes de células de aleurona podem permanecer. Residuos de lUpulo

introduzidos na maceracao também poderdo estar presentes dependendo do regime
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de infusdo. Assim, 0s principais componentes de BM serdo as paredes do
revestimento casca-pericarpo da semente, que sao ricos em celulose e
polissacarideos ndo celuldsicos e lignina, podendo conter alguns lipideos e proteinas.
A casca também contém quantidades consideraveis de silica e a maior parte dos
componentes polifendlicos do gréo de cevada (MACLEOD, 1979).

O bagaco de malte é predominantemente fibroso (70% massa seca) e protéico
(15 a 25% massa seca), apresentando também em sua composi¢cdo lipideos,
minerais, vitaminas, aminoacidos e compostos fendlicos (Aliyu e Bala, 2011; Lima
2010; Robertson et al., 2010; Mussato et al., 2006). A polpa contém 9,92% de fibra
bruta e umidade aproximada de 75-80% (SILVA, 2010). Devido a sua elevada
umidade e teores de acUcares fermentaveis, o0 BM € um material muito instavel e
susceptivel a rapida deterioracao devido a atividade microbiana. A secagem é uma
alternativa possivel para a preservacao BM com a vantagem de que ela também reduz
o volume do produto, e, portanto, diminui os custos de armazenagem e de transporte
(SANTOS et al., 2003).

A principal aplicacdo do BM tem sido com alimentacao animal, principalmente
de bovinos, ndo apenas pela sua disponibilidade e baixo custo, mas devido ao seu
alto conteido de proteinas e fibras (OZTURK et al., 2002; VIEIRA; BRAZ, 2009).
Porém, a elevada disponibilidade deste subproduto no Brasil, de aproximadamente
dois milhdes de toneladas/ano, tem impulsionado a busca por novas alternativas
através da pesquisa (LIMA, 1993; KOTLAR et al.,, 2013; LIGUORI et al., 2015;
CORDEIRO, 2011).

Devido ao fornecimento continuo, ao custo relativamente baixo e ao potencial
de valor nutricional, o BM pode ser considerado como um complemento atrativo de
inimeros beneficios para a dieta humana. O BM pode ser utilizado, por exemplo, para
fazer paes ricos em proteinas, o que podera ser muito Gtil nas regides mais pobres do
mundo, onde a comida é escassa. Além disso, a ingestdo de BM ou produtos
derivados fornece varios beneficios de saude. A sua utilizacdo como nutracéutico,
especialmente para o tratamento de colite ulcerativa, parece ser uma importante
estratégia clinica possivel para o futuro (MUSSATTO, 2006). Devido ao levado
conteudo proteico do BM, Kotlar et al. (2013) investigaram as propriedades funcionais
e antimicrobianas deste a partir de hidrélise enzimatica e observaram uma melhora

nas propriedades funcionais e uma forte atividade antimicrobiana.
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Por outro lado, considerando que os carboidratos sdo 0s principais
componentes, mais atencdo deve ser dada para a sua conversao em acucares
soliveis e fermentaveis. Atualmente, um namero de bioprodutos de valor agregado,
tais como acidos orgéanicos, aminoacidos, vitaminas, etanol, butanodiol, entre outras,
sdo produzidos por fermentagcdo utilizando glicose ou xilose como substratos
(MUSSATTO, 2006). Outra proposta para o uso do BM é em producédo energética,
através de combustéo direta ou por fermentacdo para produzir biogas. Considerando
a crise energética mundial esta seria uma interessante alternativa para este
bioproduto (REINOLD, 1997; MUSSATTO, 2006; 2014).

Segundo Mussatto (2006) outra possibilidade que deve ser considerada é a
producédo de polimeros e resinas de BM. Um grande nimero destes compostos sédo
produzidos a partir de produtos quimicos, tais como etileno, propileno, benzeno,
tolueno ou xileno. Os compostos aromaticos (benzeno, tolueno e xileno) podem ser
produzidos a partir da lignina presente no BM, enquanto que os compostos alifaticos
de baixo peso molecular (de etileno e propileno) podem ser derivados a partir de etanol
produzido pela fermentacéo de acucares gerados a partir de celulose e arabinoxilano.

Embora haja um nimero inestimado de usos para o BM, o maior impedimento
para a sua utilizacdo € o custo de transporte (especialmente da forma umida) e/ou
secagem. O consequente beneficio da utilizacdo de subprodutos industriais a partir
do BM como matéria-prima € a geracao de mais empregos. Além disso, do ponto de
vista ambiental, a eliminacéo de subprodutos industriais representa uma solucao para
os problemas de poluicdo (MUSSATTO, 2006).

3.2.2 Matérias-primas amilaceas

Além da fraccéao lignoceluldsica presente no bagaco de malte, hd um outro tipo
de carboidrato, que pode ser hidrolisado para acUcares fermentaveis, o amido.
Podemos considerar trés classes gerais de matérias-primas derivadas de biomassa
gue sao apropriadas para a producao, por exemplo, de combustiveis renovaveis:
matérias-primas amilaceas (incluindo os acucares), matérias-primas de triglicérides e
matérias-primas lignocelulésicas. Matérias-primas amilaceas sdo aquelas compostas
por polissacarideos de glicose unidas por ligacdes glicosidicas, como amilose e
amilopectina, que sao facilmente hidrolisados para mondémeros de agucar, tornando-
0s acessiveis a fermentacdo (ALONSO; BOND; DUMESIC, 2010).
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O amido é, depois da celulose, o carboidrato mais encontrado na natureza. Os
cereais (como o milho, o arroz, cevada e outros), os seus produtos do beneficiamento,
(os farelos), bem como os tubérculos (batata, mandioca, batata doce, entre outros)
séo as principais fontes de amido (REGULY, 1996).

3.2.2.1 Amido

O amido é o maior polissacarideo de reserva das plantas podendo ser obtido
de diversas fontes vegetais. Formado por n unidades de glicose (CeH100s), 0 amido é
0 Unico polissacarideo armazenado sob a forma de granulos (Figura 5), que possuem
forma e tamanho dependente de sua origem e que apresentam um certo grau de
organizagdo molecular, o que confere aos mesmos um carater semicristalino
(YOUNG, 1984; MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

Os granulos de amido variam em tamanho e forma (poligonal, esférica,
lenticular) e podem variar muito em relacdo ao conteudo, a estrutura e a organizacao
das moléculas de amilose e amilopectina. Os granulos podem ocorrer individualmente
ou agrupados. Em trigo, milho, cevada, centeio e sorgo, os granulos séo simples, pois
cada plastideo contém um granulo. Ja em arroz e aveia 0s granulos sdo compostos,
guando muitos destes estdo dentro de cada amiloplasto (LINDEBOOM; CHANG,;
TYLER, 2004). O amido de cevada consiste em uma mistura de granulos grandes,
lenticulares (15-25mm) — TIPO A e menores, irregulares (<10 um) — TIPO B (YOU,
IZYDORCZYK, 2002).

Figura 5 - Representacdo esquematica do granulo de amido.
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Fonte: FENIMAN (2004).
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Estruturalmente, como representado na Figura 6, o amido é composto por
unidades de glicose ligadas entre si pelos carbonos C1-C4 e C1-C6, através de
oxigénio, formando ligagbes glicosidicas a (1-4) e a (1-6). Os dois principais
componentes macromoleculares de amido sdo amilose e amilopectina, com estruturas
e funcionalidade diferentes (SURMELY et al., 2003; BEMILLER; WHISTLER, 2009).
Além destes, alguns estudos tém mostrado a presenca de um terceiro componente
denominado material intermediario (BILIADERIS, 1991; WANG et al., 1993).

Figura 6 - Esquema das ligac6es glicosidicas presentes em cadeias de amido.
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Ligacdo o-1,4

Fonte: Adaptado de COLLARES (2011).

As variacdes nas proporcdes entre os componentes e a diversidade sob a
forma podem resultar em granulos de amido com propriedades funcionais e fisico-
guimicas diferentes, podendo afetar as suas aplicacdes industriais (COPELAND,
2009; MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010). O tamanho do granulo podera
afetar, por exemplo, a suscetibilidade enzimatica, as caracteristicas de cozimento, a
propriedade de inchamento e cristalinidade, dentre outras (LINDEBOOM; CHANG;
TYLER, 2004).

O teor de umidade dos granulos de amido nativo € geralmente cerca de 10%.
Amilose e amilopectina comp&em 98-99% do peso seco dos granulos, com o restante
compreendendo pequenas quantidades lipideos, fésforo, proteinas, minerais e sais.
Na superficie desses granulos estdo presentes, além das proteinas, enzimas,
aminoacidos e acidos nucléicos (BULEON et al., 1998; HOOVER, 2001).

De acordo com Buléon et al. (1998), a presenca de lipideos pode alterar
significativamente as propriedades e funcionalidades do amido. A formacédo de
complexo do amido com lipideos reduz a solubilidade do amido em agua, altera suas

propriedades reoldgicas, diminui sua capacidade de inchaco, provoca o aumento da
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temperatura de gelatinizacéo, reduz a rigidez do gel, retarda a retrogradacgao e causa,
ainda, menor susceptibilidade a hidrélise enzimética (COPELAND et al., 2009).

O termo “gelatinizacdo” é utilizado para descrever a expanséo e hidratagdo dos
granulos de amido quando estes sédo aquecidos na presenca de agua. A gelatinizacdo
do amido é seguida do rompimento da ordem das moléculas dentro dos granulos de
amido com mudancas irreversiveis nas propriedades, como o0 aumento dos granulos,
fusdo de cristais, perda da cristalinidade, aumento da viscosidade (SINGH et al.,
2003). Na temperatura de gelatinizagéo as ligacdes de hidrogénio entre as cadeias de
amilose e amilopectina tornam-se mais fracas e sdo rompidas, promovendo reducéo
da cristalinidade, o que possibilita a entrada de agua e inchago dos granulos
(HOOVER, 2001). Essas temperaturas de gelatinizagdo variam entre os amidos de
diferentes fontes. SINGH et al. (2003) citam valores na faixa de 61 a 72°C para a
batata, 68 a 74°C para o milho, 65 a 79°C para o arroz e 56 a 62°C para o trigo. Para
a cevada, a temperatura de gelatinizacdo pode variar de 54 a 66°C, dependendo da
sua composicdo (MACGREGOR; FINCHER, 1993).

O fendmeno seguinte a gelatinizacdo na dissolucdo do amido € conhecido
como empastamento. Este envolve um inchamento granular e, eventualmente, total
rompimento dos granulos. Nesta etapa ha um aumento na viscosidade da solugéo. Ja
a retrogradacéao do amido é o fendbmeno que ocorre quando as moléculas de amido
comecgam a reassociar em uma estrutura mais ordenada, tornando-se menos solluveis
(BENINCA, 2008).

3.2.2.1.1 Amilose

A amilose é um polimero predominantemente linear formado por unidades de
D-glicose ligadas por ligagdes a- (1—4), que corresponde tipicamente a 20-30 % da
massa total do amido, dependendo da fonte de origem. A amilose tem uma faixa de
massa molar média de aproximadamente 10°-10° g/mol e pode conter cerca de 2-11
cadeias com entre 200 e 700 residuos de glicose por cadeia, correspondendo a um
grau de polimerizacdo de 1 000 a 10 000 (MANNERS, 1989; ELIASSON, 2004;
TESTER; KARKALAS, 2001).

Como descrito, a molécula de amilose presente nos granulos de amido séo
estritamente lineares, porém, podem haver algumas ramificacdes. Uma prova da

ocorréncia de pontos de ramificacbes na amilose é a conversdo incompleta deste
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polimero em maltose pela agdo da (- amilase, que pode variar de 73 a 95%
(MORRISON; KARKALAS, 1990).

A Figura 7 apresenta a estrutura linear da amilose do amido. Em uma das
extremidades da cadeia polimérica a unidade terminal de glicose apresenta uma
hidroxila priméria e duas secundarias, assim como um grupamento aldeido redutor da
molécula. A extremidade oposta ou final ndo-redutor apresenta uma unidade de
glicose contendo uma hidroxila priméria e trés secundarias, sendo que as outras
unidades de glicose do polimero apresentam uma hidroxila priméria e duas
secundarias (WURZBURG, 1986).

Figura 7 - Estrutura linear da amilose.

CH;OH CH,OH CH,OH
OH
HO ol NOH ol N\OH. /oH
OH OH ' OH

Fonte: BEMILLER; WHISTLER (2009).

3.2.2.1.2 Amilopectina

A amilopectina € um polimero altamente ramificado (Figura 8), com unidades
de D-glicose ligadas através de ligagdes a- (1—4) e ramificagdes em a-(1—6). No que
diz respeito ao tamanho, € um polimero muito maior que a amilose, com massa molar
na faixa de 107-10° g/mol e um grau de polimerizacdo que pode ser superior a 108. A
maioria dos amidos contém 60-90 % de amilopectina em massa. As ramificacfes
conferem a este polimero caracteristicas amorfas, diferente da amilose, que apresenta
caracteristicas cristalinas (MANNERS, 1989; ELIASSON, 2004; COPELAND et al.,
2009).
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Figura 8 — Estrutura da amilopectina.
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Fonte: BEMILLER; WHISTLER (2009).

A molécula de amilopectina consiste em uma cadeia principal C que carrega o
grupo redutor da molécula, e numerosas cadeias ramificadas, denominadas cadeias
A e B. As cadeias A nao carregam qualquer ramificacdo, enquanto as cadeias B sao
substituidas por outras cadeias. Este modelo de conformacdo estrutural de
amilopectina € o mais aceito e devido a aparéncia de “cacho” recebe o nome de
Clusters, onde as ramificacbes da cadeia sdo formadas pelo grande numero de
cadeias laterais lineares curtas, arranjadas em duplas hélices (Figura 9). As estruturas
de clusters sdo extremamente compactas, que originam regides cristalinas e, estas
regides alternam-se com regifes amorfas, que sdo menos ramificadas e compactadas
(HOOVER, 2001).

Figura 9 - Estrutura de cluster mostrando as cadeias de amilopectina.
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Fonte: Adaptado de ELIASSON, (2004).
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3.3 HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrolise consiste na quebra de polissacarideos (em adi¢cdo de agua) em
acucares simples (monoméricos), que possuem cadeias menores e que possam ser
convertidos diretamente em produtos de valor agregado. Muitos métodos para
hidrélise tém sido descritos, porém os métodos mais frequentemente aplicados sao: a
hidrélise quimica e a hidrélise enzimatica (BALAT, 2011).

A hidrélise acida apresenta a vantagem de ser mais rapida, entretanto
apresenta muitas desvantagens, como por exemplo, os problemas de corrosdo, o uso
de grandes volumes de reagentes e de agua, assim como a nhecessidade de
neutralizacdo no final do processo. A hidrolise enzimatica € um método eficaz e
ambientalmente correto, que tem se destacado frente a hidrolise acida devido as
condi¢cbes amenas de operacédo, tornando-a uma rota atrativa e reduzindo a formacao
de produtos indesejaveis de degradacdo (SURMELY, 2003; BALLAT, 2011).

Em suma, dos dois métodos de hidrélise possiveis, a hidrolise acida é eficiente
e relativamente pouco dispendiosa, mas forma compostos que podem inibir
seriamente a fermentacao subsequente. Por outro lado, a hidrélise enzimatica vem se
desenvolvendo juntamente com o desenvolvimento da biotecnologia e, por
conseguinte, existe uma possibilidade de melhorias relacéo a eficiéncia e aos custos
(RABELO et al., 2009).

3.3.1 Hidrélise enzimatica de materiais amilaceos

No processo de hidrdlise de materiais amilaceos ocorre a transformacao lenta
do amido, originando dextrinas, (caracterizada por uma mistura de oligossacarideos
de baixo peso molecular), maltose e, finalmente, D-glicose (MORRISON, 1996). A
hidrolise enzimética de amidos é vista ndo apenas como um processo industrial
importante para a obtencdo adocantes, de xaropes, de produtos quimicos (etanol,
acetona, etc.), mas também como técnica que auxilia no estudo da estrutura dos
granulos de amido (LI et al., 2004). A hidrolise, também é denominada sacarificagéo
—no sentido de adocamento, pela maltose e glicose formadas, de sabor doce, ausente
no amido original — ainda algumas vezes é designada por liquefacéo, devido a reducéo

da viscosidade das disperso6es coloidais do amido (REGULY, 1996).
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Para que ocorra o aproveitamento do amido como fonte energética através da
hidrélise enzimética, dado o seu teor de glicose, usam-se microrganismos que Sao:
ou capazes de hidrolisar o amido disponivel ou capazes de converter o amido
hidrolisado em outros produtos através de fermentacdo (COLLARES, 2011). A
hidrélise enzimética do amido granular envolve enzimas em solucdo agindo sobre um
substrato sélido (LI et al., 2004).

Durante a hidrdlise a natureza do substrato amilaceo a ser utilizado € um fator
gue pode contribuir ou limitar a acdo da enzima. Amidos granulares de cereais sé&o
mais suscetiveis a hidrélise do que amidos de raizes e tuberosas quando digeridos
por apenas uma enzima purificada. No entanto, a extensdo de hidrélise também
depende do tipo de enzima, quantidade de atividade da enzima, tempo de reacéo,
temperatura e presenca ou auséncia de inibidores, entre outros fatores (ROBERTSON
et al., 2006).

Na hidrélise enzimatica podem ser usadas enzimas de origem vegetal ou
microbiana. Destacam-se o malte, o farelo enzimatico (cultivo de microrganismos
amiloliticos, como o fungo da espécie Aspergillus oryzae, cujo crescimento se da em
farelo de milho, trigo, arroz ou cevada, previamente gelatinizados) e enzimas
comerciais obtidas de microrganismos (VENTURINI FILHO; MENDES, 2003).

3.3.2 Enzimas

As enzimas sao substancias organicas compostas por sequéncias de
aminoacidos (proteinas), que atuam como catalisadores biolégicos e desempenham
um papel fundamental no metabolismo dos seres vivos. Apresentam um sitio ativo
onde ocorre a catélise, além de conformacdes com arranjos espaciais e um
enovelamento especifico, sendo que suas propriedades, estabilidade e funcéo estéo
relacionadas com sua estrutura tridimensional (VOET; VOET, 2006; CINELLI, 2012).

Algumas enzimas sao constituidas apenas de aminoacidos, enquanto outras
possuem uma parte ndo-proteica (co-fator), a qual pode ser um metal (inorgénico) ou
uma coenzima (organico). Uma caracteristica das enzimas € a dupla especificidade,
relacionada ao tipo de reacéao (especificidade reacional) ou ao tipo de substrato, onde
uma enzima so pode catalisar uma reacao especifica ou atuar restritamente a um tipo
de substrato, respectivamente (NELSON; COX, 2004).
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As enzimas apresentam propriedades de alta especificidade e seletividade
quimica, possuem grande importancia em processos biotecnolégicos podendo ser
empregadas em diversas rea¢des quimicas. O principio basico da catalise enzimatica
€ a capacidade de uma enzima diminuir a energia do estado de transicdo. Como a
velocidade de uma reacdo quimica é proporcional a concentracdo do complexo no
estado de transicao (S 1), a reducao da energia de ativagdo conduz a um aumento da
taxa de reacdo (Figura 10). A reacao termodinamicamente favoravel, passa a ser
também, cineticamente favoravel (MARANGONI, 2003; CINELLI, 2012).

Figura 10 - Acdo catalitica das enzimas.

Energia 1

(=32

Progresso da reagao
Fonte: Adaptado de MARANGONI, (2003).
A classificacdo das enzimas e a sua nomenclatura geralmente estao
associadas a reacao quimica que catalisam. De acordo com a comisséo de enzimas

(EC) da Uniao Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular existem seis grandes

classes de reacdes enzimaticas, apontadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Classificacdo das enzimas segundo o tipo de reacéo catalisada.

Classificacao Reacdo Catalisada
Oxidorredutases (EC 1.) Reacdes de oxidacdo-reducéo
Transferases (EC 2.) Transferéncia de grupos funcionais
Hidrolases (EC 3.) Reacdes de hidrolises
Liases (EC 4.) Eliminacdo de grupos para formar ligas duplas
Isomerases (EC 5.) Isomerizacéo
Ligases (EC 6.) Formacdao de ligacdo com hidrélise de ATP




52

3.3.2.3 Enzimas amiloliticas

Visto que a classificacdo das enzimas € associada a reagdo quimica que
catalisam e ao substrato sobre o qual atuam, as enzimas amiloliticas pertencem a
classe das hidrolases e, mais particularmente, a categoria que catalisam as reacdes
do amido originando diversos produtos, que incluem dextrinas e polimeros
progressivamente menores compostos de unidades de glicose (WINDISH; MHATRE,
1965; MASIERO, 2012).

As enzimas responsaveis pela degradacdo de amido estdo amplamente
distribuidas na natureza. Embora as amilases possam ser derivadas de varias fontes,
incluindo plantas, animais e microrganismos, enzimas microbianas geralmente
atendem as demandas industriais. Um grande namero de amilases microbianas esta
disponivel comercialmente e tem substituido quase que completamente a hidrolise
guimica de amido no processamento industrial. Convém ressaltar que as amilases séo
de grande importancia para a biotecnologia com aplicacdes que vao desde alimentos,
fermentacdo, téxtil as industrias de papel (PANDEY et al, 2000b).

Segundo Gupta et al. (2003) as amilases podem ser divididas em duas
categorias: endoamilases e exoamilases. A classificacdo é feita de acordo com o

mecanismo de acdo sobre a estrutura dos polimeros (Figura 11).

Figura 11 - Enzimas que podem ser empregadas para a hidrolise do amido.
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a-1 G-glucanases _I:

exo-a-1 6-glucanase

exopululanase
Fonte: Adaptado de LIN; TANAKA (2006).

As endoamilases catalisam aleatoriamente as ligacdes glicidicas no interior da

molécula de amido, liberando ramos lineares de oligossacarideos de cadeias de
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diversos comprimentos, enquanto as exoamilases hidrolisam a molécula a partir de
uma extremidade n&o redutora gerando produtos finais pequenos (GUPTA et al.,
2003). Outro conceito dado por Reed (1975) mostra que amilases podem ser divididas
em trés grupos: as a-amilases, as quais rompem as ligagdes no interior do substrato
(endoamilases); as B-amilases, que hidrolisam unidades das extremidades né&o
redutoras do substrato (exoamilases); e as glicoamilases (amiloglucosidases), as
quais liberam unidades de glicose do terminal ndo-redutor das moléculas do substrato.
Uma representacdo esquematica dos mecanismos de acdo das diferentes amilases

sobre o amido é apresentada na Figura 12.

Figura 12 - Representagdo esquematica da acdo das enzimas amiloliticas.
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Fonte: Adaptado de BERTOLDO; ANTRANIKIAN, (2002).

A a-amilase (endo-a-1,4-glucanase) age sobre amido clivando de forma
essencialmente aleatéria as ligagdes glicosidicas a (1-4), produzindo acgUcares
redutores. A hidrélise da a-amilase na fracéo de amilopectina do amido produz glicose,

maltose e uma série de a-dextrinas limite, oligossacarideos de quatro ou mais
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residuos de glicose, todos eles contendo ligagbes glicosidicas a-1,6. Uma hidrdlise
adicional sobre os produtos do primeiro estagio de acdo da enzima ocorre lentamente,
afetando a hidrolise de algumas ligacBes na regido de ramificacdo da molécula
(BEMILLER; WHISTLER, 1996). Dentre as enzimas amiloliticas, a a-amilase € a mais
importante, pois desempenha um papel fundamental na conversdo do amido em
produtos de baixa massa molecular, que podem ser utilizados por outras enzimas do
mesmo grupo (SANTANA, 2012). A B-amilase (a-1,4-glucan maltohidrolase), também
chamada sacarégena, hidrolisa as ligagdes glicosidicas a-1,4 de polissacarideos a
partir da extremidade ndo-redutora sobre a pendultima ligacdo 6xido, separando duas
unidades de glicose na forma de (3-maltose, por uma inversdo (HARGER, 1982).

A glicoamilase (1,4-a-D-glucan glicohidrolase), também conhecida como
amiloglucosidase, hidrolisa ambas ligacdes glicosidicas a (1-4) e a (1-6) produzindo
D-glicose a partir da extremidade nédo redutora da cadeia de amido. No entanto, a taxa
de hidrdlise de cada tipo de ligacdo é dependente de cada enzima individualmente.
Por exemplo, glicoamilase hidrolisa ligagbes glicosidicas a (1-4) cerca de 20 vezes
mais rapido que a (1-6). Além disso, a temperatura, o pH da solucéo, a estrutura e a
composic¢ao quimica do granulo de amido afetam a hidrolise enzimatica (MURTHY et
al., 2011).

As enzimas amiloliticas atuam sinergicamente sobre seu substrato de acao.
Desta forma sdo necessarias diversas enzimas agindo em conjunto para converter
completamente o amido em glicose (MASIERO, 2012). Segundo Robertson et al.
(2006) os sinergismos mais comuns sdo de endo e exo enzimas. Quando a
amiloglucosidase age sozinha ndo ha mudanca no nimero de sitios do substrato até
a amilose ou amilopectina serem digeridas a seus ultimos residuos. Quando as
enzimas a-amilase e amiloglucosidase agem juntas, a acdo endo-catalitica aumenta
0 numero de sitios do substrato para a acdo da exo-enzima, permitindo um aumento
na taxa de conversdo. Sabe-se, que através deste sinergismo, que o amido nao

gelatinizado e néo inteiramente liquefeito também pode ser hidrolisado.

3.3.3 Hidrdélise do amido granular

Durante séculos a hidrolise enzimética de amido granular para producdo de
alcool tem sido usada. Foram encontradas em vasos de ceramica do Egito antigo

evidéncias microscopicas da utilizacdo do amido cru, ndo gelatinizado, como um
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substrato para bebidas alcodlicas (SAMUEL, 1996). Durante a Segunda Guerra
Mundial, pesquisas foram realizadas usando a digestdo de amido cru para se obter
glicose ou etanol. Enfim, estudos sobre hidrélise a frio do amido ndo séo recentes,
mas tem se intensificado nos ultimos tempos (BALLS; SCHWIMMER,1944; SAHA,;
UEDA, 1983; CINELLI, 2012).

Polimeros de amido nativo precisam ser completamente hidratados a fim de
ficarem acessiveis para enzimas hidroliticas. Isto ocorre geralmente por aguecimento
a 70-80°C, representando um processo complexo de "descompactacdo” de
moléculas, conhecido como gelatinizacdo, onde a &gua penetra até as regides
fortemente cristalizadas dos granulos (ROBERTSON et al., 2006). Evolutivamente, a
diversidade de ambientes garantiu aos fungos filamentosos, a capacidade de
sintetizar uma série de enzimas com diferentes caracteristicas, possibilitando-lhes
uma forma de sobrevivéncia através do uso da matéria organica solida do meio como
fonte de carbono (GOUKA et al., 1997).

De acordo com Cinelli (2012) esta alternativa de hidrélise em temperaturas
inferiores a de gelatinizacdo do amido tem sido descrita como: hidrolise a frio (cold
hydrolysis); hidrélise ndo convencional (non-conventional hydrolysis); hidrolise a
baixas temperaturas (low temperature hydrolysis); hidrélise do amido granular
(granular starch hydrolysis) ou, ainda, hidrélise sem cozimento do amido ou do amido
cru (non-cooking ou raw starch hydrolysis). Diferentemente da hidrolise convencional
gue ocorre em fase aquosa, o substrato da hidrolise a frio € amido granular que esta
ainda solido. Entao, a transferéncia de massa entre as fases se torna um fator limitante
nesse tipo de hidrélise. Como consequéncia, sdo normalmente necessarias
concentracfes de enzima maiores do que no método convencional (Vidal et al., 2009).

Avancos recentes na hidrélise e fermentacdo usando amido granular sob
temperaturas abaixo de gelatinizacdo pode levar a uma inovag¢do na producédo de
etanol. Esta hidrélise do amido a frio pode proporcionar muitos beneficios, como a
reducédo da energia de consumo e a melhoria da producéo. No entanto, a sua taxa de
hidrolise baixa e/ou hidrélise incompleta devido a heterogeneidade estrutural e
natureza cristalina de moléculas de amido sdo desafios para a adocédo desta
tecnologia (Robertson et al., 2006).

Segundo Li, Vasanthan e Bressler (2012) a compreenséo do granulo de amido
guanto as caracteristicas estruturais e os fatores que influenciam a cinética da

hidrélise é altamente importante para o desenvolvimento de abordagens praticas de
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otimizag&o do processo. A eficiéncia de conversao de amido para glicose por certas
enzimas hidroliticas depende grandemente da fonte de amido, da estrutura (por
exemplo, peso molecular e comprimentos de cadeia de amilose e amilopectina, poros
superficiais dos granulos de amido, etc) e da composicao.

A maioria das enzimas estudadas para a hidrolise de amido granular notificadas
até o momento sao pouco eficientes na hidrélise amilacea, ndo produzindo altos
rendimentos de agucares fermentaveis. Portanto, as enzimas que podem digerir o
amido granular sdo economicamente atraentes, porque aumentam a gama de fontes
de amido para hidrdlise direta. Com os avancos tecnolégicos na area da biotecnologia
e da engenharia enzimética, uma nova geracdo de enzimas amiloliticas tem sido
descoberta (UTHUMPORN, ZAIDUL, KARIM, 2010).

Enzimas comerciais estao disponiveis em uma mistura de amilases, que podem
hidrolisar efetivamente o amido granular insolivel em agucares fermentaveis,
permitindo que a despolimerizacdo do amido para glucose numa sacarificacdo
simultanea ao processo de fermentacéo para a producao de alcool (UTHUMPORN;
ZAIDUL; KARIM, 2010). A Genencor desenvolveu uma mistura de enzimas a-amilase
e glicoamilase, chamada Stargen™, propria para hidrélise de amido granular. E
sugerida, no processo proposto, uma etapa inicial onde a suspensao de amido é
aquecida entre 40°C a 60°C por 30 a 90 minutos sob a acdo de a-amilases
termoestaveis e proteases. Em seguida, o mosto € resfriado até a temperatura de
fermentacdo e, entdo, sdo adicionadas a Stargen™ e a levedura. Desta forma,
liguefacdo, sacarificacdo e fermentacdo ocorrem simultaneamente (GENENCOR,
2008; 2010). Na linha Stargen™ de produtos, os preparados enzimaticos Stargen™
001 ou 002 sao formulados contendo a-amilase de Aspergillus kawachi, expressa em

Trichoderma reesei, e glicoamilase de Aspergillus niger ou de Trichoderma reesei.

3.4 TECNOLOGIAS USADAS NA HIDROLISE
3.4.1 Agitacdo Mecanica

A agitacdo mecanica € uma das principais operacfes unitarias usadas em
processos biotecnolégicos e tem como funcdo manter a homogeneidade do meio
reacional, remover os gases e o calor gerado durante o experimento (SCHMIDELL,

FACCIOTTI, 2001). A agitacdo mecéanica deve ser levada em conta quando se faz a
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escolha de um biorreator, pois possibilita a transferéncia de calor e massa entre as
fases (SANTOS, 2006).

Os mecanismos responsaveis para os efeitos benéficos de mistura e agitacao
mecéanica durante a hidrolise enzimética ainda n&do sdo bem compreendidos.
Kristensen et. al. (2009) e Hsieh (2014) sugeriram que a agitacao evita 0 acimulo de
produto e, portanto, neutraliza uma possivel inibicdo do produto final. Pode-se também
especular que a agitacdo aumenta a velocidade de hidrélise, contribuindo para a
deslocalizacédo das enzimas do recalcitrante para regides degradaveis do substrato
(HIMMEL et al., 2007).

3.4.2 Ultrassom

A sonicacdo € um processo de tratamento fisico-quimico que fornece energia
sob a forma de ondas sonoras. De acordo com Babics (2009) ondas sonoras sao
ondas mecanicas produzidas por deformacdes provocadas pela diferenca de pressao
em um meio elastico ou deformavel (ar, metais, isolantes, agua, entre outros). Estas
ondas nao devem ser confundidas com microondas eletromagnéticas e necessitam
de um meio para se propagar, isto €, ndo se propagam no vacuo.

O ultrassom é uma onda sonora oscilante fora do alcance da audicdo humana
de frequéncia superior a 16-20 kHz (KARDOS; LUCHE, 2001). Este pode ser
classificado em trés categorias; ultrassom de baixa energia (16-100 kHz; 10-1000
W/cm?), ultrassom de alta frequéncia (100 kHz-1 MHz; <10 W/cm?) e ultrassom
diagnostico (1-10 MHz) (PATIST; BATES, 2008). O ultrassom de baixa intensidade
tem potencial para melhorar a conversdo de acucares em etanol na etapa de
fermentacdo, enquanto o de alta intensidade é energeticamente suficiente para ser
utilizado em processos de pré-tratamento de biomassa.

O ultrassom é transmitido para um fluido, normalmente através de uma sonda
sbnica, ou sonotrodo, ou alguma outra forma de transdutor de som. O sonotrodo
geralmente consiste de uma haste continua, que oscila ao longo do seu eixo vertical
para a frequéncia do ultrassom. A energia transmitida pela onda sonora é absorvida
pelo liquido formando microcavidades (bolhas de cavitacdo), as quais crescem e
colapsam num curto espaco de tempo liberando grande quantidade de energia ao
meio reacional. Este fenbmeno é conhecido como cavitacdo. Em uma faixa de 20-50

kHz, o colapso ocorre numa escala de tempo curto, que corresponde a cerca de 10
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s, curto o suficiente para levar a um aquecimento intenso na bolha residual, isto €, um
"ponto quente” (Figura 13) (KARDOS; LUCHE, 2001).

Figura 13 - Esquema do fendbmeno de cavitagéo.
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Fonte: KARDOS; LUCHE (2001).

Devido as condicdes extremas de temperatura e pressao que essas bolhas de
cavitacdo podem alcancar, 5000 K e 1200 bar, as moléculas mais volateis se
vaporizam e sofrem degradacéao pela temperatura, gerando radicais livres (KARDOS;
LUCHE, 2001). Além do efeito de lise das moléculas, o colapso pelas bolhas de
cavitacdo gera forcas mecanicas, as quais sao capazes de romper moléculas,
homoliticamente ou heteroliticamente, de forma nao aleatoria (ADEWUYI, 2001).

A sonicacao pode ser aplicada direta ou indiretamente, onde em processos de
fermentacdo envolvendo células vivas, a sonicacéo indireta pode ser eficaz. Nesta
forma de ultrassons, o sonotrodo ou transdutor transmite a energia a um banho de
fluido circundante ao recipiente que contém o material a ser processado (SULAIMAN,
2011). Ja a sonicacdao direta transfere energia sénica para o fluido a ser processado
e € mais indicado para o pré-tratamento de biomassa lignocelulosica (CHISTI, 2003).

A cavitacao sofre grande influéncia pelas caracteristicas fisico-quimicas do
solvente, soluto ou gases (ADEWUYI, 2001). A frequéncia ultrassonica, o tempo de
aplicacado, a energia especifica e as caracteristicas do substrato também influenciam
o ultrassom (RINCON et al., 2014).

Os grupos de pesquisa e industrias com experiéncia em atividades envolvendo
0 uso de ultrassom vem aumentando. Segundo Mason (2003) existem basicamente

trés ramos de pesquisa com ultrassom:
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» Sonoquimica, com origem em quimica e fisica: esta inclui sintese, catélise e
estudos fundamentais de cavitacao envolvendo principalmente o meio académico.

 Ultrassom de poténcia, com suas origens na engenharia e processamento:
gue inclui o processamento de limpeza, soldagem e materiais envolvendo
principalmente a inddstria.

» Diagnéstico de ultrassom, envolvendo ensaios nao destrutivos e digitalizacédo
médica: o qual atrai grande interesse na area académica e da industria.

A despolimerizacdo enzimatica de amido mediada por ultrassons tem sido
estudada, constituindo um dos raros exemplos de uso enzimas em sonoquimica
(SINISTERRA, 1992). O uso de ultrassom em reac¢6es de hidrélise enzimética requer
atencdo e cuidado devido a uma possivel perda de atividade enzimatica que as
condicBes de calor e sonicacdo combinadas podem gerar (LUO; FANG; SMITH JR,
2014). Inesperadamente, a uma baixa intensidade, algumas enzimas nao sao
desativadas (BARTON; BULLOCK; WEIR; 1996). O ultrassom de intensidade
moderada ativa as enzimas em reacdes cataliticas e encurta significativamente o
tempo da reacdo. A cavitacao ultrassdnica e os seus efeitos secundarios intensificam
a adsorcao/dessorcao sobre os locais ativos das enzimas, melhorando a eficiéncia da
reacao e reduz a possivel desativacdo enzimatica a partir de inibidores (LUO; FANG,;
SMITH JR, 2014).

3.4.3 Di6xido de carbono supercritico

A tecnologia supercritica se apresenta como uma alternativa atraente para
aplicacdes de processos diferentes devido ao uso de solventes ambientalmente
amigaveis e ao tempo curto de reacao (Albarelli et al., 2011). O estado supercritico foi
evidenciado pela primeira vez em 1822, e em 1879, Hannay e Hogarth demonstraram
a capacidade dos fluidos supercriticos em dissolver solutos, introduzindo a
possibilidade de um novo meio solvente (ROMBAUT et al, 2014; HERRERO et al,
2010).

Quando submetido a temperatura e pressao maiores que as condi¢des criticas
(Tc e pe, respectivamente) um fluido é considerado em estado supercritico. Quando
atravessam as condicdes criticas, como indicado na Figura 14, tanto a fase gasosa
guanto a fase liquida séo indistinguiveis (BRUNNER, 2005). A temperatura critica (Tc)

€ considerada como a temperatura maxima, na qual o gas pode ser convertido em
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liquido pelo aumento da pressao, e a pressao critica (pc) como a pressao maxima, na
qual o liquido pode ser convertido em gas pelo aumento da temperatura (RIZVI et al,
1986).

A hidrélise da biomassa com fluidos supercriticos torna o0 processo
interessante, pois surge como alternativa aos solventes convencionais. As
propriedades fisico-quimicas exclusivas de dualidade entre gas e liquido dos fluidos
supercriticos Ihes conferem grande relevancia, pois podem ser ajustadas nas
condicdes de operacado que permitem obter um coeficiente de difusdo alto, além de
um elevado grau de seletividade, um poder de solvatacdo e facil separacdo do
solvente (TORO et al., 2014; PORTO et al., 2014). Dentre estas propriedades, as mais
significantes sdo a viscosidade e a densidade, pois a baixa viscosidade permite que
haja penetracdo do solvente na matriz solida, enquanto que a densidade elevada do
fluido supercritico auxilia na solubilizacdo dos compostos (SHARIF et al., 2014).

Figura 14 - Diagrama de fases para uma substancia pura.
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Fonte: Adaptado de Brunner (2005).

Na Tabela 3 sao listados os valores caracteristicos para o estado gasoso,
liquido e estado supercritico. A densidade, proxima a dos liquidos, esta relacionada

com o poder de solvatacao do solvente. Ja a viscosidade, proxima a dos gases, e a



difusividade, intermediaria entre a dos gases e dos liquidos, estao relacionadas com

a taxa de transferéncia de massa entre o soluto e o fluido (BRUNNER, 2005).

Tabela 3 - Valores caracteristicos das propriedades fisicas dos gases, liquidos e

fluidos supercriticos.

Estado de agregacéo Densidade | Difusividade | Viscosidade
(g.cm?) (cm2.s?) (g.cmts?)
Gas
P=1 01 bar. T= 15-30°C (0,6-2,0).103 0,1-0,4 (0,6-2,0).104)
Liquido
P=1 01 bar. T= 15-30°C 0,6-1,6 (0,2-2,0).10° | (0,2-3,0).102
FSC
Tc, Pc 0,2-0,5 0,7.103 (1-3).10*
Tc, 4Pc 0,4-0,9 0,2.10°3 (3-9).10*

Fonte: Adaptado de Brunner (2005).

Em biocatalise, a escolha do solvente € um dos fatores mais importantes, pois
na maioria das vezes as caracteristicas do solvente organico influenciam na
transferéncia de massa no sistema de reacdo, e também tem influéncia sobre a
estrutura da enzima (PEREIRA, 2013). O uso dos fluidos supercriticos no pré-
tratamento ou diretamente na hidrélise sdo utilizados para deixar o polimero mais
acessivel para o tratamento aumentando assim a digestibilidade do substrato (ALVIRA
et al., 2010).

Dioxido de carbono (CO2) é o principal solvente utilizado, pois permite
operacles supercriticas com pressodes relativamente baixas e temperaturas proximas
73,8 bar; Tc = 31,04°C) (REVERCHON; DE MARCO, 2006;

POULIOT et al., 2014), as quais sdo mais faceis para manuseio de trabalho. Além do

a ambiente (Pc =

dioxido de carbono supercritico ser um solvente de baixo custo e disponivel com
elevada pureza (BRUNNER, 2005), este € reconhecido como seguro (Generally
Recognized As Safe — GRAS) (MANTELL et al, 2013), inerte, ndo toxico e nao
inflamavel (POULIOT et al, 2014).

O dioxido de carbono supercritico tem muitas vantagens tais como quando em
solucéo aquosa ocorre a formacao do acido carbénico, o que favorece a hidrdlise dos
polimeros. As moléculas de CO2 séo tdo pequenas e podem ser comparadas ao

tamanho da molécula de agua podendo penetrar da mesma maneira nos pequenos
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poros do material a ser hidrolisado. Este mecanismo é facilitado pela pressao elevada.
Apés a libertacdo explosiva de pressdo de CO2, acontece uma perturbacdo na
estrutura dos polissacarideos e consequentemente ocorre um aumento do tamanho
da area de superficie acessivel do substrato ao ataque enzimatico (ALVIRA et al.,
2010).

Este aumento na acidificacdo do meio e aumento de contato celular com CO>
supercritico pode acelerar a inativagdo das enzimas. A estabilidade e a atividade das
mesmas expostas a didéxido de carbono sob alta pressdao dependem da espécie
enzimatica, do conteudo de agua na solucdo e também da pressao e temperatura no
sistema de reacdo. O fator mais importante que pode causar perda de atividade da
enzima € o passo de despressurizacao, ou seja, em uma aplicacdo de enzima a longo
prazo a sua atividade diminui com o aumento do numero de despressurizacéo
(WIMMER,; ZAREVUCKA, 2010).
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4 MATERIAIS E METODOS

Nesta secao estao apresentados e descritos 0 material e os métodos utilizados
para a determinacdo dos parametros de processo de hidrélise enzimatica do bagaco
de malte, bem como as analises de caracterizagdo da matéria-prima. Também foi
realizada uma andlise da fracéo lignocelulésica do substrato in natura e determinada
a eficiéncia para o melhor ensaio cada processo. Com o objetivo de comparar as
técnicas envolvidas na hidrdlise, foram realizados trés planejamentos associados a
cada uma das tecnologias do bagaco de malte para verificar a influéncia do método
no rendimento. A variavel resposta para os planejamentos foi o rendimento massico
(g ART/Kkg substrato). Foram realizadas andlises de caracterizacdo da matéria-prima
(bagaco de malte) como teor de umidade, teor de acucares, teor de amido, teor de
amilose e amilopectina, teor de extrativos, teor de celulose, hemicelulose e lignina,
residuo mineral fixo (cinzas), determinacao de proteinas, pH e avaliacdo do diametro
médio de particula. Com excec¢ao das analises de teor de amido, proteina, amilose e
amilopectina, todos 0s experimentos anteriormente citados foram realizados no
Laboratério de Bioprocessos, Departamento de Engenharia Quimica, Centro de

Tecnologia da Universidade Federal de Santa Maria.

4.1 OBTENCAO DA MATERIA-PRIMA

O residuo da industria cervejeira, denominado bagaco de malte, foi fornecido
pela empresa Santamate Indastria e Comércio Ltda, localizada no municipio de Santa
Maria/RS. O residuo composto de cascas e graos de cevada maltada, foi coletado na
empresa durante o processamento da cerveja, acondicionado em recipientes plasticos
tipo estopa, de aproximadamente 20,0 kg. A matéria-prima foi coletada em dois dias
de producéo diferentes, Agosto/2015 (Lote 1) e Novembro/2015 (Lote 2), sendo estes
misturados com a finalidade de obter uma amostragem representativa e que
abrangesse a composicdo média do residuo de processo de producdo da cerveja,
uma vez que ocorrem variagcdes na composicao dos cereais utilizados em funcéo da
época do ano e da regido de plantio. Quando recebida no Laboratério de
Bioprocessos, a matéria-prima foi imediatamente submetida a secagem a 60 °C para
evitar a contaminacdo por fungos durante o periodo de estocagem a temperatura

ambiente e acondicionada em frascos plasticos, contendo aproximadamente 2,0 kg
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cada, e mantida a temperatura ambiente. A Figura 15 mostra um fluxograma do

processamento de cerveja e 0 ponto de coleta da matéria-prima.

Figura 15 - Fluxograma de uma cervejaria.
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Fonte: AQUARONE (2001).

4.2 ENZIMAS UTILIZADAS

Foi utilizado nos processos de hidrolise um complexo amilolitico comercial
STARGEN™ 002 cedido pela GENENCOR (DuPont) que contem Aspergillus kawachi

alfa-amilase expressa em Trichoderma reesei e glicoamilase de Trichoderma reesei

gue atuam sinergicamente na hidrélise do amido granular em glicose. A alfa-amilase

e a glicoamilase catalisam a hidrdlise completa do amido granular sob uma variedade

de condicBes de fermentacéo alcodlica. A Tabela 4 apresenta algumas caracteristicas
da STARGEN™ 002. Uma unidade de atividade de glicoamilase (GAU) é a quantidade

de enzima que libera 1 g de acucares redutores (calculados como glicose) por hora a

partir do amido solavel do substrato sob as condi¢des do ensaio.
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Tabela 4 - Caracteristicas do complexo enzimatico.

Enzima AA? pH Massa especifica
Stargen 002 570 4,0-4,5 1,13-1,16 g/mL

a= AA, atividade amilolitica expressa em uma unidade de glicoamilase (GAU/Q)

De acordo com o fabricante a STARGEN™ 002 oferece muitos beneficios, tais
como: a hidrélise do amido granular, sem a necessidade de gelatinizacdo do amido
ou liquefacdo, e a alta atividade em condicbes de sacarificacdo e fermentacao
simultaneas (pH e temperatura) favorecidas pela levedura para producéo de etanol.
De aparéncia liquida castanho claro, é utilizada para sacarificacao de varias fontes de
gréos, incluindo trigo, triticale, centeio, cevada e arroz. H4 uma temperatura 6tima
indicada para cada tipo de fonte amilacea (GENENCOR, 2009).

4.3 PREPARO DA MATERIA-PRIMA
4.3.1 Secagem em estufa a 60°C

Os dois lotes de bagaco de malte recebidos (a), foram imediatamente dispostos
em bandejas de aluminio e secos (b) durante 72 horas a 60°C em estufas de secagem

(Marca FANEM, Modelo 9) com circulacdo de ar por conveccao natural. A figura 16

apresenta a matéria-prima proveniente de cada uma das etapas.

Figura 16 - (a) Bagaco de malte in natura; (b) Bagaco de malte apds secagem e (c)
Bagaco de malte apdés moagem.

Fonte: O autor.
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4.3.2 Moagem

Apo6s remocgédo de umidade o material foi moido em moinho de sapatas (Marca
Marconi, Modelo MA 880) equipado com peneira interna de 10 mesh (Figura 17) para
obtencéo de particula de tamanho apropriado para a realizacdo dos ensaios e analises
(Figura 16, c). Na sequéncia o substrato foi acondicionado em frascos plasticos para

uso posterior.

Figura 17 - Moinho de sapatas.

Fonte: O autor.

4.4 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

4.4.1 Determinacao de umidade

A determinacéo do teor de umidade do bagaco de malte in natura foi realizada
pela técnica de gravimetria seguindo a metodologia de Scipioni (2011). Este método
baseia-se na quantificacdo da massa de uma amostra antes e depois da secagem em
estufa (Med Clave, Mod. 1) a 105 °C. Para isto, foram colocadas 10 g de bagaco na
estufa (105 °C) por 7 horas, resfriadas em dessecador até temperatura ambiente,
pesadas e, entdo, quantificada a umidade pela diferenca de massa entre a amostra
umida e seca. Repetiram-se estas operacdes de aquecimento e resfriamento até peso
constante. A determinacdo de umidade do bagago de malte foi realizada em triplicata

e o resultado expresso como média + desvio padrao.
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4.4.2 Teor de umidade ap6s secagem

O teor de umidade do material ap6s a secagem foi determinado com 10,0 g a
20,0 g de amostra a uma temperatura de 105 °C, em um analisador de umidade por
Infravermelho (GEHAKA, 1V2000, Figura 18) seguindo a metodologia de Pitarelo et al.
(2012). A determinacéo de umidade do bagaco de malte apds secagem foi realizada

em triplicata e o resultado expresso como média + desvio padrao.

Figura 18 - Analisador de umidade por Infravermelho.

Fonte: O autor.

4.4.3 Determinacao granulométrica

O diametro médio das particulas de bagaco de malte foi determinado pelo
método do Diametro Médio de Sauter de acordo com a metodologia de Soares (2015).
Foi utilizado um conjunto de peneiras da série Tyler, uma balanca analitica (Marte,
AY220) e 10 g de amostra de bagaco de malte. O diametro foi calculado de acordo
com a equacgéo 1, onde: Dys € 0 Diametro médio de Sauter; x;é a fragdo massica retida

e di o didametro médio das particulas retidas em cada peneira.

1 (1)

Dps =



68

4.4.4 Determinacdo da concentracdo de acucares redutores totais (ART)

A concentracdo de ART no bagaco de malte foi determinada a partir de um
branco composto por bagaco de malte e &gua em uma razao de 1:10 seguindo a
metodologia de Silva (2013). A mistura foi incubada a uma temperatura de 40°C por
um tempo de 20 minutos. Em seguida, a mistura foi filtrada em papel filtro e realizada
a quantificacdo de acucares redutores pelo método 3,5-dinitrossalicilico 4cido (DNS)
(MILLER, 1959).

4.4.5 Determinacao do teor de amido

Para a determinacdo das fragbes do amido foi utilizado o método da AOAC
996.11. As amostras foram hidratadas e o amido foi hidrolisado em maltodextrinas
com uma amilase termoestavel, a 95 — 100°C. A temperatura e o pH foram ajustados,
e o0s polissacarideos foram quantitativamente hidrolisados a glicose com a
amiloglucosidase altamente purificada. A glicose foi determinada com reagente
peroxidase glicose-oxidase. O teor de amido foi calculado e relatado como o
percentual na amostra integral. A analise foi realizada no Laboratério de Tecnologia e
Ciéncia dos Alimentos da UFSM.

4.4.6 Teor de amilose e amilopectina

A quantidade de amilose nas amostras de amido foi determinada seguindo a
metodologia do — Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT). A amostra de
amido foi dispersa em alcool etilico P.A. 95%, gelatinizada com hidréxido de sodio e
acidificada com acido acético. Apos a adicao de solucao de iodo, o complexo formado
de coloracdo azul foi quantificado por espectrofotometro a 620 nm. O teor de
amilopectina foi determinado por diferenca. Esta andlise foi realizada no Laboratério
de Piscicultura da UFSM.

4.4.7 Determinacao de proteinas

Para determinacdo do teor de proteinas utilizou-se o método Micro Kjeldahl,
segundo a AOAC — 960-52 (1995). A andlise de proteinas foi realizada no Laboratério

de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos da UFSM.
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4.4.8 Determinagédo de extrativos

Para determinacgao de extrativos, seguiu-se a metodologia Sluiter et. al. (2005)
“‘Determination of Extractive in Biomass”, com modifica¢des, pesaram-se amostras de
10,0 g de bagaco previamente moido e seco em papel de filtro (moldados em forma
de cartucho) e colocados para ser extraidos em um aparelho Soxhlet aquecidos em
sistema de multiplacas de aguecimento, da marca Marconi, modelo MA — 188 (Figura
19). Adicionaram-se 200 mL de etanol ao recipiente do extrator junto com uma
guantidade de pérolas de vidro. O tempo de refluxo total foi de aproximadamente 24
horas, com troca de solvente no tempo de 12 horas. Apés este tempo, os cartuchos
foram retirados do extrator e lavados abundantemente com agua corrente. Apés a
lavagem, o volume de solvente foi trocado por um volume equivalente de agua
destilada. Repetiu-se o mesmo procedimento de tempo de refluxo e troca de solvente.

Figura 19 - Sistema Soxhlet para determinacdo de extrativos.

Fonte: O autor.

Apds extragdo com agua os cartuchos foram lavados com bastante agua
corrente, e entdo secos em estuda de secagem especial da marca Marconi, modelo
MA a 105°C até massa constante. As analises foram realizadas em triplicata e apenas
para o bagaco de malte in natura. A quantificacdo do conteudo de extraiveis foi
determinada através da equacéo 2. Onde, Cbs é a massa do bagaco seco (g) e Cl a

massa do bagaco livre de extrativos (g).
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Chs — Cl (2)
E (%) = T x 100

4.4.9 Determinacéao de pH

A medida do pH foi realizada com o preparo de uma suspensdo com 10 g da
amostra em 100 mL de agua destilada, seguido de agitacdo. Apds homogeneizagéo
a suspensao foi deixada em repouso por um periodo de 30 minutos, depois o valor de
pH foi medido em pHmetro (LUCADEMA, modelo LUCA-210), devidamente calibrado.

4.5 DETERMINACOES QUANTITATIVAS E COMPOSICAO DAS SOLUCOES
UTILIZADAS

4.5.1 Dosagem de Acgucares Redutores Totais (ART)

O reagente de DNS foi preparado de acordo com a metodologia MALDONADO,
CARVALHO, FERREIRA (2013) seguindo-se as concentracdes apresentadas na
Tabela 5. O acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) e o NaOH foram previamente dissolvidos
e em seguida foram adicionados os demais componentes. Em meio basico e a
temperatura elevada, o acido 3,5-dinitrosalicilico passa a 3-amino-5-nitrosalicilico.

Desenvolve-se uma solugcéo amarelo café que absorve a 540 nm (MILLER, 1959).

Tabela 5 - Composicéo do reagente original de DNS.

Componente Quantidade
Acido 3,5-dinitrosalicilico 10,6 g
NaOH 19,8 ¢
Fenol 7,6 mL
Metabissulfito de sodio 8,39
Agua Destilada 1416 mL

Fonte: MALDONADO, CARVALHO, FERREIRA (2013).

A parte, foi preparada uma solucdo estabilizante da cor formada do DNS,
adicionando 15,1 g/L de tartarato de sédio e potassio tetrahidratado. Ambos foram

armazenados em frascos ambar, para evitar possiveis degradacdes. Elaborou-se uma
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reta padrdo a partir de uma solucéo de glicose com concentracéo inferioral g/L e a
absorbancia foi lida a 540 nm em espectrofotbmetro UV-VIS (Shimadzu, modelo UV
2600). Todas as analises foram conduzidas em triplicata e os dados expressos g ART/
Kg substrato (BENAZZI, 2013).

4.5.2 QuantificacGes por cromatografia liquida (UPLC)

Uma hidrélise acida do bagaco de malte in natura sem extrativos foi realizada
e apos os perfis de carboidratos foram analisados usando cromatografia liquida de
ultra eficiéncia (Shimadzu, UPLC - Ultra Performance Liquid Chromatograph)
equipada com um detector de indice de refracdo. Os dados para acglcares, acido
acético e inibidores estao descritos a seguir no item 4.8 (Caracterizagdo da biomassa

lignocelulésica).

4.6 REACOES DE HIDROLISE ENZIMATICA

Pensando na economicidade do processo como um todo, buscou-se conduzir
os processos de hidrélise num tempo curto (maximo de 4 horas) e em uma faixa de
temperatura ndo superior ao da temperatura de gelatinizacdo do amido. Scipioni
(2011) confirma através de seu trabalho que o tempo de 4 horas € suficiente para a
completa sacarificacdo do amido com enzimas comerciais. Outro fator empregado
visando a reducdo dos custos do processo foi a utilizacdo de meio aquoso (nao

tamponado) sem esterilizacédo prévia.

4.6.1 Hidrélise enzimatica usando agitacdo mecanica

4.6.1.1 Equipamento

O biorreator usado neste trabalho constitui-se por um recipiente encamisado
de vidro com um volume de 2 L equipado de um agitador mecanico (IKA EUROSTAR
@200controlP4 — Figura 20). A temperatura foi controlada com um banho termostético

e a velocidade de rotacao foi mantida a 100 rpm durante todo o tempo de reacéo.
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Figura 20 - Biorreator - Agitacdo mecanica.

Fonte: O autor.

4.6.1.2 Procedimento experimental

As reac0Oes foram realizadas considerando um volume de trabalho de 1 L de
agua destilada com diferentes quantidades de matéria-prima. Inicialmente, a agua
destilada e a matéria-prima foram adicionadas ao biorreator. Depois de estabilizada a
temperatura, uma quantidade de STARGEN™ 002 (porcentagem massica calculada
a partir da massa de enzima em relacdo a massa de substrato utilizada) foi adicionada
de acordo com o planejamento experimental e o tempo de reacéo foi de 240 minutos,
sob agitacao de 100 rpm. No final da reac&do, uma aliquota foi retirada do biorreator e
apos filtrada em papel filtro (Qualy). A quantidade de acucares redutores totais (ART)
liberados pela hidrélise foi medida a partir do sobrenadante pelo método DNS

(MILLER, 1959). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.6.1.3 Delineamento composto central rotacional

A influéncia da concentracdo de enzima (x1), temperatura (x2) e concentracao

de substrato (x3) foi avaliada por meio de um delineamento composto central
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rotacional (DCCR) para trés variaveis independentes, totalizando 17 ensaios. Os
intervalos das variaveis investigadas estao listados na Tabela 6. Os resultados foram
analisados utilizando o software Statistica 10 (Stasoft Inc., Tulsa, EUA), considerando

um nivel de significancia de 95%.

Tabela 6 - Niveis de varidveis independentes investigadas no delineamento composto
central rotacional.

Variaveis -1,68 -1 0 1 1,68
X1 (Wt%) 1 2,8 5,5 8,2 10
X2 (°C) 30 38,1 50 61,9 70

x3(g.LD) 50 80 125 170 200

4.6.2 Hidrdlise enzimatica assistida por ultrassom

4.6.2.1 Equipamento

O aparato experimental utilizado para as hidrélises assistidas por ultrassom &
0 mesmo citado no item anterior (4.6.1.1) acoplado a um processador de ultrassom
de alta intensidade de 400 W, frequéncia de 24 kHz com uma amplitude regulavel de
20 a 100% e fator de pulso ajustavel entre 0 e 100% (Hielscher, modelo 400S),
equipado com uma sonda de titanio, de 22 mm (modelo H22L2D) que apresenta uma

intensidade méaxima de ultrassons 86 W.cm2.

4.6.2.2 Sonicacéao Direta

As condicfes das reacdes para hidrélise usando sonicacéo direta de ultrassom
(Figura 21) foram determinadas a partir dos resultados do planejamento para agitacao
mecanica, onde concentracdo de enzima (8,2%), temperatura (70°C) e concentracao
de substrato (170 g.L?!) foram fixadas. O volume, assim como o procedimento para
adicdo da enzima foi o mesmo anterior. O tempo de reacéo foi de 120 minutos, menor
do que o tempo de reacdo para agitacdo mecanica, devido ao efeito que o ultrassom
pode causar sobre a atividade da enzima. No final da reacéo, uma aliquota foi retirada
do biorreator e apos filtrada em papel filtro (Qualy). A quantidade de acucares

redutores totais (ART) liberados pela hidrélise foi medida a partir do sobrenadante.



74

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Figura 21 - Sonicagéo direta de ultrassom.

Fonte: O autor.

4.6.2.3 Sonicacao indireta

Para sonicacdo indireta a sonda de ultrassons foi colocada no centro do
biorreator (Figura 22). Cinco tubos de ensaio contendo 1,7 g de bagaco seco foram
imersos no biorreator a um raio de 10 cm da sonda. ApOs a estabilizacdo da
temperatura (70°C), a enzima foi adicionada ao meio de reac&o. O tempo de reacéo
foi de 2 horas. Embora o volume de reacao foi muito inferior ao de sonicacao direta, a
razao das concentracdes foi mantida (1:10), e € importante ressaltar que a poténcia
de ultrassom dissipada por volume de liquido é idéntico em ambos os sistemas (1000

ml).
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Figura 22 - Sonicagao Indireta de ultrassom.

Fonte: O autor.

4.6.2.4 Delineamento composto central rotacional

A influéncia da amplitude (x1) e fator de pulso (x2) foi avaliada por meio de um
DCCR para duas variaveis independentes, totalizando 11 ensaios. Os intervalos das
variaveis investigadas estao listados na Tabela 7. Os resultados foram analisados
utilizando o software Statistica 10 (Stasoft Inc., Tulsa, EUA), considerando um nivel

de significancia de 95%.

Tabela 7 - Niveis de variaveis independentes investigadas no DCCR para hidrolise
com ultrassom (sonicagédo direta e indireta).

Variaveis -1,41 -1 0 1 1,41

X1 (%) 20 28,7 50 71,3 80
X2 (%) 0,23 0,40 0,55 0,87 1,00
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4.6.3 Hidrdélise enzimatica com CO; supercritico

4.6.3.1 Equipamento

A hidrélise enzimatica do BM com CO2 supercritico foi realizada em uma
unidade laboratorial (Figura 23), que consiste basicamente, de um cilindro de CO2 (A),
dois banhos de regulacao térmica (B), uma bomba de alta presséo (ISCO 500D, C) e
uma célula encamisada de aco inoxidavel com um volume interno de 100 mL (D).
Entre a bomba e o reservatério de solvente encontra-se uma valvula (HIP 15-41AF1
T-316SS) utilizada para evitar que o fluxo de solvente pressurizado volte para o
reservatério. Duas valvulas adicionais (HIP 15-11AF2 316SS) completam o aparelho
experimental, uma localizada ap6s a bomba, na entrada da célula de alta pressao,
para permitir o carregamento de solvente e a outra depois da célula apenas para
realizar a descarga solvente, conforme diagrama esquematico apresentado na Figura
24,

Figura 23 - Vista parcial da unidade para utilizacdo de CO; supercritico (sem cilindro).

Fonte: O autor.
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Figura 24 - Unidade experimental do sistema supercritico.
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Fonte: Adaptado de SILVA (2013).

4.6.3.2 Procedimento experimental

O procedimento experimental para a hidrélise do BM consistiu na adicao de
aproximadamente 10 g de amostra e 8,2 % (m/m) de enzima com umidade definida
de acordo com o planejamento. Apds este procedimento o reator foi fechado e o
sistema pressurizado e aquecido até a pressao e temperatura estabelecidas. Atingida
a temperatura e pressao desejada iniciava-se o experimento por um tempo de 4 horas.
Ao final, o sistema era despressurizado a taxa constante e o material sélido retirado
do reator e levado a extracdo dos acucares de acordo com o procedimento descrito
abaixo. Os efeitos do teor de umidade, pressdo e temperatura sobre a hidrolise

enzimatica do bagaco de malte foram avaliados por meio de um DCCR.

4.6.3.3 Determinacao de acucares redutores totais

Apés a hidrélise, os acglcares redutores foram extraidos a partir do material
sélido utilizando agua destilada a propor¢éao solido/liquido de 0,1 (base umida) de
acordo com a metodologia usada por Moscon et al. (2014). As extracfes foram
efetuadas a 30 ° C sob agitacdo orbital de 150 rpm durante 30 minutos (Figura 25).

Em seguida, a solucao foi filtrada (papel de filtro qualitativo Qualy) e o sobrenadante
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foi utilizado para determinar a quantidade de acucares fermentaveis pelo método 3,5-
dinitrossalicilico acido (DNS) (MILLER, 1959).

Figura 25 - Extracéo de acUcar fermentavel apos hidrélise com CO> supercritico.

Fonte: O autor.

4.6.3.4 Delineamento composto central rotacional

As influéncias da temperatura (xi1), pressao (xz2) e teor de umidade foram
avaliadas por meio de um DCCR para trés variaveis independentes, para um total de
17 ensaios. Os intervalos das variaveis investigadas estéo listados na Tabela 8. Os
resultados foram analisados utilizando o software Statistica 10 (Stasoft Inc., Tulsa,

EUA), considerando um nivel de significancia de 95%.

Tabela 8 - Niveis de variaveis independentes investigadas no delineamento composto
central rotacional para CO; supercritico.

Variaveis -1,68 -1 0 1 1,68
X1 (°C) 30 36 40 44 50
X2 (bar) 100 145 175 205 250

X3 (%) 40 52 60 68 80
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4.6.4 Rendimento e eficiéncia de hidrélise

O rendimento e a eficiéncia da hidrolise foram calculados apenas para o melhor
ensaio de cada planejamento, ou seja, aquele que apresentou maior quantidade de
ART (g) por kg de substrato (varidvel resposta). A eficiéncia do processo € calculada
sobre a quantidade de amido na matéria-prima que entrou no processo. O rendimento
tedrico da hidrolise (Ytesrico) do amido foi obtido pela equacao 3 descrita por Scipioni
(2011), dos quais 180 é a massa molecular da glicose; 162 é a massa molecular do
mondmero de glicose na molécula de amido; (M) a massa de amido em gramas e (V)

o volume do biorreator.

180
/162 xM 3)

Vtebrico =

eorico v

A partir dos valores teoricos foi calculada a eficiéncia da hidrélise (Equacéo 4),

sendo Yreal 0 rendimento de aclcares obtido na suspensao de ensaio (g/L), Y tesrico O

rendimento que seria obtido no rendimento que seria obtido na hidrdlise total da massa
do amido (g/L).

A Cya1e Yreal (4)
Eficiéncia da Hidrolise (%) = ———— x 100
Yteorico

O fator (162/180) aparece devido a estequiometria da reacdo (equacédo 5).
Deve-se lembrar que para cada n mols de glicose formada, sdo necessarios um mol
de amido e n mols de agua. Dessa forma, a massa de glicose formada ndo é
proveniente apenas do amido, uma vez que uma parcela € oriunda da agua
incorporada. Usando a relacdo estequiométrica para a conversdao de amido em
glicose, partindo de 900 kg de amido, tem-se a producdo maxima de 1000 kg de

glicose em uma hidrélise completa.

(CsH1005)n + NH20— n C2Hs0OH (5)
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4.6.5 Andlise estatistica

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada para testar a significancia dos
parametros do modelo para os dados dos planejamentos e dos efeitos. Para tanto,
usou-se como referéncia o coeficiente p do teste de hipétese com intervalo de
confianca de 95%. Sendo assim, para valores de p inferiores a 0,05, a hip6tese nula
é rejeitada e a variavel € considerada estatisticamente significativa. Caso contrario, é
considerada néo significativa (Montgomery, 2001). O coeficiente de determinacéo (R?)
também foi empregado para medir o percentual da variancia dos dados experimentais
gue pode ser explicada pelo modelo ajustado. Finalmente, a significancia da
regresséao frente ao erro foi determinada pelo teste F com intervalo de confianca de
95%. Através da metodologia de superficie de resposta, foi avaliada a influéncia dos
fatores sobre a produtividade de ART.

4.7 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

Os procedimentos descritos a seguir foram baseados nas metodologias TAPPI
(Technical Association of the PulP and Paper Industry), NREL (National Renewable
Energy Laboratory) e Gouveia et. al. (2009), e foram realizados para o material in

natura sem extrativos.

4.7.1 Preparacdo da biomassa lignoceluldsica para caracterizacao

4.7.1.1 Hidrélise acida concentrada

Foram pesados cerca de 0,3 g de biomassa em tubos de ensaio devidamente
identificados. Foi adicionado aos tubos contendo as amostras exatamente 3 mL de
H2S04 a 72% (m/m). Apés os tubos foram incubados em banho termostatico (Marca
Solab) durante 1 hora, e com o auxilio de um bastdo de vidro as amostras foram
agitadas a cada 10 minutos, completando o tempo estabelecido. Esta agitacéo teve
como intuito permitir que a hidrélise fosse mais eficaz para deixar o material mais

homogéneo possivel.
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4.7.1.2 Hidrélise acida diluida

Ap6s o término da reagdo, o conteudo dos tubos foi transferido
guantitativamente para frascos Schott de 250 mL com tampa, lavando-se bem os
bastbes de vidro para que ndo houvesse nenhuma perda de massa, 0s recipientes
foram devidamente fechados e levados a autoclave a temperatura de 121°C durante
1 hora para que houvesse uma total hidrélise dos oligbmeros. Apos esta etapa, 0s
frascos foram retirados, resfriados em banho de agua fria e as amostras foram filtradas
em um funil com papel filtro (previamente tarado e pesado). O hidrolisado foi filtrado e
transferido para um baldo de 100 mL, para realizar as andlises de lignina soltvel e
carboidratos.

4.7.1.3 Determinacgao da lignina insoluvel

O material retido no papel filtro foi lavado com &gua destilada
(aproximadamente 1,5 L) até se obter a neutralidade do pH (pH=7,0). O papel de filtro
com a amostra foi colocado em estufa a 65°C até se obter massa constante. A parte
deste material insoltvel € composta de cinzas, que néo sao soluveis em acido. Deste
modo, para que ndo ocorra a superestimacéo dos resultados de lignina insolavel, foi
realizada a metodologia para determinacao de cinzas (item 4.8.1.4) no papel de filtro
com amostra. A Equacdo 6 mostra como foi calculado o teor de lignina Klason, onde

Mpf é a massa do papel filtro e Mlis € a massa da lignina insoluvel seca.

Mpf + Mlis — Mpf tarado 6
(%) = P P x 100 — % cinzas (6)
M bagaco seca

4.7.1.4 Determinacao de cinzas

Apés a determinacgéo da lignina insolivel em meio acido, a mesma, juntamente
com o papel filtro, foi transferida para um cadinho de porcelana. A amostra foi
calcinada durante 1h a 400°C e mais 2 h a 800 °C, em uma mufla (Fornitec modelo
MDS 15X15X30). Na determinacao das cinzas totais, pesaram-se aproximadamente
1 g do bagaco em cadinho de porcelana previamente tarado. Por diferenca de massa,
o teor de cinzas da lignina insolUvel e das cinzas totais foi determinado conforme a

Equacéo (7).
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(7)

] Mc
% cinzas = a x 100

Onde: % cinzas — percentual em massa de cinzas; Mc — massa de cinzas (diferenca
entre a massa do cadinho com cinzas e a massa do cadinho vazio); Ma — massa da

amostra base seca.

4.7.1.5 Determinacao da lignina soluvel na fragéo liquida

Uma aliquota de 250 pL da fracdo liquida e 130uL de NaOH 6,5 M foram
transferidos para um baldo de 25,0 mL completo com agua destilada (1:75). A
absorbancia da mistura foi lida a 280 nm em espectrofotometro UV-VIS (Shimadzu,
modelo UV 2600). O calculo da lignina soluvel foi determinado conforme a Equacao
8.

Clig = 4,187 * 1072(At — Apd) — 3,279 * 10~* (8)

Onde: Cig - concentracdo de lignina soluvel, em g/L; At - absorbancia da solucéao de
lignina junto com os produtos de degradacao, em 280 nm; Apg = ¢c1 €1 + c2 €2 —
absorbancia, em 280 nm, dos produtos de decomposi¢cdo dos acucares (furfural e
HMF), cujas concentracbes cl e c2 foram determinadas previamente por CLUE
(cromatografia liquida de ultra eficiéncia) e €1 e €2 sdo as absortividades e valem,
respectivamente, 146,85 e 114,00 L g* cm™. O célculo para lignina insoltvel é dado

através da Equacao 9 e o fator de diluicdo (FD) € igual a 75.

o C lignina soluvel x Vfiltrado x FD 9)
Lignina s. (%) = x 100
M bagaco seco

4.7.1.6 Quantificacao de carboidratos

Os teores de celobiose, glicose, xilose, arabinose e acido acético presentes nos
hidrolisados foram analisados por Ultra-Performance_Liquid Chromatography
(Shimadzu, UPLC) objetivando a posterior quantificacdo das fracdes poliméricas

(celulose, hemiceluloses e grupo acetila).
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Foi utilizada a coluna BioRad Aminex HPX-87H (300 X 7.8 mm) em temperatura
de 30°C. A fase movel foi preparada com uma solugcéo de H2SO4 5 mM (com pH de
2,6) utilizando-se agua ultrapura (Mili-Q). Ap6s o preparo da solugéo a fase mével foi
filtrada a vacuo em Membrana HA em ésteres de celulose com 0,45 pum e 47 mm de
diametro da marca Milipore, e em seguida levada para Ultrassom (Unique —
Ultrassonic Cleaner).

O fluxo da fase movel utilizado foi de 0,6 mL/min. O volume de injecdo das
amostras utilizado foi de 15uL. Os compostos foram separados na fase estacionaria
e monitorados com um detector de indice de refracéo (IR) a temperatura 30°C por um
tempo de execucado de 25 min.

As concentracdes de cada componente foram obtidas pela correlacdo entre as
areas dos cromatogramas e curvas padrdes (previamente determinadas por padroes
de D-(+) celobiose, D-glicose, D-xilose e D-arabinose).

As massas de celobiose e glicose foram convertidas em celulose, com 0s
fatores de 0,95 e 0,90, respectivamente, como também as massas de xilose e
arabinose foram convertidas a hemiceluloses, empregando-se o fator de 0,88. Os
calculos do teor de carboidratos e teor de acido aceético realizar-se-ao de acordo com

a Equacao 10 e 11, respectivamente:

CxFtxVt 10
Acucares (%) = —wp X 100 (10)

Onde,

C: concentracdo de acucar quantificado por UPLC (g/L)

F. fator de correcdo para calcular a concentracdo polimérica dos agucares dada a
concentragdo monomeérica dos acucares (celobiose= 0,95, glicose= 0,9, xilose e
arabinose= 0,88).

V. volume do hidrolisado filtrado (0,087L)

Mp: massa do bagaco seco (g)

CaxFcxVf (11)

Acetato (%) = —up 100



84

Onde:

Ca: concentracdo de acido acético quantificado por UPLC
F.: fator de converséo do acido acético, 0,72

V¢ volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L

Mp: massa do bagaco seco (g)

4.7.1.7 Teor de furfural e hidroximetilfurfural

Para as andlises de furfural e de hidroximetilfurfural (HMF), as amostras
previamente filtradas foram injetadas em uma coluna Nova-Pak C18, Waters, Milford,
MA, utilizando como fase moével uma solucdo de acetonitrila/agua (1/8 com 1% de
acido acético), previamente filtrada e deaerada. As condi¢cdes para a analise foram:
volume injecdo: 20puL, taxa de fluxo 0,80 mL/min, temperatura da coluna 30°C,
comprimento de onda: 280 nm, temperatura do detector 30°C, detector: UV-VIS e
tempo de execugédo: 10 minutos.

As areas dos picos correspondentes ao furfural e HMF foram utilizadas para
calcular sua concentracdo na amostra utilizando para isso um fator de conversao de

1,37 e 1,10, respectivamente. A Equacéo 12 apresenta o calculo para furfural e HMF.

CxFcxV 12
Furfural ou HMF (%) = Tf x 100 (12)

Onde:

CupLc= concentragéo de furfural ou HMF quantificado por UPLC, em g/L
Fc= fator de converséao do furfural (1,37) ou HMF (1,20)

V= volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L

My= massa do bagago (g)

4.7.1.8 Determinacédo de celulose, hemicelulose e lignina

Os resultados obtidos por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) para

concentracfes de celobiose, glicose, xilose, arabinose, acido acético, furfural, e HMF,
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foram ent&o utilizados para calcular as porcentagens de celulose e hemicelulose

presente no bagaco de acordo com as Egs. 13 e 14.

Celulose = 0,95 C% + 0,90 G% = 1,20 HMF% (13)

Hemicelulose = 0,88 X% + 0,88 A% + 1,37 F% + 0,72 AA% (14)

Nas Equacoes 13 e 14, Cyu, G, HMFow, Xo A%, Fu, € AAy referem-se as
porcentagens de celobiose, glicose, HMF, xilose, arabinose, furfural e acido acético
no bagaco de malte. A quantidade total de lignina no bagaco foi calculada com a

soma das suas frac¢des insollveis e soluveis.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo estdo apresentados os principais resultados obtidos durante a
pesquisa, bem como suas respectivas discussbes, levando-se em conta 0s
fenbmenos observados e os dados reportados na literatura. O grande numero de
publicacbes ao longo dos ultimos 5 anos, nas aplicacées biotecnoldgicas do BM,
representa 0 aumento do interesse cientifico sobre esta matéria-prima (XIROS;
CHRISTAKOPOULOS, 2012). Durante a discussdo sdo mencionados alguns
trabalhos cientificos mais recentes sobre a biotecnologia potencial do bagaco de malte
e sua avaliacdo como matéria-prima para produtos de alto valor agregado. Dentro de
um conceito de biorrefinaria, o hidrolisado de BM pode levar a obtencao de glicose,

molécula chave para os processos biotecnoldgicos.

5.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

A matéria-prima de interesse utilizada neste trabalho foi o bagaco de malte. A
partir deste residuo vegetal, proveniente de um processamento industrial, buscou-se
obter os nutrientes necessarios para o desenvolvimento de um bioprocesso. Desta
forma, a Tabela 9 apresenta os resultados da caracterizacdo parcial do bagaco de
malte com relacéo aos teores em base seca de amido, proteina, acucares redutores
e cinzas. A matéria-prima foi recebida com teor de umidade de 72,3 + 0,11 %,
calculado através de 3 réplicas. O teor de umidade foi semelhante aos valores
encontrados na literatura para o BM. Cordeiro (2011) caracterizou uma amostra com
75,45 % de umidade, e afirma que a elevada quantidade de agua no bagaco umido
limita 0 seu tempo Util para consumo in natura, prejudicando seu armazenamento,
uma vez que pode ocasionar a proliferacdo de fungos e a degradacdo do material,
além de tornar o transporte inviavel devido aos elevados custos e dificuldade de
manejo. Apds secagem a 60°C determinou-se a umidade do material a 105°C por
Infravermelho, sendo de 5,27 £ 0,15%. As demais andlises também foram realizadas

em triplicata.
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Tabela 9 — Composi¢do quimica parcial do bagaco de malte.

Componente (produto integral) Teor em massa (%)
Amido 32,14
Proteina 18,32
Teor de acglcares redutores 0,47
Cinzas 2,19

Conforme apresentado na Tabela 9, o amido é o principal componente do
bagaco (cerca de 32 %). O elevado teor de amido presente no bagaco de malte o
torna uma excelente fonte amilacea. O fato deste ser um subproduto industrial justifica
ainda mais o interesse por esta matéeria-prima, a qual apresenta um grande potencial
para a hidrolise com enzimas amiloliticas.

O teor de proteinas no bagaco de malte (18,32 %) também & maior do que os
teores encontrados em outros materiais lignocelulésicos, tais como as palhas de
cevada, aveia, arroz e trigo, as quais contém entre 3,0 a 5,0 % de proteinas
(THEANDER; AMAN, 1984). A maioria das proteinas abundantes em BM séao
hordeinas (prolaminas na cevada), glutelinas, globulinas e albuminas com hordeinas
constituem a maior parte (CELUS; BRIJS; DELCOUR, 2006).

Um baixo teor de acucares redutores (0,47 %) também foi obtido por Mathias,
Mello e Servulo (2014), durante a analise de composicao do BM (0,65 %). Estes baixos
teores de acucares redutores no BM podem ser justificados devido a lavagem deste
residuo para a recuperacao de extrato no mosto cervejeiro. Além do mais, este valor
corrobora com os dados de literatura que caracterizam o bagaco de malte como
material predominantemente fibroso (ALIYU; BALA, 2011; LIMA, 2010; ROBERTSON
et al., 2010; MUSSATO et al., 2006) e nao rico em agucares fermentaveis. Por fim,
por ser um valor tdo baixo, o teor de acUcares no material foi desconsiderado para
calculos de rendimento e eficiéncia.

Além dos componentes ja descritos, 0 BM também apresenta 2,19% de cinzas,
semelhante aos valores encontrados por Pereira e Santos (2014) de 2,61 a 2,97%,
variando de acordo com a granulometria. Dragone (2007) realizou uma andlise de
espectrometria de emissdo atbmica revelando que diversos minerais podem estar

presentes na composi¢do deste material, os quais incluem: célcio, sodio, potassio,
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magneésio, aluminio, ferro, bario, estrébncio, manganés, cobre, zinco, fésforo, enxofre,
cromo e silicio. Assim como nas palhas de cereais (aveia, cevada, arroz e trigo)
(THEANDER; AMAN, 1984), as cinzas do BM também s&o ricas em silicio; entretanto,
0 bagaco apresenta teores mais elevados de fosforo e calcio, minerais existentes em
menores propor¢des nestas outras matérias-primas (DRAGONE, 2007).

Como descrito na revisao bibliografica deste trabalho, o amido é composto
basicamente por dois tipos de macromoléculas: a amilose (de cadeia linear) e a
amilopectina (de cadeia ramificada). A susceptibilidade do amido ao ataque
enzimatico € influenciada por fatores como conteddo destas macromoléculas, e por
este motivo a andlise dessas fracfes foi realizada. Uma forma de caracterizacdo do
contetdo de amilose em amido baseia-se na reacdo de ions iodo com as cadeias
lineares da amilose. Apos analise, o ter de amilose mensuravel foi de 3,44%. Segundo
Denardin e Silva (2009), niveis entre 15% e 25% de amilose s&o tipicos na maioria
dos graos, contudo, alguns cereais denominados cerosos (waxy), como milho, arroz
e cevada, sao virtualmente livres de amilose, o que justifica um teor tdo baixo
encontrado para este material. O baixo teor encontrado também pode ser justificado
por tratar-se de um material ja submetido a uma hidrolise anterior (no processo de
producéo de cerveja), onde a fracdo de amilose presente pdde ser convertida mais
facilmente se comparada a amilopectina.

Outros componentes importantes para o processo de hidrélise e que
representam grande parte da composicdo do BM, mas que ndo sédo foco deste
trabalho (diferenciando-o da maioria reportados) sdo as fibras, incluindo celulose,
hemicelulose e lignina. A composicao lignocelulosica da amostra bagaco de malte in
natura utilizado no presente estudo (Tabela 10), determinada de acordo com o método
validado por Gouveia et al. (2009), foi a seguinte: 25,70% de celulose, 28,71% de
hemicelulose e lignina 18,28%. De acordo com o método recomendado pelo National
Renewable Energy Laboratory dos EUA (SLUITER, 2008), a composi¢cdo quimica
desta mesma amostra é composta por: 15,68% de glucanas, 17,38% de xilanas,
3,96% de grupos acetila, 8,77% de lignina insolavel, 9,51% de lignina solavel, 2,19 %

de cinzas e 39,31% de extrativos.
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Tabela 10 - Composicéo lignoceluldsica do bagaco de malte.

Componente | Teor em massa (%)
Celulose 25,70 £ 0,34
Hemicelulose 28,71 £ 0,39
Lignina 18,28 + 0,97
Extrativos 39,31+0,31
Cinzas 2,19+0,05

Como pode ser visto na Tabela 11, o teor de celulose entre 12,29% e 22,36%,
teor de hemiceluloses entre 15,18% e 28,42%, teor de lignina entre 19,30% e 30,48%
foram relatadas por outros investigadores para diferentes amostras de bagaco de
malte. Tal diversidade nos dados de composi¢ao é normal uma vez que a composicao
guimica dos materiais lignocelulésicos depende, entre outros fatores, da variedade da
cevada, do tempo da colheita, das condi¢cdes de maltagem e mosturacao, bem como
da qualidade e tipo de adjuntos adicionados no processo de fabricacdo de cerveja
(XIROS; CHRISTAKOPOULOS, 2012).

O teor de extrativos no bagaco de malte seguiu a metodologia Sluiter et. al.
(2005). Os extrativos sao definidos como compostos que podem ser extraidos de
materiais lignoceluldsicos, tanto por solventes polares quanto por apolares, que nao
sdo componentes estruturais da parede celular. Nessa categoria, incluem-se varios
compostos de baixa ou de média massa molecular, incluindo uma grande variedade
de moléculas, como: alguns sais, acucares e polissacarideos (sollveis em agua);
acidos ou ésteres graxos; alcoois de cadeia longa; ceras; resinas; esteroides; e
compostos fendlicos e glicosideos (soluveis em solventes organicos) (PINO et al.,
2007; TAPPI, 1997). Os extrativos correspondem a compostos intermediarios do
metabolismo vegetal que tém um efeito inibitdério nos processos de conversao
enzimatica (FENGEL; WEGENER, 1989). As vitaminas presentes neste material ndo
foram determinadas, mas alguns autores relataram a presenca de biotina, colina,
acido fdlico, niacina, acido pantoténico, riboflavina, tiamina e vitamina B6 (HUIGE,
1994).
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Tabela 11 - Composigéo lignocelulésica (% w/w) do bagaco de malte previamente
relatada na literatura.

Componentes* Celulose | Hemicelulose | Lignina | Extrativos | Cinzas
Santos (2014) 22,36 23,51 30,48 n.d. 2,91
Meneses et. al. 21,73 19,27 19,40 10,73 4,18
(2013)

Mussato; Rocha; 16,80 28,40 27,80 n.d. 4,60
Roberto (2008)

Pires et. al. 20,97 15,18 25,62 n.d. 2,21
(2012)

Dragone (2007) 16,78 28,42 27,78 5,82 4,60
Niemi et. al. n.d. n.d. 19,30 n.d 4,70
Melo, Vergilio, 12,29 23,41 26,13 n.d n.d.
Mali (2013)

*Porcentagem em massa seca; n.d.= ndo determinado

Outro parametro mais simples como o pH foi analisado. O pH encontrado para
o bagaco de malte foi de 4,35. N&o tao similar quanto ao valor encontrado por Melo,
Vergilio e Mali (2013) de 5,73, porém com carater acido. O valor encontrado foi
determinante para 0 processo que visa economicidade, pois encontra-se na faixa de
pH otimo (3,3-4,5) para STARGEN™ 002 (GENENCOR, 2009), excluindo a
necessidade de adicédo de solucdes tampdao para correcdo do parametro.

Quanto ao tamanho das particulas, o diametro médio determinado ficou em
550,3 um e encontra-se na faixa de tamanho das particulas de farelo caracterizadas
por Pereira e Santos (2014) (300-600 um) e ROBERTSON et. al. (2010) (500 pm).
ApOs sua caracterizacdo, o bagaco de malte foi submetido a diferentes processos de
hidrolise enzimética visando recuperar 0s acucares provenientes do amido

(principalmente glicose) utilizando diferentes tecnologias.
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5.2 HIDROLISES ENZIMATICAS

5.2.1 Hidrélise enzimatica usando agitacdo mecanica

Na Tabela 12 estdo apresentados os resultados experimentais obtidos no
delineamento composto central rotacional (DCCR) para trés variaveis independentes,
com triplicata no ponto central, para avaliar o efeito da concentragéo de enzima ([E]),
temperatura (T) e concentracdo de substrato ([S]) na hidrélise enzimética do bagaco
de malte usando agitacdo mecanica. A influéncia das variaveis de processo foi
determinada através da hidrélise enzimatica do amido e quantificada em termos da

guantidade de acucar redutor total liberado.

Tabela 12 - Matriz dos resultados experimentais obtidos no DCCR, 23.

Ensaio [E] (%) T (°C) [S] (g.L ™) Rendimento Eficiéncia
ART (g.kg™?) (%)
1 2,8 (-1) 38,1 (-1) 80 (-1) 24,4 6,8
2 8,2 (1) 38,1 (-1) 80 (-1) 58,0 16,2
3 2,8 (-1) 61,9 (1) 80 (-1) 33,5 9,4
4 8,2 (1) 61,9 (1) 80 (-1) 50,4 14,1
5 2,8 (-1) 38,1 (-1) 170 (1) 435 12,2
6 8,2 (1) 38,1 (-1) 170 (1) 49,1 13,8
7 2,8 (-1) 61,9 (1) 170 (1) 52,1 14,6
8 8,2 (1) 61,9 (1) 170 (1) 75,5 21,2
9 1,0 (-1,68) 50 (0) 125 (0) 33,0 9,2
10 10 (1,68) 50 (0) 125 (0) 48,5 13,6
11 5,5 (0) 30 (-1,68) 125 (0) 32,3 9,0
12 5,5 (0) 70 (1,68) 125 (0) 51,5 14,4
13 5,5 (0) 50 (0) 50 (-1,68) 30,7 8,6
14 5,5 (0) 50 (0) 200 (1,68) 63,0 17,6
15 5,5 (0) 50 (0) 125 (0) 50,2 14,1
16 5,5 (0) 50 (0) 125 (0) 53,0 14,8

17 5,5 (0) 50 (0) 125 (0) 48,9 13,7
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A partir dos resultados pode ser visto que, dependendo da condicao
experimental utilizada uma variagdo consideravel na quantidade de acucares
fermentéaveis foi verificada. De um modo geral, os valores ficaram dentro da faixa de
24,4 a 75,5 g.kg*. Os melhores resultados foram obtidos nos ensaios 8 e 14, que
foram de 75,5 e 63,0 g kg, respectivamente. Para melhor avaliar os efeitos das
variaveis independentes sobre a quantidade de acucares fermentaveis liberada, os
dados da Tabela 10 foram utilizados para calcular os seus efeitos, que s&o
apresentados na Figura 26. A concentracao de substrato, concentracdo de enzima e
temperatura tém um efeito significativo sobre a hidrélise (p <0,05).

Figura 26 - Gréfico de Pareto mostrando os efeitos das variaveis na obtencédo de ART
na hidrélise enzimatica com agitacdo mecanica.
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Os dados da Tabela 12 também foram utilizados para estimar os coeficientes
de regressao (Tabela 13) cujos parametros representam os efeitos das variaveis
independentes sobre as respostas estudadas (concentracdo de ART liberado). No que
diz respeito a concentracdo de ART liberado, os termos lineares para a concentracéo
de enzima, temperatura e concentracdo de substrato mostraram um efeito positivo
significativo. Nenhum efeito quadréatico e de termos de interacdo apresentou efeito

significativo positivo (p <0,05) na faixa investigada.
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Tabela 13 - Coeficientes de regressao para a resposta ART com agitacdo mecanica.

Fatores Coeficientes de Erro t(7) p-valor
Regressao padréo
Média 50,32 4,26 11,80  <0,0001
(DIENL) 7,73 2,00 3,86 0,0062
[E](Q) -2,27 2,21 -1,03 0,3377
(2)T (L) 5,05 2,00 2,51 0,0401
T(Q) -1,86 2,21 -0,84 0,4264
(3)[SI(L) 7,93 2,00 3,96 0,0055
[SI(Q) -0,11 2,21 -0,05 0,9616
1L by 2L 0,13 2,62 0,05 0,9596
1L by 3L -2,69 2,62 -1,03 0,3386
2L by 3L 4,19 2,62 1,60 0,1536

O modelo com as variaveis codificadas incluindo os parametros

estatisticamente mais significativos a p< 0,05 é expresso por:

ART = 50,32 + 7,73[E] + 5,05T + 7,93[S] (6)

A analise de variancia (ANOVA, Tabela 14) foi aplicada para validar os

parametros do modelo referentes a concentracédo de ART liberado.

Tabela 14 - Analise de variancia (ANOVA).

Fonte de Somados Graus de Quadrado Feal
variacao gquadrados Liberdade médio

Regressao 2020,22 3 673,41 13,14
Residuos 666,29 13 51,25

Total 2686,51 16

(R?) =85,72; Frab (3,13,0.05= 3,41

A ANOVA apresenta uma variagao explicada de 85,72% e o F calculado para
o modelo referindo-se a concentracdo de ART é igual a 13,14; este valor é de
aproximadamente 4 vezes maior do que o tabelado. Com base na andlise de variancia,

conclui-se que o modelo é estatisticamente significativo, proporcionando as respostas
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confidveis como funcdes de variaveis independentes, e por isso uma ferramenta Uutil
para a otimizagdo estatistica do processo.

Assim, foi possivel construir as curvas de contorno de ART em funcdo das
variaveis. Convém ressaltar que para a interacao, a terceira variavel foi fixada no ponto
central. Como pode ser visualizado na Figura 27, para interacdo de temperatura e
concentracdo de enzima, a maxima quantidade de ART é de cerca de 60 g.kg™* para
a concentracao de enzima em torno de 9,5% em peso e temperatura na faixa de 60-
70 °C.

Figura 27 - Curva de contorno mostrando a influéncia da temperatura e concentracao
de enzima sobre producdo de ART na hidrélise com agitacdo mecéanica.
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Como pode ser visualizado na Figura 28, para interacdo da concentracdo de
substrato e concentracdo de enzima, a maxima quantidade de ART pode ser obtida
acima de 200 g.L* de substrato e 8,2% de enzima. Para uma temperatura fixa no
ponto central, tanto 0 aumento na concentracdo de enzima quanto o aumento da
concentracdo de substrato sdo significativos, ou seja, hdo houve saturacdo do meio.
O aumento na dose de enzima ndo acarretou em inibicdo enzima-substrato com
reducdo sobre a capacidade dos sitios ativos e 0 aumento na concentracdo de

substrato no meio representou aumento consideravel no rendimento da hidrdlise.
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Figura 28 - Curva de contorno mostrando a influéncia da concentracéo de substrato e
de enzima sobre a producéo de ART na hidrolise com agitagdo mecénica.
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Como pode ser visualizado na Figura 29, para interacdo de concentracdo de
substrato e temperatura, a maxima quantidade de ART é obtida para uma faixa de

temperatura em torno de 70°C e acima de 200 g.L* de concentracdo de substrato.

Figura 29 - Curva de contorno mostrando a influéncia da concentracao de substrato e
temperatura sobre a producdo de ART na hidrélise com agitacdo mecanica.
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Depois das andlises do planejamento, uma cinética de hidrolise foi realizada
usando agitacdo mecéanica durante 5 h de reagédo. As condi¢cbes de operagao foram
determinadas a partir do melhor ensaio do planejamento, com concentragdo de
enzima e substrato no ponto +1 (8,2% e 170 g.L™%, respectivamente); e alteracdo na
variavel temperatura, que foi determinada para o ponto +1,68 (70°C). Os resultados
obtidos séao apresentados na Figura 30. O maior rendimento de ART foi obtido em 4 h
(76,8 g kg?), semelhante ao obtido para o ensaio 8 do planejamento, comprovando
gue o tempo estipulado para as reacfes foram suficientes para que os niveis de

conversao do amido fossem alcangados.

Figura 30 - Cinética da hidrélise enziméatica com agitacdo mecanica.
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E possivel observar um decréscimo na concentracéo de ART no meio apds 4
horas de reacdo, o qual poderia ser justificado devido a adsorcdo de glicose no
material solido. Porém, esta diferenca pode ser simplesmente desconsiderada por
estar dentro da faixa de erro experimental. De acordo com os célculos apresentados
no item 4.6.4, a eficiéncia da hidrélise com agitacdo mecanica calculada com base no
melhor resultado do planejamento foi de apenas 21,15%. Valor de eficiéncia
relativamente baixo, mas por tratar-se de um processo convencional de simples
agitacdo mecanica e pelo elevado teor de amilopectina presente no material, 0 mesmo

torna-se justificavel.
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5.2.2 Hidrélise enzimética usando ultrassom

5.2.2.1 Sonicacéao Direta

Na Tabela 15 estdo apresentados os resultados experimentais obtidos no
DCCR para duas variaveis independentes, com triplicata no ponto central, para avaliar
o efeito da amplitude (%) e fator de pulso (-) na hidrélise enzimatica do bagaco de
malte assistida por ultrassom por sonicagcdo direta. Assim como para agitacao
mecanica, a influéncia das variaveis de processo foi determinada através da hidrélise
enzimatica do amido e quantificada em termos da quantidade de agucar redutor total
liberado.

Tabela 15 - Matriz dos resultados experimentais obtidos no DCCR (US- SD).

Ensaio Amplitude (%) Fatorde Pulso Rendimento Eficiéncia

ART (g.kg™?) (%)
1 287 (-1) 0,4 (-1) 310,37 86,94
2 28,7 (-1) 0,87 (1) 332,06 93,01
3 71,3 (1) 0,4 (-1) 287,26 80,46
4 71,3 (1) 0,87 (1) 251,80 70,53
5 50 (0) 0,23 (-1,41) 370,86 103,88
6 50 (0) 1,0 (1,41) 263,14 73,71
7 20 (-1,41) 0,55 (0) 256,80 71,93
8 80 (1,41) 0,55 (0) 270,45 75,76
9 50 (0) 50(0) 167,89 47,03
10 50 (0) 50(0) 171,29 47,98
11 50 (0) 50 (0) 158,02 44,26

Temperatura= 70,0 °C; [S]= 170 g/L e [E]= 8,2 %

E possivel observar que os melhores resultados foram obtidos nos ensaios 5 e
2 (370,86 e 332,06 g.kg™, respectivamente) e os valores de ART encontrados ficaram
dentro da faixa de 158,2 a 370,86 g.kg™. Analisando o gréafico de Pareto da Figura 31,
observa-se que apenas o efeito quadratico das variaveis amplitude e fator de pulso

tiveram um efeito significativo sobre a hidrolise (p <0,05).
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Figura 31 - Gréfico de Pareto mostrando os efeitos das variaveis na obtencédo de ART
na hidrélise enziméatica com sonicacéo direta.
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Os dados da Tabela 15 também foram utilizados para estimar os coeficientes
de regressao (Tabela 16) cujos parametros representam os efeitos das variaveis
independentes sobre as respostas estudadas. Os termos quadraticos para amplitude
e fator de pulso mostraram um efeito positivo significativo. Nenhum efeito linear e de
termos de interacdo apresentou efeito significativo positivo (p <0,05) na faixa

investigada.

Tabela 16 - Coeficientes de regresséao para a resposta ART com sonicacao direta.

Fatores Coeficientes de Erro t(5) p — valor
Regressao padréo
Média 165,62 17,16 9,66 0,0002
(L)FP(L) -20,77 10,52 -1,97 0,1055
FP(Q) 77,18 12,56 6,14 0,0017
(2)A(L) -10,55 10,52 -1,00 0,3623
A (Q) 50,33 12,56 4,01 0,0102

1L by 2L -14,29 14,86 -0,9613 0,3806
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O modelo com as variaveis codificadas incluindo os parametros

estatisticamente mais significativos a p< 0,05 é expresso por:

ART = 165,62 + 77,18 FP2 + 50 A2 (7)

Onde ART é a concentracdo de acgucares redutores totais, FP e A sdo os valores
codificados para fator de pulso e amplitude, respectivamente. A analise de variancia
(ANOVA, Tabela 17) foi aplicada para validar os parametros do modelo referentes a

concentracédo de ART liberado.

Tabela 17 - Analise de variancia (ANOVA) — Sonicagéo direta.

Fonte de Somados Graus de Quadrado Feal
variagao guadrados Liberdade meédio

Regressao 38114,21 2 19057,10 15,94
Residuos 9562,21 8 1195,28

Total 47676,42 10

(R?) =90,73; Fab (2:8:0.05= 4,46

Com base na ANOVA, conclui-se que o modelo € estatisticamente significativo,
com uma variacéo explicada de 90,73% e o F calculado de aproximadamente 4 vezes
maior do que o tabelado. Desta forma, foram construidas curvas de contorno de ART

em funcéo da concentracdo da amplitude e fator de pulso (Figura 32).
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Figura 32 - Curva de contorno mostrando a influéncia da amplitude e fator de pulso
sobre producdo de ART na hidrélise com sonicacgao direta.
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A Figura 32 explora a aplicabilidade deste modelo, apresentando um ponto
minimo, de maneira que tanto 0 aumento quanto a diminuicdo de qualquer uma das
variaveis, amplitude e fator de pulso, ira resultar em um aumento na liberacdo de ART.
O ponto de minimo encontra-se na faixa do ponto central e os valores obtidos (167,89,
171,29 e 158,02 g.kg') assemelham-se ao valor predito.

A utilizacdo da irradiagcdo com ultrassons em reacfes enzimaticas aparece
como uma tecnologia promissora devido aos seus efeitos positivos sobre o rendimento
da reacdo e, por esta razdo varios investigadores estudaram os seus efeitos, como
etapa de pré-tratamento do material ou durante hidrélise do proprio material. Lunelli
et al. (2014) realizaram a hidrélise assistida por ultrassom de bagaco de cana de
acucar para a producao de acucares fermentaveis e concluiram que o tratamento com
ultrassons aumenta eficazmente a quantidade de acucar fermentavel obtida em
comparacao com a hidrdlise na auséncia dele. Ramon et. al (2015) demonstraram que
o ultrassom assistido é uma tecnologia promissora que pode ser aplicada na hidrolise
de matérias-primas com melhores resultados quando comparada com a hidrolise na
auséncia de irradiacdo de ultrassom.

Assim como para agitacdo mecanica, foi realizada uma cinética para hidrolise
por sonicacao direta de ultrassom, durante 3 h de reag&o. As condi¢cdes de operacao

foram determinadas a partir do melhor ensaio do planejamento (5), com amplitude
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(ponto 0) e fator de pulso (ponto -1) de 50% e 0,23, respectivamente. Os resultados
obtidos séao apresentados na Figura 33. O maior rendimento de ART foi obtido em 2 h
(362,23 g.kg?), similar ao obtido no ensaio 5 (370,86 g.kg™?) comprovando que um
tempo maior de reacdo de hidrélise com ultrassom ndo € necessario, provavelmente

devido a inativagdo que a enzima sofre apos certo tempo de exposi¢ao.

Figura 33 - Cinética da hidrolise enzimatica com ultrassom.

380

[ J [} PY
— 340
o
©
S8 300
2 °
2
S~
g 260
X0
2 [
< 220
[J]
E ¢
©
c
& 180 o
[ J
140
0 30 60 90 120 150 180
Tempo (min)

A eficiéncia da hidrélise com sonicacao direta foi de 103,87%, calculada com
base no ensaio 5 (370,86 g.kg!). De acordo com SCIPIONI (2011) valores de
eficiéncia acima de 100% sao comuns, este fato ocorre devido a adicdo da molécula
de agua (hidrdlise) em cada ligacdo rompida da molécula de amido. Por exemplo, de
900 kg de amido, tem-se a producao maxima de 1000 kg de glicose em uma hidrolise
completa, representando um rendimento de 110%.

A alta eficiéncia resultante do processo com sonda de ultrassom corrobora com
a literatura que até o momento apresenta a intensificacdo ultrassdnica durante
bioprocessamentos, seja através de aumento de porosidade ou refor¢co na absorgéo
do substrato; além de incluir vantagens como o0 baixo custo operacional em
comparacao com outras tecnologias, simplicidade de operacéo e requisitos de energia
modestos (NAVEENA; ARMSHAW; PEMBROKE, 2015).
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5.2.2.2 Sonicacéo Indireta
O mesmo planejamento aplicado a sonicacao direta de ultrassom (Tabela 15)
foi aplicado a sonicacdo indireta visando a realizagdo de um comparativo entre as

aplicacdes (Tabela 18).

Tabela 18 - Matriz dos resultados experimentais obtidos no DCCR, SlI.

Ensaio Amplitude (%) Fator de Pulso Rendimento Eficiéncia

ART (g.kg™) (%)
1 28,7 (-1) 0,4 (-1) 139,24 39,00
2 28,7 (-1) 0,87 (1) 137,64 38,55
3 71,3 (1) 0,4 (-1) 132,39 37,08
4 71,3 (1) 0,87 (1) 117,19 32,83
5 50 (0) 0,23 (-1,41) 120,46 33,74
6 50 (0) 1,0 (1,41) 162,76 45,59
7 20 (-1,41) 0,55 (0) 119,45 33,46
8 80 (1,41) 0,55 (0) 142,73 39,98
9 50 (0) 50(0) 73,61 20,62
10 50 (0) 50(0) 78,6 22,02
11 50 (0) 50 (0) 71,75 20,10

Temperatura= 70,0 °C; [S]= 1,7 g/L e [E]= 8,2 %

Os valores obtidos através da sonicacédo indireta ficaram dentro da faixa de
71,75 a 162,76 g.kg?. Os melhores resultados foram obtidos nos ensaios 6 e 8, que
foram de 162,76 e 142,73 g kg, respectivamente. De acordo com o diagrama de
Pareto (34), apenas os efeitos quadraticos foram significativos estatisticamente, a

95% de confianca.
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Figura 34 - Gréfico de Pareto mostrando os efeitos das variaveis na obtencédo de ART
na hidrélise enziméatica com sonicac¢do indireta.
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Os coeficientes de regressao (Tabela 19) foram estimados a partir dos
resultados da Tabela 18. Em relacdo a concentracdo de ART liberado, os termos
guadraticos para amplitude e fator de pulso mostraram um efeito positivo significativo.
Nenhum efeito linear e de termos de interacdo apresentou efeito significativo positivo

(p <0,05) na faixa investigada.

Tabela 19 - Coeficientes de regressao para a resposta ART com sonicacao indireta.

Fatores Coeficientes de Erro padrao  t(5) p - valor
Regressao
Média 74,67 9,18 8,13 0,0005
(DFP(L) 5,37 5,63 0,95 0,3841
FP(Q) 32,38 6,72 4,82 0,0048
(2)A(L) 0,69 5,63 0,12 0,9069
A (Q) 27,09 6,72 4,03 0,0100
1L by 2L -3,40 7,95 -0,43 0,6868

O modelo com as variaveis codificadas incluindo os parametros

estatisticamente mais significativos a p< 0,05 é expresso por:

ART = 74,67 + 32,38 FP% + 27,09 A? (8)
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A ANOVA (Tabela 20) foi empregada para a validagdo do modelo mateméatico

codificado utilizado para a predi¢cdo da liberagdo de ART em sonicacao indireta.

Tabela 20 - Anélise de variancia (ANOVA) — SI.

Fonte de Somados Graus de Quadrado Fecal
variagao guadrados Liberdade  médio

Regresséo 7783,79 2 3891,90 20,14
Residuos 1545,64 8 193,21

Total 9329,43 10

(R?) =86,44; Frab (28.0.05= 4,46

Analisando a Tabela 20, é possivel observar que o F calculado é 5 vezes maior
gue o F tabelado, com o coeficiente de determinacéo de 0,86. Isso valida o0 modelo a
seguir, com 95% de confianca. Desta forma, foi possivel construir as curvas de
contorno de ART em func&o da concentracdo da amplitude e fator de pulso (Figura
35).

Figura 35 - Curva de contorno mostrando a influéncia do fator de pulso e amplitude
sobre producéo de ART na hidrélise com sonicacao indireta.
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Pode ser observado na Figura 35 o mesmo comportamento verificado na
hidrélise com sonicacédo direta de ultrassom, o qual apresenta um ponto minimo em
torno do ponto central. A eficiéncia da hidrélise com sonicagéo indireta foi de 45,63%,
calculada com base no ensaio 6. O valor da eficiéncia da hidrolise com uso de
ultrassom com sonicagéo indireta foi aproximadamente a metade do valor encontrado
para sonicacéo direta, diferente dos resultados obtidos por Gasparotto et al. (2015),
gue ao realizar a hidrdlise do bagaco de cana usando enzimas celuloliticas com uso
de ultrassom observaram um aumento consideravel no rendimento da hidrélise
assistida por sonicacao indireta em relacdo a sonicacgao indireta. Mas este fato pode
ser explicado pela diferente natureza das enzimas envolvidas no processo e também

pelas diferentes condi¢ces aplicadas na hidrélise.

5.2.3 Hidrdlise enzimatica usando CO2 supercritico

Os fluidos supercriticos sdo uma classe Unica de meios ndo aquosos para
reacdes enzimaticas. Apesar das excelentes propriedades do CO2, 0 mesmo pode
impor uma instabilidade sobre o microambiente enzimatico. Além disso, as
caracteristicas hidrofilicas do CO: frente a altas pressdes podem alterar a particdo
entre a 4gua e a mistura de reacdo enzimatica, afetando negativamente a atividade
da enzima (MONHEMI; HOUSAINDOKHT, 2012).

Uma analise sobre a hidrdlise enzimatica do BM com CO: supercritico foi
realizada e os resultados estdo apresentados na Tabela 21. Foi realizado um DCCR
para trés variaveis independentes, com triplicata no ponto central, para avaliar o efeito
da temperatura (T), da pressao (P) e da umidade (U), onde a variavel resposta foi

guantificada em termos da quantidade de acucar redutor total liberado.
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Tabela 21 - Matriz dos resultados experimentais obtidos no DCCR, 22 (supercritico).

Ensaio T (°C) P (bar) U (%) Rendimento Eficiéncia
ART (g.kg™) (%)
1 36 (-1) 145 (-1) 52 (-1) 206,70 57,90
2 44 (1) 145 (-1) 52 (-1) 174,54 48,89
3 36 (-1) 205 (1) 52 (-1) 203,51 57,00
4 44 (1) 205 (1) 52 (-1) 210,76 59,04
5 36 (-1) 145 (-1) 68 (1) 201,57 56,46
6 44 (1) 145 (-1) 68 (1) 203,97 57,13
7 36 (-1) 205 (1) 68 (1) 189,52 53,09
8 44 (1) 205 (1) 68 (1) 177,93 49,84
9 30 (-1,68) 175 (0) 60 (0) 216,06 60,52
10 50 (1,68) 175 (0) 69 (0) 186,90 52,35
11 40 (0) 100 (-1,68) 60 (0) 130,38 36,52
12 40 (0) 250 (1,68) 60 (0) 202,00 56,58
13 40 (0) 175 (0) 40 (-1,68) 125,31 35,10
14 40 (0) 175 (0) 80 (1,68) 219,39 61,45
15 40 (0) 175 (0) 60 (0) 164,12 45,97
16 40 (0) 175 (0) 60 (0) 163,64 45,84
17 40 (0) 175 (0) 60 (0) 164,96 46,21

Massa substrato= 10,0 g e [E]= 8,2 %

A andlise estatistica dos resultados, apresentada na forma de gréafico Pareto

(Figura 36), o qual determina os efeitos das variaveis, temperatura, pressao e umidade

na producéo de ART a partir das hidrélises enzimaticas com CO2 supercritico, mostra

gue as variaveis e a interacdo entre as mesmas nado foram estatisticamente

significativas, embora o aumento das mesmas tenha mostrado uma tendéncia em

melhorar o rendimento dos processos.
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Figura 36 - Gréfico de Pareto mostrando os efeitos das variaveis na obtencédo de ART
na hidrélise enziméatica com COz supercritico.

Temperatura({Q) 1,92

(3)Umidade(L) 1,27

(2)Pressdo(L) 1,08

2Lby3L 0,87

(1)Temperatura(L) -0,78

Umidade(Q) 0,72

Pressao(Q) 0,47

1Lby2L 0,31

1Lby3L 0,19

p=0,05

A cinética realizada para a hidrolise com CO2 supercritico foi de natureza
destrutiva, ou seja, para cada ponto da curva foi realizada uma reacao. Isso devido a
impossibilidade da retirada de aliquota do reator para analise de ART. O melhor ensaio
do planejamento foi escolhido para a obtencdo da cinética, estando as condi¢des de
temperatura e pressao no ponto 0 enquanto a condicdo de umidade no ponto +1,68
(40°C, 175 bar e 80%, respectivamente). O tempo total foi de 5 horas totalizando 10
experimentos nos tempos apresentados na Figura 37. O maior rendimento de ART foi
obtido em 4 h (218,17 g.kg'), semelhante ao obtido para o ensaio 14 do planejamento,

comprovando que o tempo estipulado para as reacdes foram suficientes.
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Figura 37 - Cinética da hidrolise enzimética com CO: supercritico.
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A eficiéncia para hidrolise com CO: supercritico foi de 61,45% calculada com
base no ensaio 14 (219,39 g.kgl). E importante salientar que a eficiéncia nas reagdes
de hidrolise com CO2 supercritico foi aproximadamente a metade da obtida na
hidrolise assistida por ultrassom com sonicagcdo direta, porém consideravelmente
melhor que na hidrdlise assistida por ultrassom de forma indireta e frente ao processo

com uso de agitacdo mecanica (cerca de 3 vezes mais eficiente).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, foram desenvolvidos processos de hidrolises enziméticas para
obtencdo de acUcares fermentesciveis a partir do bagaco de malte, com uso de
enzimas comerciais indicadas para a hidrélise granular do amido. As tecnologias
envolvidas nos processos foram agitacdo mecéanica, ultrassom (através de sonicacao
direta e indireta) e CO. supercritico. Abaixo sdo descritas as principais conclusées
obtidas durante este estudo, em seguida séo discutidas sugestdes para trabalhos
futuros.

- A caracterizacao quimica do material comprova que o BM é composto por
grande fracdo de amido, logo, atesta que tanto a escolha da enzima quanto os
processos em si ndo foram irrelevantes. Permite observar também, que durante o
processo de producéo da cerveja, grande parte deste material amilaceo oriundo da
cevada nao € aproveitado, ou seja, a hidrolise que ocorre durante a mosturacao nao
€ muito eficiente.

- O estudo das principais variaveis atraves do planejamento experimental para
agitacdo mecanica mostrou uma forte influéncia positiva da concentracdo de enzima
e da concentracdo de BM sobre a concentracdo de glicose alcancada.

- Dentre os processos estudados, pode-se concluir que a hidrélise assistida por
ultrassom com sonicacéao direta foi a que apresentou melhores resultados (Tabela 22),
uma vez que neste processo a liberacdo de ART foi acelerada (2 horas), obtendo-se
otimos rendimentos de ART. O maior rendimento de ART para este processo foi de
370,86 g.kg™? (ensaio 5, para amplitude igual a 50% e fator de pulso 0,23), o que
representa uma eficiéncia de mais de 100%, a maxima eficiéncia de hidrdlise
encontrada dentre 0s processos.

- Nenhuma das variaveis independentes mostrou efeito positivo significativo
para o processo de hidrélise com o uso de CO, supercritico, porém, mesmo
necessitando de uma etapa adicional para a extracdo de acucares, esta tecnologia de
hidrolise em meio sélido destaca-se frente ao processo convencional de hidrélise.

- Com a realizacao da cinética das reacdes de hidrdlises foi possivel assegurar
gue o tempo estipulado para cada uma das tecnologias foi suficiente para o maior

rendimento de ART.
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Tabela 22 — Resultados obtidos nos processos de hidrolise estudados.

Processo Tempo Rendimento Eficiéncia (%)

(Horas) massico (g/kg)

Agitacao Mecéanica 4 75,5 21,15
Ultrassom (Sonicacéo Direta) 2 370,86 103,87
Ultrassom (Sonicacéo Indireta) 2 165,76 45,63
CO2 Supercritico 4 219,39 61,45
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Embora o processo desenvolvido neste trabalho tenha apresentado possivel
potencial de aplicagdo, muito ainda precisa ser investigado e aprimorado. Desta
forma, algumas sugestdes para trabalhos futuros séo elencadas a seguir:

- Avaliar o potencial de outras matérias-primas amilaceas além do bagaco de
malte;

- Realizar a hidrolise da fracao lignocelulésica do BM ja que a mesma compde
grande parte do material;

- Desenvolver modelos cinéticos de hidrélise do amido granular, que, devido as
suas caracteristicas e complexidade com diversas enzimas e diversos substratos
diferentes, séo pouco relatados na literatura;

- Realizar experimentos de fermentacao simultanea a hidrélise ja que a enzima
€ propria para este tipo de processo, conjuntamente com o balanco global do
processo;

- Realizar a hidrolise enzimatica do BM com aplicacéo de ultrassom e agitacao
mecanica em conjunto;

- Investigar a frac&o residual do processo, ja que € possivel que a mesma possa
apresentar uma composicao de interesse para a alimentacdo animal, conferindo mais
uma fonte de rentabilidade;

- Realizar uma prospeccédo de possiveis produtos de interesse a partir do
acucar fermentescivel, que potencialmente apresentem elevada produtividade e alto
valor agregado;

- Realizar um pré-tratamento do material para a hidrélise com agitacao
mecanica e CO; supercritico com ultrassom, ou ainda realizar a hidrolise com CO:

supercritico assistida por ultrassom.
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APENDICE - ANALISES CROMATOGRAFICAS

Neste apéndice sao apresentados os dados das curvas de calibragéo (Tabela
A.1) obtidas para a quantificacao de carboidratos do bagaco de malte in natura (Tabela
A.2), os dados das curvas de calibragdo (Tabela A.3) obtidas para a quantificacéo do
teor de acUcares nos licores obtidos apds cada processo de hidrélise (Tabela A.4) e
seus respectivos cromatogramas (Figuras A.1 a A.4). A metodologia de calculo
adotada para determinacdo do teor de carboidratos, bem como as condi¢des
cromatograficas utilizadas para as analises foram realizadas conforme descrito nos

Materiais e Métodos.

Tabela A.1 — Dados das curvas de calibragéo.

Compostos tr (Min) Equacéo (R?

D-glicose 8,991 y = 5,0197E-06x + 1,2932E-03  9,9941E-01
D-arabinose 10,655 y = 4,7185E-06x - 6,3905E-03 9,9866E-01
D-xilose 9,648 y = 5,2272E-06x - 1,5511E-03 9,9968E-01
Acido Acético 14,943 y = 8,4806E-06x - 9,9816E-02 9,9959E-01
Furfural 3,321 y = 5,5780E-06x + 1,1944E-03 9,9969E-01
HMF 2,369 y = 7,5195E-06x + 3,5557E-04 9,9726E-01

tr= tempo de retengéo
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Tabela A.2 — Resultados obtidos (triplicatas) por CLUE posteriormente utilizados nos calculos de quantificacdo dos carboidratos.

Compostos tr (Min) Area (nRIV) Concentracdo (mg.mL™)
tr1 tro tra Al A2 A3 C1 C2 C3

D-glicose 9,087 9,086 9,083 1,683E-05 1,65686E-05 1,70302E-05 0,9726  0,9575  0,9841
D-arabinose 10,733 10,733 10,729  6,85427E-04 6,86956E-04 6,45591E-04 0,3170 0,3177  0,2982
D-xilose 9,743 9,742 9,738 1,30641E-05 1,29425E-05 1,25799E-05 0,6813 0,6750 0,6560
Acido Acético 15,601 15,599 15,595 1,35871E-04 1,11684E-04 1,26505E-04 0,0154 0,0051 0,0075
Furfural* 3,097 3,097 3,100 1,41776E-04 1,49618E-04 1,66445E-04 0,0803 0,0847 0,0940
HMF* 2,273 2,273 2,275 1,32429E-03 1,28041E-03 1,21643E-03 0,0103 0,0100 0,0095

*A unidade de area para os inibidores (furfural e HMF) € dada em mAU.



Tabela A.3 — Dados das curvas analiticas.

Compostos tr (Min) Equacéao (R?)

D-glicose 8,556 y = 210383x + 14353 0,9989
D-arabinose 10,155 y = 205460x + 13627 0,9989
D-xilose 9,191 y = 200345x + 13861 0,9989
Celobiose 7,045 y =212910x + 12591 0,9988

Tabela A.4 - Quantificacdo do teor de acucares nos licores dos diferentes processos de hidrolise.

D-glicose D-arabinose D-xilose Celobiose
Processos Area  Concentracdo  Area  Concentracdo  Area  Concentracdo Area  Concentracio
(URIV) (mg.mL™?) (URIV) (mg.mL™"1) (URIV) (mg.mL™?) (URIV) (mg.mL™?)
Agitacdo Mecanica 9330681 44,2827 50691 0,180395 77311 0,316704 598002 2,74957
Ultrassom (SD) 9846279 46,7335 25455 0,057568 73370 0,297033 550741 2,52759
Ultrassom (SI) 6919735 32,8229 56479 0,208566 51299 0,186868 386410 1,75576
CO; Supercritico 3107466 14,7023 91044 0,376798 208251 0,970276 270611 1,21874

SD= sonicacao direta; Sl= sonicac¢ao indireta
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Figura A.1 - Cromatograma da andlise de acgucares do licor do processo de hidrolise
com agitacdo mecanica (pico 1: celobiose; pico 2: glicose; pico 3: xilose; pico 4:
arabinose).
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Figura A.2 - Cromatograma da andlise de acucares do licor do processo de hidrélise
assistida por ultrassom com sonicacao direta (pico 1: celobiose; pico 2: glicose; pico
3: xilose; pico 4: arabinose).
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Figura A.3 - Cromatograma da andlise de acgucares do licor do processo de hidrolise
assistida por ultrassom com sonicacéo indireta (pico 1: celobiose; pico 2: glicose; pico
3: xilose; pico 4: arabinose).
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Figura A.4 - Cromatograma da andlise de acucares do licor do processo de hidrélise
com CO2 supercritico (pico 1: celobiose; pico 2: glicose; pico 3: xilose; pico 4:
arabinose).
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