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Sumaério

O presente trabalho tem como objetivo a otimizacdo da etapa de fermentacdo dos
acucares obtidos a partir da dréche cervejeira para producédo do bioetanol através da
utilizacdo das leveduras Pichia stipitis NCYC 1541 e Kluyveromyces marxianus NCYC
2791 como agentes fermentativos. O meio de cultura usado para manter as culturas
destas leveduras foi Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD). O principal propdésito
deste trabalho foi o de encontrar alternativas aos combustiveis fosseis, pautando-se

por solucdes inofensivas para 0 meio ambiente e sustentaveis.

Assim, o trabalho estéa dividido em quatro etapas: 1) caraterizacdo quimica e bioldgica
da dréche; 2) pré-tratamento acido e hidrélise enzimatica para primeiramente quebrar
as moléculas de lenhina que envolvem os polimeros de celulose e hemicelulose e em
seguida romper as ligagBes poliméricas destas macromoléculas por acdo enzimatica e
transforma-las em aclcares simples, respetivamente, obtendo-se entdo a glucose, a
maltose, a xilose e a arabinose; e, por ultimo, 3) otimizacdo da etapa de fermentacéo
da glucose, maltose e das pentoses que constitui a condicdo essencial para se chegar
a sintese do bioetanol de um modo eficiente e sustentavel e 4) a recuperacdo do
bioetanol produzido por destilacao fracionada. A quantificacdo dos agucares libertados
no processo foi feita recorrendo a andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Neste estudo foram identificados e quantificados cinco agUcares: Arabinose,
Glucose, Maltose, Ribose e Xilose.

Na etapa de pré-tratamento e hidrélise enzimética foram usados os acidos cloridrico
(HCI) e nitrico (HNO3) com a concentracédo de 1% (m/m), e as enzimas Glucanex 100g
e Ultraflo L.

Foram testadas seis condicfes de pré-tratamento e hidrélise enzimatica, alterando os
parametros tempo de contacto e razdo enzimas/massa de dréche, respetivamente, e
mantendo a temperatura (50 °C), velocidade de agitacao (75 rpm) e concentra¢do dos
acidos (1% (m/m)). No processamento de 25 g de dréche seca com 0,5 g de
Glucanex, 0,5 mL de Ultraflo e um tempo de reacdo de 60 minutos para as enzimas foi

obtida uma eficiéncia de 15%, em hidrolisado com 6% da celulose.

Realizou-se a fermentacdo do hidrolisado resultante do pré-tratamento &cido e
hidrélise enzimética de dréche cervejeira e de meios sintéticos preparados com 0s
acucares puros, usando as duas estirpes selecionadas para este estudo: Pichia stipitis
NCYC 1541 e Kluyveromyces marxianus NYCY 2791. As eficiéncias de fermentacao
dos acUcares nos meios sintéticos foram superiores a 80% para ambas as leveduras.

No entanto, as eficiéncias de fermentacdo do hidrolisado da dréche foram de 45,10%
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pela Pichia stipitis e de 36,58 para Kluyveromyces marxianus, para um tempo de
fermentacéo de 72 horas e a temperatura de 30 °C. O rendimento tedrico em alcool no
hidrolisado da dréche é de 0,27 g/g, trés vezes maior do que o real (0,0856 g/g), para
Pichia stipitis e de 0,19 g/g seis vezes maior do que o real (0,0308 g/g), para a

Kluyveromyces marxianus.

Palavras-chave
Ambiente, Bioetanol, Dréche cervejeira, Fermentacdo, Kluyveromyces marxianus
NCYC 2791, Pichia stipitis NCYC 1541.
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Abstract

The present work aims to optimize the fermentation of sugars obtained from the
brewer’s spent grains for bioethanol production by using the yeasts Pichia stipitis
NCYC 1541 and Kluyveromyces marxianus NCYC 2791 as fermenting agents. The
culture environment used for growing the yeasts was Yeast Extract Peptone Dextrose
(YEPD). The main purpose of this work is to find alternatives to fossil fuels and is

driven by solutions harmless to the environment.

The work is divided into four steps: chemical and biological characterization of brewer’s
spent grains (BSG); acid and enzymatic hydrolysis to first break the lignin molecules
involving cellulose and hemicellulose polymers and then break the bonds of these
polymeric macromolecules by enzymatic action and transform them into simple sugars,
respectively, thus producing glucose, maltose, xylose and arabinose; optimization step
of glucose and pentose fermentation which is the essential condition for reaching the
synthesis of bioethanol in an efficient and sustainable manner and finally bioethanol
recovery. The quantification of sugars released in the process was done by using high
performance liquid chromatography (HPLC). This study identified five sugars:

arabinose, glucose, maltose, ribose and xylose.

For the pre-treatment and enzymatic hydrolysis step we used hydrochloric acid (HCI)
and nitric acid (HNO3) at 1% (m /m) of concentration, Ultraflo L and Glucanex 100g

enzymes.

Six conditions of pre-treatment and enzymatic hydrolysis were tested, altering some
parameters: contact time and the amount of enzymes, respectively, maintaining the
temperature (50 °C), speed of agitation (75 rpm) and concentration of the acids (1% (w
/ w)). With 0.5 g of Glucanex, 0.5 mL of Ultraflo and 60 minutes of reaction time for the
enzymes it was achieved 15% of efficiency in obtaining a hydrolyzate from a sample of
BSG with 6% of cellulose

The hydrolyzed resulting from the acid pretreatment and enzymatic hydrolysis and a
synthetic medium prepared with the same simple sugars, it was tested the process of
fermentation with the two strains mentioned above in the text. The efficiencies for the
synthetic medium with both yeasts were higher than 80%, after 72 h of fermentation
time at a temperature of 30 °C. In what concerns the fermentation of the liquor resulting
from the BSG pre-treatment and hydrolysis, the fermentation yield was substantially
lower, of 45.10% for the Pichia stipitis, and of 36.58% for the Kluyveromyces
marxianus, which is probably due to the presence of inhibitory compounds resulting

from the process. The theoretical yield in alcohol in hydrolysates of brewerye’s spent
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grains is of 0.27 g/g for Pichia stipitis, which is three times larger than the actual

(0.0856 g/g) and 0.19 g/g for Kluyveromyces marxianus which is six times larger than
the actual (0.0308 g/g).

Keywords

Bioethanol, brewer’s spent grains (BSG), Fermentation, Kluyveromyces marxianus
NCYC 2791, Pichia stipitis NCYC 1541.
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Nomenclatura
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min minuto

PCs Poder calorifico superior MJ/kg
tr tempo de residéncia média min
\Y Volume L
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1. Introducao

No mundo, o setor dos transportes é quase inteiramente dependente de combustiveis
derivados de petréleo, consumindo cerca de 60 % do petréleo produzido a escala
mundial. Deste modo o setor dos transportes é responsével por cerca de 30 % das
emissdes dos gases com efeito de estufa, o que contribui em igual percentagem para
0 aquecimento global. Apenas um galdo de gasolina produz cerca de 8 kg de di6xido
de carbono, pelo que os derivados do petréleo sdo também responsaveis pelas
emissdes globais de mondéxido de carbono (CO) e de diéxido de carbono (CO.,), cerca

de 70% e 19% respetivamente (Balat, 2011).

Em 2007, havia em todo o mundo, aproximadamente 806 milhdes de automdveis e
camides ligeiros nas estradas e estima-se o aumento para 1,3 mil milhdes até 2030 e
para 2 mil milhdes de veiculos em 2050 (Balat, 2011). Este crescimento ira afetar a
estabilidade dos ecossistemas e incrementar as alteracGes climaticas globais, bem

como reduzir as reservas mundiais de petroleo.

O dramético aumento do preco do petréleo, a natureza finita dos combustiveis fosseis,
a crescente preocupacado em relagdo ao impacto ambiental, especialmente em relacéo
as emissoes de gases de efeito de estufa, a saude das populacdes e a seguranca das

nagdes levam cada vez mais a procura de novas fontes e formas alternativas de

energia para o setor dos transportes.

A producdo de combustiveis alternativos tem de ser tecnicamente viavel,
economicamente competitiva, ambientalmente aceitavel e estar sempre disponivel.
Numerosos potenciais combustiveis alternativos tém sido propostos pelos
investigadores, incluindo o bioetanol, o biodiesel, o0 metanol, o hidrogénio, o biogas,
etc. (Balat, 2011). Estes oferecem muitas vantagens em relagdo aos combustiveis de
origem féssil: sdo facilmente obtidos através das fontes de biomassa, apresentam
maior seguranca energética e reduzido impacto ambiental, sdo biodegradaveis,
contribuem para a sustentabilidade, reunindo as preocupacfes econdmicas, sociais,
ambientais e politicas. Além disso, a tecnologia de producéo de biocombustiveis é
relevante para o desenvolvimento dos paises em vias de desenvolvimento na medida
em que pode ajudar a aumentar 0os postos de trabalho, reduzir as faturas com a
importacdo de energia e ainda abre potenciais mercados de exportagdo. As vantagens
supracitadas ja estdo a ser analisadas e fazem parte da agenda dos investigadores,
pelo que se prevé um aumento muito rapido da quota de biocombustiveis disponiveis

no mercado nas proximas décadas.
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1.1.Enquadramento

O biocombustivel € uma fonte renovavel de energia, produzida a partir de matérias-
primas de base bioldgica, que pode ser usada como uma alternativa aos combustiveis
derivados do petroleo. Desses biocombustiveis os mais comuns sdo o etanol,
produzido a partir de milho, trigo ou beterraba, e o biodiesel, obtido a partir de
sementes oleaginosas. Ambos s&o correntemente produzidos a partir de culturas
alimentares classicas que requerem terras agricolas de alta qualidade para o
crescimento, o que suscita algumas preocupacfes ao nivel da sustentabilidade. No
entanto, o bioetanol pode ser produzido também a partir de residuos organicos
domésticos de recolha selectiva, biomassa celulésica como herbaceas e lenhosas,
residuos agricolas e florestais e de uma grande parte dos fluxos de residuos sélidos

urbanos e industriais (Demirbas, 2009).

As preocupacdes divulgadas pelos meios de informacdo sobre a escassez de
alimentos, devido a producdo de etanol a partir de matérias-primas alimentares (o
etanol de 12 geracdo), tém provocado a mudanca para fontes de energias mais
sustentaveis, com a producdo de bioetanol a partir de matérias-primas celulésicas,
produzindo-se assim o etanol de 22 geracdo. No entanto a producao do etanol a partir
de matérias-primas celulésicas ainda ndo é uma realidade industrial devido a alguns
obst4culos técnicos, como a ineficiéncia do pré-tratamento, levando assim a um baixo
rendimento na producdo de bioetanol. Assim, a reducdo especifica nos custos de
conversdao de biomassa poderia tornar o etanol celulésico bastante competitivo em

relacdo a outros biocombustiveis.

As tecnologias para a producéo do bioetanol tém sofrido grandes desenvolvimentos na
tltima década. Os equipamentos e o processo de fabrico sdo, cada vez mais, alvo de
estudos cientificos com vista a otimizacdo da sua eficiéncia (Shahsavarani, et al.,
2013).

1.1.1. Producéo do bioetanol

De entre os biocombustiveis, o0 mais importante e mais usado, sobretudo no continente
americano é o bioetanol, que pode ser usado puro (E100) ou em misturas com
gasolina (E20), em que 20 representa a percentagem em volume de etanol na

mistura), com poucas ou sem quaisquer modificagdes nos motores automoveis.

O etanol ou alcool etilico € um composto organico liquido, incolor, téxico, inflamavel,

com cheiro forte e consisténcia préxima a da agua. Recentemente o termo "bioetanol"
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também tem sido usado como sinénimo de etanol, quando se quer enfatizar a origem

renovavel (Novacana, s.d.).

Tecnicamente, o etanol pode ser produzido a partir de uma ampla variedade de
matérias-primas renovaveis, que podem ser classificadas em trés grupos principais. As

matérias:

e Contendo quantidades significativas de acucares fermentaveis (cana-de-
acucar, beterraba);

¢ Com amido (milho, batata, arroz, trigo);

e Celulbsicas (palha, capim, sabugo de milho, madeira, bagaco de cana,

cevada);

A producdo do bioetanol a partir das matérias-primas sacarinas ou amilaceas ja se

encontra desenvolvida e implementada a nivel industrial.

A producdo do bioetanol a partir de substancias celulésicas pode ser feita por dois
processos. O primeiro € um processo bioquimico que envolve um pré-tratamento, que
liberta as hemiceluloses, ao qual se segue uma etapa de hidrélise que decompbe a
celulose e hemiceluloses em acucares simples (glucose e pentoses). O produto da
hidrélise é posteriormente submetido a fermentacéo, obtendo-se como produtos finais
o etanol e a lenhina. O segundo é um processo termoquimico que consiste na adicdo
de calor e reagentes quimicos a biomassa para a producao do gas de sintese, que é
uma mistura de mondxido de carbono e hidrogénio. Posteriormente faz-se reagir o gas
de sintese com um catalisador, produzindo o etanol e outros co-produtos liquidos
(Energy, s.d.)

1.1.2. Producdo mundial de etanol

Conforme os dados do Instituto de Pesquisas e Estudos Sociais e do Agronegécio
(ICNA) a producdo mundial de etanol cresceu ligeiramente em 2012 para 82,5 bilibes
de litros, representando um aumento de 2% relativamente ao produzido em 2011,
como mostra a figura 1.1 (ICNA, 2013).

Analisando a figura 1.1 verifica-se que em 2006, a producdo de etanol era
praticamente nula nos paises africanos. Denota-se uma evolucao positiva da producao
mundial de etanol e um aumento significativo nos paises europeus e asiaticos e com

menor expressdo nos africanos (ICNA, 2013).

Com a implementacao de politicas para o incentivo do uso de etanol, estima-se que a

producédo de etanol a nivel mundial aumente para cerca de 130%, em relagdo ao ano
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2014, que corresponde aproximadamente a 159 bilides de litros para o ano 2019,

conforme se pode verificar no grafico da Figura 1.2.

Para o0 mesmo ano é também esperado um aumento da producdo de biodiesel para

valores na ordem de 41 bilides de litros, como mostra o grafico da Figura 1.3.
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Figura 1.1 — Producao mundial de etanol (em milhdes de litros) (ICNA, 2013).
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Figura 1.2 — Expansé@o mundial do mercado de bioetanol (adaptado de OECD-FAO, 2010-
2019).
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Figura 1.3 — Expansdo mundial do mercado de biodiesel (adaptado de OECD-FAOQO, 2010-
2019).

Os EUA (Estados Unidos da América) deverdo manter-se como 0 maior produtor e
consumidor de etanol (Figura 1.4). O Brasil, com a sua industria de etanol baseada em
cana-de-acucar, devera ser o principal exportador, nos proximos anos. Parte das
exportacdes brasileiras de etanol dever&o ser canalizadas, através de paises como as
Caraibas, para os EUA devido as condig8es preferenciais de importagdo (OECD-FAO,
2010-2019). A Uniao Europeia (UE) deverd aumentar a producdo de etanol, em

resposta a politica de incentivo a utilizagdo de biocombustiveis nos transportes.

Outroe Produgao Ol;tl;':s Uso
7%
China China
4% 3%
Unido . Uniao
Einonoi Estad4o3s°21mdos Europeia Eanos
11% 13% Unidos
50%
Brasil Brasil
35% 26%

Figura 1.4 — Mercados de etanol dominados pelos EUA, Brasil e a UE. Distribuicdo regional da
produc@o mundial de etanol e o seu uso estimados em 2019. Adaptado de (OECD-FAO, 2010-
2019)

1.1.3. Producéao Europeia de bioetanol

A UE, embora possua uma producdo em menor escala que os dois principais
produtores de etanol, EUA e Brasil, ocupa a terceira posi¢do a nivel mundial, com 11%

de producéo e 13% de consumo (Figura 1.4).
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O aumento do consumo de biocombustiveis no sector dos transportes na Europa
aumenta a cada ano. A Figura 1.5 representa a distribuicdo do consumo de diferentes

biocombustiveis na Europa durante o ano de 2012 (Eurobserv' ER, 2013).

s
0,5 % Oleo Vegetal R 0,5 % Biogas

1 19,9 % Bioetanol

79,1 % Biodiesel e

Figura 1.5 — Consumo energético no Setor de Transportes Europeu em 2012 por tipo de
biocombustivel. Adaptado de (Eurobserv'ER, 2013).

1.1.4. Producéao nacional

Segundo os dados do Eurobserv'ER de 2013, Portugal encontra-se na décima
primeira posicdo ao nivel europeu, no consumo de biocombustiveis, com uma

producéo de 287 mil toneladas em 2012.

Portugal é um pais de escassos recursos energéticos naturais, que recorre a quase
80% de importacdo de combustiveis fdsseis para produzir os bens basicos
necessarios para o seu crescimento economico. A utilizacdo de fontes de energia
alternativas, como o bioetanol, sera uma opc¢do vantajosa para o desenvolvimento

sustentado do pais (Eiras, et al., 2011)

Embora em Portugal a maior parte dos veiculos utilize gaséleo, ha ainda uma parte
significativa dos transportes que utiliza como combustivel a gasolina. Ora o bioetanol
pode ser usado nos motores a gasolina com poucas (ou nenhumas) modificagdes,
pelo que é naturalmente um combustivel alternativo a utilizar nos veiculos motorizados

fabricados atualmente.

A producéo de bioetanol em Portugal a partir da dréche cervejeira (conceito explicado
na seccdo 2.1) seria uma mais-valia e estara altamente facilitada tendo em conta a
abundéncia da dréche (um recurso natural ainda sub valorizado pelo sistema)
existente no pais - cerca de 45050 toneladas por ano (Unicer, 2012). Se bem que néo
seja 0 Unico aspecto a considerar, o facto de se utilizar um subproduto e ndo uma

matéria-prima alimentar ou produzida especificamente para fins energéticos e
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utilizando solos agricolas, constitui um forte contributo para a sustentabilidade do

processo (Moura, 2012).

1.2.0Objetivos

Tendo como pano de fundo a problematica anteriormente descrita, foi proposta a
realizacdo desta dissertacédo, tendo em vista satisfazer um conjunto de objectivos que

seguidamente se apresentam.

1.2.1. Objectivos gerais

Encontrar solugfes alternativas aos combustiveis de origem féssil, utilizando matérias-
primas residuais e processos sustentaveis. No caso presente, pretende-se produzir
bioetanol a partir do subproduto da industria cervejeira, a dréche cervejeira.

1.2.2. Metodologia

A metodologia a utilizar para atingir o objectivo do projeto é a seguinte:

1- Caracterizagdo Quimica/Fisica da dréche;

2- Pré-tratamento, que tem como finalidade quebrar as cadeias de lenhina, que
protegem os polimeros de celulose e hemiceluloses da biomassa lenho-
celulésica; hidrélise enzimética, que tem como finalidade permitir a quebra das
cadeias de polissacarideos (celulose e hemiceluloses) em aclcares simples
(essencialmente glucose, xilose e arabinose e eventualmente outras pentoses);

3- Otimizacdo da etapa de fermentacdo dos aclUcares simples, com especial
interesse na fermentacdo das pentoses que constituem a parte mais
significativa dos agUcares obtidos a partir da dréche cervejeira,;

4- Recuperacdo do etanol produzido a partir da dréche cervejeira para utilizacéo

como fonte de energia amiga do ambiente.

1.3.Estrutura de trabalho

Esta tese esta estruturada em cinco capitulos, detalhando todo o percurso dos estudos

realizados.

No 1° capitulo apresenta-se uma breve introducéo justificativa da importancia do uso
dos biocombustiveis, no setor dos transportes, como recurso alternativo aos
combustiveis fosseis. Nesta abordagem destaca-se especialmente o bioetanol, as
suas formas de producdo, bem como as principais vantagens e desvantagens da sua

utilizacdo. Ainda neste capitulo real¢a-se o nivel de producéo e utilizacdo das energias
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renovaveis, a escala mundial, abordando também o seu consumo a nivel Europeu e

especificamente em Portugal.

No 2° capitulo as abordagens disponiveis na literatura serdo o foco principal e servirdo
de pilares que sustentam os estudos e os resultados apresentados. Nesta segunda
parte, o foco encontra-se essencialmente nas variantes de utilizacdo da dréche

cervejeira e nas metodologias utilizadas para a producéo de bioetanol.

O 3° capitulo é dedicado a apresentacao do trabalho experimental com descricdo dos
procedimentos e dos métodos utilizados nas fases da conversdo da dréche em

bioetanol. Também serdo detalhadamente analisados os resultados obtidos.

O 4° capitulo espelha as principais conclus6es do estudo e algumas recomendacdes
para trabalhos futuros, atendendo as limitacdes ou obstaculos encontrados ao longo
do estudo.

O 5° capitulo enquadra a compilacdo de anexos. Neles se encontram as normas
utilizadas, bem como todos o0s procedimentos necessarios para a execucao
experimental deste trabalho, exemplos de célculos e ainda as fichas de seguranca de

todos os reagentes utilizados.
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2. Estado de Arte

2.1.Composicao da dréche cervejeira

De acordo com a Portaria 1/96, de 3 de Janeiro, a cerveja € uma “bebida obtida por
fermentacdo alcodlica, mediante leveduras selecionadas do género Saccharomyces,
de um mosto preparado a partir de malte de cereais, principalmente a cevada, e outras
matérias-primas amilaceas ou acucaradas, ao qual foram adicionadas flores de lupulo

ou seus derivados e agua potavel”.

z

A cevada é a matéria-prima primordial, tendo sido nos ultimos anos objeto de um
profundo trabalho de investigacdo cientifica. Em unidades industrias a cevada é
transformada em malte através de um processo denominado maltagem. Toda a massa
insolavel que resulta da filtracdo do mosto é designada de dréche (Fonseca &
Teixeira, 2007).

A industria cervejeira produz grande quantidade de subprodutos, mais concretamente
a dréche, que constitui cerca de 85% do total de subprodutos (Mussatto, et al., 2006).
No entanto, como a maioria destes sdo produtos derivados da agricultura, encontram-
se disponiveis no mercado a baixo custo ou mesmo sem qualquer custo ao longo de
todo o ano, e podem facilmente ser reciclados e reutilizados na producdo de

biocombustiveis, nomeadamente o bioetanol de segunda geracao.
A composicao quimica da dréche varia com as carateristicas da cevada:

e A altura da colheita;
¢ As condigbes de moagem e maltagem;

e A guantidade e o tipo de adjuvantes adicionados no processo de fermentacao.

A dréche cervejeira pode ser considerada um material lenho-celulésico rico em
proteinas e fibras, que representam respetivamente cerca de 20 e 70% da sua
composigao. Os principais componentes destes tecidos fibrosos sdo: a arabinoxilose,
a lenhina (macromolécula polifendlica) e a celulose (Mussatto, et al., 2006). Na tabela
2.1 encontra-se a composi¢do quimica da dréche cervejeira, resultado dos estudos
realizados por Mussatto et al. (2006) e Xiros et al. (2008).

Como se observa na Tabela 2.1. a composi¢cdo da dréche pode apresentar valores
muito distintos. Essa diferenca deve-se ao processo de producdo da cerveja e a

natureza das matérias-primas usadas na industria cervejeira.
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Tabela 2.1 — Composi¢éo quimica da dréche.

Composicéo de Dréche (% m/m)

Componente
Mussatto et al., 2006 Xiros et al., 2008
Celulose 16,8 12
Hemicelulose ---- 40,2
Proteina total 15,2 14,2
Lenhina 27,8 11,5
Cinzas 4.6 3,3
Lipidos | - 13,3

Na Tabela 2.2 apresenta-se a composi¢cao de diferentes lotes de dréche provenientes

da UNICER. Os lotes identificam-se pela data de colheita da amostra - por exemplo
LO80109 significa uma colheita de 8 Janeiro de 2009. Verifica-se que cada lote tem
composicao varidvel com a data de colheita.

Tabela 2.2 — Composigéo quimica dos diferentes lotes de dréche (Unicer).

Amostras
Constituinte % (m/m)

L080109 L270109 L090209 L250209 L090309
Humidade 72,3+0,3 76,4 +0,1 75,1+0,3 75,8 +0,1 76,3+0,6

Massa seca 27,4 23,6 24,9 24,2 23,7
Cinzas* 4,07 + 0,02 3,77 £ 0,02 4,06 + 0,02 3,58 £ 0,02 4,07 £0,02

Lipidos* 7,54 75 6,92 7,53 7,94
AcuUcares* 52,0+2,6 70,2 +6,0 63,7 2,8 51,2+2,1 55,1+2)7

* %% em base seca

O material lenho-celulésico que serve de matéria-prima para a producao de bioetanol

€ constituido principalmente por trés polimeros: a celulose, as hemiceluloses e a

lenhina, que estdo associados uns aos outros, através de ligacdes covalentes. A

Figura 2.1 representa a composicdo da parede celular da biomassa lenho-celulésica.

Proteinas solaveis

Figura 2.1 — Composi¢do da parede celular de biomassa lenho-celul6sica (Neitzel, 2013).

Estado de Arte
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2.1.1. Celulose

A celulose é um polimero linear, proveniente da juncdo de milhares de moléculas de
glucose, unidas por ligagdes glicosidicas 3(1—4), Figura 2.2 a). A sua férmula quimica
€ C¢H1005 € € insolavel em 4gua. Aquele tipo de ligagéo, aliado a rotagdo de 180° que
cada unidade de glucose sofre na cadeia relativamente & unidade precedente, Figura
2.2 b), confere ao polissacarido uma estrutura planar que € estabilizada por ligacdes
de hidrogénio, Figura 2.2 c). Existe praticamente em todo o reino vegetal e € o
principal componente da parede celular. Considerada como o esqueleto béasico das
células vegetais, as suas moléculas filamentosas e altamente resistentes conferem

uma elevada rigidez a estrutura vegetal.

o

0 Sy o

O g =
HO OH HOH.C 0 HO OH
a)
. ~. CH7OH (H
~0 - 0 H i} y
U, /
HO HO ™~ ¥ CHLOH T

Planos de Organizacio /

estrutural da celulose

Ligacdes de hidrogénio
interplanares

Ligactes de hidrogénio
intermoleculares

Ligacdes de hidrogénio
intramoleculares

Figura 2.2 — Estrutura molecular de um segmento de uma cadeia de celulose a) representacao
da ligacao entre glucose (1—4) (Berg, et al., 2004), b) representando a rotacéo de 180°
(Nelson & Cox, 2005),e c) estrutura da molécula de celulose com as respectivas ligacdes de
hidrogénio (Veira, 2009).

2.1.2. Hemicelulose

As hemiceluloses sado hidratos de carbono de estrutura complexa (polimérica)
constituidos por diferentes mondmeros, tais como pentoses (xilose e arabinose),
hexoses (manose, glucose e galactose), acidos urdnicos (acido 4-O-metilglucorénico,
acido D-glucorénico e acido D-galacturénico). O componente dominante das

hemiceluloses provenientes da madeira e das plantas agricolas, como relva e palha, é
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a xilana, de fibra longa.

As hemiceluloses tém um peso molecular menor do que a celulose e possuem ramos
de cadeias laterais curtas constituidas por diferentes agucares de facil hidrélise. As
hemiceluloses funcionam como uma ligacdo entre a lenhina e as fibras de celulose e
proporcionam a toda a rede de celulose-hemicelulose-lenhina uma maior rigidez
(Hendriks & Zeeman, 2009).

"y
Ha T
Ho— q_“'“' - /_,-r Xilse

I AN

Figura 2.3 — Representacdo da estrutura molecular de hemicelulose (Santos, et al., 2012).

2.1.3. Lenhina

A lenhina é, depois da celulose e das hemiceluloses, um dos polimeros arométicos
mais abundantes na natureza, e estd presente na parede celular. A lenhina
corresponde a cerca de 15 a 35% do peso do material lenho-celulésico. E um
heteropolimero amorfo constituido por trés unidades de fenil-propano diferentes (p-
cumarico, alcool coniferilico e sinapilico) que sdo mantidos juntos por diferentes tipos
de ligacdes. As principais funcbes da lenhina sdo as de conferir a planta suporte
estrutural, impermeabilidade e resisténcia contra o ataque microbiano e stress

oxidativo. O heteropolimero amorfo é também insolivel em agua e oticamente ativo, o

que faz com que a degradacdo da lenhina seja muito dificil (Hendriks & Zeeman,
2009).

CH,OH

OCHj

OH
Figura 2.4 — Estrutura da lenhina: a) estrutura tridimensional de um fragmento do polimero de
lenhina, sendo visiveis as 4 cadeias de xilanas (amarelo), b) monémero dos polimeros da
lenhina (Klock, et al., 2005).
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2.1.4. Glucose, xilose, arabinose

A glucose, a xilose e a arabinose sédo hidratos de carbonos, monossacaridos, mais
abundantes na matéria-prima lenho-celulésica e ndo sofrem hidrélises quando estéo
nas suas formas mais simples. Estes aclUcares possuem um grupo aldeido dai o
prefixo aldo- (aldohexoses e aldopentoses) nas suas designacdes, conforme

representacao da Figura 2.5.

A xilose e a arabinose sdo aldopentoses constituidas por cinco atomos de carbono e
podem ser encontradas na composi¢cdo de alguns biopolimeros, tais como as
hemiceluloses, enquanto a glucose é uma aldohexose com seis atomos de carbono e

pode ser encontrada em varios frutos e materiais lenho-celulésicos (Moura, 2012).

H H Hix
L4
,J\ CHOH ’ /ﬁo (_._rb-%\m_
HO MO K "
L OH \-}/
\" ol |\/ H o Ny / aH
Ha HO CHOH R
I H & H !

I
Glucose Kiloze Arabinose

Figura 2.5 — Representacao quimica das moléculas de glucose, xilose e arabinose (Ferreira,
2009) .

2.2.Etapas da producéo do etanol

Conforme se disse anteriormente, o bioetanol de segunda geracéo é obtido a partir de
matérias-primas ricas em hidratos de carbono complexos como a celulose e
hemiceluloses. Constitui assim uma alternativa interessante para reduzir a competicao

com a industria alimentar e acrescentar valor para os residuos agro-industriais.

Os materiais lenho-celulésicos sao formados por trés polimeros estruturais: celulose,
hemiceluloses e lenhina e ainda pequenas quantidades de outros compostos. Estes
hidratos de carbono (celulose e hemiceluloses), podem ser sacarificados e
eventualmente fermentados para a obtencdo do bioetanol. Embora existam alguns
estudos sobre a fermentacdo de misturas de hexoses e pentoses, 0S processos sao

complexos e ainda ndo séo utilizados a nivel industrial.

A hidrélise enzimatica é limitada devido a alguns fatores, dos quais se destacam a
reduzida area superficial da fibra de celulose para o ataque das enzimas, o teor e a

cristalinidade da lenhina e o grau de polimerizag&o da celulose (Dagnino, et al., 2012).

Para a concretizacdo dos objetivos deste trabalho serdo aplicadosos seguintes
procedimentos: o pré-tratamento &cido, a hidrélise enzimética, a fermentacéo alcodlica

e a recuperacao do etanol utilizando destilacdo ou separacdo por membranas.
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2.2.1. Pré-tratamento

O pré-tratamento tem por objetivo elevar ao maximo a conversdo dos agucares em

etanol. E aplicado nas biomassas lenhosas.

Conforme se disse anteriormente, o complexo lenho-celulésico € composto por uma
matriz de celulose, lenhina e hemiceluloses ligadas umas as outras para formar
cadeias de polimero. O pré-tratamento é feito para quebrar esta matriz, de modo a
reduzir o grau de cristalinidade da celulose e aumentar a fracdo de celulose amorfa,
gue é a forma mais conveniente para o ataque enzimético. Nas biorrefinarias com
base em materiais lenho-celulésicos, que tém acucares como intermediérios, é
necessario quebrar a estrutura da matéria-prima para obter os acucares simples a
partir da celulose e hemiceluloses. Vérios tipos de processos tém sido relatados na
literatura, com base nos trabalhos experimentais, nhomeadamente os fisicos, o0s
quimicos, os fisico-quimicos e os biologicos (Conde-Mejia, et al., 2012), (Sarkar, et
al., 2012).

2.2.1.1. Pré- tratamento fisico

O pré-tratamento fisico, consiste na reducéo da cristalinidade de celulose melhorando
a eficiéncia de hidrélise enzimética, sendo realizado através de um processo de
trituracdo. A quantidade de energia mecanica gasta na moagem de materiais lenho-
celulésicos depende do tamanho inicial e final das particulas mas também da
humidade que estes apresentam e da sua natureza. A reducdo do tamanho pode
proporcionar melhores resultados, mas quando as particulas sdo muito finas pode
gerar a formac&o de aglomerados, criando efeitos indesejaveis sobre o processamento

posterior, como a hidrolise enzimatica e a fermentacgéo.

2.2.1.2.  Pré-tratamento quimico

Os pré-tratamentos quimicos envolvem o uso de um &cido concentrado ou diluido, de
uma base, ou amédnia diluida em solvente organico, SO,, CO, ou outros produtos
guimicos. Este método é de facil operacdo e tem apresentado bom rendimento de

conversao de biomassa em curto espaco de tempo.

2.2.1.3. Pré-tratamento fisico-quimico

No pré-tratamento fisico-quimico, uma das técnicas mais utilizadas é a explosao por
vapor (steam explosion) que consiste no agquecimento da biomassa com vapor a alta
pressédo e temperatura (20 a 50 bar, 160 a 290 °C), seguindo-se uma descompressao

brusca. Quando o vapor se expande dentro da matriz lenho-celulésico as fibras da
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biomassa individuais separam-se obtendo-se uma elevada recuperacdo da xilose (45
a 65%). Este método de pré-tratamento pode ocorrer sem a utilizacdo de qualquer
catalisador (Sarkar, et al., 2012).

2.2.1.4. Pré-tratamento acido

Segundo Sarkar et al., (2012), o pré-tratamento &cido é considerado uma das técnicas
mais importantes e com maior rendimento em aclcares da matéria lenho-celulésico. E
normalmente realizado com &cidos concentrados ou diluidos (normalmente entre 0,2 e
2,5 % (m/m)) para preparar a matéria-prima para a hidrolise da celulose. Entre os
varios tipos de acidos usados, incluindo o acido cloridrico (HCI), acido nitrico (HNO3) e
acido sulfarico (H,SO,), este ultimo € o mais usado para o efeito. Os acidos atacam os
polissacaridos, especialmente as hemiceluloses que séo mais faceis de hidrolisar que
a celulose. No pré-tratamento podem formar-se varios inibidores, como o acido acético
(CH3;COOH), o furfural e o 5-hidroximetilfurfural, que afetam o crescimento dos
microorganismos usados na etapa de fermentacdo. No pré-tratamento da palha do
trigo, realizado com o &cido sulfarico diluido obteve-se um rendimento de sacarificacdo
de 74 %.

2.2.1.5. Pré-tratamento alcalino

O pré-tratamento alcalino do material lenho-celulésico digere a matriz da lenhina, da
celulose e das hemiceluloses, ficando a mistura preparada para a degradacdo
enzimatica. Este ataque alcalino rompe a parede celular por dissolugdo da
hemicelulose, lenhina e silica. Neste processo os substratos podem ser fracionados
em lenhina alcalino-soluvel, hemiceluloses e residuos, o que faz com que seja féacil
utilizd-los para a recuperacdo dos produtos mais valiosos. O residuo final
(principalmente celulose) pode ser utilizado para produzir papel ou derivados de
celulose. Os hidroxidos de sodio, potassio, célcio e amoénio podem ser utilizados neste
processo. A titulo de exemplo pode-se referir 0 estudo da eficacia de diferentes
solucBes alcalinas através da andalise de digestibilidade e de dissociacdo de
hemiceluloses em palha do trigo, para o qual se obteve um aumento de digestibilidade
de 14 para 55%, e uma reducédo da lenhina de 55 para 20%, aplicando hidroxido de
sédio a 1,5 % durante 144 horas a 20 °C (Sarkar, et al., 2012).

2.2.2. Hidrdlise enzimatica

Neste passo do processo, as cadeias celulésicas e hemiceluldsicas sdo quebradas de
forma a produzir agucares simples, fermentaveis. Esse passo pode ser realizado

usando acidos inorganicos ou enzimas.
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A hidrélise, em geral, é uma reacdo em que as ligacdes glicosidicas entre as
moléculas de aclUcares simples dos polimeros sdo quebradas por meio de uma
molécula de &agua, formando oligossacaridos mais curtos ou monossacaridos. Na
sacarificacdo dos acgUcares para a producdo do etanol sdo selecionadas enzimas
hidroliticas e varias hidrolases de glicosil (glicosidases) que catalisam a hidrélise de
polissacaridos. Na hidrélise acida diluida da celulose ou das hemiceluloses, o ido de
hidrogénio atua como catalisador e é adicionado para formar um acido conjugado que
conduz a quebra da ligacado glicosidica. Embora os ides de hidrogénio (H") catalisem a
hidrélise e remocédo de hemicelulose a um pH baixo, a operacdo a um pH elevado
(acima de 10) pode solubilizar e remover a lenhina resultando assim a melhoria da

digestibilidade da celulose (Pakarinen, 2012).

Normalmente utilizam-se enzimas uma vez que elas sdo bastante seletivas e tém um

desempenho 6timo a temperaturas entre 30 a 40 °C e a um pH de 4,0 a 5,0.

Todavia o0 custo das enzimas tém um peso consideravel o que tem levado a que sejam
realizados estudos para procurar uma forma de minimizar o consumo de enzimas na

producao de etanol de segunda geracdo (Moura, 2012).

2.2.2.1. Enzimas

As enzimas, catalisadores de sistemas biolégicos, sdo notaveis dispositivos
moleculares que determinam o perfil de transformagfes quimicas e também participam
na transformacdo de uma forma de energia para outra. A maioria das reacées nos
sistemas biologicos ndo ocorre em velocidades perceptiveis na auséncia de enzimas,
gue aceleram as reacdes por fatores de até um milhdo de vezes ou mais. As enzimas
sdo altamente especificas tanto na reacdo catalisada como na sua escolha de
reagente os quais sdo chamados de substratos (Berg, et al., 2004).

A Comisséo para Enzimas da Unido Internacional de Bioquimica (IUB) estabeleceu a
classificagdo das enzimas segundo a Tabela 2.3 (Cabral, et al., 2003).
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Tabela 2.3 — Nomenclatura e classificacdo de enzimas (Cabral, et al., 2003).

Classe de Enzima Tipo de reagdo catalisada
Oxido-redutases Reacbes de oxidacao-reducdo
Transferases Transferéncias de 1 &tomo ou grupo entre moléculas
Hidrolases Reacdo de hidrdlise
Liases Remocgédo de um grupo de uma molécula (sem ser por hidrélise)
Isomerases Reacédo de isomerizagéo
Ligases Reacdes de sintese acoplados a hidrolise de uma molécula de ATP

A hidrélise é realizada antes da fermentacdo (SHF) ou simultaneamente (SSF). Pelo
exposto anteriormente, as enzimas necessarias para a hidrolise sdo dependentes da
matéria-prima e normalmente sdo utilizados misturas ricas de varios componentes de
enzimas. Os substratos de primeira geragdo, como o amido, sdo hidrolisados com
amilases enquanto a invertase é usada para hidrolisar a sacarose. A hidrolise de
material lenho-celulésico é significativamente mais complexa quando comparada com
a do amido, por exemplo. Varias enzimas celuloliticas ou celulases e hemicelulases ou
hemiceluloliticas s@o necesséarias para hidrolisar a parede celular. A pesquisa
extensiva realizada durante as ultimas décadas tem levado ao desenvolvimento de
misturas de enzimas eficientes e que ja se encontram comercialmente disponiveis.

Trichoderma reesei sao as celulases fungo-mesofilas mais estudadas.

Como a celulose constitui a maior parte dos hidratos de carbono nos materiais lenho-
celulésicos das plantas, é a matéria-prima mais importante a converter em acucares.
Apesar da sua estrutura complexa, pode ser quase completamente hidrolisada por
enzimas. Tradicionalmente sdo necessarios dois tipos de celulases para a hidrdlise da
celulose, endoglucanases (EG) (endo-1,4-B-glucanases) e celobiohidrolases (CBH)
(exo-1,4-B-glucanases). As EG podem hidrolisar ligacdes internas de cadeias de
celulose e as extremidades da cadeia sdo atacadas pelas CBHs, que sdo as Unicas
enzimas que hidrolisam eficientemente a celulose. Elas séo divididas em dois tipos:
CBH | e CBH Il. A CBH | atua sobre as extremidades redutoras e a CBH Il nas
extremidades ndo redutoras da cadeia. As EGs e as CBHs libertam xilo-
oligossacarideos e celobiose de celulose, que sdo posteriormente quebrados a

glucose por B-glicosidases.

A complexidade nativa das hemiceluloses requer um alto grau de coordenagéo entre
as enzimas envolvidas. A maioria das enzimas tém exigéncias muito especificas para
o tipo de reacdo a ser catalisado e precisa determinado substrato, apenas sendo

capaz de se ligar efetivamente a determinados compostos. O que geralmente leva a
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cada grupo lateral requerer um tipo especial de hemicelulase para quebrar os
polimeros em moléculas de acgucar simples. Os grupos laterais incluem
arabinosidases, glucuronidases, galactosidases e esterases. O principal grupo de
enzimas capaz de quebrar a “espinha dorsal” das hemicelulases sdo as xilanases e
mananases. Tem sido observado que a quantidade de xilanos, especialmente, parece
frequentemente restringir a hidrélise enzimatica global das celuloses, por exemplo,
cobrindo a superficie da celulose e impedindo o acesso de celulases a superficie de

celulose (Pakarinen, 2012).

Varios estudos tém sido realizados com a finalidade de melhorar a etapa de pré-
tratamento e hidrélise enzimatica do material lenho-celulésico com vista a converséo a
acucares simples e a producdo do bioetanol. Moura (2012) estudou a eficacia de
diferentes &cidos em diferentes condi¢cdes para a otimizacdo da etapa de pré-
tratamento da dréche cervejeira, homeadamente os acidos cloridrico, sulfdrico e
nitrico. Também avaliaram os rendimentos de diferentes enzimas, tais como a
Viscozyme L, Glucanex 100g, Ultraflo L, Cellulase de Aspergillus niger e Hemicellulase
de Aspergillus niger, na etapa de hidrélise enzimatica. Este estudo foi realizado a
diferentes temperaturas, consoante as enzimas utilizadas, e a um pH compreendido
entre 4 e 6. O melhor resultado obtido foi de 72% de converséo de dréche seca em
acucares simples, utilizando uma mistura sequencial dos acidos e enzimas. Os

resultados encontram-se na tabela 2.4

Tabela 2.4 — Resultados obtidos no estudo do pré-tratamento e hidrélise enzimatica de 25 g de
dréche com a adicdo sequencial e em mistura dos acidos (HCI e HNO3) e adicdo sequencial
das enzimas (Glucanex 100g e Ultraflo L). Adaptado de (Moura, 2012) .

Adica =
d|l_|gcaloede MGlucanex VultrafioL M @) MArabinose MgGlucose MTotal Converséo
HNO, @) (mL) @) @) e (% m/m)
Sequencial 2,4843 3,638 10,28 4,108 18,026 72,1
2,3
Em mistura 2,5432 1,813 4,246 1,35 7,41 29,6

2.2.2.2. Factores que afetam as reacdes enzimaticas

Em 1950 Monod (Fonseca & Teixeira, 2007) propds a equacdo 2.1 para exprimir a
dependéncia entre a taxa de crescimento, {, e a concentracdo do substrato [S],
equacao esta que € idéntica a de Michaélis-Menten (Fonseca & Teixeira, 2007) .

S
H = Hmeax [ ] (21)
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em que Ks € a constante da saturacdo e HUnax € a taxa de crescimento maxima do
substrato. A cinética do crescimento depende de K, quanto maior é o seu valor menor
é a velocidade de crescimento de microorganismo e vice-versa, ou seja, quanto menor

€ o valor de Ksmaior é afinidade da enzima para o substrato.

7

A concentragdo do substrato € um dos fatores que afetam a velocidade de
crescimento do microorganismo, logo de acordo com a equacgéo 2.1 pode-se esperar
gue com o aumento da concentracdo de substrato a velocidade da reacdo enzimética
aumente para um valor maximo. A Figura 2.6 representa a velocidade de crescimento

do microorganismo com o aumento da concentragdo do substrato.

Concentracdo do substrato

Figura 2.6 — Influéncia da concentracdo de substrato na velocidade da reac¢do (Berg, et al.,
2004).

O pH também é um fator que afeta o crescimento enzimatico. Na maioria dos
processos bioldgicos envolvendo células vivas, sejam microbianas, animais ou
vegetais ocorre variacdo do pH durante o crescimento celular, existindo a necessidade
de medicao e controlo de pH. As enzimas tém um pH étimo, no qual a sua forma é tal
que permite que elas catalisem com maior eficiéncia uma determinada reacéo
quimica, cuja velocidade entdo é maxima. Em valores abaixo (mais acidos) ou acima
(mais béasicos) desse pH 6timo, a atividade da enzima e a velocidade da reagéo por
ela catalisada diminuem, porgue a sua forma tridimensional se altera. A Figura 2.7
representa a variagcao de velocidade de reacdo com o pH (Cabral, et al., 2003) (Nelson
& Cox, 2005).

w pH Gtimo

pH

Figura 2.7 — Efeito do pH na velocidade da reacdo enzimatica (Cabral, et al., 2003)
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A velocidade das reac¢des quimicas aumenta com 0 aumento da temperatura. Todavia,
nas reacOes catalisadas por enzimas, a velocidade tende a diminuir quando a
temperatura ultrapassa os 35 °C ou 40 °C. Isto ocorre porque, a temperaturas
elevadas, as estruturas secundaria e terciaria da enzima alteram-se, afetando a sua
configuracdo espacial. Como a ligacdo da enzima ao substrato depende da forma da
molécula da enzima (mecanismo "chave-fechadura", Figura 2.8), se a mesma for
alterada, consequentemente a funcédo também sera (Cabral, et al., 2003) (Nelson &
Cox, 2005).

substrato [’/
- - —
/ \ a c

(° )\ s \;/ ’
\ k-4 | Complexo

\ b / e
\ / Enzimatico

Enzima

Figura 2.8- Representacédo esquematica de um modelo de “chave-e-fechadura” (Berg, et al.,
2004).

Em 1946, Hinshelwood propés que a variacdo da taxa de crescimento com a

temperatura fosse traduzida pela lei de Arrhenius, de acordo com a equacao 2.2

_El _E2

Fnax = AERT — A RT (2.2)

onde A; e A, sdo as constantes cinéticas e E; e E, representam a energia de ativagédo

do crescimento celular e da morte térmica.

A temperatura superior a 70 °C as rea¢fes enzimaticas geralmente cessam, pois
habitualmente ocorre desnaturacdo completa e irreversivel da maioria das enzimas,
conforme mostra a Figura 2.9.

Figura 2.9 — Efeito da temperatura na velocidade da reaccdo (Cabral, et al., 2003).
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2.2.3. Fermentacéao

O objetivo do presente trabalho de investigagdo é o de estudar a otimizacdo da etapa
de fermentacéo da dréche cervejeira, que é considerada um material lenho-celulésico,
constituido por polimeros de glucose e varios outros monémeros de hexoses (6

atomos de carbonos) e de pentoses (5 atomos de carbono).

s

O material lenho-celulésico é frequentemente hidrolisado com &cido, sendo os
acucares resultantes utilizados na fermentacdo por microorganismos tais como as
leveduras. O hidrolisado contém nédo s6 glucose mas também varios monossacaridos,
tais como xilose, manose, galactose, arabinose, e oligossacéaridos, devendo ser
utiizado um microorganismo ou consoércio de microorganismos eficiente para
fermentar esses agucares para a producao do bietanol a nivel industrial. De acordo
com a equacao 2.3 e 2.4, o rendimento tedrico maximo é de 0,51 kg de bioetanol e
0,49 kg de diéxido de carbono por kg de xilose e glucose (Balat, et al., 2008). Este tipo

de fermentacéo € designado de fermentacéo alcodlica.

A fermentagdo alcodlica € o processo bioquimico através do qual certos acgulcares,
principalmente a sacarose, a glucose e a frutose sédo transformados em &lcool etilico

(ou etanol).

3CsH1g0Os— 5C,HsOH + 5CO,, (2.3)
CsH1206— 2C,HsOH + 2CO, (24)

A conversdo das pentoses segue a estequiometria da equacdo 2.3, que mostra que
trés moléculas de pentose (xilose ou arabinose) se convertem em cinco moléculas de
etanol e cinco de dioxido de carbono. No caso da glucose, a estequiometria da
conversao é a da equacdo 2.4, sendo que uma molécula de glucose se converte em
duas moléculas de etanol e duas de didxido de carbono. No entanto se existir, um
recetor externo de eletrbes, de acordo com a equacédo 2.5, para o ciclo de Krebs, a
glucose é oxidada completamente a CO, e H,O, com formacdo de 38 moléculas de
Trifosfato de adenosina (ATP) por mole de glucose oxidada. Este processo €
denominado de respiracdo aerdbia, no qual a ATP é obtida, quer por fosforilagdo a
nivel de substrato, quer por fosforilagdo oxidativa na cadeia de transporte de eletrées.

CsH1206 +60, — 6CO, + 6H,0 + 38 ATP + 688 kcal (2.5)

Em qualquer processo de obtencdo de energia ha simultaneamente reagfes de
oxidagdo e de reducao, tendo por isso de existir, um recetor de eletrdes. Nas reacdes

7

de glicdlise, o Dinucleotido de nicotinamina e adenina oxidada NAD" é reduzido a
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Dinucleotido de nicotinamina NADH + H*. Assim na fermentacéo alcodlica, o NADH
cede os seus eletrbes ao acetaldeido que se reduz, originando etanol e regerando

NAD" que esta novamente disponivel para captar eletrées.

De acordo com Gay-Lussac, o balango energético resultante da fermentagéo alcoodlica
da glucose é de 2 moles de ATP com a formacéo de 2 moles de etanol e de 2 moles
de CO,. Para a levedura, o produto essencial € o ATP enquanto o etanol e o CO, séo

produtos finais (Ferreira, et al., 1998), equacéo 2.6.
CGH]_ZOG + 2Pi + 2 ADP — 2C2H5OH + 2C0O, + 2H,0 + 2 ATP + 57 kcal (26)

O processo de fermentacdo alcodlica envolve microorganismos que utilizam os
acucares fermentaveis como alimento para produzir o alcool etilico (ou etanol) e outros
subprodutos (Balat, et al., 2008). Estes microorganismos sdo capaz de converter
eficientemente as hexoses e pentoses a etanol. Enquanto a fermentacéo de hexoses,
(glucose, manose e galactose) a etanol, estdo bem desenvolvidas em larga escala,
utilizando as correntes leveduras de padeiro Saccharomyces cerevisiae, a conversao
de pentoses (xilose e arabinose) a etanol é ainda uma das principais barreiras a
industrializacdo da producado do etanol a partir dos materiais lenho-celulésicos (Liang,
et al., 2013).

2.2.3.1. Leveduras

A Saccharomyces cerevisiae ndao fermenta as pentoses, no entanto existem algumas
leveduras que séo capazes de fermentar as pentoses: Pachysolen tannophilus,
Candida shehate, Pichia stipitis e Kluyveromyces marxianus. Alguns microorganismos
fermentam a xilose sob as condi¢des aerbbicas, outros sob as condigdes limitantes de
oxigénio, mas a taxa de producao de etanol é baixa quando comparado a fermentacéo
alcodlica a partir da glucose (Reis, 2012). Vérias outras espécies de leveduras
também tem sido reportadas com potencial para fermentar as xiloses, Brettanomyces,
clavispora, Schizo saccharomyces, e vérias familias da Céandida, (C. tenius, C.
tropicalis, C. utilis, C. blankii, C. friedrichii, C. solani e C. parapsilosis), e as espécies
de Debaromyces (D. nepalensis e D. polymorpha) (Kuhada, et al., 2011).

2.2.3.2.  Fungos

Também existem alguns fungos filamentosos que podem fermentar as pentoses,
nomeadamente Chalara, Fusarium, Rhizopus, Neurospora, Paecilomyces e
Trichoderma. Algumas outras estirpes de fungos tém sido estudadas para fermentar

0s substratos celulésicos naturais mais complexos, tais como, Monilias p.,
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Neocallimastix sp., Trichoderma reesei e Fusarium oxysporum, que tém demonstrado
a capacidade de conversdo direta de celulose e hemiceluloses em etanol / &acido
acético na fermentacdo em uma Unica etapa. Apesar da capacidade de fermentar as
pentoses, estes fungos tém varios inconvenientes fisiolégicos, tais como, longo
periodo de fermentacdo, baixa produtividade de etanol, viscosidade do caldo de
fermentacéo elevada, a exigéncia de baixos niveis criticos de oxigénio e formacao de
subprodutos, em grandes quantidades. No entanto, os fungos filamentosos podem ser
interessantes devido a sua capacidade para crescer naturalmente em biomassa

vegetal, o que geralmente ndo acontece com as leveduras (Kuhada, et al., 2011).

2.2.3.3. Bactérias

Ha bactérias que sdo capazes de metabolizar as pentoses. Entretanto, esses
microorganismos normalmente apresentam um baixo rendimento de etanol. Esse
baixo rendimento € devido a baixa tolerancia as concentracdes de etanol, de acucar e
de pH, para além de gerar varios subprodutos, (Reis, 2012). As bactérias com
potencial de fermentar as pentoses sdo: Escherichiacoli, Zymomonas mobilise as

bactérias termdfilas como ethanolicus ou Th. Saccharolyticum (Almeida, et al., 2011).

2.2.3.4. Fatores que afetam a fermentacéo alcodlica

O sucesso de um processo fermentativo depende de varios fatores, destacando-se, a
temperatura, o pH como referido anteriormente na se¢céo 2.2.2.2 no caso das enzimas.
Para além destes fatores, a presencga de oxigénio € também limitante do sucesso da
fermentac@o. Quando o oxigénio esta disponivel, a fermentagéo péra praticamente, a
taxa do consumo dos agucares baixa, e a producéo de etanol é inibida. Este fendmeno
é conhecido como efeito de Pasteur (Stansfield, et al., 1998).

2.2.3.5. SHF versus SSF

Ha& hidrélise e fermentacdo separada (SHF) e a sacarificacdo e fermentacao
simultanea (SSF) sédo duas configuracdes principais nos processos de producdo de
bioetanol a partir de matéria-prima lenho-celulésica. A escolha de uma configuragéo é
determinada pelo equilibrio entre as vantagens e desvantagens associadas a cada

uma delas.

Na SHF, a hidrolise e fermentacéo séo realizados em passos diferentes. Isto faz com
gue seja possivel executar cada processo sob as suas condi¢des Gtimas (temperatura
e pH). Além disso, a SHF oferece a possibilidade de reciclagem de células, enquanto
em SSF, ndo é possivel separar as células das particulas solidas da matéria-prima

(Magnus, et al.,, 2012). Outra vantagem da SHF é que a hidrolise enzimatica em
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s6lidos provenientes de pré-tratamentos ocorre na auséncia de inibidores que podem
reduzir o rendimento da fermentacéo, (Mesa, et al., 2011).

Etanol

_ Recuperacao
Biomassa
Pré- Hidroli Fermentagao

Leveduras

Enzimas

Figura 2.10 — Diagrama de blocos de um processo de SHF (Almeida, 2013. Adaptado).

Na SSF, a hidrélise enzimética da matéria-prima originaria do pré-tratamento e a
fermentacdo sdo executadas no mesmo reator, 0 que permite que 0s agucares
libertados, a partir da hidrélise sejam rapidamente consumidos pelos microrganismos,
minimizando, assim, a inibicdo do produto final das enzimas celuloliticas. Este é o
processo mais atractivo devido ao menor custo de capital e ao menor tempo de
operacdo. Uma das desvantagens deste método é que as condi¢cdes para a hidrolise
enzimatica e a fermentacdo tém de ser as mesmas, tipicamente abaixo do ideal para
ambos 0s passos. No entanto, a SSF tem provado ser uma estratégia mais eficiente
do que a SHF para diversas matérias-primas, tais como o pinheiro, a palha de trigo e a
palha de milho (Magnus, et al., 2012). Um dos principais inconvenientes da SSF é o de
que a sacarificacdo geralmente mais eficiente a temperatura mais elevada do que a

fermentacdo (Mesa, et al., 2011).

Etanol

) Recuperacao
Biomassa

=== == =y

Hidrolise Fermentacéo

|
Pré-tratamento .
|

T = o —

Enzimas Levedura

Figura 2.11 — Diagrama de blocos de um processo de SSF (Almeida, 2013. Adaptado).
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Na Tabela 2.5 encontra-se representado o resultado de um estudo comparativo entre
0 processo de SSF e SHF, realizado com palha de milho usando explosdo de vapor
como pré-tratamento. Para atingir o objetivo do referido estudo foi assumido um
rendimento de fermentacao de etanol, SSF, de 90% em 24 horas (0,46 g de etanol por
1 g de glicose) (Ohgren, et al., 2007)

Tabela 2.5 — Comparacéo entre o rendimento de etanol a partir de SSF (ap6s 120 h) e SHF
(apds 120 h de hidrdlise e 24 h de fermentacdo). Adaptado de (Ohgren, et al., 2007).

Rendimento em etanol | Producao de etanol Concentracao de etanol apos

Biomassa SSF/SHF % total (%) 120/144 h (g / L)

Biomassa de palha de milho (Whole slurry)
SSF 78,2 72,4 20,5
SHF 64,1 59,3 16,8

Biomassa de palha de milho com agucar adicionado (Washed slurry with additional sugar)
SSF 69.3 64,1 18,2
SHF 76,2 70,6 19,4

Biomassa de palha de milho com xilanases adicionadas (Whole slurry with additional xylanases)

SSF 81,5 75,4 21,4

SHF 68,2 63,2 17,9

Da andlise da Tabela 2.5 pode-se verificar que o processo de SSF apresenta melhor
resultado do que o processo de SHF. A Biomassa de palha de milho com xilanases
adicionadas apresenta uma concentracdo de etanol, apés 120 h de 21,4 g/L
correspondente a um rendimento global de 75,4% de etanol, significativamente
superior aos 17,9 g/L obtidos em SHF (Ohgren, et al., 2007).

Na Tabela 2.6 encontra-se representado o resultado de um estudo de fermentacao
realizado por White et al., (2008), com amaostras em meios sintéticos e hidrolisados de
dréche com as stirpes de Pichia stipitis e Kluyveromyces marxianus em 48 horas de

fermentacgéo
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Tabela 2.6 — Comparacéo da eficiéncia de fermentacdo em amostras de hidrolisados e em

meios sintéticos contendo glucose e/ou Xilose

%Converséao Y (g etanol/100g

Leveduras Substratos Yris (9/9) tedrica da dréche
4% Glucose 0,31 608 | 0 -
4% Xilose 0,38 741 | -
P. stipitis 2% Glucose/Xilose 0,33 647 | -
Hidrolisado da dréche 0,32 62,7 4,2
4% Glucose 0,36 706 | -
4% Xilose 0,17 333 | -
K. marxianus 2% Glucose/Xilose 0,23 1% A I —
Hidrolisado da dréche 0,23 45,1 3,0

2.2.4. Recuperacao do etanol

Terminado o processo de fermentagdo € necessério aumentar a grau de pureza do

etanol, ou seja, separar o etanol da agua.

Um dos processos utilizados para separar o etanol obtido da fermentacéo da agua é a
destilacdo fracionada. A destilacdo fracionada, baseia-se nas volatilidades dos
compostos envolvidos, ou seja, levando a mistura etanol-agua a ebulicdo. Como o
ponto de ebulicdo do etanol (78,3 °C) é inferior ao da agua (100 °C), o etanol sera
convertido em vapor primeiro que a agua, e pode ser separado e recuperado apos
condensacédo, com 95 % da pureza. Normalmente, a maioria das biorefinarias usa
colunas de destilacdo continua em multiplos estagios. O composto mais volatil é
recuperado na parte superior (topo) e o menos volatil na parte inferior (base) da coluna
(Limayem & Ricke, 2012).

A coluna de fraccionamento consiste numa unidade de operagfes unitérias cilindrica
dividida em varias se¢Bes por uma série de pratos perfurados, que permitem o fluxo
ascendente de vapor. O vapor do topo é enviado a um condensador e o condensado
resultante é dividido por um divisor de refluxo, sendo parte retirado como produto e

parte reenviado a coluna como refluxo (Coulson, 1993).

Um outro processo que pode ser utilizado para separar o etanol da agua, é a
separacdo por membranas em que a alimentacdo e o retentado se encontram no
estado liquido enquanto a espécie permeada emerge a jusante da membrana na fase
vapor (Seader, 1998).
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2.2.5. Avaliacado da eficiéncia do processo

A avaliacdo da eficiéncia do processo de producgéo de bioetanol a partir da dréche sera
feita seguindo a evolugcdo da concentracdo dos agucares simples e do alcool, o que
geralmente é feito recorrendo as técnicas analiticas de espectroscopia,
espectrometria, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e cromatografia de gés
(GC) (Skoog, et al., 2006).
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3. Descricdao técnica
Para atingir o objetivo definido neste trabalho, otimizacdo da etapa de fermentacéo
dos acucares produzidos a partir da dréche cervejeira, desenvolveu-se um conjunto de
estudos em varias etapas do processo de producdo do etanol: primeiramente a analise
granulométrica, depois a caracterizacdo quimica da dréche e os métodos de pré-
tratamento, hidrélise enzimatica; por Ultimo na escolha de leveduras capazes de

fermentar as pentoses, seguida de destilacao e analise dos resultados.

3.1.Materiais e Métodos
3.1.1. Caracterizacdo de dréche cervejeira
Como ja foi referido no texto, a composi¢do da dréche, varia com varios fatores,
nomeadamente, o tempo de colheita e o tipo de cerveja a produzir, por isso fez-se a
caracterizacdo do referido material. Foram avaliados os seguintes parametros: o teor
de humidade, a granulometria, o poder calorifico, o teor de cinzas, matéria gorda,
celulose, lenhina, carbono organico total e ainda o teor de hemiceluloses.

3.1.1.1. Teor da humidade
Para a avaliacdo deste pardmetro na amostra congelada e na amostra recolhida
diretamente, foi usado o método direto. O método consiste em colocar uma certa
quantidade de amostra numa estufa (Brinder) a 105 °C, fazendo ciclos de secagem,
arrefecimento e pesagem periddicos até o0 peso se manter constante, sendo o teor de
humidade calculado pela diferenca entre a massa inicial e a massa final (seca), de

acordo com o procedimento descrito no Standard Methods (APHA, et al., 1992).

3.1.1.2. Teor de Cinzas
O teor de cinzas foi determinado colocando uma determinada massa da dréche seca
num cadinho de porcelona em mufla (Naberthem, B150) a 550 °C durante 4 h. O teor
da matéria inorgéanica foi determinado pela diferenca entre a massa antes e apo6s a
queima, de acordo com os procedimentos descritos no Standard Methods (método
2460-G).

3.1.1.3. Analise granulométrica
A area de contato € um dos fatores importantes para melhorar a eficiéncia do
tratamento enzimatico. A dréche é constituida pelas cascas dos cereais, apresentando
particulas com uma distribuicAo de tamanhos caracteristica. A classificacdo
granulométrica foi feita recorrendo a um sistema de peneiros com malhas de
diferentes aberturas e respetivo vibrador, sendo registadas as massas da fracdo

recolhida em cada um dos peneiros.
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3.1.1.4. Poder Calorifico Superior
O valor do poder calorifico superior (PCS) foi determinado com o auxilio de uma
bomba calorimétrica adiabatica (Parr, 6772) — Figura 3.1. O poder calorifico superior
da biomassa indica-nos o contetdo energético da mesma. O valor do PCS foi obtido
de acordo com o procedimento descrito na norma Europeia EN 14918. A equacéo A.1
(Anexo A) foi usada no calculo do poder calorifico superior.

Figura 3.1 — Bomba calorimétrica usada na determina¢&o do Poder Calorifico Superior

3.1.1.5. Teor de matéria gorda
Sendo um dos parametros importantes na determinacdo da quantidade de celulose
bruta, normalmente € avaliado o teor de matéria gorda em material lenho-celulésico. A
matéria gorda foi determinada apds a extrac¢ao solido-liquido pelo método de Soxhlet,
de acordo com o procedimento descrito na norma portuguesa (NP-1005, 1974). A
amostra foi colocada num filtro em forma de dedal no respectivo Soxhlet, ligado a um
baldo de fundo redondo com a solugéo de n-hexano levado a ebuligdo durante 4 h.
Apbés esse tempo a amostra de gordura extraida e solvente foi levada a um
evaporador rotativo para recuperar o solvente para posterior reutilizacdo. O teor de
matéria gorda corresponde a massa da matéria gorda (g) em 10 g de dréche seca

inicialmente pesada.

3.1.1.6. Teor de celulose bruta
Com o teor de matéria gorda determinado no ponto anterior, foi quantificado o teor de
celulose bruta de acordo com a norma portuguesa (NP-1005, 1974). O procedimento
consiste em pesar 2 g de dréche e transferi-la para um baldo de fundo redondo onde
se adicionam 200 mL de H,SO, a 0,1 N. Ligar o baldo ao condensador e levar a
mistura a ebulicdo com o auxilio de uma manta de aquecimento (Labmaster Isopad),
durante 30 min. Apds esse tempo, filtrar a mistura sob vacuo com uma membrana de

fibra de vidro, lavar o bolo de filtracdo com agua desionizada até pH neutro. Transferir
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todo o residuo de filtragdo para o baldo com 200 mL de agua desionizada, efectuar a
ligacdo do baldo ao condensador e levar a mistura a ebulicdo por 30 min. No final da
lavagem transferir todos os residuos para um cadinho de porcelona, previamente
calcinado na mufla. Ap6s a secagem na estufa até obtencdo de massa constante

calcinar o residuo na mufla a 600 °C durante 30 min.

3.1.1.7. Teor delenhina

Para determinar o teor de lenhina total primeiramente, foi determinada a porcdo de
lenhina de Klason e de lenhina solavel e posteriormente a lenhina total, que é a soma
da lenhina de Klason e soluvel. A norma TAPPI T222 om-06 serviu de suporte para
determinar o teor de lenhina. O procedimento consiste em pesar 1 g de dréche seca,
transferir para um baldo de destilacdo de 1000 mL e juntar 15,00 mL de H,SO, com
uma concentracdo de 72% (m/m), de forma lenta. A reacdo foi realizada em banho
termostético a 20 °C, por 2 h sob agitacdo constante. Apds esse tempo a reacao foi
interrompida pela adicdo de 575 mL de agua desionizada, e a mistura foi levada a
ebulicdo durante 4 h. Em seguida filtrou-se a solu¢gdo num sistema de filtracdo em
vacuo e colocou-se os residuos na estufa até obtencdo de peso constante. O teor de
lenhina de Klason foi determinado com a equacgéo A.3 (anexo A). Com o volume de
filtrado proveniente da etapa anterior foi lido o valor da absorvancia a 205 nm num
espetrofotobmetro de UV-vis (Shimadzu UV — 160A) e o teor de lenhina soltvel foi
determinado pela equagéo A.4 (Anexo A).

3.1.1.8. Teor de carbono organico total
O teor do Carbono Orgéanico Total (COT) foi determinado de acordo com o
procedimento do aparelho Analisador de COT (Shimadzu, TOC-VSN) figura 3.2, com o
médulo de analise de sélidos (Shimadzu, Solid Sample Module), existente no
Laboratério de Tecnologia, do Departamento de Engenharia Quimica do Instituto

Superior da Engenharia do Porto (ISEP).

Figura 3.2 — Aparelho Solid Sample Module (Shimadzu) usado na determinacédo do teor de
COT.
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3.1.1.9. Teor de hemiceluloses
Devido a sua constituicdo, a quantificacdo das hemiceluloses é de grande importancia
neste estudo. Para determinar o teor de hemiceluloses foi usado o sistema de
extracdo Soxhlet e manta de aquecimento. Primeiramente foi pesado 1 g de dréche
seca e transferido para um baldo de fundo redondo, juntando 200 mL de solucdo de
NaOH a 2% (m/V), ligando o condensador e levando a ebulicdo durante 4 h. Apos
esse tempo, o material foi filtrado e lavado com agua desionizada, seguidamente foi
colocado na estufa a 105 °C até obtencdo de massa constante. O ter de hemicelulose
foi determinado pela razdo entra a massa final e a massa da dréche seca, pesada

inicialmente.

3.1.2. Pré-tratamento e Hidrolise Enzimatica
O pré-tratamento &cido é aplicado para quebrar as moléculas de lenhina que envolvem
os polimeros de celulose e hemiceluloses, ao qual se segue a aplicacdo de um
tratamento por hidrélise enzimética, com a finalidade de quebrar as cadeias
poliméricas de celulose e hemiceluloses em agulcares simples, libertando-se entdo

glucose, xilose, arabinose, maltose e ribose.

O pré-tratamento &cido e a hidrélise enzimética foram realizados em banho
termostético a temperatura de 50 °C e com agitacdo a velocidade de 75 rpm. O
processo decorreu em varios ensaios com diferentes tempos de reacdo, razao
quantidade de enzimas / quantidade de dréche e com a mesma quantidade (100 mL)
dos acidos (HCIl e HNO3) a concentracao de 1% (m/m), conforme o esquema da Figura
3.3 representado na secc¢éo 3.1. Em todos o ensaios o pH foi ajustado a cerca de 4,6

quando a enzima era a Glucanex e 6,0 quando a enzima era a Ultraflo.

Com o objetivo de minimizar o consumo de enzimas e maximizar a conversdo dos
acucares foram realizados varios ensaios preliminares diferentes para o pré-
tratamento acido e hidrélise enzimética. Todos os ensaios foram realizados nas
mesmas condi¢cbes de temperatura, concentracdo dos &cidos e velocidade de agitacdo
do banho, 50 °C, 1% (m/m) e 75 rpm respetivamente. O pré-tratamento foi realizado
com os acidos HCI e HNOs; e a hidrélise enzimatica com as enzimas Glucanex 100g e

Ultraflo L. Tanto os acidos como as enzimas foram introduzidos sequencialmente.

Esses ensaios foram realizados com base no trabalho realizado por Moura (2012). A
figura 3.3 representa esquematicamente o procedimento usado para o pré-tratamento

e hidrdlise enzimética.
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o Banho termostatico
Acido | tempo min, 75 rpm,
50 °C
Banho termostatico Mistura Acerto
tempo min, 75 rpm, S de pH
50 °C
Acido Il .
r Enzima |
Mistura Banho te.rmostatlco Acerto
—> tempo min, 75 rpm, 50 de pH
L=

HPLC Banho termostatico

tempo min, 75 rpm, Mistura

Figura 3.3 — Fluxograma das etapas de Pré-tratamento e Hidrolise Enzimatica.

Enzima | — Glucanex 100 g e Enzima Il — UltrafloL; Acido | — HCI e Acido Il — HNO;

3.1.3. Fermentagdo dos Agucares Resultantes do Pré-tratamento e
Hidrolise Enzimética.

O hidrolisado resultante de ensaio 1, antes de ser submetido ao processo de

fermentacdo foi filtrado sob véacuo, utilizando membranas de fibra de vidro para

remocao dos sélidos, e depois esterilizado em autoclave a 121 °C durante 20 min.

3.1.3.1. Microorganismos Usados na Fermentacao
Para a conversdo dos acgUcares provenientes do pré-tratamento acido e da hidrélise
enzimatica em bioetanol, foram utilizadas duas estirpes: Pichia stipitis NCYC 1541 e
Kluyveromyces marxianus NCYC 2791, adquiridas da colecdo da National Collection
of Yeast Cultures (NCYC) do Reino Unido.

3.1.3.2. Preparacdao de In6culo
Os inoculos de biomassa de levedura usados nos ensaios de fermentacdo em meio
liguido foram preparados em meio Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD). O YEPD
foi preparado dissolvendo 10 g de extrato de levedura, 20 g de peptona, 20 g de
glucose em 1000 mL de agua. A cultura em meio sélido foi preparada com 3,9 g de
extrato de levedura, 2,0 g de peptona, 3,9 g de glucose e 4,1 g de agar em 200 mL de
agua. Os meios de cultura e os materiais utlizados foram esterilizados em autoclave a

121 °C durante 20 min para destruir e remover todos 0S organismos.
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Os microorganismos foram cultivados em YEPD e incubados em estufa a 25 °C,
durante 3 dias e a repicagem foi cultivada igualmente em estufa a 25 °C, durante 2
dias. Os microorganismos foram conservados em tubos de ensaio em meio de cultura

YEPD sdlido a temperatura de 3 °C.

3.1.3.3. Condic¢des de Fermentacao
Apos ter sido escolhido o melhor procedimento para o pré-tratamento e hidrélise
enzimatica iniciou-se o processo fermentativo com o hidrolisado proveniente da etapa
anterior e com amostras sintéticas preparadas de acordo com a Tabela 3.1 em 1000
mL de agua desmineralizada. A opcao pela utilizacdo de um meio sintético teve em
vista a comparacao dos resultados de fermentacéo e avaliagdo do potencial efeito da
existéncia de inibidores resultantes do processo de pré-tratamento e hidrélise

enziméatica da dréche cervejeira.

O processo de fermentacdo tanto para o hidrolisado como para 0 meio sintético foi
realizado em banho termostatico a uma temperatura de 30 °C e com agitacdo a 75

rpm.
3.1.4 Avaliacdo da Eficiéncia do Processo de Producédo de Bioetanol.

Na avaliacdo da eficiéncia do processo de producdo de bioetanol a partir da dréche
cervejeira recorreu-se as técnicas analiticas de espectroscopia e cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é o método analitico mais versétil e
mais amplamente empregado de cromatografia por eluicdo. Esta técnica € utilizada
pelos investigadores para separar e quantificar espécies numa grande variedade de
materiais organicos, inorganicos e bioldgicos. Na cromatografia liquida, a fase mével é

um solvente liquido que contém a amostra na forma de uma mistura de solutos.

Neste trabalho foi utilizado um HPLC (Figura 3.4), constituido por uma valvula de
injecéo 231XL (Gilson) com um loop de amostragem de 20 yL e uma bomba Gilson
(modelo 307), equipado com um detetor do tipo Evaporative Light Scattering (ELSD)
(modelo PLEMD 960, da Polymer Laboratories), nas seguintes condic¢des: caudal de ar
de 7 mL/min, temperatura do detetor de 70 °C, e pressao na coluna de 50 bar. O
eluente utilizado foi uma mistura acetonitrilo/agua ultrapura nas proporgdes de 80:20
(v/v), a um caudal de 0,7 mL/min. A coluna usada foi uma Knauer Eurospher 1l 100,
NH,, 5 um, 250x4,6 mm, c/ pré-coluna, a temperatura ambiente. O tempo de andlise

foi de 40 min.
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Para avaliar a eficiéncia do processo de producdo de Bioetanol, comegou por se
realizar a curva de calibracdo para os diferentes tipos de acgucares puros (arabinose,
glucose, maltose, xilose e ribose). Nas tabelas B1 e B2 (anexo B), encontram-se os
valores auxiliares usados para o tracado das retas de calibracdo (figuras B1 e B2 do

anexo B).

Figura 3.4 — HPLC e acessorios, usado na quantificacdo dos agUcares.
3.1.5 Recuperacao do Bioetanol

Devido ao baixo volume de alcool produzido ndo foi possivel realizar a destilacao.
Para a quantificacdo do etanol recorreu-se a andlise pelo equipamento Anton Paar,
Figura 3.5, no laboratorio da UNICER. O método baseia-se na medicao de densidade
usando um analisador DMA 4500, de tubo em U oscilante, com modulo de medicdo
Alcolyzer Beer ME e no tracador de amostra Xsample 122. O método de medi¢cao NIR
(reflete na regido proxima do infravermelho) onde elimina a efluéncia de outros
componentes da amostra na medicdo do teor de alcool e garante os resultados com

elevada preciséo (UNICER).

Figura 3.5 — Representacao de analisador Anton Paar. Fonte UNICER.
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3.2.Resultados e Discussao
3.2.1. Caracterizacdo de dréche cervejeira
A dréche utilizada neste trabalho foi analisada quanto aos seus principais parametros
fisico-quimicos: teor de humidade, distribuicdo granulométrica, teor de cinzas, poder
calorifico, teor de matéria gorda, teor de celulose, teor de carbono organico total e o

teor de hemicelulose.

3.2.1.1. Teor de humidade
O teor de humidade da amostra congelada e da amostra bruta recolhida foi de 72,0%
e 72,6%, respetivamente. Os resultados estdo proximos dos valores fornecidos pela
Unicer (Tabela 2.1). No anexo A, na Tabela A.1 e A.2 encontram-se 0s resultados

determinados experimentalmente.

3.2.1.2. Teor daCinzas
O valor das cinzas encontrado foi de 4,4 %, (anexo A tabela A.3) o que vai de encontro
aos valores publicados na Tabela 2.1 (Mussatto, et al., 2006).

3.2.1.3. Granulometria
A classificacdo granulométrica da dréche seca faz-se passando a matéria-prima por
peneiros da série de Taylor com aberturas de 1,19; 0,710; 0,600; 0,500; 0,420; 0,297;
0,149 mm. Com a massa retida em cada peneiro e a massa total foi determinada a
distribuicdo granulométrica, que se encontra representada na Figura 3.6.

50,0
45,0

40,0 N
35,0 AN
30,0 AN
25,0 K'Y
20,0 N\
15,0 N\
' N\
10,0

50 xv"*‘ —

0,0

Percentagen Retida

Diamitro (mm)

Figura 3.6 — Distribuicdo granulométrica da dréche
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3.2.1.4. Poder calorifico superior
Na Tabela A.5 do anexo A encontra-se o resultado determinado neste estudo para a
amostra de dréche colhida e que foi de 19,8 MJ/kg de dréche seca. Esses valores

foram obtidos de acordo com o procedimento descrito na norma Europeia EN 14918.

3.2.1.5. Teor de matéria gorda
O resultado encontrado na determinacdo de matéria gorda para a amostra de dréche
colhida e usada neste estudo foi de 5,4% conforme se pode ver na Tabela A.6, anexo

A, e esté ligeiramente abaixo do valor fornecido pela Unicer (6,9 a 7,9%).

3.2.1.6. Teor de celulose
A fracdo da celulose obtida foi de 6,09 %. Pode-se verificar que este valor foi menor do
que o valor fornecido na bibliografia, na Tabela 2.1. Como a baixa concentracdo da
celulose implica normalmente uma baixa concentracdo da glucose pode haver uma
diminuicdo no rendimento em bioetanol na producédo de bioetanol de 22 geracdo. Os
valores auxiliares para o céalculo do teor de celulose encontram-se no anexo A (Tabela
A7).

3.2.1.7. Teor de lenhina
O valor do teor de lenhina determinado foi de 34,8 %, o que esté ligeiramente acima
dos valores fornecidos na Tabela 2.1. A presenca de elevado teor de lenhina pode
dificultar o pré-tratamento e hidrélise enzimatica e consequentemente a converséo de
dréche em etanol. Os resultados obtidos encontram-se listados nas tabelas A.8 e A.9
(Anexo A).

3.2.1.8. Teor de carbono organico total
O valor do teor de carbono organico total (COT) obtido experimentalmente foi de 97,9
% e encontra-se na Tabela A.11.

3.2.1.9. Teor de hemiceluloses
O valor determinado experimentalmente foi de 39,7 %, ligeiramente inferior ao valor
encontrado por Xiros et al. (2008), Tabela 2.1. Os valores que serviram para o calculo
do teor das hemiceluloses encontram-se na Tabela A 12 (Anexo A).

Na Figura 3.7 encontra-se representado o resultado de um estudo comparativo entre
Mussatto et al. (2006) e Xiros et al. (2008), e o valor determinado no presente trabalho

para a composicdo quimica, para a dréche cervejeira.
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Figura 3.7 — Composicao quimica da dréche cervejeira.

Na figura 3.7 pode-se observar que o teor de hemiceluloses determinado no presente
trabalho (39,7%) é aproximadamente igual ao reportado por Xiros et al, (2008)
(40,2%). O ter de cinzas é semelhante ao determinado por Mussatto et al. (2006). No
entanto o valor do teor de celulose, o principal responsavel pelas hexoses (glucose e
maltose) foi bastante menor em relagdo ao determinado pelos autores anteriormente
referidos. Em relacdo ao teor de lenhina, o valor encontrado é de aproximadamente
35%, valor esse que é superior aos valores encontrados por Mussatto et al., (2008) e
Xiros et al., (2006).

3.2.2. Pré-tratamento e Hidrolise Enzimatica
Para avaliar a eficiéncia das diversas etapas do processo, nomeadamente o0 pré-
tratamento e a hidrélise enzimatica foram quantificados os acUcares libertados da
biomassa apoés a aplicagéo do pré-tratamento acido e hidrolise enzimética em cada um
dos ensaios. As Tabelas 3.1 a 3.2 e as Figuras 3.8 a 3.11 apresentam a quantidade de
acucares libertados, em cada ensaio, pelas enzimas Glucanex 100g e Ultraflo L, a
partir de 25 g de dréche seca.

Das Tabela 3.1 e Tabela 3.2 pode verificar-se que o aumento da razdo quantidade de
enzimas/quantidade de dréche favorece o aumento da converséo dos agucares até um
ponto 6timo, a partir do qual o aumento da quantidade de enzimas ja ndo favorece o
aumento da conversdo. Ainda é de observar que quando a quantidade de enzimas
aumenta para valores de cerca de 150% em relagdo ao ensaio 1, a conversao dos

acucares decresce aproximadamente 42%, no ensaio 4, com maior decréscimo para a
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xilose, pelo que podemaos concluir que existe uma quantidade 6tima de enzimas a usar

para que a conversao seja completa.

Em relacdo ao tempo de contato, pode-se observar que o aumento do tempo de

contato ndo favorece o aumento da conversédo dos agucares.

Da analise dos resultados das Tabelas 3.1 e 3.2 pode-se observar que ao aumentar o
tempo de contato da enzima diminui a quantidade dos agucares convertidos, 0 que

significa que os 30 min sdo necessarios para que a reacdo de hidrdlise seja completa.

Assim, para o ensaio 1, o tempo da rea¢do com o acido | (HCI) e enzima | (Glucanex
100g) foi de 60 minutos repartidos em periodos de 30 minutos cada, e o tempo de
contato para a reacao do acido Il (HNO3) e enzima Il foi também o mesmo (i). No que

diz respeito & quantidade de enzimas, para cerca de 25 g de dréche seca foram
usados 0,5 g de Glucanex e 0,5 mL de Ultraflo.

Da andlise da Figura 3.8 pode-se concluir que a ribose e a arabinose foram os
aclcares simples com a maior taxa de producéo. Pode ainda observar-se que a maior
taxa de producdo de acgUcares totais ocorreu no ensaio 4, em que a ribose e a
arabinose constituiram aproximadamente 66% e 17% dos acuUcares totais,
correspondendo a uma massa de 3,7 g e 0,9 g respetivamente. No entanto, o ensaio 1
apresenta maior taxa de conversado para a xilose e a maltose, respetivamente 0,5 g e

0,76 g, correspondentes a cerca de 14% e 20% dos acUcares totais.

4
3,5
3
@ 25 @ Ensaio 1
o] ® Ensaio 2
n 2
% HEnsaio 3
€15 ® Ensaio 4
1 4 ! ®Ensaio 5
¥ Ensaio 6
0,5 -
O A
Ribose Xilose Arabinose Maltose Glucose
AcUcares

Figura 3.8 — Ac¢Ucares obtidos apés a aplicacdo do Pré-tratamento e Hidrélise Enzimatica, nos

diversos ensaios.
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Tabela 3.1 — Condi¢Bes experimentais e conversao dos aglicares para os Ensaios 1 a 3.

. teontacto @l | tcontacto €1 | teontacto @ll | teontacto €11 | Maiucanex Vuitrafio ) . A
Ensaio | “min) | (min) | (min) | (min) @ (mL) | Viweco (L) comp L | mir
Ribose 17,247 1368
Xilose 19,408 1013
Arabinose -—-- -
1 30 30 30 30 0,5 0,5 0,146
Maltose 34,467 1587
Glucose 36,706 775
Mrotal (Q)
Ribose 16,11 966
Xilose
Arabinose 24,92 363
2 30 60 30 30 0,5 0,5 0,138
Maltose 32,76 638:
Glucose 34,668 685!
MTotal (g)
Ribose 15,672 892.
Xilose 18,78 273!
Arabinose 24,753 312
3 60 60 30 30 0,5 0,5 0,147
Maltose 32,467 648
Glucose 34,384 761
MTotal (g)
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Tabela 3.2 — Condi¢Bes experimentais e conversao dos aglicares para 0s Ensaios 4 a 6.

. teontacto @l | tcontacto €1 | teontacto @ll | teontacto €11 | Maiucanex Vuitrafio ) . A
Ensaio | “min) | (min) | (min) | (min) @ (mL) | Viweco (L) comp L | mir
Ribose 14,687 2244
Xilose 20,617 383!
Arabinose 23,083 864
4 60 60 30 30 1,0657 2,0 0,150
Maltose 30,432 537
Glucose 31,895 727!
Mrotal (Q)
Ribose 15,208 1112
Xilose --
Arabinose 23,418 643
5 30 30 30 60 1,5464 2,3 0,140
Maltose 30,162 379
Glucose 31,618 1038
MTotal (g)
Ribose 14,427 1317
Xilose 20,062 439
Arabinose 22,05 909:
6 420 420 960 420 0,5228 0,5 0,142
Maltose 25,073 105
Glucose 29,402 1244
MTotal (g)
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Figura 3.9 — Percentagem dos acguUcares totais obtidos em relagdo a massa processada.

Analisando a Figura 3.9 pode-se concluir que a maior quantidade de acUcares totais
foi obtida no ensaio 4 com 22,3% seguida dos ensaios 1 e 6, com aproximadamente
15% cada. A maxima conversao reportada em estudos anteriores foi de 72% (Moura,
2012), para uma amostra de dréche com uma percentagem de celulose de
aproximadamente 13% e em que a quantidade de enzimas usada foi de 2,5 g de
Glucanex 100g e 2,3 mL de Ultraflo L. No estudo agora realizado, a percentagem de
celulose na dréche era de apenas 6% e a quantidade de enzimas adicionada foi de 0,5
g de Glucanex 100g e 0,5 mL de Ultraflo L.

As figuras 3.10 e 3.11 representam a taxa da conversdo das pentoses e hexoses

obtidas a partir de 25 g de dréche cervejeira.

25

20

15

10 g
5 i I I
0
1 2 3 4 5 6

Ensaios

% m pentoses/m processada)

Figura 3.10 — Percentagem das pentoses obtidas em relacdo a massa de dréche processada

em cada um dos Ensaios.
e
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Figura 3.11 — Percentagem das hexoses obtidas em relacdo a massa de dréche processada

em cada um dos Ensaios.

Com base na Figura 3.10 pode concluir-se que 0s ensaios 4 e 6 originaram maior
conversao dos polissacarideos a pentoses, correspondendo a cerca de 20 % e 13 %,

respetivamente.

Analisando a Figura 3.11 é possivel concluir-se que nos ensaios 1 e 4 ocorre maior
conversao dos polissacarideos a hexoses, com cerca de 4% e 2,5%, respetivamente.
A baixa conversao dos polissacarideos a hexoses deve-se ao baixo teor da celulose,

6%, presente na amostra de dréche cervejeira utilizada.

Em suma, podemos considerar que no ensaio 1 se obteve maior rendimento de
conversao dos polissacarideos do que nos restantes ensaios, uma vez que a
gquantidade das enzimas utilizadas foi de 0,5 g para o Glucanex 100g e 0,5 mL para o
Ultraflo L e o tempo de pré-tratamento e hidrélise enzimatica foi de 60 min repartido

em 30 min cada operacéao.

3.2.3. Fermentacdo dos AcuUcares Resultantes do Pré-tratamento e
Hidrolise Enzimatica.

Escolhido o melhor procedimento para o pré-tratamento e hidrélise enzimética iniciou-

se o0 processo fermentativo com amostras sintéticas preparadas de acordo com a

composicao da Tabela 3.3 em 1000 mL de agua desmineralizada e com o hidrolisado

proveniente da etapa anterior (pré-tratamento e hidrélise enziméatica). A opcdo pela

utilizacdo de um meio sintético teve em vista a comparacdo dos resultados de
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fermentagéo e avaliacdo do potencial efeito da existéncia de inibidores resultantes do

processo de pré-tratamento e hidrélise enzimatica da dréche cervejeira.

O processo de fermentagdo tanto para o hidrolisado como para o meio sintético foi
realizado em banho termostatico a uma temperatura de 30 °C e com agitacdo a 75
rpm.

Tabela 3.3 - Composicao em agucares do meio de fermentacgao sintético (1000 mL de solugdo).

Acucares Ribose Arabinose Xilose Maltose Glucose

m (9) 12,8855 9,6881 15,806 8,2929 12,4563

O processo de fermentacdo dos acucares foi realizado ao longo de um periodo de 72
horas. As amostras foram recolhidas periodicamente para a quantificacdo do consumo
dos acucares. Ambos os ensaios foram realizados com 10% (v/v) do inéculo. A
cinética do consumo dos aculcares em meio sintético com as leveduras de Pichia
stipitis e Kluyveromyces marxianus encontram-se representados nas Figura 3.12 a
Figura 3.15.

Pichia stipitis

Ribose
’/ =@ Xilose

e=e== Arabinose

N W
(62 -]

o

massa (g)
P RN
ul

0 i Maltose
5 Glucose

=== Etanol
0

0 20 40 60 80
Tempo de Fermentacgéo (h)

Figura 3.12 — Evolucdo da massa de cada um dos aclcares no meio sintético (1 L) fermentado

por Pichia stipitis (resultados experimentais) e massa de etanol expectavel no meio.
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Pichia stipitis - Replica
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Figura 3.13 — Evolugdo da massa de aglicares no meio sintético (1 L) fermentado por Pichia

stipitis (resultados experimentais) e massa de etanol expectavel no meio (réplica).
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_.__...—-—‘ == Ribose
’(._ == Xilose

==gr== Arabinose

w
o

N
(&)

o

massa (g)
B RN
(3]

o

ey \|altose

=== GlUCOSE

=== Etanol

'

0 20 40 60 80
Tempo de Fermentacéo (h)

Figura 3.14 — Evolugdo da massa de agUcares no meio sintético (1 L) fermentado por

Kluyveromyces marxianus (resultados experimentais) e massa de etanol no meio

Kluyveromyces marxianus - Replica
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Figura 3.15 — Evolugcdo da massa de agucares no meio sintético (1 L) fermentado por

Kluyveromyces marxianus (resultados experimentais) e massa de etanol no meio (réplica).

Descrigdo técnica 45



Valorizagéo da Dréche Cervejeira: Fermentacéo de Pentoses

Da analise da Figura 3.12 a Figura 3.15 pode-se concluir que as leveduras cultivadas
em meio sintético foram capazes de consumir cerca de 80% dos acUcares presentes
no meio, apos 72 horas de fermentacdo, com menor eficiéncia para a arabinose. O
maior consumo dos agucares ocorreu nas primeiras 40 horas, altura a partir da qual as
concentracdes dos acUcares se mantiveram praticamente constantes no mosto. Os
resultados obtidos experimentalmente, usados na construcao dos graficos encontram-

se nas tabelas do Anexo Bl.

No que diz respeito a producédo de etanol, as Figuras 3.12 a 3.15 indicam uma massa
total de alcool produzida de aproximadamente 25 g. O processo de fermentacdo
iniciou-se com a massa total dos acgucares de 59.13 g e apés 72 horas apresentava
uma massa media dos acucares de 10 g, o que corresponde a uma conversao de

cerca de 83%.

Para ambas as leveduras foram realizadas réplicas. Os resultados das Figuras 3.12
para Pichia stipitis e Figura 3.14 para Kluyveromyces marxianus permitem concluir
pela concordancia dos resultados obtidos na fermentacdo, em particular no caso da

Kluyveromyces marxianus.

Em conformidade com os resultados apresentados na Tabela 3.4, pode-se verificar
que as leveduras Pichia stipitis (A) e Kluyveromyces marxianus (B) foram capazes de
consumir mais de 80% dos agUcares presentes no meio sintético, apés 72 horas de

fermentacéo.

Apos o estudo da cinética do consumo dos agucares em meio sintético, iniciou-se o
estudo da cinética de fermentacao do hidrolisado da dréche cervejeira. Os resultados
obtidos encontram-se nas Figuras 3.16 a 3.19, para fermentagbes realizadas nas
mesmas condi¢cdes de temperatura, tempo e velocidade de agitacdo (30 °C, 72 h e 75
rpm respetivamente). Todos os ensaios foram realizados em duplicado.

Nas Figuras 3.16 a 3.19 esta representada a cinética do consumo dos agulcares do
hidrolisado da dréche pelas leveduras Pichia stipitis e Kluyveromyces marxianus.
Analisando os resultados destas figuras pode-se observar que ambas as leveduras
foram capazes de consumir os acUcares presentes no hidrolisado de dréche, com
maior consumo pela Pichia stipitis (45,1%), Tabela 3.4. Observa-se ainda que a maior
producao tedrica do etanol (3,34 g) foi obtida com a Pichia stipitis e a menor (2,32 g)
com a Kluyveromyces marxianus apos 72 horas de fermentagcdo. O correspondente

volume tedrico do alcool produzido foi de 4,3 mL pela Pichia stipitis (a partir de
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aproximadamente 100 g de dréche) enquanto a Kluyveromyces marxianus produziu

apenas 2,9 mL de alcool.
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Figura 3.16 — Consumo dos agucares em hidrolisado da dréche cervejeira fermentado por

Pichia stipitis.
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Figura 3.17 — Consumo dos agUcares em hidrolisado da dréche cervejeira fermentado por

Pichia stipitis (réplica).
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Figura 3.18 — Consumo dos agucares em hidrolisado da dréche cervejeira fermentado por

Kluyveromyces marxianus.
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Figura 3.19 — Consumo dos acucares em hidrolisado da dréche cervejeira fermentado por

Kluyveromyces marxianus (réplica).

Na Tabela 3.4 encontram-se os valores determinados experimentalmente da eficiéncia
de fermentagdo nos hidrolisados da dréche e nos meios sintéticos. Constata-se que a
eficiéncia de fermentagédo por ambas as estirpes foi de aproximadamente 90% para a
xilose no meio sintético enquanto no hidrolisado a eficiéncia de fermentagao da xilose
foi de apenas 58,0 % pela Pichia stipitis e de 46,46% pela Kluyveromeces marxianus.
A eficiéncia de fermentagéo da arabinose foi de 59,30% em meio sintético e 22,8% em
hidrolisado por Pichia stipitis, e de 61,82% em meio sintético e 15,35% em hidrolisado

por Kluyveromeces marxianus.
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Tabela 3.4 — Eficiéncia de fermentagéo dos hidrolisados da dréche e de meios sintéticos e os

respetivos rendimentos experimental.

Y Y
. %Conversao (g K. %Conversao (g
P.stpitis | Substratos Experimental |etanol/100g| marxianus Substratos Experimental |etanol/100g
dréche dréche
Xilose 91,47+0,07 Xilose 89,59+2,62
Arabinose | 59,30+10,33 Arabinose | 61,82+14,05
Licor Ribose 82,01+7,04 Licor Ribose 80,84+1,50
Sintetico | pjaiose | 83,97+0,02 n.d Sintetico | pjaose | 83,93+0,07 n.d
Glucose 93,97+2,10 Glucose 92,52+0,01
Total 83,61+2,80 Total 83,74+0,15
Xilose 58,0+12,35 Xilose 46,4615,98
Arabinose 22,8+6,02 Arabinose 15,35+3,04
Hidrolisado Hidrolisado
da dréche Maltose 5549,80 0,17 da dréche Maltose 41,46+4,32 0,06
Glucose 26,0+12,41 Glucose 27,420+13,77
Total 45,1+9,70 36,58+2,49

n.d: ndo disponivel

De acordo com os resultados da Tabela 3.4 a Pichia stipitis apresenta maior
rendimento de conversdo de aclcares, tanto em meio sintético como em hidrolisado
da dréche do que a Kluyveromyces marxianus. Segundo White et al. (2008), a
conversao de aguUcar sintético por fermentacdo em 48 horas é superior a 60% por
Pichia stipitis e superior a 30% quando foi utilizada a Kluyveromyces marxianus
(Tabela 2.5). No trabalho agora realizado, os valores encontrados apds 72 horas de
fermentacéo de acucares em meio sintético foram superiores ao encontrado por White

et al (83%) com ambas as estirpes.

Aloisio et al. (2014) realizaram um estudo de fermentacdo com a estirpe Pichia stipitis
em meio sintético e hidrolisado de biomassa de amoreira e concluiram que, em meio
sintético, a estirpe é capaz de consumir 10 kg/m* de xilose em 24 h, podendo atingir 17
kg/m*® em 30 horas de fermentacdo, Ja no caso da glucose, a Pichia stipitis foi capaz
de fermentar 17 kg/m®de glucose em 10 horas de fermentaco. No que diz respeito ao
hidrolisado de biomassa de amoreira, a Pichia stipitis foi capaz de consumir toda a
glucose, mas apenas 11% da xilose, correspondendo a uma producéo de etanol total
de 2,6 kg/m3 (Aloisio, et al., 2014). O valor da eficiéncia, em 72 h de fermentacéo,
determinado neste trabalho para glucose foi de 93% em amostra de licor sintético e

26% para o hidrolisado da creche, usando a Pichia stpitis.
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3.2.4 Recuperagao do Bioetanol

O resultado do teor de alcool no mosto de fermentagdo determinado
experimentalmente foi de 0,22 % para a Pichia stipitis e 0,08 % (v/v) para a
Kluyveromyces marxianus, correspondendo a uma producédo de alcool em volume de
1,32 mL e 0,48 mL e em massa de 1,054 g e 0,378 g respetivamente. O rendimento
real da producgéo de &lcool foi de 0,085 g de alcool por g de agucar pela Pichia stipitis
e 0,0308 g de alcool por g de acucar pela Kluyveromyces marxianus. O resultado
encontrado por White et al (2008) foi de 0,32 g para Pichia stipitis e 0,22 g para a
Kluyveromyces marxianus, valores estes superiores aos encontrados no presente
estudo. A explicacdo para os baixos resultados de conversdo pode estar relacionada
com o tipo de pentoses existentes neste trabalho mas também com a presenca de
produtos inibidores da fermentacdo e que ndo foram removidos antes da referida

etapa.
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3.3.Conclusdes
Este trabalho teve como objetivo a optimizacdo da etapa de fermentacdo da dréche

cervejeira pelos microorganismos Pichia stipitis e Kluyveromyces marxianus.

Para atingir o objetivo tracado, primeiramente comecou-se por realizar a caraterizagado
fisico-quimica da dréche, avaliando os valores dos parédmetros: teor de humidade,
granulometria, teor de cinzas, poder calorifico, teor de matéria gorda, teor de celulose,
teor de lenhina, teor de carbono orgéanico total e teor de hemiceluloses. A amostra em
estudo era constituida por 72% de humidade, 28% de sdlidos, dos quais 4,4% cinzas,
5,5% lipidos, 6,1% celulose, 39,7% hemiceluloses, 34,5% lenhina, correspondendo a

97,9% de carbono organico total e com um poder calorifico superior de 19,8 MJ/kg.

Apbs a caracterizacdo da dréche, procedeu-se ao pré-tratamento com acido e hidrolise
enzimatica, tendo sido realizados um conjunto de ensaios com vista a minimizagéo do
consumo de enzimas e, por conseguinte, do custo do processo. O melhor resultado foi
obtido no ensaio 4 onde o tempo de reacdo foi de 60 minutos, tanto para o &cido |
(HCI) como para a enzima | (Glucanex 100g). O tempo de reacdo para o acido Il
(HNOs) e enzima Il (Ultraflo L) foi de 30 minutos cada. A massa de Glucanex 100g
utilizada no ensaio 4 foi de 1,06572 g e o volume de Ultraflo L de 2,0 mL, para 25 g de
dréche seca. No referido ensaio o rendimento total em aclcares foi de 5,564 g de

acucar por cada 25 g de dréche, correspondente a uma taxa de conversao de 22,2%.

No ensaio 1 a percentagem de conversao a agucares foi menor do que no ensaio 4,
aproximadamente 15%, correspondente a uma massa total de aclUcares de 3,848 g
por cada 25 g da dréche, mas podemos considerar que o0 ensaio 1 foi mais eficiente do
que o ensaio 4 uma vez que foi utilizado menor tempo de reac¢do e menor quantidade
de enzimas — 30 minutos para ambos os &cidos e ambas as enzimas, 0,5 g de
Glucanex 100g e 0,5 mL de Ultraflo L. Os acuUcares identificados apés a hidrélise
enzimatica sdo as pentoses (arabinose, xilose e ribose) e as hexoses (glucose e
maltose). Devido ao elevado teor de hemiceluloses, a conversdo para as pentoses foi
cerca de 20% no ensaio 4 e 11% no ensaio 1.

Com o licor obtido ap@s a etapa de pré-tratamento e hidrélise enzimatica no ensaio 1 e
com a amostra de licor de aglUcares em meio sintético iniciou-se o0 processo de
fermentagdo com as leveduras Pichia stipitis e Kluyveromyces marxianus cultivadas
em YEPD. No licor sintético a eficiéncia de fermentacao foi superior a 80% tanto para
Pichia stipitis como para Kluyveromyces marxianus, com uma producdo estimada de

25 g de etanol a partir de 59 g de agucares totais. A eficiéncia de fermentacéo em licor
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sintético foi em média de 91% para xilose e de 60% para a arabinose por ambas as

leveduras.

Para o hidrolisado de dréche a eficiéncia total de fermentacgéo foi de 45,1% pela Pichia
stpitis e de 36,58% pela Kuyveromyces marxianus com uma producgdo teodrica de
etanol de 3,2 g para a primeira e de 2,2 g para a segunda em 12,23 g de acgucar
totais/100 g de dréche. A eficiéncia de fermentacgéo foi de 58,0% para a xilose e 22,8%
para a arabinose por Pichia stipitis enquanto que para Kluyveromeces marxianus foi
de 46,46% para a xilose e de 15,35% para a arabinose apés um tempo de
fermentacé@o de 72 h. O resultado do rendimento te6rico em etanol encontrado foi de
0,27 g/g de acucar para Pichia stipitis e de 0,19 g/g de acUcar para Kluyveromyces
marxianus e o rendimento real em alcool foi de 0,0856 g/g de acucar para Pichia
stipitis e 0,0308 g/g de aclcar para Kluyveromeces marxianus em hidrolisado da
dréche. Para a Pichia stipitis o rendimento tedrico é trés vezes menor do que o

rendimento real e para Kluyveromyces marxianus foi seis vezes menor.

Finalmente, mesmo ocorrendo consumo de acucar para o metabolismo e crescimento
das leveduras, a producdo tedrica de etanol foi muito baixo nas condi¢cbes operatérias
do presente trabalho. Esse baixo rendimento em &lcool durante a fermentacdo do
hidrolisado da dréche pode estar relacionado com a formacédo de produtos inibidores

durante o processo de hidrélise enzimética da dréche.

Embora neste trabalho ndo tenha sido possivel otimizar completamente as condicbes
de fermentacdo dos hidrolisados de dréche cervejeira, foi possivel identificar e testar
duas leveduras capazes de metabolizar pentoses, 0 que ndo acontece com a
Saccharomyces cerevisiae, uma levedura que habitualmente apenas fermenta a

glucose.
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3.4 Trabalhos futuros
Apos a realizagdo do presente trabalho e face aos resultados obtidos, foi possivel
identificar alguns aspetos passiveis de melhoria, conducentes a real otimizacao das
condicBes de fermentacdo dos acUcares no hidrolisado da creche cervejeira. Assim,

sugere-se:

v' Estudar outras condi¢Bes e formas de condugao do processo de fermentagéo,
como por exemplo a alteragdo do pH e da temperatura de fermentac&o;

v" Melhorar a forma de recolha das amostras, para quantificacdo do consumo dos
acucares;

v' Fazer um estudo mais aprofundado em relacdo as condicbes de arejamento
para as leveduras utilizados no presente estudo;

v'Avaliar os fatores que interferem na producéo de etanol a partir dos materiais
lenho-celulésicos, como por exemplo a formacdo de xilitol, que inibe a

formacédo de etanol.
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Anexo A. Caracterizacdo da Dréche Cervejeira

Os procedimentos e as normas utilizados para a caracterizacdo da dréche cervejeira

encontram-se descritos neste capitulo.

Teor de humidade

Nas Tabelas A.1 e A.2 encontram-se os dados obtidos para o calculo do teor de
humidade e do teor dos solidos na dréche cervejeira. O procedimento (descrito no
Standard Methods) consiste na secagem de uma amostra em estufa (Binder) a
temperatura de 105 + 5 °C até peso constante e avaliacdo do peso da amostra antes e
apoés a secagem.

Tabela A.1 - Determinagéo de teor de humidade e teor de sélidos na amostra normal

Ensaio | Myidrovazio(9) mdrf:fggwdm mdrécr:s(‘g)y'vmm m:(rsc)he :l‘j;e(g‘; % H %Msslidos
1 24,7 32,2 26,8 7,5 2,1 72 28
2 39 56,4 43,7 17,4 4,7 73 27
3 38,9 60,9 44,9 22 6 72,7 27,3
Média 72,6 £0,51 | 27,4+0,51

Tabela A.2 - Determinacéo de teor de humidade e teor de sélidos na amostra congelada

Ensaio VTZ:I:ZS) mdr(::rz:;;vidro mdrécr:tlelsiegc)zﬁvidro Maréeche hum(g) Maréeche seca(g) % H Y%Msslidos
1 24,9 32,2 25,6 2,5 0,7 71,5 28,5
2 25 56,4 25,7 2,5 0,7 72,3 27,7
3 24,7 60,9 25,6 3,3 0,9 72,2 27,8
L 28,0 £
Média 72,0+ 0,42 0.42

Teor de Cinzas

Os valores da Tabela A.3 foram obtidos para a determinag¢édo do teor das cinzas na
amostra de dréche cervejeira. Os procedimentos usados encontram-se descritos no

Standard Methods, tendo sido usada uma Mufla (Nabertherm).

Tabela A.3 - Determinacéo de teor de cinzas.

Ensaio m dricgh)e seea M cadinho (9) M cinzas+cadinho (9) | M cinzas (9) Teor(é:/oi)nzas
1 2,6866 28,1021 28,2012 0,0991 3,7
2 2,9856 27,4034 27,5306 0,1272 4,3
3 2,9013 32,5572 32,7056 0,1484 51
Média 4,4 +0,7
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Granulometria

Na Tabela A.4 encontram-se os valores obtidos para a determinacdo da percentagem
de massa retida em cada peneiro.

Tabela A.4 — Determinagéo da distribuicdo granulométrica

Granulometria (um) M pesada (9) (%)
>1190 63,6 43,1
11190;710[ 40,3 27,3
1710:600] 11,4 7,7
1600;500][ 9,2 6,2
1500:420] 5,7 3,9
1420;297] 8,8 6
1297:149] 7,2 4,9
<149 1,4 0,9
Motal final (J) 147,6
M Total inicial (Q) 150

Poder Calorifico

Na Tabela A.5 encontram-se os valores obtidos na determinacdo de poder calorifico
da matéria-prima em estudo. Para a determinacdo do poder calorifico superior foi
utilizada a seguinte expressao:

I:)CSTotaI X mTotaI = IDCSAcido X mAcido + I:)CSAmostra\ xm
PCs

- PCs

Amostra

xXm xm

Total Total

m

Acido Acido

P CSAmostra = (A l)

Amostra

Tabela A.5 — Determinacao do poder calorifico da dréche cervejeira (em base seca)

H M amostra M acido PCSécido PCStotaI Pcsamostra
Ensaio | 0y ) (Kcallkg) (kcallkg) (kcallkg) | PCSamosta(MI/kg)
1 0,4479 0,4488 5426,46 4706,3 19,7
6145,14
2 0,4573 0,5539 5516,46 4755 19,9
Média 4730,7 19,8+0,1

Teor de Matéria Gorda

Para a determinacdo do teor de matéria gorda recorreu-se a norma portuguesa NP-

1005: 1974. Na Tabela A.6 encontram-se 0s valores obtidos experimentalmente.
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Tabela A.6 — Determinagéo do teor de matéria gorda

Ensaio M balao+sleo (J) M baiao (@) | Mosleo (@) | M dréche seca (9) Teor Lipidos (%)
1 288,2 287,7 0,5 9,5512 5,23
2 292,4 291,9 0,5 9,9612 5,02
3 2925 2919 0,6 9,9965 6
Média 542+0,5

Teor de Celulose Bruta

De acordo com a norma portuguesa NP-1005 de 1974, foi determinado o teor da
celulose, os valores obtidos entdo representados na Tabela A.7. A equacdo A.2 é a

expressao matematica usada no célculo do teor de celulose (% cel).

(m, —m, )x[100—(H + MG)|]
2

%cel = (A2)

Tabela A.7 — Determinacao de teor de celulose

Ensaio m1 (g) m2 (9) H % MG% Teor celulose (%)
1 28,7986 28,2783 5,86
2 26,1157 25,5362 72,04 5,42 6,53
3 29,5176 28,9971 5,87
Média 6,09 + 0,38

Teor de Lenhina

O teor de lenhina soluvel foi determinado pela medida da absorvancia a um
comprimento de onda de 205 nm, em espectrofotometro de UV-Vis (Shimadzu UV-
160?). Sendo a lenhina total o somatério entre a lenhina de Klason e a lenhina soluvel.
Na tabela A.8 encontram-se os valores obtidos para a determinacdo do teor da lenhina

de Klason. Com a ajuda da expressado A.3 foi determinado o teor de lenhina de Klason.

m
Len. Xloo
m

%Len = (A3)

total

Tabela A.8 — determinacgéo do teor da lenhina de Klason

Ensaio M dreche (@) | M gobels (@) | M lenhina + gobete (@) | M lenhina (9) Lenhina Klason (%)
1 1,0007 37,092 37,3298 0,2378 23,76
2 1,0057 37,4592 37,7064 0,2472 24,58
3 1,003 39,3335 39,5817 0,2482 24,75
Média 24,36 £ 0,5
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Na tabela A.9 estéo os valores representativos da lenhina sollvel. Com a ajuda de um
espectrofotébmetro UV-Vis foi determinado o valor de absorvéancia, depois calculado o
teor de lenhina soluvel. A equacédo A.4 serviu de base para determinar a lenhina

soluvel.

AxV x f
%Len. Sol = —— ™~ %100 (A4)

&x mdrécheseca

Tabela A.9 — determinacao do teor da lenhina soluvel.

Absorvéancia V filtrado (L) f € (L/g.cm) | Lenhina Soluvel (%) | Lenhina Total (%)
0,825 0,54 10,12 33,88
0,754 0,568 25 110 9,68 34,26

0,9 0,57 11,62 36,37
Média 10,47 £1,02 34,84+1;3

Teor de Carbono Orgéanico Total

O teor do Carbono Organico Total (COT) foi determinado de acordo com o
procedimento do aparelho Analisador TOC-VSN (Shimadzu) com o médulo de anélise
de sdlidos (Shimadzu, Solidsample Module), existente no Laboratério de Tecnologia,
do Departamento de Engenharia Quimica do Instituto Superior da Engenharia do Porto
(ISEP). Na tabela encontram-se os valores da curva de calibragao.

Tabela A. 10. Valores auxiliares determinados para tracar a curva de calibracédo

Area ug C
308,9 5520
559,5 9960
770,7 13520
1079 18720
1420 24040
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]

A Figura A.1 representa a reta da calibracdo obtida para a determinacdo do teor de carbono

organico total.

30000
25000
20000
15000
10000

5000

Concentragdo (ug)

y =16,673x + 553,02

R*=0,9994

500

Figura A 1.

1000 1500

Area

Reta de calibracéo

A tabela A.11 — Valores obtidos no célculo do teor de Carbono Orgéanico Total.

Ensaio M amostra (MQ) Area mg C Carbono Total (%)
1 10,2 563,3 9,9 97,5
2 11,7 656,3 11,5 98,3
Média 97,9+0,5

Teor de Hemiceluloses

Tabela A 12 — Determinacao do teor de hemiceluloses.

Ensaio M amostra (Q) M cadinho (9) M hemi+cadinho(g) Teor hemiceluloses (%)
1 1,0034 23,5092 23,905 39,45
2 1,0653 27,4006 27,8259 39,92
3 1,0019 18,3767 18,7739 39,64
Média 39,7+£0,2
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Anexo B: Curvas de Calibracdo para os AcglUcares Simples, Quantificados por
HPLC, Usadas para Avaliagdo da Eficiéncia do Processo de Producdo de
Bioetanol

Para avaliar a eficiéncia do processo de producdo de bioetanol a partir da dréche
cervejeira, houve a necessidade de efetuar a calibracdo da resposta do equipamento
(HPLC) aos varios acucares presentes na amostra de licor, recorrendo a solucao
padrdo dos acgUcares com concentracdes conhecidas. A tabela Bl apresenta os

valores auxiliares obtidos para determinacdo da curva de calibracdo de arabinose,
xilose e ribose.

Tabela B 1 — Valores auxiliares usados para determinar a curva de calibracdo de arabinose,
ribose e xilose.

Concentracéo (g/L) Tempos de retengdo (min) Apico (Min.g/L)

Ribose | Xilose |Arabinose| Ribose Xilose Arabinose Ribose Xilose |Arabinose
14,898 | 3,062 8,802 14,415 18,017 21,052 12959459 | 7972612 | 15797230
10,23 1,914 5,501 14,415 17,958 21,007 8034521 | 3238803 | 5938679
6,975 1,531 4,401 14,447 17,873 21,13 5058703 | 1639014 | 3053290
4,65 1,392 4,001 14,487 17,862 20,938 2223080 | 1095737 | 1660401
3,487 14,422 1282927

2,79 14,422 731560

A figura B1 representa a relacdo entre a area dos picos dos acglUcares padréo e as
respectivas concentracdes para a arabinose, xilose e ribose.

Calibracdo de Arabinose, Xilose e Ribose

18000000 Axilose = 4E+06%Cy;0sc - SE+06
Rz2=1
16000000 -
14000000 - AArabinose = 3E:'OGXCArabinose - 1E+07
= =0,9995
> 12000000 -
g 10000000 - ARibose = 1E+06XCRibose - 2E+06
\; 8000000 - Rz =0,9987
& 6000000 - ¢ Ribose
4000000 - B Xilose
2000000 -
0 Arabinose

0,000 2,000 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000 14,000 16,000
Concentragéo (g/L)

Figura B1 — Curva de calibrag&o para a arabinose, ribose e xilose
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Tabela B 2 — Valores auxiliares usados para determinar a curva de calibracdo de glucose e

maltose.
Concentracgéo (g/L) Tempo de retenc¢do (min) Apico (Min.g/L)
Maltose Glucose Maltose Glucose Maltose Glucose
6,999 2,118 25,903 31,265 26316668 16032230
5,052 1,324 27,912 31,267 18063541 6711998
2,625 1,059 27,298 31,222 9854324 3441286
1,75 0,963 26,43 30,908 4466060 2528875
1,05 | e 27,075 | - 3265742 | e
Calibracéo de Maltose e Glucose
30000000 -
25000000 -
;l\ i AMaItose = 4E+06xCMaltose - 1E+06
> 20000000 R2 = 0,9937
c
g 15000000 AGIucose = 1E+07XCGIucose - 9E+06
g R2 =0,9998
‘5210000000 -
< & Maltose
5000000 - B Glucose
0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000 7,000 8,000
Concentragéo (g/L)
Figura B2 — Curva de calibracdo para a maltose e glucose
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Anexo B I Avaliacao da Eficiéncia do Processo de Producédo de Bioetanol

A eficiéncia do processo de fermentacdo usando as leveduras Pichia stipitis e
Kluyveromyces marxianus, encontra-se nas Tabelas Bl.1 a Bl.14 A inoculacdo foi
efectuada com um volume de cerca de 10% (v/v) de in6culo preparado conforme

referido na secéo 3.

Tabela Bl 1 — Consumo dos acuUcares e a quantidade de etanol produzido em meio sintético

pela levedura Pichia stipitis.

Tempo de~ MRibose Mxilose MTotal

Fermentacéo @) @) Marbinose (9) | Mumaltose () | Malucose (9) ©) %n | Metanol(9)
(h)
0 12,886 | 15,806 9,688 8,293 12,456 | 59,129 0,000
> 6,214 | 12,384 5,146 7,031 7,902 38,677 10,459
10 3,579 | 6,681 4,583 4,896 3,948 23,686 18,126
24 2,883 | 5232 4,318 2,168 2,715 17,316 21,384
29 2,426 | 3,749 4,144 1,728 1,656 13,704 | 8559 | 23231
34 2,104 | 3,282 4,071 1,472 1,167 12,095 24,054
48 1,793 | 2,139 3,918 1,373 0,911 10,134 25,057
>8 1,740 | 1,372 3,862 1,340 0,955 9,275 25,497
& 1,676 | 1,340 3,235 1,331 0,936 8,518 25,884

Tabela Bl 2 — Réplica do Consumo dos agucares e a quantidade de etanol produzido em meio
sintético pela levedura Pichia stipitis.

Tempo de: MRibose MArbinose | MMaltose

Fermentacao @) Mxilose (9) @) ) Malucose (@) | MToal (9) | % 1N | Metanol (9)
(h)
0 12,886 15,806 9,688 8,293 12,456 59,129 0,000
15 5,725 8,890 7,385 2,105 3,693 27,799 16,023
21 4,954 4,646 6,824 1,718 3,064 21,205 19,395
26 4,786 4,384 6,471 1,546 2,957 20,143 19,938
38 3,797 2,841 5,349 1,491 2,536 16,015 oLes 22,050
47.3 3,473 2,356 4,908 1,425 1,808 13,968 23,096
55.3 3,334 1,482 4,725 1,362 1,535 12,437 23,873
72 2,959 1,357 4,651 1,328 0,566 10,861 24,685
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Tabela Bl 3 — Consumo dos acuUcares e a quantidade de etanol produzido em meio sintético

pela levedura Kluyveromyces marxianus.

Tempo dP: MRibose MArbinose Mmaltose
Fermentac&o @ Mxilose (d) © @ Maiucose ) | Mot (9) | % n | Metanol(9)

(h)

0 12,886 15,806 9,688 8,293 12,4563 59,129 0,000
5 10,043 10,420 7,344 7,661 9,9400 45,408 7,893
10 7,762 6,715 6,584 4,371 5,0087 30,441 14,254
24 4,524 3,824 6,609 1,576 1,8152 18,348 18,996
29 4,143 2,873 5,870 1,453 1,0961 15,435 | 83,64 | 20,801
34 2,953 1,486 5,055 1,354 0,9643 11,812 23,020
48 2,544 1,386 5,344 1,351 0,9320 11,556 23,001
58 2,4332 1,3558 5,001 1,331 0,9312 11,0517 23,425
72 2,3325 1,3527 4,662 1,329 0,9301 9,6753 23,825

Tabela Bl 4 — Réplica do consumo dos aglicares e a quantidade de etanol produzido em meio

sintético pela levedura Kluyveromyces marxianus.

Tempo de

Fermentacéo MRibose M Arbinose Mmaltose MGlucose Metanol

(h) Q) Mxilose () Q) () () Mrotal (@) | %N (9)

0 12,8855 | 15,806 9,688 8,293 | 12,456 | 59,129 0
15 6,9440 | 9,134 4,170 2,218 1,287 23,754 16,784
21 56775 | 7,340 3,843 2,099 1,248 | 20,207 18,624
26 4,0337 | 6,060 3,753 1,503 1,031 16,378 20,663

83,85

38 3,8035 | 3,356 3,378 1,454 | 0,999 12,990 22,615
44 3,1689 | 2,288 2,917 1,383 0,934 10,691 23,804
47.3 2,9033 | 2,136 2,828 1,361 0,933 10,162 24,120
72 2,6064 | 1,939 2,736 1,336 | 0,932 9,551 25,832

Exemplo de calculo para determinacéo da eficiéncia total de fermentacao.

m

total inicial

mtotal final ><100 _

m

toatl inicia

59,129-8,518

59,129

%100 = 85,6%
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Tabela Bl 5 — Consumo dos aglcares e a quantidade de etanol produzido em hidrolisado da

dréche pela levedura de Pichia stipitis.

rmemag | ™ @ | " [meae @ | maee @ [ moeat@) [ wn | "o
0 4,9078 3,1044 3,7309 1,0070 12,7501 0,0000
6 4,7469 2,9695 3,1117 0,9742 11,8023 0,4847
22 3,5363 2,7211 2,6466 0,8645 9,7685 1,5249
32 2,9212 2,5649 2,2471 0,7652 8,4984 51,34 2,1744
48 2,4467 2,3523 2,1556 0,7194 7,6739 2,5961
54 2,1186 2,3385 1,9407 0,6940 7,0918 2,8938
72 1,9248 2,2652 1,3318 0,6820 6,2038 3,3479

Tabela Bl 6 — Consumo dos aglcares e a quantidade de etanol produzido em hidrolisado da

dréche pela levedura de Pichia stipitis (réplica).

fermentacso () | TS | Matnose (@) | Mustose (0) | Matcose (@) | Mrowa @) | % | Mo
0 5,2349 2,9931 3,3745 1,0239 12,6264 0
16 4,4300 2,8036 2,3497 0,9105 10,4938 1,090658
26 3,9266 2,7375 2,2478 0,8606 9,7726 1,459511
48 3,3820 2,5747 2,1649 0,7311 8,8527 5005 1,929967
64 2,4026 2,3175 1,7156 0,7086 7,1444 2,803632
72 1,9157 2,2309 1,4845 0,6754 6,3065 3,232138

Tabela Bl 7 — Consumo dos aglcares e a quantidade de etanol produzido em hidrolisado da

dréche pela levedura de Kluyveromyces marxianus.

fer;(zwgégf (hy | Mxiose (@) | Marinose(9) | Miarose (9) | Maiucose (9) | Motal (9) %n m(E;)""'
0 5,0540 2,5890 3,6252 0,8875 12,1557 0,0000
6 4,2981 2,5506 2,8993 0,6995 10,4474 0,8737
22 3,8388 2,4363 2,7077 0,6633 9,6462 1,2834
32 3,7017 2,4181 2,5993 0,6315 9,3504 36,93 | 1,4347
48 3,4415 2,3647 2,5154 0,6191 8,9407 1,6442
54 3,2084 2,3381 2,1835 0,6113 8,3413 1,9508
72 2,7300 2,2763 2,0657 0,5940 7,6660 2,2961
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Tabela Bl 8 — Consumo dos aglcares e a quantidade de etanol produzido em hidrolisado da

dréche pela levedura de Kluyveromyces marxianus (réplica).

ferr-:—wir:t%cc);gc? (hy | Mxiose (@) | Marbinose (9) | Muattose (9) | Motucose (9) | Mrotai (9) | %n m(E;)”"'
0 4,7759 2,7423 3,0733 0,9275 11,5191 0,0000
16 4,0433 2,6088 2,7942 0,8505 10,2968 0,5217
26 3,4766 2,5139 2,1606 0,8207 8,9718 0,8906
48 3,2209 2,4228 2,1050 0,6266 8,3753 38,88 1,2665
64 2,7674 2,3230 1,9638 0,5968 7,6509 1,5800
72 2,2652 2,2467 1,9492 0,5800 7,0410 1,8930

Tabela Bl 9 — Consumo dos agucares e a quantidade de etanol produzido em hidrolisado da

dréche pela levedura de Pichia stipitis (réplica II).

ferr?e?ticc);gc? (hy | Mxiose (@) | Marbinose (@) | Mmaltose (@) | Malucose (@) | MTota (@) | %N | MEtanol (9)
0 4,7242 3,0800 3,2136 0,7783 11,7960 0,0000
4 4,5443 2,7798 3,1005 0,7568 11,1814 0,3143
16 4,3110 2,7059 2,9943 0,7430 10,7542 0,5328
24 3,8143 2,5391 2,7740 0,7377 9,8650 |39,47 0,9876
40 2,8099 2,2864 2,3662 0,6925 8,1550 1,8621
64 2,4318 2,2268 2,3110 0,6271 7,5967 2,1476
72 2,2106 2,1777 2,1363 0,6157 7,1403 2,3811

5

, \\
@ 3 "'_..‘ Xilose
S ) ﬁ ke :ﬁ,: 4 —&=— Maltose
% Arabinose
S 1 Glucose

Etanol
0 N
0 20 40 60 80

tempo de fermentacéo (h)

Figura Bl 1 — Consumo dos acucares em hidrolisado da dréche cervejeira fermentado por

Pichia stipitis (réplica Il).
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Tabela Bl 10 — Consumo dos acUcares e a quantidade de etanol produzido em hidrolisado da

dréche pela levedura de Kluyveromyces marxianus (réplica Il).

T
fermir:t%cc);gc? (h) Mxilose (§) | MArbinose (§) | Mmaltose (9) mG(I;;ose MTotal (9) % n MeEtanol (Q)
0 3,9429 2,9341 3,8386 0,7158 11,4315 0,0000
4 3,8452 2,8967 3,7351 0,7160 11,1930 0,1219
16 3,8088 2,8909 3,3368 0,6944 10,7309 0,3583
24 3,6054 2,6389 2,8510 0,6898 9,7852 34,71 0,8419
40 3,1403 2,5888 2,3970 0,6680 8,7940 1,3489
64 2,6223 2,5434 2,2650 0,6448 8,0755 1,7163
72 2,3337 2,4675 2,1199 0,6319 7,5529 1,9836
1~
4 .
T'O\‘\\
Crp N\
p 3 \ ~— = Maltose
8 — 7\ e=fil== XiloSe
@ 2 IR\ ¢ .
£ Arabinose
1 X === Glucose
XK e Etanol
M
0 >&
0 20 40 60 80

Tempo de fermentacéo (h)

Figura Bl 2 — Consumo dos agucares em hidrolisado da dréche cervejeira fermentado por

Kluyveromyces marxianus (réplica Il).

Exemplo de célculo para determinacédo da eficiéncia de fermentagdo de cada um
dos acuUcares.

mcompotoinicial - mcomposto final % 100 _ 15,806 —1,340
m 15,806

7= x100 = 91,5%

compostoinicia
Exemplo de célculo para determinagdo da massa do etanol teorico.
Pela estequiometria da reacdo 2.3 e 2.4 pode-se observar que por cada mole de

glucose se forma 2 moles de etanol e por cada 3 moles de pentoses forma-se 5 moles
de etanol.

Exemplo de céalculo de massa tedrica do etanol para xilose

mconsumida = mcompostoinicial - mcomposto final — 151806 _1’340 :141466 g Xilose
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_ mconsumida 14’466

Neonsumido = = =0,090molesde xilose
Mr 150
netanol = § X Iﬂ'xilose = § X 0,090 = 0,15 moles
3 3
metanol = netanoM etanol — 0’15X 46!068% = 6,91029

mo
Exemplo de calculo de massa tedrica do etanol para glucose

mconsumida = mcompostoinicial - mcomposto final — 12!456 - 0!936 = 11152 g glU cose

_ mconsumida _ 11'52

nconsumido -
Mr 180

=0,064molesde glucose

n =2xn =2x0,064 = 0,128 moles

etanol xilose

— 0,128 46,068—9— — 5,8868g
mol

metanol = r]etano M etanol

Determinacédo do volume, da massa e do rendimento de alcool em 12,3 g de
acuUcar totais/100 g da dréche seca. Massa volumica do etanol é de 789 g/L.
¢ Pichia stipitis é de 0,22% (v/v).

= 02mh el —132mL
100 mLsqugéo
mélcool = Vélcool X pélcool = 1’32 X 1073 L X 789% = 11054 g
rendim ento = Maicool _ 1,054g —0,0856 g de,alcool -
Migtal deagicar 1230 g deaclcartotais

e Kluyveromyces marxianus (0,08% (v/v))

0,08 mL

alccol = x 600 mL = 0,48 mL
100 mL

solugédo

Moy =Vieoy X Pacag = 0,48x10° L x 789% —0,378¢

alcool

Anexos 72



Valorizagéo da Dréche Cervejeira: Fermentacéo de Pentoses

rendimento =

mé|COO|

03789

m

total de aglcar

12,39

g deélcool

g deacucartotais

Tabela Bl 11 — Eficiéncia de fermenta¢do em hidrolisado da dréche pela levedura de Pichia

stipitis.

Ensaio % Nxilose % Narabinose % Nuaitose % Nalucose % Nrotal
Al 60,78 27,03 64,30 32,27 51,34
All 63,40 25,47 56,01 34,04 50,05
Alll 53,21 29,29 33,52 20,89 39,47
Média 59,13 27,26 51,28 29,07 46,95
o 5,30 1,93 15,93 7,14 6,52
Resultado 58,0£12,35 22,8+6,02 5549,80 26,0£12,41 45,149,70

Tabela Bl 12 — Eficiéncia de fermentacdo em hidrolisado

Kluyveromyces marxianus.

da dréche pela levedura de

Ensaio % Nxilose % Narabinose % Nwmaitose % Naiucose % Nrotal
BI 45,98 12,08 43,02 33,07 36,93
BII 52,57 18,07 36,58 37,47 38,88
Bl 40,81 15,90 44,77 11,72 33,93
Média 46,46 15,35 41,46 27,42 36,58

o 5,89 3,04 4,32 13,77 2,49
Resultado 46,4615,98 15,35+3,04 | 41,46%4,32 | 27,42+13,77 | 36,58%2,49

Tabela Bl 13 — Eficiéncia de fermentagdo em amostra sintético pela levedura de Pichia stipitis.

Ensaio % Nribose % Nxilose | % Naravinose | %0 Nmatose | %0 Naiucose % Nrotal
Al 86,99 91,52 66,61 83,95 92,49 85,59
All 77,034 91,42 51,99 83,98 95,46 81,63
Média 82,01 91,47 59,30 83,97 93,97 83,61

o 7,04 0,07 10,33 0,02 2,10 2,80
Resultado | 82,01+7,04 | 91,47+0,07 | 59,30+10,33 | 83,97+0,02 | 93,971£2,10 83,61+2,80

Tabela Bl 14 — Eficiéncia de fermentacdo em sintético pela levedura de Kluyveromyces

marxianus.

Ensaio % Nribose % Nxilose % Naravinose | Y0 Nwmaitose % Naiucose % Nrota
Bl 81,90 91,44 51,88 83,98 92,53 83,64
Bl 79,77 87,73 71,76 83,89 92,51 83,85
Média 80,84 89,59 61,82 83,93 92,52 83,74

o 1,50 2,62 14,05 0,07 0,01 0,15
Resultado 80,84+1,50 | 89,59+2,62 |61,82+14,05 |83,93+0,07 | 92,52+0,01 | 83,74+0,15
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