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Resumo

Neste trabalho estudou-se a utilizaga’io de melago de soja como substrato para a
produgdo de etanol, utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae (C94, Instituto
Pasteur). O melago de soja é um residuo que contém 10,44 % de proteinas, 40,77 %
carboidratos totais, 9,37 % de cinzas, 10,05 % de lipidios (média de 5 bateladas
analisadas, expressas em % p/p), além de cerca de 0,1 g/L de fibras.

A otimiza¢do de pardmetros de processo foi realizada, tanto em incubadora
rotatéria, quanto em reator de bancada, obtendo-se melhor produtividade nas seguintes
condigGes de processo: 30-34 °C, pH 6,0, aditivado com 0,1 g/L de MgSOs..

Uma analise detalhada dos carboidratos do melago de soja indicou que o melago €
um residuo complexo que contém 8,43 g/L de glicose, 8,26 g/L de frutose, 77,12 g/L de
sacarose, 23,12 g/L de rafinose, 84,53 g/L de estaquiose, além de outros carboidratos néo
identificados.

Por fim, testou-se a fermentagcfio conjunta de melago de soja com caldo de cana.
Os resultados obtidos indicaram que misturas de 10 a 50 % de carboidratos provenientes
do melago de soja com carboidratos da cana de agucar apresentam maior rendimento que

a fermentag@o separada destes substratos.



1. Introducio

Produtos como 6leos vegetais, margarinas, extratos protéicos, embutidos, ra¢des
animais, fertilizantes, tintas e muitos outros, podem exempliﬁ;:ar o grande leque de
produtos em que a soja e seus sub-produtos podem estar presentes.

A soja € constituida principalmente de lipidios e proteinas, e esta ultima fragdo
tem recebido cada vez mais ateng&o nas ultimas décadas. A literatura aponta que nenhum
outro vegetal, e nem mesmo fontes animais, podem fornecer uma quantidade tdo grande
de proteinas por acre, por ano, quanto a soja. Ndo s6 a quantidade mas também a
qualidade desta proteina deve ser ressaltada, j4 que a soja apresenta em sua composi¢do
quase todos os amindcidos essenciais.

A obtengdo do extrato proteico € tradicionalmente feita com base no ponto
isoelétrico das proteinas da soja que se situa na faixa de pH 4,0-5,0 e pode ser alcangado
com o uso de acidos ou bases. Outra maneira de se extrair as proteinas da soja é com o
uso de uma mistura etanol e agua. Esta mistura insolubiliza as proteinas e fibras da soja,
que sdo retiradas, ap6s secagem obtém-se um produto conhecido como proteina
concentrada de soja. A fragdo liquida da mistura etanol e 4gua contém na sua maior parte,
os agucares da soja que, apds a recuperagdo do etanol por evaporagio, acabam por gerar
o melago de soja.

O objetivo deste trabalho é o aproveitamento do melago de soja como meio de
cultura para a produgdo de etanol, a fim de suprir as perdas inerentes ao processo de
obtencdo de concentrados protéicos de soja. Além da economia gerada pela auto-
suficiéncia de produggo de solvente, a produ¢do de etanol através do melago de soja €

muito mais economicamente vantajosa frente ao o etanol proveniente da cana, ja que ndo



h4 etapas como transporte da cana, moagem, filtragdo do caldo e manuseio do bagago. O
etanol utilizado para as extragdes deve estar no maximo a 70 %, o que reduz
drasticamente 0s investimentos na planta de purificagfio de etanol quando comparada a
uma planta que fornece etanol a 95 % de pureza. No processo tradicional de produgio de
concentrados protéicos com etanol, o melago € concentrado até 50 % de s6lidos totais e
posteriormente adicionado a ra¢des animais. Com a utilizagdo do melago de soja para a
produgdio de etanol, este pode ser carregado no biorreator com 13-15 % , reduzindo os
custos de concentrag¢do do melago.

Para a realizagdo destes objetivos, foi pesquisada a composicdo quimica do
melago de soja, e posteriormente simulada varias condigdes de processo visando a
conversdo racional do produto.

Outra alternativa tecnoldgica para a utilizagdo do melago de soja, € a mistura
deste com o caldo de cana. A proposta visa utilizar as plantas ja instaladas de
processamento de caldo de cana no Brasil, explorando as vantagem e principais efeitos
da mistura destas duas fontes de nutrientes para a produgéo de etanol.

Este trabalho inova no sentido de ser o primeiro trabalho de nosso conhecimento,

a testar o potencial do melago de soja, como substrato para fermentagdo alcodlica.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. A soja como matéria-prima industrial

A soja € uma planta com grande diversidade genética e morfologica, existindo
variedades de vérios tamanhos, formatos, cores e composi¢cdes quimicas diferentes. A

Figura 2.1. exemplifica esta variabilidade.

Figura 2.1“ ife;:s tipogilzgoja existentes.
Fonte: adaptado de MARKLEY, 1974.

Segundo MARKLEY (1974), a soja € conhecida por varios nomes: Glycine soja,

Soja japonica, Glycine ussuriensis entre outros, mas o unico aceito pelas regras

internacionais de boténica é Glycine max. A soja selvagem foi encontrada no Jap3o,

Machria, e Coreia. Era fina e baixa, com grios muito pequenos, a esta planta foi dado o

nome de Glycine ussuriensi. Muitos pesquisadores consideram que a soja cultivada hoje

tenha derivado desta espécie selvagem e de outras espécies do género Glycine.



O grio de soja € uma tipica semente leguminosa como se pode ver na Figura 2.2.
O hilo (h) tem forma linear eliptica, no final deste hilo ha um pequeno encaixe chamado
chalaza (c), a outra extremidade do hilo é chamada micrépilo (m) , € acima deste

encontra-se o hipocotile (hy).

Figura 2.2. Desenho esquematico de um gréo de soja.
Fonte: WOLF & COWAN, 1975.

A parte principal da soja é sem duvida sua semente. A composi¢éo quimica desta
¢ muito complexa ¢ é dependente de alguns fatores como variedade, condi¢es de
cultivo, condigdes climaticas, época do ano em que € plantada e condiges de
armazenamento (HOU & CHANG, 1998). A natureza e as caracteristicas da maioria dos
constituintes é pouco conhecida pela falta de pesquisas de isolamento, identificagdo e
caracterizagdo destes componentes. O grio €é uma semente oleaginosa constituida
principalmente de lipidios, proteinas, carboidratos, minerais, e 4gua. Estes constituintes

entram no grdo pelo transporte de nutrientes soliveis, principalmente na forma de



carboidratos e aminoacidos provenientes da folha e da haste da planta. Diversas
pesquisas mostram que o acimulo de 6leo no grio ¢ acompanhado de um decréscimo de
carboidratos. Sementes oleaginosas sdo geralmente ricas em proteinas que sdo
acumuladas juntamente com o 6leo, embora ndo existam ainda evidéncias da relagdo
entre o acumulo dos 2 componentes. Estes nutrientes sdo normalmente acumulados para

prover o desenvolvimento das folhas e vagens.

2.1.1. Composi¢do quimica do grio de soja

A composigdo quimica € consideravelmente afetada pela genética das variedades
e pelas condi¢des climéticas onde as plantas crescem, em especial a quantidade de luz
que atinge a flor. Para cada variedade de soja existe uma época e uma faixa de latitude
6tima para o seu crescimento. De forma genérica, considera-se que a soja tem 20 % de
lipidios, 40 % de compostos nitrogenados, 25 % de carboidratos, 5 % de fibras, 6 % de
constituintes inorgénicos (valores em base seca). A soja apresenta umidade muito
varidvel, sendo esta reduzida para o nivel de 12 % para sua estocagem e posterior

processamento.

2.1.1.1. Compostos nitrogenados

A soja apresenta uma fraco muito grande de compostos nitrogenados, por isto €
uma 6tima fonte de proteinas para a alimentagdo humana e animal. Quando comparado a
outros vegetais, ¢ até a fontes animais de proteina, pode-se observar que a soja é o
alimento que mais fornece proteinas por acre, por ano, como pode ser visto no Tabela

2.1.



Tabela 2.1. Comparagdo entre a quantidade de
proteinas fornecidas por diferentes
alimentos por acre e por ano.

Produto Kg/acre/ano Kg de proteina/acre/ano
Soja 1.400 560

Leguminosas 1.000 280

Milho 2.500 250

Trigo 1.200 144

Leite 2.200 80

Carne 300 60

Fonte: MORETI, 1975.

Nao s6 a quantidade mas também a qualidade da proteina da soja deve ser
considerada. Este vegetal apresenta uma composi¢do protéica muito rica quando
comparado a maioria dos vegetais. No entanto, a soja apresenta um valor nutricional de
suas proteinas menor quando comparada as fontes animais. Isto ocorre porque o grio
apresenta baixas quantidades de aminoicidos como metionina e cistina. Quando
combinado com outros vegetais, a soja pode suprir toda gama de aminoacidos
necessarios a alimentagéo, constituindo uma alimentagfo de valor nutricional ao nivel do
leite e da carne, embora ja exista uma variedade de soja transgénica (U.S. patent
5,633,436, Du Pont de Nemours and Co.) que apresenta todos os aminoacidos essenciais
(KATZ, 1998).

Segundo SGARBIERI (1996), as proteinas sdo armazenadas em corpuisculos de 2
a 20 pm de didmetro, denominados gréos de aleurona ou corpusculos protéicos. Os
corpusculos protéicos sdo envoltos por uma membrana fosfolipidica que € estavel na
presenca de éter dietilico € hexano. Podem ser isolados por centrifugacdo em gradiente
de densidade e, normalmente, apresentam elevado conteudo protéico.

A maior parte das proteinas da soja sdo classificadas como globulinas. S&o

insoluveis em agua em seu ponto isoelétrico, mas dissolvem em agua ou solugdes salinas



diluidas em valores de pH acima ou abaixo de seu ponto isoelétrico. A solubilidade das

proteinas de soja em fung@io do pH € mostrada na Figura 2.3.
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Figura 2.3. Curva de solubilidade (extratibilidade) de proteinas da soja em
fungdo do pH.
Fonte: BAZINET et al., 1997.

Quando farinha de soja desengordurada € dispersa em 4gua destilada (pH=6,5),
observa-se a solubilidade maAxima das proteinas. Elevando-se o pH, pela adi¢fo de alcali,
a solubilidade aumenta ainda mais. Mas, pela adigdo de 4cido, a solubilidade decresce
abruptamente atingindo um minimo nas imediagdes do pH 4-5, regifio do ponto
isoelétrico. A pHs muito mais baixos as proteinas se redissolvem. A elevada estabilidade
das proteinas de soja em agua indica que as membranas fosfolipidicas que envolvem os
corpusculos protéicos sdo facilmente rompidas, com liberagéo das proteinas.

Segundo SGARBIERI (1996), as proteinas da soja constituem uma mistura de
macromoléculas de tamanhos, densidades de carga e estruturas diferentes. As diferencas
de tamanho e pesos moleculares podem ser demonstradas por ultrafiltragdo a gel. A
ultracentrifugacdo separa as proteinas em quatro fragdes com velocidades de

sedimentagdo equivalentes 2, 7, 11, 15 S. As quantidades relativas e as faixas de pesos

moleculares representadas pelas varias fragdes aparecem na Tabela 2.2.



O fracionamento dos componentes 2 S e 7 S revelou a existéncia de varias
proteinas, descritas na Tabela 2.2. A fragdo 2 S € composta por varios inibidores de
tripsina, citocromo C, alantoinase, mais duas globulinas isentas de atividade biologica. A
fragdo 7 S que representa mais de um tergo do total das proteinas da soja é formada de
pelo menos quatro proteinas importantes: beta-amilase, lectina, lipoxigenase e globulina
7 S. Sabe-se que existem multiplas formas de lectinas e de lipoxigenase. Embora
desprovida de atividade bioldgica, a globulina 7 S, da mesma forma que as lectinas, sdo
classificadas como glicoproteinas.

A globulina 11 S, também denominada glicinina representa cerca de um tergo do
total das proteinas da soja. A fragdo 15 S que tem sido pouco estudada apresenta peso
molecular acima de meio milhdo de Daltons com base na velocidade de sedimentagio.
Cerca de 80 % das proteinas de soja apresentam peso molecular acima de 100.000. As
fragdes 7 S e 11 S perfazem 70 % da proteina total da soja. O restante sedimenta com as
fracbes 2 S e 15 S.

Tabela 2.2. Quantidades relativas, componentes € pesos moleculares de fragbes
protéicas obtidas de extratos de soja por ultracentrifugacdo.

Fragfo Protéica Porcentagem do total Componentes Peso Molecular (Da)
28 22 Inibidores de tripsina  8.000
21.500
Citocromo C 12.000
Globulina 2.3S 18.200
Globulina 2.8S 32.000
Alantoinase 50.000
7S 37 Beta-amilase 61.700
Lectina 110.000
Lipoxigenase 108.000
Globulina 7S 180.000
118 31 Globulina 118 210.000
350.000
158 11 Nio identificadas 600.000

Fonte: SGARBIERI, 1996.



Quando consideramos a porgfo nitrogenada da soja estamos incluindo nio sé as
proteinas, mas também fragdes delas derivadas aminoacidos e peptideos, que estéo
presentes no grio. Embora usualmente o termo proteina seja usado como sindnimo de
por¢do nitrogenada. Para a determinacio da quantidade de proteina, geralmente
quantifica-se o nitrogénio total € converte-se este indice em proteina multiplicando-se
pelo fator 5,71 (INDIAN SOYBEAN DEVELOPMENT COUNCIL, 1999). A soja
apresenta pequenas quantidades de peptideos, aminoacidos livres e outros compostos
nitrogenados com varidvel peso molecular resultantes de sinteses incompletas de proteina
e de eventuais degradacGes ocorridas, como: adenina, arginina, glicina, betaina,
trigonelina, guanidina, triptofano, canavanina e outros (MARKLEY, 1974). Ainda,
ocorre a presenca de aminas quaterndrias, glutationa, e vitaminas como tiamina,

riboflavina, niacina, B6, folacina (SMITH & CIRCLE, 1975).

2.1.1.2. Fracéao lipidica

A fragdo lipidica do grio da soja é composta principalmente por glicerideos,
fosfatideos, € uma pequena parcela de matéria ndo saponificavel. Estes compostos séo
armazenados em corpisculos de 0,2 a 0,3 um localizados no grdo, chamados de
esferossomos (SGARBIERI, 1996).

Os glicerideos, principais componentes da fracdo lipidica, sdo formados por uma
molécula de glicerol ligada a trés acidos graxos. Os glicerideos da soja estdo presentes na
forma de homoglicerideos (quando 3 4acidos graxos iguais combinam-se com uma
molécula de glicerol), e heteroglicerideos ( quando 2 ou 3 acidos graxos diferentes

combinam-se com um glicerol) (SMITH & CIRCLE, 1975).
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Segundo SMITH & CIRCLE (1975) Outra por¢io importante sio os fosfatideos,
estes compostos sdo semelhantes ais glicerideos, mas apresentam em sua constitui¢do
acidos graxos ligados ao nitrogénio, ou nitrogénio e fésforo. Os principais compostos
deste grupo sdo as lecitinas, cefalinas e esfingomielinas. A lecitina e a cefalina contém
nitrogénio e fosforo na proporgdo 1:1 e as esfingomielinas na proporgéo 2:1. O gréo de
soja contém cerca de 1,8 % de fosfatideos, podendo chegar a quantidade de 3,2 %. Estas
substancias podem estar adsorvidas em outros complexos como carboidratos, proteinas e
inositol. Lecitina e cefalina sfo similares, e contém uma molécula de glicerol esterificado
com 2 moléculas de acidos graxos € 1 molécula de acido fosforico, que € esterificado
com alguma outra molécula como colina ou amino 4lcool etanoamina.

A frag@o de compostos néo saponificaveis € uma fracio muito pequena da por¢io
total dos lipidios da soja (de 0,52 a 1,14 %), embora compreenda uma grande diversidade
de compostos como pigmentos (carotenoides, isoflavonoides, antocianinas, clorofila),
esterois (ergosterol, sitosterol), tocoferois, tocoquinonas, hidrocarbonetos, alcoois,
cetonas, aldeidos, vitaminas e outros. A quantidade de matéria ndo saponificavel vai
diminuindo a medida que o processo de extragéo de 6leo de soja avanga, de forma que o
6leo ja refinado, branqueado e desodorizado contém muito menos destes compostos que
o dleo cru.

Os acidos graxos sfo importantes componentes estruturais na formagéo da grande
maioria dos compostos que formam a porgéo lipidica, sendo assim € importante conhecer
sua composi¢@o na soja.

O 6leo de soja é composto por uma grande gama de 4cidos graxos saturados e
insaturados. Os 4cidos graxos saturados estéo presentes em menor quantidade cerca de 15

%, enquanto os insaturados em 85 % dos acidos graxos presentes.
q g p
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Os acidos graxos saturados contidos no grio de soja e suas respectivas
quantidades minimas e maximas sfo: acido laurico (0,0-0,2 %), 4cido miristico (0,1-0,4
%), acido palmitico (6,5-9,8 %), acido estearico (2,4-5,5 %), acido araquidico (0,2-0,9
%), acido lignocérico (0,0-0,1 %). Os acidos insaturados presentes na soja € suas
respectivas quantidades sZo: acido dodecandico (tracos), acido araquidonico (tragos),
acido tetradecanédico (0,05-0,64 %), acido hexadecandico (0,42-1,60 %), acido oleico
(10,9-60,0 %), é4cido linoleico (25,0-64,8 %) e 4cido linolénico (0,3-12,1 %)

(MARKLEY,1974).

2.1.1.3. Carboidratos

A soja apresenta carboidratos principalmente na forma de agucares, amido,
celulose e seus derivados (SMITH &. CIRCLE,1975; MARKLEY, 1974). Os
carboidratos da soja tém sido pouco explorados como fonte de alimentagéo, sdo usados
principalmente em ra¢des animais (predominantemente em ragdes para ruminantes)
apenas para somar calorias as dietas destes animais. Apesar dos aglcares da soja serem
complexos, as ragfes animais nfo sofrem nenhum processamento pois nfio ha ganho de
valor nutricional pela quebra de aglicares nestas ragdes animais (IRISH, 1998).

A celulose esta presente na casca do griio de soja, representando 64 % desta,
outros polimeros semelhantes a celulose como as pentosanas, galactanas, hemicelulose e
dextrinas também podem ser encontradas na soja. O amido esta presente na soja, porém
em quantidades muito pequenas.

Os agucares sdo sem duvida os principais carboidratos da soja. E certo afirmar
que a soja é composta de sacarose, estaquiose, rafinose, glicose, frutose, melibiose,

galactose, ramnose € maltopentose. Os principais aglicares sdo a sacarose que compde
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cerca de 50 % do agicar da soja, a rafinose € a estaquiose, que juntas perfazem quase os
50 % restantes. Os demais agticares representam cerca de 0,5 a 1 % do total. A glicose
por exemplo nem era detectada na soja antes do aparecimento de técnicas instrumentais
precisas para sua analise, e ainda hoje € discutida a sua presenca na soja madura (SILVA
et al, 1990). Entretanto, a soja verde apresenta grandes quantidades de pentoses e
hexoses que vdo se combinando durante o amadurecimento, restando por fim apenas
tragos destes agucares provenientes de sinteses incompletas e possiveis degradagdes de
agUcares mais complexos.

A sacarose (Figura 2.4.) é um dissacarideo ndo redutor, facilmente hidrolisado
por solugdes diluidas de acidos minerais ou por enzimas (invertases) com a formacgéo de
glicose e frutose. Uma propriedade importante da sacarose € a sua capacidade de formar
compostos com hidréxidos, 4cidos inorginicos, € mesmo com amonia.

Depois da sacarose, a rafinose (Figura 2.4.) € o oligossacarideo mais freqiiente em
vegetais. E também conhecida como galactosilsacarose; € um trissacarideo néo redutor,
sendo encontrado em grande quantidade no melago € no agtcar-de-cana ndo refinado. Por
hidrélise total da rafinose, sdo obtidos galactose, frutose e glicose. Por invertases, este
agucar pode ser hidrolisado a frutose e O-a-D-galactopiranosil (1—6)-D-glicopiranose
(melibiose). Este agtlicar ndo € absorvido pelo corpo humano e, por este motivo, pode
causar desconforto intestinal com produgdo de gases. A rafinose € hidrolisada por
algumas cepas de fungos como o Aspergillus fumigatus (REZENDE & FELIX, 1997) ¢ a
Morierella vinacea dixo (THANANUNKUL et al, 1976). Por causa das suas
propriedades, este agticar vem sendo explorado para a formacdo de acidos graxos

esterificados, a fim de produzir 6leos vegetais com menos calorias. A forma conjugada
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de acidos graxos com rafinose tem uma menor absor¢io no trato intestinal humano

(AKOH & SWANSON, 1987).

3)

Figura 2.4. Principais agucares da soja. (1) sacarose, (2) rafinose, (3) estaquiose.

A estaquiose (Figura 2.4.) é um tetrassacarideo ndo redutor pertencente a familia
da rafinose encontrado principalmente em leguminosas como a soja. Em geral,

tetrassacarideos sdo raros em alimentos.

2.1.1.4. Constituintes inorganicos

Segundo SMITH & CIRCLE(1975), a soja contém potassio, sodio, calcio,
magnésio, fosforo, enxofre, cloro, iodo, ferro, cobre, manganés, zinco e aluminio. Os
metais encontrados em maior quantidade s@o o potassio (1,29-2,17 %), o fosforo (0,419-
0,822 %) e o célcio (0,163-0,470 %), sendo que apenas tragcos dos demais constituintes
sdo detectados. Ainda, € importante ressaltar que 43 % do fosforo presente estd na forma

de fitato, € quase todo o fosforo restante apresenta-se na forma de fosfolipidios.
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2.1.2. Produtos

A soja esta presente diariamente em nossas vidas sob a forma dos mais diversos
alimentos tais como: margarinas, tofu, oOleos vegetais, proteinas (texturizada,
concentrada, isolada, leite ), lecitinas, farinhas, farelos, entre outros.

O 6bleo de soja € o terceiro dleo vegetal mais consumido no mundo. Estima-se que
sua producdo seja de 12 bilhdes de Ib/ano (KATZ, 1998). O 6leo de soja convencional
contém 16 % de gorduras saturadas € um percentual alto de gorduras com 18 carbonos
insaturados. Por causa do seu baixo custo € um 6leo muito popular, embora 6leos
especiais (canola, oliva, etc.) tenham conquistado cada vez mais mercado nos ultimos
anos.

As margarinas s3o itens usados corriqueiramente, e séo obtidas pela hidrogenacdo
do 6leo de soja. A margarina estd entre os 5 itens alimenticios mais consumidos pela
populagfo brasileira.

A lecitina é largamente utilizada em produtos alimenticios, principalmente em
instantdneos como emulsificante. Também ¢ usada em pdes, massas, biscoitos e tintas.
Suas principais fungdes sdo: emulsificante, aglomerante, desmoldante, estabilizante, anti-
espumante, antioxidante ¢ dispersante (NUTRIMENTAL INDUSTRIA E COMERCIO
DE ALIMENTOS, [1997]).

Atualmente a proteina de soja € o produto mais importante extraido da soja. Esta
pode ser encontrada de 3 formas: texturizada (50 % proteina), concentrada (70 %
proteina) e isolada (90 % proteina). A proteina de soja tem proporcionado significativos
beneficios econdmicos, nutricionais, € versatiidade a indastria alimenticia, sendo
utilizada principalmente em produtos carneos, avicolas, lacteos (e derivados), produtos

nutricionais. Estas proteinas sio uma opg¢fo alimentar devido ao excelente valor
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nutricional e devido aos baixos niveis de colesterol, gordura e calorias. (PROTEIN
TECHNOLOGIES INTERNACIONAL, [1997?]).

E comum associar-se proteinas de soja a nutri¢do, e embora a associagdo seja
correta, este ndo é o principal motivo pelo qual as proteinas da soja sdo adicionadas aos
embutidos, e sim a redugdo de custos. Os principais componentes dos embutidos sdo a
gordura e a carne. Estes produtos sofrem oscilagio no prego ao longo do ano. A proteina
de soja desempenha um fator estratégico na formagfo de embutidos absorvendo as
oscilagbes nos custos destes componentes, fazendo com que o prego final dos embutidos
permaneca estavel. Neste caso, a substitui¢do de gordura ou carne por proteinés de soja
ndo significa perda de qualidade, além de poder absorver a oscilagdo dos componentes
mantém o aspecto € o valor nutricional do produto devido as suas propriedades
funcionais e nutricionais. O uso de proteinas de soja em embutidos melhora a textura ¢ a
fatiabilidade destes produtos, devido a sua propriedade de formar géis, € seu poder
emulsificante (SAMBRA/SAMRIG, 1995)

As proteinas texturizadas sfo usadas mais pelo seu conteudo protéico como
extensores da carne, enquanto as proteinas isoladas sdo usadas por suas propriedades
funcionais. As proteinas concentradas combinam um misto de extensor e ingrediente
funcional.

Sdo fabricados ainda outros produtos a partir da proteina do gréo da soja como o
tofu , o leite de soja e outros alimentos largamente utilizados na Asia. O tofu é um
alimento muito tradicional na Asia. Para a formacfo do tofu propriedades funcionais da
proteina da soja como gelificagdo, e einulsiﬁcaq;ﬁo sdo fundamentais. O tofu é um
produto de tecnologia bastante complexa, pois deve-se levar em conta para sua

fabricag@o a utilizagdo de variedades especificas de soja que sejam ricas em globulina (11
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S) e frag@io 7 S para se obter dureza e tempo de endurecimento adequado (MURPHY et
al., 1997), além da variedade, ainda muitas outras varidveis sfo ligadas aos niveis de
proteinas no grdo como o tempo de estocagem, niveis de secagem, etc. (HOU &
CHANG,1998).

O leite de soja € um produto cada vez mais aceito pelo mercado mundial e sua
venda tem subido nos EUA desde 1990 cerca de 10-15 % ao ano (INSTITUTE OF
FOOD TECNOLOGISTS, 1998), embora j4 seja consumido a séculos na Asia. O leite de
soja € uma excelente fonte de proteina e carboidratos, nio contendo gorduras saturadas
ou colesterol. Uma grande gama de produtos sdo fabricados a partir do leite de soja
como: drinks, iogurte de soja, mousse de soja, sorvete de soja, e outros.

As farinhas de soja tem um grande numero de aplicagdes na industria de
panificacdo (pdes, bolachas), de massas (massas, pizzas), sorveteira (sorvetes,
casquinhas), de produtos desidratados (sopas, mingaus), frigorifica ( embutidos em geral)
e também ¢ muito usada em ra¢Ges animais. Suas principais fungbes sdo as de
enriquecimento proteico, promover maior rendimento e maior vida de prateleira em pées,
dar volume e textura as massas, emulsionante e estabilizante de gorduras, antioxidante,
reduzir a quebra de biscoitos (NUTRIMENTAL INDUSTRIA E COMERCIO DE

ALIMENTOS, [1997]).

2.1.3. Processamento

Nas industrias processadoras, a soja € recebida e classificada de acordo com sua
umidade e impurezas. Logo apds, a soja sofre uma limpeza para a retirada de materiais
grosseiros e finos (galhos, meio gréo, etc.) através de um sistema de peneiras. Apos estar

limpa, a soja sofre secagem a fim de reduzir sua umidade ao nivel de 12 %. Feito isso, a
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soja € armazenada em silos, que mantém a soja com umidade adequada
(BARTOLOMAL, 1987).

O grédo armazenado segue para o processamento, onde acontece a quebra do gréo,
separagdo da casca, trituragdo, laminagdo e em alguns casos extrusio. Todas estas etapas
sdo aplicadas a fim de aumentar a superficie de contato do grdo para a proxima etapa, a
extracio.

A extracdo € a etapa onde se obtém o Sleo de soja. Este € obtido industrialmente
por extragdo por solvente em contracorrente. Os solventes mais usados so os derivados
de petréleo e, erroneamente, diz-se que o solvente mais adequado para a extragio é o
hexano. Embora possa se extrair 6leo de soja com hexano, o que € usado na realidade € a
hexana, uma mistura de solventes orgénicos composta de: n-hexano, ciclohexano, metil-
ciclopentano, 2-metilpentano e outros (RECH et al, 1998). A extracdo consiste em
colocar a matéria-prima em contato com um solvente que tem afinidade com o dleo. A
mistura de solvente e dleo, chamada de micela, é separada por evaporagdo do farelo
desengordurado, que sera utilizado posteriormente na extragdo de proteina. O 6leo bruto
pode ser refinado e vendido como dleo vegetal, ou hidrogenado para a producdo de
margarina. O farelo resultante da extragdo € seco para remoc¢do do solvente residual,
sendo obtidos depois de algum processamento produtos como: farinha integral pré-
cozida, farinha desengordurada, proteina concentrada, proteina isolada, proteina
texturizada, extrato hidrossolivel em pé e hidrolisados.

Uma etapa intermedidria ainda € executada com a adigdo de dgua ao 6leo para a
remoc¢do de fosfatideos (lecitinas), ocorre a formagfio de uma goma, insolivel na fase

oleosa, que € separada com o uso de centrifugas. Embora se use no processo de extragio
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hidrocarbonetos, ¢ importante ressaltar que a extragiio pode ser executada com outros
solventes como etanol (SILVA & TURATTI, 1991).

A farinha desengordurada de soja € usada para a obtengdo das proteinas de soja
(texturizada, concentrada, isolada). A proteina texturizada € obtida fazendo-se a extrusdo
da farinha desengordurada, sendo que esta ainda pode ser modificada para atender os
mais diversos fins. A proteina concentrada é obtida pela lavagem da farinha
desengordurada com &cidos fracos em pH 4,5, contendo até 70 % de proteina. A fase
insoltivel (proteinas e fibras) € separada do soro acido por filtragdo ou centrifugacio e
secada, o soro acido € tratado como efluente industrial. Para a obtencéio da proteina
isolada de soja, a farinha desengordurada é dissolvida em pH basico, filtrada ou
centrifugada (retirando-se as fibras) e re-acidificada até o pH 4,5 ocorrendo a
precipitacdo da proteina. Este coalho proteico pode ser seco por atomizagio (spray-drier),
ou sofrer texturiza¢cdo (POTTER & HOTCHKISS, 1997). O soro acido com agucares da
soja muito diluidos € tratado como efluente industrial. A principal diferenga entre
isolados e concentrados € que a proteina concentrada apresenta fibras, j4 que a farinha
desengordurada é diretamente dissolvida em agua e precipitada. Outra opgdo é a
transformacgdo das proteinas por enzimas como pancreatina (HETTIARACHCHY &
KALAPATHY, 1997), por exemplo para a producdo hidrolisados de proteinas, ou para a
producéo de isolados modificados com propriedades especiais (diferenca de solubilidade,
de reten¢do de ar, e outras propriedades) para a composi¢do de outros alimentos. O

processamento descrito para a soja € apresentado na Figura 2.5.
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A extragdo da proteina concentrada e isolada de soja é feita tradicionalmente pela

adicdo de acidos e bases, embora existam outros métodos como a eletroacidificagdo e a

extracdo com etanol.

[soja | —Processamento  I—op sxfrudads |
SHrsgia} (B} reto
hidrogenagio
I farinha desengordurada I '
margarina
1 1
lavagem até 1. dissolugido em alcali extrusio
pH 4,5 2. filtragio '
3. acidificagio até pH4,5
proteina proteina
proteina isolada texturizada
concentrada /_l\
modificagdo secador proteina
spray isolada
texturizada
proteina
proteina isolada de soja
isolada em po
para aplicagdo
especifica

Figura 2.5. Fluxograma simplificado do processamento da soja.
Fonte: POTTER & HOTCHKISS, 1997.

A eletroacidificacdo também ¢ usada para a obtencdo de isolados. Esta técnica
consiste em atingir o ponto isoelétrico da proteina da soja através dos fons H ¢ OH
provenientes da dissociagdo da 4dgua. Este método traz consigo a vantagem de nio gerar
residuos de acido e base (BAZINET et al.,, 1997). Além disso, ndo ha desnaturagdo de
proteinas como no método tradicional.

O processo de extragdio com etanol pode ser usado para obten¢do de concentrados
protéicos. O processo consiste na dissolu¢do do farelo desengordurado em uma solugéo

60 % etanol mais 40 % 4gua. Por extragédo séo separadas duas fra¢des, uma composta por
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um concentrado alcodlico insohivel contendo 66-70 % de proteina e outra liquida
contendo principalmente aglicares. A fragdo liquida € destilada para a recuperagdo do
solvente restando o chamado melago de soja, que € o tnico residuo do processo de
extragdo de proteina com etanol. O concentrado alcodlico € comercializado seco,

obtendo-se proteina concentrada em po.
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2.2. Producio de etanol

O desenvolvimento de todo item 2.2. foi baseado nos livros classicos de
engenharia bioquimica, que sdo: BAILEY (1986), PIRT (1975), MCNEIL & HARVEY
(1990) e DORAN (1995), DEMAIN et al. (1999).

O etanol € obtido ha muito tempo para o consumo humano por via fermentativa,
sob forma de bebidas destiladas e fermentadas. A preparagdo de etanol absoluto foi
descrita pela primeira vez em 1796, quando foi destilado sobre carbonato de potassio. O
uso extensivo de etanol iniciou depois de 1800 com o crescimento da inddstria quimica
(MAIORELLA, 1985).

Em 1941 o alcool industrial tinha uma série de aplicagbes como: solvente,
germicida, combustivel, anti-congelante e matéria-prima para sinteses quimicas, e era
obtido basicamente por fermentagdo. Durante a II Guerra Mundial houve grande
caréncia de etanol, devido ao aumento do ritmo de produgio em todas as dreas, em
especial a produgédo de borracha sintética (MAIORELLA, 1985). Devido a esta caréncia,
surgiu um novo processo para a producdo de etanol, o qual era baseado na esterificagio e
hidrélise do etileno em solugdo aquosa de 4cido sulfiirico concentrado (ANCIAES,
1991).

Em meados de 1960, outro processo comegou a ser usado: a hidratagio catalitica
do etileno em fase gasosa (SHERMAN & KAVASMANECK, 1978). Os métodos de
obteng¢do de etanol por via sintética acabaram por desmantelar a industria do etanol
fermentativo. Isto ocorreu devido a constante evolu¢do da industria petroquimica desde a
II Guerra Mundial, o que disponibilizou matérias-primas como o etileno. Outro fator

determinante foi a evolugdo das tecnologias de sintese, com o desenvolvimento de
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catalisadores de alta especificidade. A conversdo obtida de etileno em etanol ¢ muito
mais alta que a de agicar em etanol o que representa uma enorme economia.

Em 1973, o prego do barril de petroleo saltou de US$ 2.59 para 11.65, devido a
acontecimentos politicos mundiais (MAIORELLA, 1985). Este evento chamou a ateng¢éo
do mundo para o fato de sermos extremamente dependentes do petréleo. Sendo assim,
teve inicio uma busca global por fontes renovaveis de combustivel, o que despertou
novamente o interesse na produgfio de etanol por fermentagéo.

O mais ambicioso programa de difusdo de fontes alternativas de energia, teve
inicio no Brasil em 1978, onde o governo brasileiro estruturou um plano para promover o
consumo de etanol em parte significativa da frota automotiva do pais. A meta era passar
dos 4,14 ML/ano em 1978 para uma produgdo de 5 GL/ano em 1985. Para atingir esta
meta foi estruturado uma plano de incentivo ao cultivo da cana, subsidio ao &lcool
produzido, redugdo de impostos sobre os automéveis & élcool, além de uma série de
outros incentivos e subsidios. Atualmente, 0 programa do alcool brasileiro encontra-se
abandonado, tendo sido cortados quase todos os recursos que eram fornecidos em outras

épocas.

2.2.1. Biossintese

A biossintese do etanol, acontece depois de 12 etapas catalisadas por enzimas. Os
produtos finais sdo etanol, dioxido de carbono, e calor. Uma parte deste calor €
convertida em energia utilizavel pela célula (ATP). A fonte classica para produgdo de

etanol é a glicose, embora outros agucares possam também ser utilizados neste ciclo.
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A seqiiéncia de reagdes que acaba por resultar na formacdo de etanol é chamada
de via glicolitica de Embden-Meyerhof (Figura 2.6.).

As enzimas envolvidas em cada reagdo sdo: (1) glicoquinase, (2)
fosfoexoisomerase , (3) fosfofrutoquinase, (4) aldolase, (5) gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase, (6) fosfogliceratoquinase, (7) fosfogliceratomutase, (8) enolase, (9)
piruvatoquinase, (10) carboxilase-piruvica, (11) dlcool desidrogenase, (12) desidrogenase

latica.

2.2.2. Matérias-primas

Para a produgfio de etanol por fermentagfio sdo utilizadas matérias-primas de
origem sacarinica, amilacea, celuldsica, além de residuos industriais que contenham um
ou mais destes componentes. A escolha da matéria-prima € um fator importante no prego
final do alcool produzido, pois determina o tipo de processo a ser empregado, € a

localizagdo da planta industrial.

2.2.2.1. Matérias de origem sacarinica

As matérias-primas de origem sacarinica sdo compostas por acticares facilmente
fermenteciveis (glicose, frutose, maltose, sacarose, etc.) ndo necessitando um pré-
tratamento muito elaborado. O caldo de cana-de-agicar, o caldo de beterraba, a polpa e o
suco de frutas, o soro de queijo, e diversos tipos de melagos sdo comumente empregados
na produgdo de etanol.

O prego destas matérias-primas varia muito pois a rigor podem compor outros
produtos devido ao seu valor caldrico. Estes materiais sdo, portanto, fontes bem mais

caras do que as de origem celuldésica e amilidcea. Seus pregos sdo regulados
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principalmente pelo custo de transporte e por outros mercados, dependendo do produto,
por exemplo no caso da cana pelo mercado do agtcar, no caso de frutas pelo mercado dos
sucos, € em muitos outros casos pelo mercado de ragdes animais. No Brasil, o custo de
transporte da cana-de-aglicar limita a implantacio das fabricas de etanol a distritos
agricolas, € 43 % das plantas industriais processam a cana diretamente no local onde ¢
feito o cultivo (MAIORELLA, 1985).

Segundo WEREKO-BROBBY & HAGAN (1997), o pré-tratamento aplicado as
diferentes fontes sacarinicas ¢ muito semelhante, empregando em geral agua quente ou
acidos bastante diluidos para a extrag@o dos agucares. No caso da cana-de-agtcar, ela é
primeiramente prensada por rolos, em seguida € adicionada agua quente (85 °C) na
propor¢do de 25 % do peso da cana, extraindo-se assim 85-90 % dos agucares
fermenteciveis. O resultado € um caldo com 12-16 % de sacarose.

O processo para a produgdo de etanol a partir do bagaco de frutas é bastante
semelhante ao da cana. Frutas como laranja, mac¢i, e abacaxi, apés terem seu suco
extraido, ainda contém uma apreciavel quantidade de agucares no bagaco da sua polpa,
que pode ser extraido com a adicdo de agua quente. Estes processos sdo executados por
alguns produtores de suco de frutas nfio sé para produzir alcool, mas também para reduzir
a DBO dos seus efluentes. O rendimento € de cerca de 1 L de etanol para 15-25 L de
mosto utilizado.

O soro de queijo também pode ser usado para a produgdo de etanol, porque este
residuo possui cerca de 5,0 % de lactose. A lactose ¢ um dissacarideo composto de
glicose e galactose, e é fermentado por poucos microrganismos como Torula cremoris,
Candida pseudotropicalis,e Kluyveromyces marxianus por exemplo (CARVALHAL et

al., 1996).
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Melacos de varias origens sdo utilizados para a producéo de etanol, sendo que os
mais utilizados s3o os de beterraba, de milho e de cana. A Turquia ¢ a Franga sdo os
maiores produtores do mundo de melago e a produgéio de cada um destes paises chegou a
1 milhfio de toneladas de melagco em 98, estimando-se que a produg@o de melaco na
Europa foi de 7,8 milhdes de toneladas em 98. Na sua grande maioria o melago
produzido na Europa ¢ de beterraba, sendo um melago mais caro, comercializado no ano
de 98 a uma média de 82 ECU/ton contra os 66 ECU/ton cobrados pelo melago de cana
(F.O.LICHT, 1998). Os melagos comercializados t€ém um Brix minimo de 79,5 € 43 %
de agicar; sdo usados nfo sO para a produgdo de dlcool mas também para a alimentagio
animal.

O melagco é uma solugdo com elevado teor de aglicares, o que facilita seu
transporte e armazenamento. Como estas substancias sdo geralmente concentradas por
evaporagdo, ocorre decomposi¢do térmica dos aglicares ¢ a formacgdo de inibidores da
fermentagdo . Por esse motivo € possivel converter apenas de 80 a 95 % dos agucares em
etanol, dependendo do tipo e procedéncia do melago. A melhor op¢do para concentragio
do melago € a evaporagdo a vacuo. No caso da evaporagdo convencional o resfriamento
rapido (flash cooling) contribui para uma menor decomposi¢cdo dos aglcares. Segundo
MAIORELLA (1985), a decomposi¢do dos agucares ocorre principalmente pela
desidratagdo e reducdo da frutose a 1,3 frutopiranose, ¢ pela combinagdo de glicose e
frutose a aminoécidos, resultando em caramelos escuros que ndo sfio fermenteciveis.
Acucares também sdo decompostos pela volatilizagdo de hidroximetilfurfural, acido
foérmico, acido levulinico, € acetoina.

Além da decomposi¢éo dos agucares outros fatores podem contribuir para reduzir

a produgdo de etanol. A presenga de sais de célcio, a decomposi¢do de componentes
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orgdnicos essenciais ao crescimento, bem como a eventual formacgdo de substdncias
toxicas geradas durante a concentragio do melago podem inibir o metabolismo
microbiano.

Em muitos casos, antes da concentragdo, € adicionado CaO ao melago, € elevada
a sua temperatura até 100 °C a fim de neutralizar 4cidos orgéanicos. Apds o resfriamento
ocorre a precipitacdo de sais, proteinas, gorduras e gomas. Este procedimento pode ser
prejudicial pela formacio de sais de calcio. Feito o tratamento com cal € recolhido o
sobrenadante, apds o melago é concentrado e estd pronto para ser comercializado.
O melago ndio pode ser prontamente utilizado como meio de cultura, necessitando ainda
de algum tratamento antes de ser levado ao fermentador. Geralmente, baixa-se o pH até a
faixa de 3 a 4 ¢ eleva-se a temperatura até a faixa de 70 a 90 °C, ocorrendo a formacéo de
precipitado, e também a hidrdlise dos agicares. Utiliza-se apenas o sobrenadante para a
fermentacdo (melaco clarificado). Este melaco clarificado apresenta algumas vantagens,
pois facilita a destilagdo do mosto. Além disso, a precipitagéo elimina os sais, embora
ocorra a precipitagdo de fatores de crescimento e, por esse motivo, pode ser necessdria a
adicdo de nutrientes. Este tratamento quando realizado sob condigbes muito severas

também pode causar degradacdo de agtcares.

2.2.2.2. Matérias de origem amilicea

Entre os substratos de origem amilacea podem-se incluir grio de cereais e raizes.
O carboidrato presente na forma de amido néo pode ser convertido diretamente em alcool
necessitando de uma hidrélise prévia.

A matéria-prima € primeiramente descascada, classificada, hidratada, moida e

cozida. O tratamento aplicado as matérias amilaceas faz com que o investimento em



28

novas plantas seja de 15 a 20 % maior que o de plantas para matérias de origem
sacarinica.

Os cereais mais utilizados para a produgio de etanol sdo o milho, arroz, trigo,
cevada, e sorgo. Estes contém de 50 a 65 % de amido, com excecdo do arroz, que contém
cerca de 80 %.

O cozimento € feito a fim de liberar o amido contido no gréo para a posterior
hidrélise. O cozimento pode ser feito a pressdo atmosférica, ou a baixa pressdo (até 3
atm), ambos com pH acido (4-5) durante um tempo que varia de 10 a 30 minutos. O
resfriamento deve ser rapido, e para isso deve-se abaixar a presséo, sendo que o calor
proveniente deste resfriamento geralmente € utilizado em outros locais da planta.

A temperatura abaixo de 65 °C ¢ feita a adi¢io de enzimas, se o processo de
hidrélise for enzimatico. Outra op¢io seria 0 uso de microrganismos como o Rhizopus
delemar, o Mucor rouxii, ou cepas de Aspergillus, que promovem a sacarificagdo do
amido. A hidrélise quimica também pode ser empregada. Neste método usa-se altas
temperatura (na faixa dos 180 °C), e pHs baixos (3-4), por tempos relativamente longos
(10-30 minutos) (PARK & PASTORE,1986).

Apesar das dificuldades para seu processamento, matérias primas ricas em amido
sdo bastante usadas para produgdo de etanol devido a sua atrativa produtividade e
disponibilidade. Batatas sdo usadas ja hd muito tempo como substrato na produgdo de
vodca. Durante a II guerra mundial foram usadas para produzir dlcool obtendo-se um
rendimento de 4700 Leano/ha; batatas-doce podem produzir 7200 Letnoi/ha, embora o
custo final deste alcool seja proibitivo. Atualmente, o que séo usados s@o os residuos de
plantas processadoras de batatas (MATIC,1997). No Brasil, 9 % do etanol € produzido a

partir da mandioca, com um rendimento de 19000 Lano/ha. O uso de amido para
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produgdo de etanol é tdo vantajoso e versatil que nos EUA o etanol ja foi produzido a
partir de cactus, o que configura uma grande vantagem pois pode-se cultivar estas plantas

em solos 0ciosos como os desertos.

2.2.2.3. Matérias de origem celulésica

As lignoceluloses (celulose, hemicelulose, lignina, etc) sio as moléculas que
conferem aos vegetais sua rigidez e estrutura, por este motivo estdo presentes em todas as
plantas. A celulose € um polimero extremamente grande formado por glicose € outros
compostos. Quando hidrolisada, libera grande quantidade deste monémero. Para cada 1
Kg de sementes colhidas estima-se que 1 a 1,5 Kg de palhas, sabugos, cascas € outros
residuos ricos em celulose sejam gerados.

O processo de producio de etanol a partir da celulose €, sem duvida, o que requer
as condi¢Bes mais severas, € maior gasto de energia. Pode ser feito uma hidrélise quimica
rapida ou lenta, ou pode-se utilizar também uma hidrélise enzimatica.

No caso da hidrélise quimica lenta utiliza-se reatores com inje¢do direta de vapor
na ordem de 350 KPa e aumenta-se a pressdo durante o processo até 1135 KPa, acido
sulfirico diluido (0,5 %) é percolado continuamente através da matéria-prima. O
processo todo dura de 2,5-3,0 horas. O volume final de liquido € grande e por este motivo
contém apenas 5 a 6 % de agicares, 80 % destes fermenteciveis e o grande volume torna
a fermentacio e a destilagdo extremamente caras. A conversdo de celulose em agucares €
baixa, e um mau resfriamento do reator ao final do processo pode induzir a formagdo de

furfural e 4cido levulinico, que sdo poderosos inibidores do metabolismo microbiano.
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A hidrélise quimica rapida é semelhate a lenta com a diferenga que utiliza vapor
superaquecido (240 °C) de alta pressdo e seu rendimento em agucares € menor (cerca de
60 %), embora o tempo de processamento seja da ordem de minutos.

O método enzimatico de hidrdlise da celulose evita varios dos problemas
causados pela hidrolise 4cida, pois € executado a temperatura e pressdo ambiente o que
reduz consideravelmente os custos em equipamentos e operagdo. A decomposi¢do de
agucares € eliminada pela especificidade destes catalisadores, além da menor geragio de
residuos ja que ndo hid a etapa de neutralizagdo e purificagdo do meio antes da
fermentacgo.

Embora o custo das enzimas seja razoavel, este ainda é um método em
desenvolvimento, e com certeza merece uma atengdo maior para a sua otimizagdo, pois
apresenta grandes vantagens. Talvez a solug8o para estes problemas seja a sacarificagio e
fermentacdo simultinea, realizada por cepas especificas, método este que vem sendo
desenvolvido apenas em escala piloto até o momento.

Apesar de todas estas dificuldades para a convers@o da celulose em agucares,
existe um caso em especial que merece ser citado. O residuo resultante do processo Kraft
(processo sulfito) para producgéo de papel, gera um licor que contém uma diluida solugéo
de actcares que ¢ gerada pela hidrélise indesejada da celulose durante a fabricagdo do
papel (SMITH; CAMERON; DUFF,1997). Este licor, apds ter suas toxinas neutralizadas,
pode ser usado para produgdo de etanol. Apesar da baixa produtividade € um processo
vantajoso ja que a matéria-prima tem custo zero. Além disso, esta medida ¢
extremamente vantajosa na redugdo da DBO deste efluente.

A rapida e eficiente conversdo de pentoses, em especial a xilose (presente em

hidrolisados de madeira), sdo a chave para o aumento da produ¢do mundial de etanol. O
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desenvolvimento de cepas capazes de desempenhar estas tarefas vem sendo perseguido
(HIMMEL;BAKER;OVEREND,1994). Ja cepas Saccharomyces cerevisiae vem sendo
modificadas geneticamente para fermentar os mais diversos substratos, entre eles a xilose

(HO;CHEN;BRAINARD, 1998; WALFRIDSSON, 1996).

2.2.3. Microrganismos utilizados

A fermentagdo alcéolica pode ser conduzida por leveduras, bactérias, e fungos,
embora existam alguns pardmetros para a escolha do microrganismo mais adequado.

Quando o objetivo € a produggio de altas concentragdes de etanol (8 a 16 %) os
microrganismos mais indicados sfo as leveduras, devido a sua resisténcia ao etanol e a
alta concentragdo de agucares. O processo realizado com leveduras ocorre de forma mais
lenta, que o com bactérias, mas ,em compensacdo, esta menos exposto a contaminagdes
j& que a operagdo pode ser feita a pHs baixos, que sfo intoleraveis para a maioria dos
microrganismos contaminantes.

Quando o objetivo € a produgio de etanol em um curto espago de tempo, ou
quando a concentragdo de aglcares € baixa, os microrganismos mais indicados sdo as
bactérias. As bactérias, devido a sua constitui¢io, tem menor tolerdncia ao etanol e a alta
concentragéo de agucares, porém seu crescimento vegetativo € muito mais rapido do que
o das leveduras e fungos. Como o etanol é produto associado ao crescimento, o uso de
bactérias € melhor com mostos diluidos, pois se obtém mais produto em um menor
espaco de tempo. O seu uso € muito difundido em processos continuos e semi-continuos
por reunirem justamente estas caracteristicas.

O uso de fungos € restrito a casos especiais. Geralmente s3o usados em processo

em que ha hidrélise e fermentacdo simultaneamente, pois estes produzem uma grande
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variedade de enzimas, como no caso do uso de amido e celulose como substrato. Em
processos tradicionais com mostos sacarinicos os fungos nio sdo usados pois a medida
que o processo se desenrola os fungos filamentam causando drasticas mudangas na
reologia do meio, o que dificulta a fermentagio e a posterior purificagfo.

Podem ser aplicados combinagdes de microrganismos como por exemplo
Zymomonas mobilis e Saccharomyces (ABATE et al., 1996) aproveitando o que ha de
melhor em cada microrganismo: a rapida produgio de etanol das bactérias e a alta
resisténcia a etanol das leveduras.

De um modo geral, os microrganismos utilizados para producéo de etanol devem
ter caracteristicas como: pH Otimo de fermentagdo baixo, temperatura .6tima de
crescimento alta, resisténcia ao stress mecédnico € quimico, resisténcia ao etanol e
aguicares, especificidade na produgéo do etanol (produzir o0 minimo possivel de produtos
secundarios).

Os microrganismos mais importantes industrialmente sio as bactérias termofilicas
como Clostridium thermosaccharolytium, Thermoanaerobacter ethanolicus, Zymomonas
mobilis, Pachsolen tannophilus e outras, as leveduras Saccharomyces cerevisiae
(diversas variedades), Saccharomyces ellypsoideus, Saccharomyces carlsbergensis,
Saccharomyces fragilis, Schizosaccharomyces pombe, Torula cremoris, Candida
pseudotropicalis, e outras, os fungos do género Trichoderma, Fusarium, Phanerochaet,
além de outros microrganismos, incluindo microrganismos recombinantes (AMERICAN

TYPE CULTURE COLLECTION, 1999).
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2.2.4. Fatores que afetam a producio de etanol por leveduras

A grande maioria das fermentagGes alcodlicas € realizada por leveduras em
sistemas descontinuos. Alguns fatores como: quantidade de indculo, pH, temperatura,
oxigénio dissolvido, cepa utilizada, concentra¢do de etanol, presenca de nutrientes,
presenca de inibidores, presenca de contaminantes e agitagdo, sdo fundamentais no
processo de obtengdo de etanol. Embora existam tantas varidveis a serem observadas
apenas algumas poucas sdo controladas e monitoradas na pratica. A seguir, serdo
apresentadas estas variaveis e seus efeitos. Esta abordagem est4 direcionada ao processo
com leveduras pois € o mais utilizado, embora muito do que é apresentado a seguir

também valha para outros microrganismos.

2.2.4.1. pH

A concentracdo de ions hidrogénio tem grande influéncia na fermentagio
alcodlica, no sentido de evitar contaminag¢des, promover rapida formagdo do produto, e
evitar desvios de rota metabolica. Geralmente as fermentagdes alcoolicas sdo realizadas
com pHs na faixa de 3,5 a 6, dependendo do tipo de levedura empregada. O valor de pH
deve ser igual ao valor 6timo de crescimento da levedura, ja que a produgéo de etanol é
ligada ao crescimento. Na pratica, o pH ¢ sempre mantido acido, por que isso retarda a
acdo de bactérias do ambiente. Valores muito altos de pH provocam desvio da rota
metabolica, promovendo o surgimento de glicerol, acetato, acidos orgénicos, além de
etanol. Embora leveduras sobrevivam em pHs na faixa de 2 a 8,6, abaixo de 3,5 ndo ha

mais formacdo de etanol, por este motivo este pardmetro é controlado industrialmente.
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2.2.4.2. Cepa utilizada

A cepa utilizada deve ser especifica ao tipo de carboidrato presente no mosto. As
leveduras tem grande dificuldade em fermentar celobiose, xilose, arabinose, ramnose,
melibiose, amido, e outros carboidratos de alto peso molecular. A levedura mais usada
para a producdo de etanol € a Saccharomyces cerevisiae devido ao seu crescimento
vigoroso, e sua versatilidade de fermentar vérios tipos de agucares.

Com excegdo de poucas cepas, pode-se afirmar que as leveduras sdo capazes de
metabolizar glicose, sacarose, lactose, melibiose , trealose e rafinose, embora os 3
ultimos agticares possam ser consumidos pela maioria das leveduras apenas em
condi¢es aerobias, o chamado efeito Kluyver

Segundo WAYMAN & PAREKH (1990) € importante ressaltar aigumas regras
que podem ser observadas quando se utilizam leveduras, tais como:

a) Se alevedura ndo fermenta glicose, nio fermenta nenhum outro agtcar;

b) Se alevedura fermenta glicose, fermenta manose;

¢) Se a levedura fermenta maltose, ndo fermenta lactose, e vice-versa (com

algumas exce¢des como a levedura Brettanomyces clausenii que fermenta
ambos);

d) Se alevedura fermenta sacarose, fermenta rafinose;

e) Todos os aglicares fermentados podem ser utilizados aerobiamente.

2.2.4.3. Concentrac¢io de acicares

Industrialmente, a quantidade de aglcares é mantida na faixa de 10 a 20 %.

Valores abaixo de 10 % sdo inviaveis economicamente devido ao maior custo energético
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requerido pelo processo, pois o volume a ser fermentado e purificado € grande.
Quantidades entre 20 e 30% tem a cinética de formacgéo de etanol desfavoravel, por que
concentracdes nesta ordem de grandeza s3o inibitdrias devido a alta pressdo osmdtica que
encerram. Concentragdes acima de 30% causam plasmélise das células.

O carboidrato presente inicialmente no mosto deve ser calculado de forma que
todo o substrato seja consumido, atingindo um nivel de formagio de etanol préximo do

maéximo suportavel pelo microrganismo.

2.2.4.4. Temperatura

A faixa de temperatura comumente usada em fermentagdes alcoodlicas estd entre
30 e 40 °C. Para a maioria das leveduras quando a fermentagio atinge cerca de 8 % em
volume de etanol antes da conclusdo da fermentagéo, esta pode ser interrompida se nio
forem aplicadas temperaturas acima de 33 °C. Isto ocorre porque nestas condi¢bes o
etanol € produzido com maior velocidade do que pode ser transportado através da
membrana da célula, ocorrendo o actimulo de etanol intracelular, o que causa a inibigio
de enzimas ligadas a fermentacdo. A temperatura 6tima de crescimento para as leveduras
¢ citado pela maioria dos autores como sendo na faixa dos 25 °C, mas este valor deve ser
sempre maior quando a levedura encontra-se em meios muito ricos como no caso de

fermentagGes alcodlicas.

2.2.4.5. Concentracio de etanol

Uma das grandes limitagcGes da fermentag@io alcodlica € a propria presenga do

etanol, ja que em altas concentragdes ele pode desnaturar enzimas e proteinas, afetar a
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sintese de proteinas, afetar a assimilagdo de produtos e atacar a parede celular
(REVILLION, 1994). Os niveis mais altos de produciio de etanol registrados para
leveduras sio da ordem de 16 % em volume. Embora este valor nunca seja perseguido
industrialmente, ja que depois de se atingir cerca de 10 % em volume, a cinética de
formacio de etanol fica extremamente desfavoravel, ndo valendo a pena suprir energia ao
processo para se obter niveis mais altos de etanol. Sabe-se que a maior tolerdncia ao
etanol esta ligada a presenca de acidos graxos insaturados e grupos acil presentes na
membrana da célula (WAYMAN & PAREKH, 1990), leveduras com baixa tolerancia a
etanol tem baixos indices de lipidios em suas membrana e baixa permeabilidade ao

etanol, o que acaba causando acimulo dentro da célula.

2.2.4.6. Quantidade de inéculo

A quantidade de indculo determina o tempo de processo. O uso de indculo
grandes fazem com que a fermentagfio seja concluida mais rapidamente. Na producdo
comercial de alcool em batelada, as leveduras sdo adicionadas de forma que se tenha uma
populagdo da ordem de 7 a 10 milhdes de células/mL, ou 0,2g/L. de leveduras
liofilizadas. Nestas quantidades a fermentagdo leva 1 ou 2 dias para estar completa
dependendo da quantidade de agucar no mosto. Inéculos muito maiores podem ser
usados (10 g células/L. ou mais), isto resulta em uma fermentacdo muito mais rapida,

além de suprimir a agdo de contaminantes.
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2.2.4.7. Oxigénio dissolvido

A fermentagéo alcodlica nfo € um processo completamente anaerdbio. Oxigénio
dissolvido em pequenas quantidades ¢ importante neste processo, ja que as leveduras nio
conseguem multiplicar-se mais que 4 ou 5 geragSes sem pelo menos a presenga de 1 ppm
de oxigénio (WAYMAN & PAREKH, 1990). Em algumas plantas industriais, oxigénio €
suprido em grandes quantidades na fase inicial de fermentagdo (ou na preparagdo do
indculo) para promover o rapido crescimento das leveduras.

Depois dos carboidratos, nitrogénio e vitaminas, o oxigénio €é o fator mais
importante em fermentacdes alcodlicas, pois quando o oxigénio € esgotado
completamente a fermentacio tem uma queda brusca de suas taxas. Por outro lado,
quando o carboidrato € esgotado completamente, o etanol pode ser consumido como
fonte de carbono em condigdes aerdbias. Por este motivo a quantidade de oxigénio deve
ser monitorada para o suprimento adequado de oxigénio.

A influéncia que o oxigénio pode ter sobre os processos fermentativos sio
descritos pelos efeitos Pasteur, Custers, Kluyver e Crabtree.

Quando um organismo € capaz de metabolizar agucares sob condi¢des aerdbias
ou anaerdbias, geralmente o processo fermentativo € menos ativo sob condi¢des aerdbias
do que anaerObias. A decrescente eficiéncia da gliclise na presenga de oxigénio €
chamada de efeito Pasteur. Esta inibi¢io somente ocorre de maneira significativa quando
a taxa de respiracdo em condigdes aerébias € alta comparada a taxa de fermentagio
(LAGUNAS, 1986). Em condi¢cbes anaerdbias, os produtos reduzidos tém que ser
reoxidados pela fermenta¢do. Em condi¢des aerdbias, a reoxida¢iio ocorre principalmente
pela respiracdo. Isso explica o estimulo anaerobio da fermentagdo, pois em condigdes

anaerobias a competicio entre a fermentacdo e a respiragdo nfo ocorre.
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O efeito Custers € o oposto do efeito Pasteur e € encontrado especialmente em
espécies de Brettanomyces e consiste na inibicdo da fermentacdo na auséncia de
oxigénio. Esse fenOmeno pode ser explicado em termos de balango de NADH.
WIJSMAN et al. (1984) descobriram que a levedura Brettanomyces intermedius péara
imediatamente a fermentagio e o crescimento com a modificagio das condig¢Ses
microaerobias para anaerdbias. Contudo, quando a acetoina, um aceptor de hidrogénio, é
adicionada a essas culturas anaerodbias, a habilidade de fermentar e crescer € prontamente
restabelecida. Estes autores explicaram o efeito Custers em B. infermedius em termos da
inabilidade dessa levedura de formar glicerol. Como B. intermedius t€ém a tendéncia de
formar acetato em qualquer circunstincia, 0 NADH produzido ndio pode ser reoxidado
pela formacdo de glicerol. A adigZio de acetoina resulta no reequilibrio do balango de
NADH.

Algumas leveduras s6 conseguem utilizar alguns tipos de agucares sob condi¢gdes
aerobias, esta observacdo é chamada efeito Kluyver. O mecanismo do transporte de
acucares dependente de oxigénio ainda é desconhecido. Contudo, o efeito Kluyver ndo
pode ser explicado por uma unica teoria geral, j4 que o oxigénio pode participar em
diversas reagdes dentro da célula.

Um outro efeito fisioldgico é o chamado efeito Crabtree, que consiste na
"fermentagdio aerdbia" da glicose. O efeito Crabtree € explicado em termos da
necessidade de reoxidagdo de NADH seja através da via respiratéria ou fermentativa
(FIECHTER et al., 1981). A fermentacdo alcodlica aerdbia em meio de glicose ¢
energéticamente desfavoravel e somente ocorre, segundo KAPPELI(1986), porque a
capacidade respiratoria (de espécies de Saccaromyces) ndo é suficiente para competir

efetivamente com a fermentacdo por NADH. Este efeito pode ser observado em plantas
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de producdo de leveduras para panificagdo. Neste processo, € essencial obter-se um alto
rendimento celular sobre o substrato rico em fontes de carbono (agticares). O processo
moderno de producdo de leveduras de panificag@o € conduzida em reatores de batelada
alimentada (BARFORD, 1987). A taxa de crescimento durante a produ¢io ¢ mantida
abaixo de 0,2 h™ pela regulagio do suprimento de aglcar. Essa taxa de crescimento €
inferior & taxa de crescimento maxima desse organismo. A razdo pela qual a taxa de
crescimento ¢ mantida em um valor sub-médximo € que em altas taxas de crescimento a
fermentagdo alcodlica se torna dominante (POSTMA et al., 1989). Obviamente, esse é
um caminho indesejavel pois a producdo de etanol representa perda de substrato e uma
diminui¢do do rendimento celular.

Na prética, a fermentagiio alcodlica nfo pode ser completamente evitada na
produgdo de leveduras em uma baixa taxa de crescimento. Isso é devido ao fato que a
homogeneizagio de grandes fermentadores industriais(> 200 m’) nfo é perfeita. A
mistura imperfeita do meio leva a diferentes gradientes de concentragdo de aguicares. Em
algumas zonas do reator, consequentemente, a concentracdo de agucar ¢ mais alta. Sabe-
se que mesmo que as células crescam numa taxa de crescimento moderada, altas
concentragdes de agucar levam a produgéo de etanol. Durante o processo de produgéo as
células de levedura sdo expostas a uma baixa concentra¢cdo de agicar mas, quando as
células subitamente entram em uma regido onde a concentracdo de agucar € elevada, a
via fermentativa € acionada rapidamente. Esse efeito passageiro é chamado de efeito
Crabtree de curta duragdo, o qual ¢ diferente da fermentagdo alcodlica que ocorre em
condi¢des estaveis em altas taxas de crescimento e que € chamado de efeito Crabtree de

longa duragio.
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A imperfeita homogeneizagdo durante a producio de leveduras de panificagdo
também resulta na ocorréncia de gradientes de oxigé€nio. Em algumas zonas do reator, a
taxa de transferéncia de oxigénio pode limitar a taxa de respiracdo e, consequentemente,
levar a fermentagfio alcodlica. Portanto, é importante diferenciar entre o efeito do

oxigénio e do agucar.

2.2.4.8. Presenca de nutrientes

Varios nutrientes devem estar presentes a fim de suprir as necessidades
fisiolégicas das leveduras durante o processo de fermentagdo alcodlica. Os principais sdo
sem duvida as fontes de carbono, ja discutidas exaustivamente ao longo desta revisio, e
as fontes de nitrogénio.

A maioria das leveduras cresce muito bem sobre uma grande variedade de fontes
de nitrogénio. Aproximadamente 15 mg de nitrogénio (assimilavel) por 100 mL de mosto
¢ o suficiente para um bom crescimento celular. Geralmente um meio rico em diferentes
aminoacidos € mais eficiente que um meio contendo apenas um tipo de aminoacido.
Industrialmente o nitrogénio ¢ fornecido na forma de sais de amdnia, trea, malte, ou
residuos vegetais.

Além destes constituintes fundamentais a qualquer cultivo, substdncias como
fosforo, enxofre, potdssio, magnésio, zinco, acidos graxos insaturados, vitaminas,
esterois, e outros, devem estar presentes em mostos para fermentago alcodlica. Cada um
destes compostos tem uma fun¢fo definida na fisiologia das leveduras. A quantidade
necessaria varia para cada um destes compostos, embora todas as concentra¢Ges sejam da
ordem de mM por grama de células, a presenca a niveis ligeiramente maiores pode causar

inibigdo.
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2.2.4.8.1. Fosforo

O fosforo s6 € absorvido na forma do ion ortofosfato, H,PO4. O principal papel
do fésforo é como um componente de agucar-fosfatos, acidos nucléicos e nucleosideos di
ou trifosfatos. Ele também é encontrado como fosfatos inorganicos condensados na
forma de polimeros lineares, os polifosfatos, importantes na regulacdo do metabolismo
celular e como reserva de fosfatos e energia. A concentragio intracelular de PO, regula
a sintese de lipidios e carboidratos.

Tanto KH,PO4 e Na,HPO,4 podem servir como fonte de foésforo. Sabe-se que o
fon K* estimula a absorggio de fosfato pois ele é co-transportado com PO, para dentro da
célula. Consequentemente, KH,PO; ¢ uma fonte fosfatada superior & Na,HPOj,

particularmente na auséncia de outra fonte de K.

2.2.4.8.2. Enxofre

Sessenta por cento do enxofre celular € incorporado na forma de aminoéacidos que
contém enxofre. Do restante, 5% ¢ sulfato inorginico osmoticamente livre é sulfato
ligado ou amino4cidos livres. O enxofre também € encontrado em algumas vitaminas e
outros compostos sulfidricos.

Enxofre inorgénico na forma de ion sulfato, SOs2 é 0 mais comumente utilizado
em meios de cultura na forma de K>SO4? ou, mais freqiientemente, (NH,),SO4. A
absor¢dio ativa de sulfato esta relacionada com a disponibilidade da homocisteina que
provoca sua incorporagdo formando cisteina. Somente a metionina, entre os aminoacidos
que contém enxofre, pode ser usada como unica fonte de enxofre, de fato ela proporciona

um maior e mais rapido crescimento do que SO4>.
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Alteragdes na fermentagdo alcodlica podem ocorrer com a adi¢do de sulfito de
sodio: o acetaldeido ¢ imobilizado junto com o bisulfito formando um complexo, o

glicerol € formado como produto principal

2.2.4.8.3. Potassio

A grande quantidade de potassio encontrada na andlise dos compostos
elementares das leveduras reflete a fungéo fisiolégica central deste ion. As importantes
func¢des do potassio sdo as seguintes :

a) Atua como um cation regulador interno bivalente; para cada ion metalico
bivalente absorvido 2K sdo excretados;

b) Em baixo pH ele estimula a fermentagdo e a respiragdo. Demonstrou-se que
isto & devido aos elevados niveis de NADPH, ADP e fosfato inorganico (PENA, 1981);

c) Age como um ativador de uma variedade de enzimas como a piruvatoquinase,
aldolase, aldeido desidrogenase e ATPases membranares (MAIORELLA;
BLANCH;WILKE, 1984);

d) E um componente estrutural do RNA;

Fontes de potassio incluem KCl , K;HPO; e KH;PO4. Somente metade da
quantidade de potéssio € absorvida pela respiragdo das leveduras comparada com a

fermentagdo.

2.2.4.8.4. Magnésio

O magnésio esta envolvido em muitas fungdes importantes para 0 metabolismo

das leveduras (BERRY, D. R; STEWART, G.C, RUSSELL, I., 1987):
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a) E necessario para o bom funcionamento de mais de 100 enzimas como um
cofator ou ativador. Como tal, ele participa nas seguintes importantes areas do
metabolismo:

a.1) ativagdo de enzimas glicoliticas;

a.2) estimulagdo da sintese de acidos graxos essenciais;

a.3) regulagdo dos niveis idnicos celulares;

a.4) ativacdo da ATPase de membrana;

a.5) junto com K esta envolvido na absorgdo de fosfato;

b) Tem uma fungdo estrutural e € associado aos ribossomos, membranas celulares
e acidos nucleicos. MgCL e MgSO, sfio as duas fontes de magnésio normalmente
utilizadas. O efeito de sustentagdo do crescimento do magnésio € dependente da presenga
de Zn*, que também deve ser adicionado. A deficiéncia em magnésio resulta na sintese

de acetato em detrimento de etanol;

2.2.4.8.5. Zinco

Segundo BERRY, D. R; STEWART, G.C, RUSSELL, 1 (1987), o zinco tém
varias fun¢des no metabolismo das leveduras:

a) E um cofator esséncial para vérias enzimas, e € esséncial para a glicdlise;

b) E necessério para a sintese de algumas vitaminas;

¢) Estimula a absor¢do de maltose e maltotriose.



2.2.4.8.6. Qutros ions

Cobre, cobalto, niquel, arsénico, chumbo, iodo, molibdénio, boro, aluminio,
cromo ¢ vanadio sdo encontrados na composicdo elementar da levedura. Contudo, o
unico efeito documentado do arsénico, chumbo, aluminio, cromo e vanadio é o de inibir
o crescimento e a fermentacdo (BERRY, D. R; STEWART, G.C, RUSSELL, 1., 1987).
Alguns ions como o cobre podem ser adicionados no meio, mas somente em
concentragdo na ordem de tracos, apesar de comumente considerar-se sua presenga como

uma impureza nos reagentes microbiolégicos.

2.2.4.8.7. Vitaminas, esterois, e outros

A sintese de acidos graxos insaturados e ergosterol nas leveduras ocorre somente
na presenca de oxigénio. Contudo, células em crescimento anaerdbio estrito necessitam
de ambos os fatores, logo devem ser supridos em fermentacGes alcoodlicas.

A levedura requer para seu crescimento tragos de biotina, tiamina, piridoxina,
pantotenato de célcio e inositol. Vitaminas sfo também coenzimas, e sua presenga é
fundamental para a completa atividade de enzimas. Embora a presenga de vitaminas seja
uma necessidade dependente da cepa em questdo, Candida utilis e Hansenula anomala
crescem independentemente da presenga de vitaminas, enquanto as cepas do genéro
Saccharomyces sdo dependentes de biotina e pantotenato.

O inositol tém um importante papel na composi¢do lipidica da célula, que ¢ um
fator critico na manutencdo do estado fisioldgico da membrana celular. Apds sua
absor¢do, o inositol ¢ convertido em fosfotidilinositol, que serve como um precursor para
a sintese de lipidios contendo inositol, como os trifosfoinositidios. Somente a forma

meso é absorvida e utilizada, tendo papel fundamental na regulagio da taxa de
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fermentacdo. As leveduras normalmente ndo apresentam uma necessidade absoluta de
inositol visto que ocorre biossintese deste composto no citoplasma da levedura,
consequentemente as células sfo capazes de crescer em meios desprovidos do mesmo.

O desbalango ou deficiéncia da tiamina (vitamina B1), tem grande influéncia na
fisiologia das levedura, a tiamina esta ligada a:

a) competéncia respiratoria;

b) formagfo de acidos graxos, esterdis e lipidios;

c) glicolise e produgdo de etanol.

2.2.4.9. Presenca de inibidores

Tragos de elementos como prata, arsé€nico, mercirio, em concentragdes na ordem
de 10 a 100 uM, sdo téxicos as leveduras. Além destes, detergentes, acido sorbico, DEP e
antibiéticos (ciclohexamida, antimicina e nistatina). Em fermentagées de hidrolisados de
lignocelulose, 4acido acético, furfural e ligno derivados fendlicos (AQUARONE;
BORZANI; LIMA,1975).

Durante a fermentagdo grandes quantidades de didxido de carbono (CO;) sdo
liberadas. Esta quantidade de CO, gerada deve ser expulsa do biorreator pois o seu
acimulo causa aumento da pressdo. O aumento da pressdo faz com que o CO; se dissolva
mais facilmente no mosto, o que baixa o pH e pode ocasionar parada precoce da
fermentacdo. O CO, em excesso também altera a agfio de enzimas, influéncia a
permeabilidade da membrana celular e também pode alterar sua estrutura. Nota-se

inibigdo pela ago do CO; a partir de niveis mais altos que 0,02 M no mosto.
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2.2.4.10. Contaminantes

Os dois mais comuns contaminantes em fermentagdo alcodlica sdo as bactérias
que produzem &cido acético (espécie Acefobacter) e as bactérias que produzem acido
lactico (espécies Lactobacillus e Streptococcus). As bactérias lacticas s3o um problema
mais sério, pois multiplicam-se em pHs baixos ¢ em anaerobiose (NETO & YOKOYA,
1997; NARENDRANATH, 1997). Ja as bactérias que produzem &cido acético s6
crescem com a presenga de oxigénio, sdo infecgGes mais grosseiras que aparecem durante
a confec¢do do indculo, ou quando o reator contém muito oxigénio dissolvido. Uma
limpeza eficiente, esterilizacio do meio de cultura e a adigdo de indculos grandes

garantem um processo livre de sérias contaminagdes.

2.2.4.11. Agitaciio

Qualquer processo de cultivo de células € afetado pela agitagdo, pois quanto
maior a agitacdo maior € a probabilidade do microrganismo encontrar-se com o0s
nutrientes presentes no meio, respeitando € claro os limites de resisténcia mecanica do
microrganismo. A agitacdo no caso da fermentacdo alcoodlica tem a fungdo de
homogeneizar o meio de cultura, e de dissolver a micro-quantidade de oxigénio

NECEeSSArio ao processo.

2.2.5. Processo

A produgdo de etanol é um processo anaerébio. A fermentagdo alcodlica é um
processo associado, ja que a formagéo de produto € associada ao crescimento celular.

Em relagdo ao metabolismo, a fermentacdo ¢é classificada como desassimilativa,

pois ha degradagdo do substrato, e o produto tem peso molecular menor que o substrato.
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O regime de producdo de etanol pode ser batelada (descontinuo), continuo ou batelada
alimentada.

No processo descontinuo, o mosto € colocado de uma vez sé junto com o indculo.
Ao atingir a producdo maxima de etanol, o processo ¢ finalizado e o biorreator é
esvaziado e lavado. As velocidades de consumo de substrato e crescimento celular
variam ao longo do processo. Este regime de operacdo € o mais utilizado na inddstria
devido a facilidade de operacdo e controle do processo, embora ndo seja o processo que
apresente melhor rendimento.

No processo continuo o substrato ¢ adicionado continuamente de modo que sua
concentracio fique constante, a0 mesmo tempo que retira-se 0 mosto fermentado de
modo que o volume total permane¢a constante. A velocidade de crescimento e de
consumo de substrato s@o constantes e vdo depender da concentracdo do substrato
limitante. O processo continuo por ser um processo que se prolonga por um tempo
grande, favorece a ocorréncia de mutagdes nos microrganismos facilitando a selegdo
destes microrganismos mutantes. A maior dificuldade € manter a esterilidade do
fermentador. Este processo € pouco utilizado industrialmente pois o etanol € um produto
de baixo valor agregado ndo justificando uma operagéo cara como esta.

Os processos continuos possuem algumas vantagens sobre os processo em
batelada: os fermentadores sio menores em tamanho ou em numero, a destilagdo pode
ser feita de maneira continua, a produtividade ¢ maior, ha menores gastos de energia. O
processo batelada por sua vez também tem suas vantagens, que sdo: maior concentracao
do produto final, menor necessidade de controles automaticos e pessoal especializado, a

planta € mais simples e barata de ser construida e mantida.
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O processo de batelada alimentada € na verdade um processo descontinuo
semelhante ao de batelada, onde em determinado momento, inicia-se uma alimentacdo
controlada de substrato. Este tipo de condugdo de processo tem a vantagem de permitir
um maior rendimento final, ¢ de impedir a inibig@o da formacg&o do produto por causa da
concentragdes iniciais elevadas de um substrato. E usado por poucas empresas pelo
mesmo motivo do processo continuo, ou seja complexidade e custo de operagio.

A fermentagdo alcodlica € realizada na maioria das vezes em condi¢bes ndo-
estéreis ou semi-estéreis, embora a condi¢do ideal fosse a de esterilidade absoluta. Em
um processo nio-estéril as proprias condi¢cdes de fermentagio (pH acido, temperaturas
altas, pressdo osmotica elevada) evitam a ocorréncia de contaminagdes. No caso da
fermentagdo semi-estéril ¢ feito um tratamento térmico para diminuir a contaminagio do

meio, mas a fermentagdo ndo é conduzida de forma asséptica.

2.2.5.1. Principais equipamentos

2.2.5.1.1. Propagador

Sdo utilizados para obter células sendo, portanto, biorreatores de pequeno porte.
Em pequena escala os propagadores podem ser frascos Erlenmeyer colocados em
agitadores orbitais (Shaker), onde havera controle da temperatura. Um propagador
industrial pode ter volumes de até 200 L e possuir todos os controles de um fermentador

propriamente dito.
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2.2.5.1.2. Biorreator

S3o grandes reatores que tem a finalidade de obtengdo do produto. Devem possuir
todos os controles que permitam dar condi¢des adequadas de crescimento ao
microrganismo, monitorar a formacdo do produto e consumo do substrato.

Os biorreatores utilizados para a producdo de etanol apresentam-se nas mais
diferentes formas. Algumas fermentagdes sdo extremamente sofisticadas tendo constante
retirada de produto, realizada por membranas poliméricas especificas situadas dentro ou
fora do biorreator. Além disso podem possuir diversos controles on-line ¢ serem
completamente automatizados.

Segundo GERMEK (1986) os reatores comumente empregados na produgdo de
etanol sdo de aco carbono, cilindricos, com fundo conico, serpentinas de ferro ou cobre;
externamente possuem trocadores de calor de placas ou tubulares. Na sua maioria séo
dornas abertas o que facilita a contaminagdo e promove perdas de 1 a 2 % de alcool
através do arraste pelo gas carbonico. Uma maneira de evitar estas perdas € o uso de
dornas fechadas com saida para mistura gas carbonico e etanol. A mistura passa entéo
por uma coluna recheada com anéis de Pall e o etanol € recuperado.

Embora todas estas tecnologias estejam disponiveis hoje em dia, o que observa-
se é que a maioria das industrias constréem e operam seus biorreatores sem muitos
controles, seguindo "receitas" pré-estabelecidas de producgdo desperdicando energia e
matéria-prima. Pode-se assim observar na Figura 2.7. um esquema genérico de um
biorreator para a producdo de etanol. Todavia € importante ter em mente que um reator
assim dificilmente sera encontrado no parque industrial brasileiro. Com poucas excec¢des,
a produgdio nacional de etanol € feita em grandes tanques abertos com agitagéo, € o tnico

pardmetro medido é o consumo de substrato, feito através de medidores de graus BRIX.
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2.2.5.1.2.1. Sistema de agitacio

E feito através de um eixo vertical, no qual estdo colocados hélices ou turbinas.
Alguns fermentadores de desenho néo usual possuem eixos horizontais, a rotagéo do eixo
¢ gerada por for¢a motriz e registrada em rpm., a colocagio do motor pode ser superior

ou inferior ao equipamento.

4

redutor

) * motor
/_— janela de visita
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Figura 2.7. Desenho esquematico de um biorreator e seus acessorios.
Baseado em Figura Engenharia Bioquimica, de AQUARONE; BORZANI; LIMA (1975)

2.2.5.1.2.2. Sensor de temperatura

O controle de temperatura € feito por serpentinas ou camisa, por onde circula

agua fria, quente ou vapor, conforme necessario. Este componente serve para esterilizar o
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equipamento e para a manutengdo da temperatura durante o processo fermentativo. A

leitura de temperatura é feita por termdmetro ligado a um controlador digital.

2.2.5.1.2.3. Janela de visita

Local que permite a adi¢do do indculo € a adigdo de qualquer outra substincia
necessaria a fermentagdo, ou retirada de amostras. O indculo pode ser adicionado
também diretamente do propagador ao biorreator por bombas, assim como amostras em

alguns casos séo retiradas automaticamente.

2.2.5.1.2.4. Sensor de pH

O reator deve possuir eletrodo de pH ligado a um controlador, que comanda a

adi¢do automatica de 4cido ou base (estéreis) contidos em tanques auxiliares.

2.2.5.1.2.5. Sensor de espuma

O biorreator pode ter um sensor de espuma ligado a controladores que comandam
o bombeamento de antiespumante de tanques auxiliares. O antiespumante também pode
ser adicionado manualmente pela janela de visita.

Os antiespumante mais comumente usados sdo o dleo de soja, dleo de silicone € o

octadecanol.
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2.2.5.1.2.6. Chicanas

As chicanas servem para que ocorra maior mistura no liquido. De maneira geral
pode se dizer que a chicana deve ter altura igual ao didmetro do fermentador e largura
ligeiramente menor que o didmetro interno do reator. A largura de suas aletas deve

eqiiivaler de 8 a 10 % do didmetro da turbina.

2.2.5.2. Condugao da fermentagio

A producgdo de etanol varia muito em fungéo do microrganismo, do tempo de
processo, do tipo de substrato, e demais condigdes (temperatura, oxigénio, etc). Além
disso, todos os processos, tanto a nivel industrial, quanto laboratorial possuem etapas e
cuidados comuns que devem ser executadas, como:

a) preservacdo das culturas;

b) preparo do indculo;

¢) preparo e esterilizagdo do meio;

d) inoculagéo;

e) producio;

f) purificagdo.

2.2.5.2.1. Preservacio das culturas

A preservagdo de cepas por um longo periodo, € uma necessidade bésica das
industrias biotecnologicas. A preservacéo da viabilidade nZo € o objetivo principal, pois
microrganismos podem facilmente permanecer viaveis por longos periodos de tempo. A

preservagdo da capacidade produtora é o objetivo principal. Repiques sucessivos causam
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mutagdes, que resultam em perda de produgdo. O objetivo da preservacdo é manter as
cepas inalteradas por um longo periodo, sem que ocorra a divisdo celular.

Existem diferentes métodos de preservago como: armazenamento a baixas
temperaturas, sob congelamento, e liofilizagéo.

O armazenamento a baixas temperaturas ¢ feito a temperaturas entre 2 ¢ 6 °C. E
um método simples, mas pouco seguro. O microrganismo € mantido em agar inclinado
ou em cultura liquida em refrigeradores. Ha um alto risco de contaminagio ¢ de mutagdo
reversa (perda da capacidade produtora) pela freqgiiente transferéncia a cada 8 a 16
semanas.

O método mais usado € o congelamento, € feito na faixa de temperatura de —18 °C
a —80 °C em freezer, ou a—196 °C em nitrogénio liquido. O congelamento em nitrogénio
liquido deve ser lento (1 °C/min), mas o congelamento rapido pode ser feito quando sdo
usadas substancias protetoras para prevenir a formagfo de cristais. As células podem ser
- mantidas congeladas por varios anos, a sobrevivéncia € critica, pois 95 % dos
microrganismos morrem durante o congelamento e posterior descongelamento.

A liofilizagdo ¢ o melhor método de preservagio. E feito apés o cultivo do
microrganismo em meio especial. A adicdo de agentes protetores reduz a mortalidade
durante o processo de liofilizagsio. E o método escolhido para preservagio de grandes

colecdes de microrganismos, pois podem ser preservados por tempo indeterminado.

2.2.5.2.2. Crescimento do inoculo

A cultura preservada € colocada em meio liquido sob agitagdo. O meio utilizado e

a temperatura de incubagfio dependem do microrganismo, € o tempo de incubagio
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depende além do microrganismo, do método de preservagdo empregado. Em uma
primeira etapa o indculo é transferido a um ou mais Erlenmyers que serdo inoculados em
reatores de bancada. Feito o crescimento em reatores de bancada, inocula-se este mosto
ja povoado em reatores maiores, sdo feitos sucessivos crescimentos microbianos
aumentando-se o tamanho do cultivo até obter-se um indculo suficientemente grande
para realizar a fermentagdio. O processo descrito anteriomente estd ilustrado na Figura
2.8.

O indculo pode ser preparado sob condigSes aerébias pois o crescimento tanto das
leveduras quanto das bactérias ¢ muito mais rapido sob estas condi¢cdes. Outros
pardmetros como pH, temperatura, presenca de nutrientes, tipo de substrato, etc devem

ser iguais aos usados na fermentacdo propriamente dita, pois assim a fase lag (ver item

2.2.6.) ¢ suprimida.
FASE LABORATORIAL 8  cultura liotitzada
<+
88605060 =
L
shalar
fermentador de 10 &
FAsE Pn.oTOD
fermentadior de 300 L
FASE INDUSTRIAL

fermeniasor de 9.000 L

fermentador de 270.000 L.

L d
SEPARAGAOD E PURIFICACAD DO PRODUTO

Figura 2.8. Esquema geral de um processo fermentativo.
Fonte: AQUARONE; BORZANI; LIMA (1975).
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2.2.5.2.3. Preparo e esterilizacio do meio

O meio de cultura para producdo de etanol, pode ser de origem sacarinica,
amilacea ou celuldsica. Para cada um destes ha um tratamento especifico, a fim de
hidrolisar os carboidratos presentes. Estes tratamentos ja foram comentados na se¢do
22.2.

Ap6s o meio de cultura estar preparado, ele é carregado no fermentador para ser
esterilizado. Em reatores de pequeno porte (de bancada), o meio e o reator sio
esterilizados a0 mesmo tempo colocando-se o conjunto em reatores autoclave. Existem
diversas maneiras de se esterilizar o meio de cultura, embora na producfo de etanol a
esteriliza¢fio do mosto seja feita com o uso de calor.

O meio de cultura apds a sua preparagdo contém um variedade de células
vegetativas e esporos, provenientes dos constituintes, da agua e dos equipamentos.
Varios meios de cultura sfo esterilizados no fermentador a 121 °C. O tempo de
esterilizacdo € calculado em fungcdo dos constituintes do mosto e do tamanho do
fermentador. Também € necessdrio fazer a esterilizacdo de algumas partes do
equipamento, como valvulas e eletrodos que entram em contato direto com o meio. Um
dos métodos conmsiste em injetar vapor no fermentador através da camisa ou de
serpentinas, € a esterilizaggo indireta.

Outro método consiste em injetar vapor diretamente na solugdo nutriente,
chamada esterilizagéo direta, e neste caso o vapor deve estar livre de aditivos quimicos
que possam influir nas caracteristicas do meio de cultura. O vapor gerado pela industria
normalmente contém substancias potencialmente toxicas aos microrganismos, derivados

de anticorrosivos utilizados no processo de geragdo do vapor. Com a utiliza¢do do vapor
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diretamente no meio de cultura, uma parte do vapor se condensara durante a esterilizagéo
aumentando o volume de liquido dentro do fermentador.

Para o dimensionamento de uma esteriliza¢&o deve ser levado em conta o tempo
de aquecimento, de esterilizagfo e de resfriamento. A duraggo de cada um destes tempos
dependera principalmente do microrganismo, do volume e tipo de meio, € do nivel de
seguranca exigido. Uma desvantagem deste método seria que o calor ndo s6 mata os
microrganismos como também altera a estrutura do meio de cultura. Mudangas na
coloragdo ¢ no pH sfo resultantes das reagdes de caramelizagdo e da reacdo de Maillard.
As vitaminas ¢ aminoacidos sdio degradados e a qualidade do meio de cultura €
deteriorada.

Em processos continuos o método usado € a esterilizagdo continua, esta € feita
através de trocadores de calor. Aqui o processo € muito mais rapido e pode levar de 30 a

120 segundos.

2.2.5.2.4. Inoculacgio

A cultura anteriormente crescida € entdo adicionada ao fermentador, através de
tanques auxiliares. Para reatores de bancada, a cultura em um Erlenmeyer ¢ transferida
ascépticamente pela cabeca do reator. A quantidade de células presentes no indculo ¢ a
idade deste sdo fundamentais ao processo, pois inéculos velhos tendem a ter muitas
células invidveis. O tamanho do inéculo depende do tipo de microrganismo. Em geral,
para bactérias, deve-se adicionar 0,1 a 3 % do volume do mosto, fungos ¢ leveduras ,de 5
a 10 % (v/v). Em alguns casos o reator € inoculado diretamente com culturas liofilizadas,

ndo existindo entdo a etapa de propagacéo ja descrita.
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2.2.5.2.5. Producio

Com o reator ja inoculado comega o processo de produggo de etanol propriamente
dito, quando s@io controlados pardmetros como agitagio, pH, crescimento, concentragio
de substrato e produto. O pH € monitorado por eletrodos, que controlam bombas de acido
e base em tanques auxiliares. O crescimento pode ser monitorado por meio de diversos
métodos como o de contagem de células. A concentracdo de substrato é determinada
através de métodos de quantificagdo de aglicares ja que este € o constituinte mais
importante para a produgdo de etanol. A quantifica¢do de etanol pode ser feita com o uso
de cromatdgrafo gasoso. O processo € interrompido no final da fase exponencial (Ver

item 2.2.6.).

2.2.5.2.6. Purificacdo

O etanol é um produto extracelular, sendo assim no final do processo as células
sdo separadas do mosto por centrifugacdo ou filtragdo, podendo ser reutilizadas (em
alguns casos ha reciclo). O mosto entdo é destilado. Quanto maior a concentragdo de
alcool no mosto, menor o custo de operacio da destilagio, uma vez que uma menor
quantidade de vapor € necessdria no primeiro efeito. Segundo BULOCK &
KRISTIANSEN (1987) os estagios da destilagdo convencionalmente empregados na
purificagéo séo:

a) destilacdo priméria do mosto fermentado, com a finalidade de obter etanol a

85 % (v/v) ou mais, além de retirar volateis indesejaveis, como aldeidos;

b) Etapa de retificacio do destilado da primeira etapa para a obtengdo de um

produto 95 % (v/v), mistura azeotropica etanol-agua. Ao mesmo tempo o éleo

fusel € removido pela decantagdo da agua;
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¢) Com a finalidade e obter um produto a 99,4 % (v/v) ou de maior pureza, uma

destilagdo adicional € feita utilizando benzeno ou ciclohexano, e uma nova

mistura azeotrdpica ¢ destilada.

2.2.6. Cinética do crescimento microbiano em regime descontinuo

O crescimento de microrganismos € demostrado em fun¢do do tempo como na

curva tipica de crescimento da Figura 2.9., e possui 4 fases distintas (lag, adaptacdo;

exponencial ou log; estacionaria; declinio ou morte), € entre elas fases intermedidrias. Na

fase logaritmica pode-se dizer que dobram por intervalo de tempo o niimero de células

(bactérias e leveduras) ou a biomassa (fungos).

log
{célimL)
(UFCimL) 1

Figura 2.9. Curva tipica de crescimento microbiano.

A velocidade de crescimento se mantém constante durante a fase logaritmica,

ainda que o meio se altere pelo consumo de substrato e excrecio de metabolitos. A

velocidade de crescimento independe da concentragdo do substrato, pois um excesso de

substrato estd presente. O substrato limitante é a substidncia que pela mudanga de sua

concentracdo afeta a velocidade de crescimento do microrganismo, a velocidade de

consumo do substrato e a velocidade de formagio do produto.
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2.2.6.1. Rendimento

O mecanismo de fermentagdio foi proposto pela primeira vez por Gay-Lussac,

baseado na conversdo estequiométrica de uma hexose em etanol e didxido de carbono
C¢Hi20s — 2 CH3-CH,-OH +2 CO; + 26 cal
180 2x46 2x44

Portanto, 100 Kg de hexose sdo convertidas em: 51,1 Kg de etanol e 48,9 Kg de
diéxido de carbono. O rendimento tedrico de 51,1 % (p/p) é chama de coeficiente de
Gay-Lussac e representa um dado bésico para a eficiéncia da conversdo.

O proximo passo para compreensdo do mecanismo foi feito por Louis Pasteur,
que obteve os rendimentos de uma fermentacdo ideal a partir da glicose, ele obteve (p/p):
48,4 % de etanol, 46,6 % de dioxido de carbono, 3,3 % de glicerol, 0,6 % de acido
sucinico, 1,2 % material celular (CRUEGER & CRUEGER,1993). O maior niimero de
produtos que aparecem, sdo devido ao oxigénio ¢ a nutrientes presentes além da glicose,
necessarios ao crescimento. O coeficiente de Pasteur ¢ um torno de 94,7 % do
rendimento tedrico GL (Gay-Lussac). Quando se fermenta substratos ndo-ideais
(melagos, caldos, etc), o rendimento fica em torno de 90% do tedrico, estas fermentagGes
produzem (g/100g de carboidratos fermentados): 45-49 etanol, 43-47 diéxido de carbono,
2-5 Glicerol, 0,5-1,5 succinato, 0,2-0,6 6leo fusel, 0-1,4 acetato, 0,2-0,6 Butilenoglicol,
0,7-1,7 material celular (LEMOS & GERMANI, 1996).

Segundo ANCIAES (1991) para mostos contendo sacarinicos, a inversio da
sacarose se d4 da seguinte forma:

C12H22011 + HoO =-omemee- — C¢H 1206 + CeH 1206
sacarose Invertase glicose frutose
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Para cada molécula de sacarose (342 g) produz duas moléculas de agtcares
redutores (360 g). Como cada 180 g (de glicose/frutose) geram 92 g de 4lcool, cada
molécula de sacarose gera 184g de etanol.

Calculos de rendimento sempre correlacionam produto com substrato ou matéria-
prima. Os célculos variam muito, dependem dos critérios adotados para cada caso. A
industria geralmente escolhe o rendimento que permite uma melhor avaliacdo do
processo. Deve-se sempre especificar em relagdo a que o rendimento foi calculado

(matéria-prima (equagdo2.1.), substrato total (equagdo 2.2.) ou substrato consumido

(equagdo 2.3.))
Rl = produto (g) *100 (2.1.)
Matéria-prima (g)
R2= produto (g) *100 2.2)
Substrato total (g)
R3 = produto (g) *100 (2.3.)

Substrato consumido (g)

2.2.6.2. Eficiéncia

A eficiéncia sempre correlaciona produto obtido com produto teoricamente
obtido, e pode ser expressa de 3 formas:

a) Eficiéncia de fermentagdo (equago 2.4.): Correlaciona o produto formado com
a quantidade de produto que seria formado se todo o substrato consumido durante a
fermentago fosse transformado em produto.

Ef = produto formado (g) *100 (2.4.);
Produto teérico a partir do substrato consumido (g)
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b) Efici€ncia de processo (equagdo 2.5.): Correlaciona o produto formado com a
quantidade de produto que seria formado se todo o substrato presente no mosto
fosse transformado em produto.

Ep= produto formado (g) *100 (2.5.);
Produto tedrico a partir do substrato inicial (g)

c).Eficiéncia de instalaggio (equagdo 2.6.): Correlaciona o produto recuperado com
a quantidade de produto que seria formado se todo o substrato fosse transformado em
produto. A diferenca da eficiéncia de instalagdo para a de processo € que ela leva em
conta toda a produgdo, pois relaciona o produto recuperado, levando em conta as perdas
ocorridas durante a separagdo e purificagfo.

Ei= produto recuperado (g) *100(2.6.);
Produto tedrico a partir do substrato inicial (g)

2.2.6.3. Produtividade

A produtividade (2.7.) indica quanto de produto foi formado por litro de mosto
por hora. E importante para compararmos dois processo que apresentam rendimentos
diferentes, mas também apresentam tempos de duragdo diferentes. E um dos dados mais
importantes de um processo industrial.

A produtividade ¢ dada pela relagdo concentragio do produto por tempo de
fermentagfo, em processos com rendimento da ordem de miligramas, € preferivel utilizar

a concentracdo do produto em mg/L.

P = concentracdo de produto (g/1) (2.7.)
Tempo de fermentacéo (h)
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3. Materiais e Métodos

3.1. Microrganismos

Neste trabalho foram utilizadas seis cepas de levedura, as cepas utilizadas foram:

a) Kluyveromyces marxianus, CBS 6556, proveniente do Centro de
Desenvolvimento Biotecnologico, Joinville, SC, Brasil;

b) Saccharomyces cerevisiae hansen, proveniente da cole¢do da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil;

c) Saccharomyces cerevisiae, catalogada como cepa C94, do Instituto Pasteur de
Paris, obtida como fermento comercial Fermol, Pascal Biotech, Franga;

d) Saccharomyces cerevisiae, nome comercial Uvaferm, proveniente da empresa
Dantar Fement A/S, Dinamarca;

e) Saccharomyces cerevisiae, nome comercial Fleischmann, proveniente da
empresa Produtos alimenticios Fleischmann e Royal LTDA, Brasil;

) Saccharomyces cerevisiae, nome comercial Saf Instant, proveniente da empresa

Saf do Brasil produtos alimenticios LTDA, Brasil;

3.2. Esterilizacio de equipamentos e materiais
Todos os equipamentos, meios de cultura e vidrarias foram esterilizados em
autoclave vertical (mod. AV. 75, Phoenix Equipamentos / Brasil) por 15 min, a 121°C e

1 atm.
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3.3. Meios de cultura

3.3.1. Meio de cultura complexo para leveduras

O meio de cultura foi composto por extrato de levedura (10 g/L, Oxoid /
Inglaterra), peptona (20 g/L, Oxoid / Inglaterra ), glicose (20 g/L, Synth / Brasil ) e 4gar-
agar (15 g/L, Oxoid / Inglaterra). O pH foi ajustado em 6,0, utilizando-se HCI 1 M ou

NaOH 1 M (ambos preparados a partir de reagentes obtidos da Synth / Brasil).

3.3.2. Meio de cultura agar-melago
O meio de cultura é composto de melago diluido em agua destilada até 2 % em
carboidrato total (p/p), sendo em seguida adicionado agar-dgar (15 g/L, Oxoid /

Inglaterra).

3.4. Tampaio fosfato

Utilizou-se tampéo fosfato - pH 6,4, constituido por dihidrogeno fosfato de sddio
(NaH,PO, - 31,20 g/1., Reagen / Brasil), e cloreto de sodio (NaCl - 175,32 g/I. Reagen /
Brasil). O pH foi ajustado utilizando-se solugdo aquosa de hidroxido de sddio 5 M

(preparado a partir de reagentes obtidos da Synth / Brasil).

3.5. Preservacio de culturas
O estoque de culturas foi mantido em placas de petri (Bioplast / Brasil) contendo

agar-melago. A freqii€ncia de repiques era de uma vez por més.
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3.6. Métodos de cultivo

3.6.1. Pré-inéculo

Colonias isoladas de leveduras foram assepticamente transferidas dentro de
camara de fluxo laminar (Trox Technik / Trox do Brasil / Brasil) a um frasco Erlenmeyer
de 300 mL contendo 50 mL de meio de cultura (melago de concentragio variada,
dependendo do experimento). O frasco foi entdo levado a incubadora agitada (mod.
NT711 / Nova Técnica Equipamentos para Laboratorio / Brasil) a 200 RPM por 15 a 20
horas, usando rigorosamente as mesmas condi¢des de temperatura, pH, e agitagdo do

cultivo a que se destinavam; com o objetivo de suprimir a fase lag.

3.6.2. Cultivo em incubadora agitada

Muitos dos experimentos foram conduzidos em incubadora agitada (mod. NT711
/ Nova Técnica Equipamentos para Laboratorio / Brasil), com o objetivo de obter-se
condi¢cdes 6timas de processo (meio de cultura, pH, temperatura, etc.). O cultivo em
incubadora agitada tem grande versatilidade ja que permite testar-se varias condigGes
simultaneamente.

O cultivo foi feito em frascos Erlenmeyer de 300 mL, com 50 mL ou 100mL de
meio de cultura, sendo agitados a 200 RPM, por tempos variaveis. Para a execugdo dos
experimentos varios frascos idénticos, eram inoculados simultineamente. O nimero de
frascos preparados era sempre o dobro do nimero de amostragens e, portanto, em cada
amostragem, retirava-se 2 frascos Erlenmeyer representativos do tempo em questdo. No
caso de testes onde era necessario o uso de diferentes indculos, sempre foi feita uma
contagem em cimara de Neubauer (item 3.13.) a fim de estimar se os indculos continham

quantidades compativeis de células por mL (10*10° células/mL), diluindo-se quando



necessario. O pré-inéculo preparado como descrito no item 3.6.2. era adicionado na

proporgéo de 3 % (v/v) ou 1 % (p/p) quando usava-se leveduras liofilizadas.

3.6.3. Cultivo em biorreator

Os experimentos realizados no biorreator tiveram o objetivo de detalhar tendéncia
apontadas no cultivo em incubadora agitada ou consolidar estes resultados. Foram usados
2 reatores, o reator Biostat B (B. Braun Biotech International / Alemanha) e o reator BTS
27 (Applikon Dependable Instruments Inc. / USA), mostrados nas Figuras 3.1. e 3.2. O
reator BTS 27 ndo era controlado e o reator Biostat B era controlado e instrumentalizado,
sendo fundamental nos experimentos a pH constante. Ambos reatores possuiam controle
de agitacdo e temperatura. O reator era esterilizado completamente montado em
autoclave. O indculo preparado como no item 3.6.1. era adicionado ao mosto na
propor¢do de 3 % (v/v), salvo em alguns experimentos em que leveduras liofilizadas

foram adicionadas na proporcéo de 1 % (p/p).

Figura 3.1. Foto do reator Biostat B. — B. Braun Biotech International.
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Figura 3.2. Foto do reator BTS-27 — pplikon Dependable Instruments Inc.

3.7. Métodos Analiticos

Os métodos utilizados para determinar a composicdo centesimal do melago de
soja sdo considerados de rotina, por este motivo sdo apresentados no apéndice 1. Estes
métodos s3o oficiais para analise de alimentos no Brasil e estdo descritos nas referéncias:
BRASIL (1981) e INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1976). Segundo a legislagéo brasileira.
o melago de soja, devido a suas propriedades se enquadra na categoria de xarope.

O erro méaximo admitido para estes métodos € em torno 1 %.

3.7.1. Determinacio de lipidios

Foi feito o teste de lipidios segundo o método do extrato etéreo.
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3.7.2. Determinagio de proteina total

Para determinar a quantidade de proteina total utilizou-se o método de Kjhedal.

3.7.3. Determinacéo de sélidos totais

Os sélidos totais foram determinados por método gravimétrico.

3.7.4. Determinagdo de carboidratos totais

Para determinacdo de carboidratos totais foi utilizado o método do reagente de

Fehling.

3.7.5. Determinacao de fibras

A determinacio de fibras foi feita por hidrélise quimica.

3.7.6. Deteminacio de cinzas

A determinagio da parte inorganica do melago de soja, foi feita por método

gravimétrico.

3.8. Cromatografia de camada delgada

A técnica de cromatografia de camada delgada foi utilizada para a determinagéo
qualitativa dos agticares do melago de soja. Varias solugdes eluentes e reveladoras para a
analise de carboidratos recomendadas por STAHL (1969) foram testadas, sendo as
solugBes a seguir apresentadas as mais eficientes.

O eluente usado foi uma mistura de butanol (Merck / Brasil), Acetona (Merck /

Brasil) e 4gua destilada na proporg¢éo 4/3/1 (em volume) respectivamente.
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O revelador era composto por anizaldeido (Merck / Alemanha), acido acético
(Merck / Brasil), metanol (Merck / Brasil), e acido sulfirico (Synth / Brasil). Para se
obter 100,5 mL deste reagente deve-se adicionar respectivamente 0,5/10/85/5 mL, os
reagentes devem ser adicionados nesta ordem.

A eluigdo foi realizada em placas de vidro cobertas com uma camada de 250 pm
de silica gel com didmetro médio de poro de 60 A (artigo 5715, Merck / Alemanha) em
uma cuba de vidro de dimensdes 21 x 21 x 10 cm (largura x altura x profundidade, marca
Schott / USA).

Para a realiza¢do da técnica, deve-se tragar uma linha a aproximadamente 2 cm da
base da placa, nesta linha aplica-se 2 uL da amostra (ou padrio) previamente diluida em
dgua. A placa contendo a amostra era levada a estufa (Fanem / Brasil) a 100 °C por 7
min, feito isso, a placa € colocada na cuba com aproximadamente 0,5 cm de eluente, e
espera-se até o eluente chegar ao topo da placa. Logo apds, a placa é posta a 100 °C por
7 min e € feito entdo uma segunda corrida. Ao terminar a segunda corrida a placa deve
ficar a 100 °C por 10 min. Apés a placa esfriar deve ser borrifado de forma uniforme o
revelador, em seguida a placa impregnada com o revelador € levada a estufa a 100 °C por
5 min, passado este tempo observar se podem ser visualizadas as bandas, caso contrario a

placa deve ficar mais 1 a 2 min, e ser novamente observada.

3.9. Determinacio de acucares redutores

Os agucares redutores foram quantificados pelo método do acido dinitrosalicilico
(CHAPLIN, 1986). A sensibilidade do método € de 0,3 a 30 mM de glicose.

O reagente principal deste método ¢ composto de 0,25 g de 4acido 3,5-

dinitrosalicilico (Merck / Alemanha), 75 g de tartarato de sddio e potdssio (Reagen /
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Brasil) dissolvidos em 50 mL de solu¢do aquosa de NaOH 2 M (preparado a partir de
reagentes da Synth / Brasil). Finalmente esta solu¢io foi diluida até 250 mL, obtendo-se
assim o reagente DNS.

A técnica € realizada adicionando-se 100 ul de padr@io, amostra ou controle a 1
mL do reagente DNS. A mistura deve ser aquecida, em banho-maria a 100 °C por 10
minutos, apds o resfriamento a temperatura ambiente ¢ lida a absorbincia da mistura
(ABS) em espectrofotometro (U-1100, Hitachi Ltd. / Jap&o), no comprimento de onda de
570 nm, zerado previamente com ar. A curva de calibraggo foi feita com glicose (Synth /
Brasil), em 4 concentra¢des diferentes.

A regressdo linear das diferengas entre os valores das absorbincias dos padrdes e
do controle (100 pL de agua com 1 mL de DNS aquecidos a 100 °C por 10 minutos)
contra as concentracdes de acgucares redutores, fornece a equagdo 3.1., onde “a” € o
coeficiente da reta de ajuste. Para a determinagdo da concentracdo das amostras basta ler
seus valores de absorbdncia e substitui-lo na equagdo 3.1. O desvio maximo admitido

para este teste € de 5 %.

Acucares_redutores = a * (ABS) (3.1.)

3.10. Determinacio de carboidratos totais

O método do fenol 4cido sulfiirico foi usado para a determinacgdo de carboidratos
totais (CHAPLIN, 1986), devido ao seu dinamismo permite analisar varias amostras ao
mesmo tempo. Sua sensibilidade € de 30 pM a 2 mM de glicose. A amostra de melago de
soja fermentado sempre era centrifugada por 2 minutos a 14 RPM (centrifuga Eppendorf

mod. 5410 / EUA), sendo o sobrenadante diluido 3000 vezes.
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A técnica € realizada adicionando-se 500 pl. de amostra, padrdo ou controle a
500 pL de solugdo aquosa de fenol 5 % (p/p) (Reagen / Brasil ), e 2 mL de 4cido
sulfirico concentrado (Synth / Brasil). Apds a mistura atingir a temperatura aﬁmbiente, a
sua absorbincia (ABS) € lida em espectrofotdmetro (U-1100, Hitachi Ltd./ Japdo) no
comprimento de onda 490 nm, zerado com ar.

O padrdo usado para a confec¢do da curva de calibragio era glicose (Synth /
Brasil), diluida a quatro concetragdes diferentes.

A regressdo linear das diferengas entre os valores das absorbancias dos padrdes e
do controle (500 uL agua, SO0 pL de fenol 5% com 2 mL 4cido sulfirico) contra as
concentragdes de agucares redutores, fornecendo uma equacdo 3.2., onde “a” é o
coeficiente angular da reta de ajuste. Para a determinacdo da concentragio das amostras
basta ler seus valores de absorbancia e substitui-los na equagdo 3.2. O desvio maximo

admitido para este teste é de 5 %.

Carboidratos_totais=a * (ABS) (3.2))

3.11. Cromatografia liquida

A cromatografia liquida foi utilizada para determinar as quantidades dos agticares
glicose, sacarose, frutose, rafinose e estaquiose. Estes testes foram realizados no Instituto
de Pesquisas Tecnologicas (IPT — S@o Paulo). A amostra foi diluida, filtrada em
membrana de acetato/nitrato de celulose, ¢ injetada no sistema cromatografico, onde os
componentes séo separados por exclusdo molecular e detectados por refragdo de luz. A
solu¢do de arraste utilizada foi uma solugdo aquosa de hidroxido de sodio 0,0005 N, o
fluxo de solvente foi de 0,4 mL/min, a atenuagdo usada foi 8X, e a temperatura da coluna

¢ 40°C.
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3.12. Contagem em gota

A técnica de contagem, em gota a consiste em fazer-se varias diluigGes sucessivas
da cultura a ser quantificada em tampéo o fosfato (item 3.4.), o procedimento descrito a
seguir é semelhante ao descrito por MILLES & MISRA (1938). As dilugdes sdo feitas
usando 500 pL de cultura e 4,5 mL de tamp3o, obtendo-se uma dilui¢éo de 10 vezes.
Feito isso € retirado 500 pL da primeira diluig@io e repetido o processo, obtendo-se as
diluigdes 10%, 10, 10, e assim sucessivamente .

Uma placa de petri (Bioplast/Brasil) com meio complexo (item 3.3.1) € dividida
em 4 quadrantes, em cada um destes sdo depositadas 3 gotas (20 pL) de cada dilui¢o,
finalmente as placas s3o incubadas a temperatura de 30 °C por 24 h. Apo6s 24 horas €
feita a contagem das colonias de cada quadrante, escolhendo-se as diluigdes (D1) que
geraram gotas contendo de 10 a 60 colonias. Apds determinar-se a diluicdo faz-se a
média do nimero de colonias em cada gota (M1). O nimero de células por mL € dado
pela Equacdo 3.3. O desvio méximo admitido para este teste é de 20 %.

Numero_cé€lulas =M1 * 50 * D1 (3.3.)

3.13. Contagem em cimara de Neubauer

A contagem em cdmara de Neubauer foi utilizada ao longo dos experimentos
sempre que foi necessario obter uma estimativa rapida do nimero de células. A cimara
de Neubauer é uma placa de vidro contendo 2 cruzes escavadas no seu centro

observaveis a olho ni, como na Figura 3.3.
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Figura 3.3. Desenho esquematico da cdmara de Neubauer.

O quadrado central de cada cruz quando colocado sob um microscopio (com um
grau de aumento de no minimo 10 X), revela a existéncia de 25 quadrados intermedidrios
contendo cada um 16 pequenos quadrados, como na Figura 3.4.

A profundidade da escavagdo da cdmara € conhecida € ao colocar-se uma
laminula sobre esta regido da placa aprisiona-se um volume conhecido dentro desta. O

volume de cada pequeno prisma quadrangular formado ¢ de 4x10° mL.

Figura 3.4. Desenho esquematico das células da cAmara de Neubauer.
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Segundo PRESCOTT; HARLEY; KLEIN (1996) a contagem deve ser feita da
seguinte maneira:

- Colocar sobre a parte central da Camara de Neubaeur (previamente
limpa), uma laminula.

- Com o auxilio de uma pipeta colocar a cultura previamente diluida
na borda da laminula de forma que escoe por baixo desta enchendo a cidmara.

- Focalizar no microscépio (Olympus 5060 / Japdo) o quadrado
central da cruz.

- Contar a quantidade de células contidas nos 5 quadrados da
diagonal do quadrado central da cruz da cdmara (NT).

- Obter o numero de células por mL através da equacdo 3.4.
Nim_de_células= NT * 4*10°* D1/80 (3.4.)

Uma andlise estatistica pode ser feita com as quantidades de células contidas em
cada pequeno quadrado. Para que o teste tenha significincia admite-se um desvio
maximo de até 20 %.
3.14.Determinacio da quantidade de etanol

O etanol foi quantificado com o uso de cromatografo a gas. Nesta técnica a
amostra foi primeiramente centrifugada a 14.000 RPM (centrifuga Eppendorf mod. 5410
/ EUA), do sobrenadante pesaram-se em balanga analitica (mod. ADA 210/C; Adam
Equipment Co. LTD / USA) aproximandamente 1 mL, e adicionaram-se de 0,01 a 0,08 g
de propanol (Baker Analyzed / Brasil), que é o padrio interno do método. A seguir esta
amostra foi injetada em cromatografo gasoso (mod. 5890 A, Hewlett-Packard / Canada),
com coluna Simplicity-5 (Supelco Co. / EUA). O programa utilizado € de 40 a 75

acrescendo-se 5 °C/min, a pressdo na cabeca da coluna € de 5 Psi.
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A calibragfo foi feita por padrdes com massas conhecidas etanol (Synth / Brasil)
e propanol (Baker analyzed / Brasil) dispersos em dgua destilada. A equagdo de regressdo
linear entre a razfio das massa de etanol e propanol versus a razio das areas integradas
dos picos de etanol e propanol, foi obtida encontrando-se um coeficiente angular igual a
0,7511. Os fluxos e pressdes sdo apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Fluxos e pressdes usadas no
cromatografo gasoso

P (Bar) Fluxo (mL / min)

Ar 3,0 375-400
Hidrogénio 1,0 38
Nitrogénio 3,5 35
Nitrogénio na coluna 4 0,8-1
Escape do divisor 90
Purga do septo 3-5

O calculo da quantidade de etanol foi obtido fazendo-se a razfio entre as areas dos
picos de etanol e propanol obtidos no cromatdégrafo a gas divididos pelo coeficiente
angular da curva de calibragdo, multiplicado pela massa de propanol adicionada a
amostra, e finalmente dividida pela massa de amostra, obtendo-se o percentual de etanol

(p/p)- O desvio maximo deste teste € de 0,5 %.



75

4. Resultados e Discussido

4.1. Anilise do melago de soja

A anilise do melago de soja foi feita usando os métodos analiticos descritos no
item 3.7. Foram analisadas 5 bateladas diferentes de melago de soja provenientes da
planta piloto de produgédo de proteina concentrada de soja da empresa Ceval Alimentos,
tendo sido encontrados os resultados apresentados na Tabela 4.1. Na Tabela 4.2. sdo

apresentados os mesmos resultados em base seca (todos os dados das anilises estdo no

Apéndice 2.).
Tabela 4.1. Composi¢do do melago de soja de diferentes bateladas.
Tipo de andlise Batelada

1 2 3 4 5
Lipidios (%) 8,14 5,65 3,17 1,37 2,77
Proteinag »5 (%) 4,71 4,38 5,33 2,33 3,59
Sélidos totais (%) 48,07 48,60 51,15 19,08 33,41
Carboidratos totais (%) 17,89 20,43 21,08 8,01 13,32
Cinzas (%) 4,61 4,44 4,70 1,82 3,14

Massa especifica (g/mL) 1,192 1,191 1,216 1,080 1,145

Obs.: Percentuais expressos em p/p.

Tabela 4.2. Composicdo do melago de soja em diferentes bateladas expressas em

base seca.
Tipo de analise Batelada
1 2 3 4 5
Lipidios (%) 16,93 11,63 6,20 % 7,18 8,29
Proteinag 25 (%) 9,80 9,01 10,42% 12,22 10,75
Carboidratos totais (%) 37,22 42,04 41,21% 42,00 39,87
Cinzas (%) 9,59 9,13 9,19 % 9,54 9,40

Pode-se observar através da Tabela 4.2. que as quantidades de proteinas,
carboidratos e cinzas sofrem pequenas variagdes, enquanto as quantidades de lipidios
variam significativamente de batelada em batelada. A varia¢do da quantidade de lipidios

se deve ao fato da planta piloto (que gera o melago de soja) ter uma performance variavel
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de extragdo de gordura, tal parametro ndo foi controlado durante a produggio experimental
de proteina isolada de soja.

QOutra observag@o importante € que o melago de soja € um residuo complexo que
possui carboidratos de peso molecular elevado, além de carboidratos ligados a outras
moléculas. Por este motivo, a analise de carboidratos totais por Fehling fornece um valor
aproximado da quantidade de acucares. Usualmente, o percentual de carboidratos €
determinado por diferenga na soja, ou seja, determina-se todas as quantidades citadas
acima, mais a quantidade de fibras, sendo a quantidade de carboidratos considerada como
o restante. Ciente desta pratica decidiu-se quantificar os carboidratos pelo método de
Fehling, tendo em mente a limitagdo do método.

Como dado adicional € importante citar que o melago de soja tem pH em torno de
6,2 e tem caracteristicas semelhantes a um tampéo, pois seu pH é dificilmente alterado

por acidos ou bases. A quantidade de fibras da batelada 5 € de 0,1 % (p/p).

4.2, Selecio de cepas

O regime adotado para a fermentagdo do melago de soja foi o descontinuo, pela
sua sua facilidade de operagdo e controle. Sendo assim, foram escolhidas 6 leveduras,
devido a comprovada eficacia destes microrganismos em fermentagbes alcodlicas. As
cepas utilizadas foram:

a) Kluyveromyces marxianus, CBS 6556 (Km);

b) Saccharomyces cerevisiae hansen, (Sch);

¢) Saccharomyces cerevisiae, nome comercial Fermol (Scfe);

d) Saccharomyces cerevisiae, nome comercial Uvaferm (Scu);

e) Saccharomyces cerevisiae, nome comercial Fleischmann (Scfl);
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) Saccharomyces cerevisiae, nome comercial Saf Instant (Scs);

As cepas de Saccharomyces cerevisiae foram escolhidas por serem as mais
usadas para a produgéo industrial de etanol; a cepa Kluyveromyces marxianus por ser
uma cepa que comega a ser empregada cada vez mais neste tipo de processo (SINGH et
al.(a),1998; SINGH et al. (b), 1998; PATARO et al., 1998; GOUGH et al., 1996; ).

As cepas foram testadas quanto a sua capacidade de consumir os agucares da soja,
produzir um minimo de metabdlitos secundarios € um nivel industrialmente viavel de
etanol.

O meio de cultura usado neste teste era composto de melago de soja diluido a 50
% (v/v) em agua destilada. Tal diluico era necessdria para evitar a inibi¢do do
crescimento microbiano causado pela alta concentragéio de carboidratos. A temperatura
foi mantida a 30 °C e o pH a 6,0, que sdo as condi¢Ges 6timas de crescimento das
leveduras, ja que o etanol € um produto associado ao crescimento. O crescimento nesta
etapa foi executado em incubadora rotatoria, utilizando frascos Erlenmeyer contendo 100
mlL de meio de cultura, executando o procedimento descrito no item 3.6.2. Foi
adicionado um indculo de 15 h, preparado como descrito no item 3.6.1., na proporgéo de
3 % (V/v).

As Figuras 4.1. e 4.2. apresentam os resultados obtidos de consumo de substrato e
producdo de etanol, quantificados pelos métodos descritos nas se¢bes 3.10. e 3.14.,

respectivamente. Os dados referentes aos graficos estdo no Apéndice 3.
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Figura 4.1. Consumo de carboidratos totais em fungdo do tempo para diversas cepas

cultivadas em melago de soja.
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Figura 4.2. Producdo de etanol em fun¢fo do tempo para diversas cepas cultivadas em

melago de soja.
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Os resultados apresentados nas Figuras 4.1. e 4.2. tem mais valor qualitativo que
quantitativo, servindo para evidenciar qual cepa tem maior afinidade com o substrato em
questfo. As cinéticas de consumo de substrato e producdo de etanol sdo muito distantes
das cinéticas decorrentes de um cultivo em biorreator que € o objetivo desfe trabalho,
como seré visto mais adiante.

Considerando-se que a produgéo de etanol termina em 36 horas pode-se calcular o
rendimento das cepas por substrato consumido (Equago 2.3.) obtendo-se: 51,59; 63,66;
63,77, 51,54; 62,24; 58,87 % (p/p) para as cepas Scfl, Scs, Scfe, Scu, Sch, Km
respectivamente. Através destes valores podemos inferir que as cepas Scs e Sfe, s@o as
que produzem mais etanol com a menor quantidade de substrato, gerando menos
secundérios. Analisando os resultados encontrados de rendimento pode-se observar que
todos os valores foram maiores que o ideal (51,1 %). Este fato pode ser explicado pela
associa¢do de varios efeitos como:

a) Os valores de carboidratos totais do melago puro estdo em % p/p e as diluigbes
e analises s3o feitas com base em volume, como a massa especifica do melago de soja é
maior que 1 e varidvel, ocorre diferenca;

b) A hidrélise aplicada no teste de carboidratos totais do item 3.10. € muito mais
forte que a hidrélise do teste de carboidratos totais do item 3.7.4. gerando um maior valor
de carboidratos totais;

c¢) Para a realizagdo do método de carboidratos totais (3.10.) necessita-se diluir a
amostra 3000 vezes, o que pode aumentar o erro experimental.

Apesar da relagio etanol-carboidratos apresentar estas discrepéncias, as curvas

sdo comparaveis entre si.
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O rendimento € um dado importante para a andlise deste experimento, mas nio
deve ser considerado isoladamente. Analisando os graficos pode-se visualizar que as
cepas Scfe e Scs apresentaram uma performance semelhante, pois as variagdes ocorridas
sdo pequenas, podendo a cepa Scs ser uma boa alternativa em um processo industrial por
ser uma cepa comercial disponivel a baixo custo no Brasil. Devido a suas caracteristicas
a cepa Scfe foi escolhida para prosseguir os testes com o melago de soja.

Pode-se notar, na Figura 4.2., um declinio da quantidade de etanol depois de 36
horas, este declinio pode estar associado a evaporag¢do de etanol, ou ao consumo deste
como fonte de carbono ap6s o término dos carboidratos de baixo peso molecular, ja que

ndo se tinha anaerobiose total neste experimento.

4.3. Condigoes 6timas de processo

Os experimentos 4.3.1., 4.3.2.1,, 4.3.3. apresentados a seguir, foram realizados
em incubadora rotatdria seguindo o procedimento descrito no item 3.6.2. O in6culo de
Saccharomyces cerevisiae C 94 (Scfe) foi preparado como no item 3.6.1. e adicionado a
3 % (v/v), em frascos Erlenmeyer contendo 100 mL de melago de soja diluido a 50 %
(v/v) com agua destilada.

Nos experimentos 4.3.2.2., 4.4. e 4.6. utilizou-se os reatores de bancada BTS-27 e
Biostat B., seguindo o procedimento descrito no item 3.6.3. O in6culo de Saccharomyces
cerevisiae C94 foi preparado conforme descrito no item 3.6.1. O meio era constituido de
melaco de soja diluido a 50 % (v/v) em agua destilada.

De forma geral, o pH foi mantido a 6,0 e a temperatura a 30 °C, salvo em

experimentos onde estes pardmetros sdo variaveis. As andlises de nimero de células,
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etanol, e carboidratos totais foram realizadas como descritas nos itens 3.12., 3.14. ¢ 3.10.,

respectivamente.

4.3.1. Temperatura étima

A determinac¢io da temperatura 6tima de processo foi realizada em incubadora
rotatéria a diferentes temperaturas. Os resultados sdo apresentados nas Figuras 4.3., 4.4.,

4.5. (Dados dos graficos estdo no Apéndice 4.).
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Figura 4.3. Crescimento de Saccharomyces cerevisiae em fungdo do tempo de cultivo de
melago de soja a diversas temperaturas.
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Figura 4.4. Producdo de etanol em fungdio do tempo de cultivo de Saccharomyces
cerevisiae em melago de soja a diferentes temperaturas
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Figura 4.5. Consumo de carboidratos totais em fungfio do tempo de cultivos de
Saccharomyces cerevisiae em melago de soja a diferentes temperaturas.

Através da observagdo dos grificos pode se concluir que a melhor faixa de
temperatura € entre 30 e 34 °C, dado que concorda perfeitamente com os descritos por
ANCIAES (1991). Na Figura 4.5. observa-se um crescente consumo de substrato com o
aumento da temperatura. Observando-se a Figura 4.4., pode-se notar que nio hi um
crescimento da produgdo de etanol com o incremento da temperatura. Isto ocorre devido
a uma maior produgdio de produtos secundéarios a temperaturas mais altas. Os
cromatogramas das medi¢bes de etanol das temperaturas mais altas apresentam muito

mais picos, que os das temperaturas mais baixas, como pode ser observado na figura 4.6.
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e b

Figura 4.6. Cromatogramas de melaco de soja fermentado a 38 (a) e 30 °C (b). Onde o
pico 4,49 e 5,26 correspondem a etanol e propanol respectivamente.

4.3.2. pH é6timo

O pH foi estudado de duas formas distintas, levando-se em conta as plantas
existentes de etanol industrial: em alguns casos o pH € ajustado inicialmente e a
fermentacdo se desenrola sem controle; a outra situa¢fio seria o monitoramento do pH
com o auxilio de um eletrodo de pH ligado a um controlador que corrige o pH com o

auxilio de bombas de 4cido e base. As duas possibilidades sdo apresentadas a seguir.

4.3.2.1. pH inicial étimo

O teste para a determinagdo do pH inicial 6timo foi realizado em incubadora
rotatdria , com frascos Erlenmeyers contendo melago de soja com pH 4,0, 5,0, 6,0, 7,0.

As Figuras 4.6, 4.7., 4.8. (Dados das Figuras no Apéndice 5) mostram que os resultados
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obtidos estdo de acordo com os relatados por ANCIAES (1991) e MAIORELLA (1985)

para outros substratos.
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Figura 4.7. Crescimento de Saccharomyces cerevisiae em fungio do tempo de cultivo de
melaco de soja a diferentes pHs iniciais
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Figura 4.8. Produgdo de etanol em fungdo do tempo de cultivo de Saccharomyces
cerevisiae em melaco de soja a pHs variaveis.
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Figura 4.9. Concentragio de carboidratos totais em func¢do do tempo de cultivo de
Saccharomyces cerevisiae em melago de soja a diferentes pHs.

Com base nos resultados mostrados nas Figuras 4.6., 4.7. ¢ 4.8. pode concluir-se

que um cultivo de Saccharomyces cerevisiae (C94), sem controle de pH, deve ter um pH

inicial na faixa de pH 5,0 a 6,0.

4.3.2.2. pH constante

O experimento de pH constante foi realizado em biorreator, o meio de melago de
soja era suplementado com 0,1 g/L. de MgSO4 e mantido a temperatura em 30 °C. O pH
era mantido constante com o uso de HCl (IM) e NaOH (1M). Os resultados so

apresentados nas Figuras 4.9. e 4.10. (Dados dos graficos no Apéndice 6.).
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Devido ao fato deste experimento ser considerado de condigdes ideais, os valores
de: rendimento sobre substrato total, rendimento sobre substrato consumido, eficiéncia de
fermentago e produtividade, a pH 6,0 € 5,0 sdo apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Dados cinéticos da fermentagdo de melaco
de soja por Saccharomyces cerevisiae a pH

5 e 6 constantes.
Dado cinético pH 6 pH 5
Rendimento (sobre substrato 29,55 23,92
total, 2.2.) (%)
Rendimento (sobre substrato 55,60 23,92
consumido, 2.3. ) (%)
Eficiéncia de fermentagfo 108,23 73,81
(2.4,) (%)
Produtividade (2.7.) (% 0,1588 0,1292
Carboidratos/ h)

Com base nos dados pode-se afirmar que a fermentagdo de melago do soja a pH
constante da cepa Saccharomyces cerevisiae C94, tem melhores resultados a pH 6,0,
apesar do pH mais usado industrialmente ser na faixa de 4,0 a 5,0. Esta diferenga pode
estar associada a faixa 6tima de crescimento da levedura, ja que esta era armazenada a
pH 6, ficando condicionada a este pH. Outra explicagdio provavel é a precipitagdo da
proteina de soja, pois seu ponto isoelétrico situa-se na faixa de pH 4,0 - 5,0. Apesar do

meio ser agitado vigorosamente as proteinas aglutinam-se ficando menos disponiveis.

4.3.3. Aditivos

Viérios nutrientes além de fonte de Carbono e Nitrogénio devem estar presentes a
fim de suprir as necessidades fisiologicas das leveduras durante o processo de
fermentagdo alcoodlica.

Substancias como fésforo, enxofre, potassio, magnésio, zinco, entre outras,

devem estar presentes, pois participam das rotas metabdlicas dos microrganismos, tendo
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fisiologia bem definida dentro da célula. Sendo assim foram testados sais comumente
usados em fermentagdes alcodlicas como: KH,PO4, NH4Cl, MgSO,4, CaCly, além de
algumas de suas combinac¢des. Também foi testada a adicdo de extrato de levedura como
alternativa de enriquecimento do meio de cultivo.

Os testes foram feitos em incubadora rotatéria com frascos contendo melaco de
soja suplementados com KH,PO4, NH4Cl, MgSO,, CaCl, na quantidade de 1, 1, 0,2, 0,02
g/l, respectivamente (Concentragdes basecadas em quantidades minimas utilizadas em
meios de cultura). Na Tabela 4.4. s@o apresentados os resultados obtidos. Foram medidos
apenas os niveis de etanol e carboidratos totais finais. As quantidades iniciais de
carboidratos totais (13,50 % (p/p)) e etanol (0,05 % (p/p)) que eram iguais nos diferentes

frascos.

Tabela 4.4. Quantidades de etanol e carboidratos totais finais
de cultivos de Saccharomyces cerevisiae em melago de soja
com diferentes aditivagdes.

Aditivo % Etanol (p/p) % Acucares (p/p)
1. KH,PO, 4,96 2,42
2. NH4C1 3,88 3,22
3. MgSO, 5,03 2,41
4. CaCl, 3,60 3,18
5. Sais 1,2,3,4 juntos 3,30 5,18
6. Sais 1 e 2 juntos 2,08 4,39
7. Extrato de levedura 3,75 2,40
8.Melaco puro (controle) 3,69 2,38

Os resultados evidenciam que tanto a suplementagdo de KH,POs, quanto de
MgSO, podem trazer um incremento de produtividade a fermentagcdo de melago de soja
para a produgdio de etanol. Contudo, o custo do MgSO4 € 2 vezes menor que o do
KH,PO4 0 que levou a adotar-se apenas o sal MgSO, como aditivo. A combinagéo de

MgSO, e KH,PO4 ndo apresentou nenhum ganho de produtividade.
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Foram testadas varias concentragdes de MgSO4 a fim de se determinar qual seria

a mais adequada. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5. Cultivos de Saccharomyces cerevisiae em melago de
soja aditivados com MgSO4 em diferentes

concentracoes.
Concentracdo de MgSO,4(g/L) % Etanol (p/p) % agucares (p/p)
2 3,669 3,12
1 3,7297 2,16
0,2 4,059 2,25
0,1 3,890 3,01
0,01 3,900 3,192

Os resultados obtidos mostram que devem ser adicionadas quantidades muito
pequena pois a variagdo de etanol obtido com a suplementagio de 0,01 até 0,2 g/L ndo
foi significativa. A partir de 0,2 g/L nota-se uma crescente inibi¢3o.

O sal MgSO4 € um sal muito usado para compor meios de cultura de baixo custo
(KADAM & NEWMAN, 1997). Os ions Magnésio sdo essenciais na via glicolitica
(WALKER & MAYNARD, 1997), participando como cofator. Este ion aparece
associado a pelo menos 3 enzimas desta via: glicoquinase, fosfofrutoquinase, enolase
(DAVID, 1996). Além disso os ions Magnésio podem conferir resisténcia a etanol
(CIESAROVA; SMOGROVICOVA; DOMENY, 1996) e estimular a absorsdo de

fosfato.

4.4. Microaeracio

A fermentagdo alcodlica necessita de pequenas quantidades de oxigénio, ja que as
leveduras ndo conseguem multiplicar-se mais que 4 ou 5 geragdes sem ao menos 1 ppm
de oxigénio dissolvido. Uma das alternativas para suprir-se pequenas quantidades de

oxigénio ao processo, € a circulagdo de ar entre a superficie do liquido e a cabeca do
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biorreator. Este procedimento apresenta vantagens adicionais pois expulsa o CO, ,
pressurizado no reator. O actimulo de CO, causa aumento de pressdo no espago
compreendido entre a cabega do reator e a superficie do liquido. O aumento de pressdo
faz com que a quantidade de CO, dissolvido no meio aumente gerando a reagdo abaixo.
O rebaixamento do pH causado pelo H,CO; resulta em inibigdo de crescimento celular.
Segundo DEBS-LOUKA et al. (1999) o CO; em conjunto com a pressdo € toxico aos
microrganismos, e este efeito pode ser potencializado pelo aumento de pressio, ou tempo
de exposigdo.

H,0 + CO; «—— H,CO;s

O experimento foi realizado com o reator BTS-27 conectado a uma bomba de ar
com vazio 0,6 L/min que circula ar filtrado na superficie do liquido mantendo as
condi¢Oes de esterilidade. O pH ndo foi controlado e o experimento foi realizado com e
sem ar, os resultados sdo apresentados na Figura 4.11. (dados dos grficos no Apéndice
7.).

Através dos resultados obtidos para a aeragéo superficial de 0,6 L/min, pode-se
notar que houve decréscimo da produgdo de etanol quando comparado a um cultivo
anaerobio. Este resultado ndo invalida a estratégia de microaeragio, que possivelmente
fornega resultados positivos com outros substratos. Este experimento chama a atengio
para a importincia da presenca de oxigénio em concentragdes inadequadas em um

cultivo, mesmo quando adicionado na superficie do liquido.
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Figura 4.12. Comparativo entre cultivos de Saccharomyces cerevisiae em melago de soja
com e sem microaeragio.

Outro aspecto estd associado a sintese 4cidos graxos essenciais e esterois, que sdo
fundamentais para a formagdo de novas células. Estes compostos s6 sio formados na
presenga de Oxigénio. Como o melago de soja ja possui uma quantidade apreciavel de
lipideos, o processo transcorre melhor com total anaerobiose.

Um efeito adicional de perda de etanol deve ser considerado por arraste da

corrente de ar.

4.5. Anadlises de carboidratos

Dos diversos constituintes do melago soja com certeza os carboidratos sfio os
mais importantes na produgdio de etanol por fermentagdo. A soja tem um perfil de
carboidratos bem conhecido e descrito na literatura, ja o melago de soja tem um perfil

ainda desconhecido.
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Durante o processamento da soja, os carboidratos desta sofrem vdrias
transformagGes, que acabam por gerar combinagles e variagdes dos carboidratos
originais da soja. Os carboidratos conjugados com outras moléculas ou carboidratos de
grande peso molecular ndo podem ser convertidos diretamente a etanol. Por este motivo
resolveu-se pesquisar mais sobre os carboidratos do melago de soja, a fim de se saber o
maximo de etanol que poderia ser obtido deste residuo. Os testes usuais de detecgdo e
quantificacdo de carboidratos como os métodos descritos nas se¢cdes 3.10., 3.7.4.
apresentam, diferengas em seus resultados devido a esta combinag¢do incomum de
carboidratos. Além disso, ndo fornecem uma idéia precisa de rendimento ja que sdo testes
de carboidratos totais. O conhecimento do perfil preciso dos carboidratos do melago de
soja possibilita decidir quais a¢des podem ser tomadas para evitar, ou remediar esta
condi¢@o.

O primeiro teste realizado foi a determinagfio qualitativa, pelo método de
cromatografia de camada delgada (CCD) descrito na segdo 3.8. Na Figura 4.12. pode-se
visualizar as amostras de melago de soja diluidas 2, 3, 4, 10 vezes (em agua destilada),

indicadas na Figura como a, b, ¢, d, respectivamente.
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Figura 4.13. Placa de CCD com melag¢o de soja com diferentes concentracdes, onde a, b,
¢, d, sdo as dilui¢cdes de: 2, 3, 4, 10 vezes.

Os padrdes glicose, frutose, sacarose, estaquiose, rafinose, foram eluidos junto as
amostras, identificando os carboidratos presentes. Contido, véarias bandas ndo foram
identificadas, reforcando a idéia da presenca de carboidratos combinados a outras
moléculas. Outra hipotese seria a presenga de carboidratos C;, C4, Cs, Cs, comuns em
vegetais (MEYER, 1968), como:

- Cs: gliceraldeido;

- Cy: eritrose, treose;

- Cs: ribose, arabinose, xilose, lixose;

- Ce¢: alose. altrose, manose, idose, talose, galactose.

A Figura 4.13. apresenta amostras de melaco de soja fermentado, pelas diferentes
cepas do item 4.5., depois de 36 h (tltimo ponto do cultivo apresentado na Figura 4.2.).
Pode ser visualizado nesta Figura que as bandas referentes a sacarose, desaparecem. As
bandas situadas na regido da glicose/frutose, ficam mais fracas. Na regifio das bandas

rafinose/estaquiose. uma das bandas desaparece e outra € preservada.
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Figura 4.14. Placa de CCD com melago de soja fermentado. Onde: a) Kluyveromyces
marxianus, b) Saccharomyces cerevisiae hansen, c) Saccharomyces
cerevisiae, nome comercial Fermol, d) Saccharomyces cerevisiae, nome
comercial Uvaferm, e¢) Saccharomyces cerevisinze, nome comercial
Fleischmann, f) Saccharomyces cerevisiae, nome comercial Saf Instant.

O segundo teste realizado ¢ o de cromatografia liquida, executado pelo Instituto
de Pesquisa Tecnolédgicas de Sao Paulo, seguindo o procedimento geral descrito no item
3.11. Foram testadas 2 amostras, uma de melago bruto da batelada 3 (Tabela 4.1.) e outra
de melago fermentado por 36 h (ponto 36 h do cultivo apresentado na Figura 4.9.).

As quantidades de carboidratos encontrados por cromatografia liquida sfo

apresentadas na Tabela 4.6.

Tabela 4.6. Resultado da analise de carboidratos do melago de soja por cromatografia

liquida
Amostra Glicose Frutose Sacarose =~ Rafinose  Estaquiose
(g/L) (g'L) (€49) €49) (g/L)
Melago Bruto 8.43 8,26 72,12 23,12 84,53
Melago Fermentado 2.04 1.96 10,02 50,02 5,30

Com base nestes resultados pode-se afirmar que a levedura Saccharomyces
cerevisiae (Scfe) tem capacidade de fermentar os agucares: glicose, frutose, sacarose.

Além disso tem a capacidade de retirar a galactose mais externa da molécula de
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estaquiose, transformando-a em rafinose que é demonstrado claramente pela Tabela 4.6.
(pelo aumento da quantidade de rafinose).

O carboidrato residual presente ao longo das fermentagdes para a produgéo de
etanol, na sua maioria, € constituido por rafinose e, possivelmente carboidratos
combinados a outras moléculas, além de carboidratos C;, Cs, Cs, Cs ( que ndo sdo
fermentessiveis), gerados durante o processamento da soja. A etapa mais critica do
processo € sem duvida a concentragdo do melago de soja, onde este € exposto a
temperaturas altas.

Este problema pode ser contornado realizando-se uma concentracdo do melago de
soja em condi¢Ges mais brandas. Outra solugéo seria utilizar-se culturas puras, ou mistas,
que degradem rafinose. A rafinose é um carboidrato muito freqiliente na natureza, por
este motivo j& existem cepas recombinantes que consomem este agucar

(MONIRUZZAMAN, 1997).

4.6. Melacos modificados

Como ja foi demonstrado o melago de soja tem em sua composi¢do varios tipos
de carboidratos, e parte destes ndo sdo fermentados pelas leveduras. Tendo em vista este
problema, resolveu-se tentar hidrolisar os carboidratos do melaco de soja a fim de se
obter uma maior conversdo. Uma das maneiras vidveis industrialmente de se hidrolisar
carboidratos € a hidrélise acida.

O procedimento que se mostrou mais adequado foi:

a) Reduzir o pH do melago de soja a 3,0, usando HCl ou H,SO,; (Synth /
Brasil);

b) Colocar o melago de soja em reator autoclave a 121 °C por 15 min;
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¢) Esfriar, ajustar o pH na faixa de 5,0 —6,0.

A eficiéncia deste tratamento pode ser demonstrada pela quantidade de agucares
redutores. Foram preparadas 2 amostras, uma de melago puro € uma segunda de melago
hidrolisado seguindo o procedimento descrito anteriormente, medindo-se quantidade de
agucares totais € quantidade de agucares redutores pelos métodos 3.10. e 3.9,
respectivamente. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.7.

Tabela 4.7. Quantidade de carboidratos totais e aglicares redutores presentes em melago de
soja bruto e hidrolisado

Amostra Carboidratos totais (% p/p)  Agucares redutores (g/L)
Melago Bruto 9,87 1,97
Melago hidrolisado 9,62 47,22

Com base na Tabela 4.7. pode-se afirmar que o tratamento aplicado ao melago de
soja disponibilizou uma grande quantidade de agucares redutores. O melago hidrolizado
quando deixado em repouso apresenta 2 fases, separaveis por centrifugagdo. A porgdo
solida corresponde em cerca de 10 % (p/p) do total. A composi¢cdo centesimal das 2
fases, e do melago de soja antes da hidrélise € apresentada na Tabela 4.8.

Tabela 4.8. Composicdo centesimal do melagco de soja puro e das fases do
melago de soja hidrolisado.

Tipo de analise Melago puro Precipitado Sobrenadante
Solidos totais % (p/p) 31,3 41,0 18,9

Cinzas % (p/p) 4,2 3,6 7,5

Proteina total % (p/p) 3,3 5.4 3.3

Lipidios % (p/p) 4,0 2,1 0,1

Fibra bruta % (p/p) 4,0 0,1 0,0
Carboidratos por diferenca 19,8 29,7 8.0

% (p/p)

Com base nestes resultados pode se afirmar que 70,80 % dos carboidratos, 91,93
% das cinzas, 84,62 % das proteinas, 30 % da matéria graxa ficam na fragdo

sobrenadante. E importante ressaltar que no sobrenadante nio foram detectadas fibra.
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Estes valores sdo baseados em termos de massa, e foram obtidos levando-se em conta a
densidade e proporgéo entre as 3 fragdes.

O sobrenadante separado por centrifugagdo teve seu pH ajustado a 5,5 e foi
fermentado a pH constante igual a 5,5, os resultados sfio apresentados na Figura 4.14.

(dados do grafico estdo no Apéndice 8.)
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Figura 4.15. Fermentagdo do sobrenadante do melago hidrolizado

A fermentaggio do melago hidrolisado apresentou uma fase lag longa, além de néo
ter tido uma boa produtividade. O provavel motivo deste resultado negativo se deve a
formacio de sais, gerada durante o processo de acidificagio e posterior correcio do pH
(alcalinizagdo). Como o melago de soja apresenta caracteristicas tamponantes grandes
quantidades de acido e base foram necessarias para a execugio deste procedimento.

Uma das causas possiveis da complexacdo dos agucares da soja € a concentragdo
inadequada do melaco de soja na fase de recuperagéo do etanol, no processo de obtengdo

de concentrados protéicos. Sendo assim, uma amostra de melago de soja com
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concentragio na faixa de 19 % de solidos totais foi fermentada a fim de se verificar a
validade desta hipotese.

A fermentacdo foi realizada em incubadora e os resultados sdo apresentados na
Tabela 4.9. Os meios testados foram melagco de soja da batelada 3 diluido até a
concentragéo de 8 % (p/p) de carboidratos totais (usado como controle), e melago de soja
da batelada 4 obtido com 8 % (p/p) de carboidratos totais.

Tabela 4.9. Tabela comparativa entre melagos obtidos com diferentes niveis de
concentragdo, fermentados por Saccharomyces cerevisiae.

Amostra Etanol (% p/p) Carboidratos totais consumidos (% p/p)
Controle 3,12 4,40
Melago puro (batelada 4) 3,89 6,41

Através da observagdo dos resultados da Tabela 4.9., pode-se observar que a
quantidade de etanol produzida e a quantidade de carboidratos consumidos € afetada pelo
seu nivel de concentragdo. Isto sugere que a exposi¢do a elevadas temperaturas durante a
concentracdo influi na composi¢o dos carboidratos do melago de soja. O uso do melago
exposto a altas temperaturas resulta em uma menor produtividade de etanol, menor
consumo de carboidratos, reflexo das reagfes ocorridas. Como ja foi citado no item
2.2.2.1., a excessiva exposi¢cdo de agucares ao calor gera a desidratagdo e redugdo da
frutose a 1,3 frutopiranose, € a combinagdo da glicose ¢ aminoacidos resultando em
caramelos escuros (MAIORELLA, 1985), que nio sdo fermentessiveis. Uma solugdo

para este problema seria a concentrac@o a vacuo.

4.7. Misturas cana-melaco
A maioria das empresas produtoras de etanol no Brasil utilizam como substrato o
caldo de cana-de-acticar, embora esta matéria-prima ndo esteja disponivel durante 3

meses por ano. Além disso, esta matéria-prima € regulada em termos de custo pelo
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mercado de agucar refinado, um produto de valor agregado geralmente maior do que o
etanol. Seria extremamente vantajoso para as empresas produtoras de etanol terem ao seu
dispor uma fonte de agticar o ano inteiro, como € o caso do melago de soja. O melago
pode ser utilizado em conjunto (misturado) com o caldo de cana, e, em periodos onde néo
haja produg&o de cana-de-agticar, poderia ser fermentado sozinho.

Uma vantagem adicional para o uso do melago de soja para a produgéo de etanol,
consiste no fato da soja apresentar proteinas de alto peso molecular, nio contendo
quantidades aprecidveis de aminoacidos livres. Este fato € particularmente importante
pois segundo NETO & YOKOYA ( 1997) o principal contaminante de fermenta¢des
alcodlicas € o Lactobacillus fermentus, que cresce na presenga de leucina, isoleucina e
valina, aminoacidos particularmente raros na soja. Logo, este ¢ um importante fator para
inibi¢do deste contaminante.

Devido aos motivos citados anteriormente, resolveu-se testar o efeito da mistura
do caldo-de-cana ao melago de soja. Nesta parte do trabalho estudou-se o efeito da
adi¢cdo, em variadas proporgdes, do melago de soja, em plantas que processam caldo de
cana por processo fermentativo para obtencéio de etanol. Para tanto, utilizou-se no
melaco de soja todos os pardmetros de processo utilizados na cana, que s@o: temperatura
ambiente, sem controle de pH.

Em uma primeira etapa, realizaram-se simulagdes do processamento da mistura
melago de soja com caldo de cana nas propor¢des 0-100%, a fim de determinar qual a
faixa mais viavel de mistura. Para isto, utilizou-se cultivo em incubadora rotatéria
contendo frascos com misturas na proporgio 0, 10, 20, 30, 40, 50, 70, 80, 90, 100 % de
acucares de cana em relagdo a soja (p/p), segundo técnica descrita no item 3.6.2. Os

experimentos foram realizados em duplicata e o nimero de células ndo foi avaliado,
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apenas quantificaram-se agtlicares totais (pelo método descrito no item 3.10.) e etanol
(pelo método descrito no item 3.14.). A quantidade inicial de agucar total foi sempre em
torno de 10 % (p/p) que sdo as condi¢Ses da indistria, porém com proporg¢des varidveis
entre as fontes de agucar (soja ou cana).

A soluggo de melago de soja foi diluida com agua destilada até a concentragédo de
10 % (p/p) e o mesmo procedimento foi realizado para o caldo de cana. Feito isso, foram
misturados os dois substratos na propor¢do de 0-100 %. A notagédo utilizada ao longo do
trabalho foi em relagdo a cana, ou seja uma amostra rotulada como 10 % contém 10 %
de agucares da cana ¢ 90 % de agticares da soja, uma amostra rotulada como 90 %
contém 90% de agtcares de cana e 10 % de agucares da soja e assim sucessivamente.

O melago utilizado era proveniente da batelada 5 (Tabela 4), e o caldo de cana
apresentava cerca de 17 % de carboidratos totais (antes da diluigdo a 10 %).

Na Figura 4.15. e na Figura 4.16. (dados dos graficos Apéndice 9.) podem-se
visualizar os resultados obtidos em incubadora rotatoria das misturas soja € cana. Os
resultados aqui apresentados servem para apontar qual € a propor¢do otima da relagdo
soja-cana. Isto ocorre devido a diferenca entre a cinética da incubadora agitada e do
biorreator.

Observando-se a Figura 4.15. pode-se visualizar que as concentragdo 50, 70, 80,
90 % apresentaram uma maior produgdo de etanol que a cana pura (100 %), sendo que a
concentragdo Otima situa-se na faixa dos 70 %. Entretanto, observando-se a Figura 4.16.,
pode-se notar que a concentraggo inicial de carboidratos totais ¢ diferente ao longo dos
experimentos, pois a quantidade de carboidratos, como ji foi citado anteriormente, é
dificil de ser determinada no melago de soja. Desta forma, foi necessario calcular o

rendimento em termos de substrato consumido de cada curva.
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O rendimento pode ser calculado pela razio entre quantidade de etanol e agticares
totais. Os resultados obtidos para as concentra¢des de 0, 10, 20 , 30, 40, 50, 70, 80, 90,
100 % (considerando que a fermentagdo termina em 8 horas), foram: 0,1118, 0,1191,
0,1435, 0,1870, 0,2360, 0,3463, 0,5771, 0,4255, 0,3485, 0,2486 (g carboidratos totais
consumidos/% etanol gerado p/p), respectivamente. Estes dados confirmam os resultados

visualizados nos graficos.
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Figura 4.16. Quantidade de etanol gerado pela fermentacio em incubadora rotatoria de
misturas de melago de soja e caldo de cana.
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Carboidratos totais % (p/p
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Figura 4.17. Quantidade de agucares consumidos durante a fermentagio em incubadora
rotatéria de misturas de melaco de soja e caldo de cana.

Apos determinar que a faixa de 50-90 % de mistura € mais produdiva, detalhou-se
esta faixa com simulag¢Ges realizadas em biorreator de bancada seguindo procedimento
descrito no item 3.6.3. A analise dos dados foi feita nas mesmas bases da primeira etapa,
ou seja monitorando-se consumo de substrato e producdo de etanol, seguindo os métodos
descritos nos itens 3.10 e 3.14, respectivamente. A quantidade de células foi determinada
pelo método de contagem em gota descrito no item 3.12., mas ndio houve crescimento
significativo das células. O crescimento variou entre 1,13x10° e 6,33x10° C&/mL.

Observando-se as Figuras 4.17. e 4.18. (os dados dos graficos sdo apresentados no

Apéndice 9.) pode-se concluir que a melhor composi¢io soja-cana € a proporgdo de 80
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%, ou seja 20 % de agtcares da soja para 80 % de agtcares da cana. Entretanto, a adigio
de até 50 % de melago de soja pode ser benéfico na fermentagdo de caldo de cana para

producdo de etanol.
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Figura 4.18. Quantidade de etanol produzido durante a fermenta¢éio em biorreator de
misturas de melaco de soja e caldo de cana.
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Figura 4.19. Quantidade de acticares consumidos durante a fermentagdo em biorreator de
misturas de melago de soja e caldo de cana.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se afirmar que o caldo de
cana quando misturado ao melago de soja (em proporgdes adequadas) resulta em ganho
de produtividade, quando comparado a estes substratos separadamente. A faixa de
mistura de 10 a 50 % de carboidratos do melago de soja com carboidratos provenientes
da cana-de-agucar apresenta uma maior produtividade de etanol que a fermentacdo de
caldo de cana puro. A propor¢do de maior produtividade foi encontrada na faixa de 20-
30 % apresentando um ganho produtividade da ordem de 33,45-37,19 %, quando utiliza-

se caldo-de-cana bruto, sem aditivi¢do.
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Os ganhos obtidos em misturas de melago de soja com caldo de cana sdo
resultantes da fracdo proteica e lipidica da soja. Segundo DUARTE et al. (1996; 1997)
6leo de soja quando adicionado a meios de cultura em concentragdes adequadas pode
aumentar a viabilidade celular. Isto ocorre pois a levedura nio tem capacidade de
sintetizar 4cidos graxos e esterois em anaerobiose. Esta tarefa necessita do ciclo do acido
citrico sob aerobiose. Os 4cidos graxos e esterois sfo estratégicamente importantes para
a formacdo de novas células de leveduras e consequentemente para a produgio de etanol.
Segundo BANAT et al. (1998) o mecanismo de tolerdncia ao etanol ainda nio € bem
compreendido, embora se saiba que a presenga de lipidios confere a célula resisténcia ao
etanol. O 6leo de soja ainda tem agdo antiespumante.

Além disso, a soja € rica em potassio (1,29-2,17 %) e fosforo (0,419-0,822 %). O
fosforo na forma de PO, tem fungfio fundamental como j4 foi citado no item 2.2.4.8.3.

E importante ressaltar que os resultados aqui apresentados foram ‘obtidos sem
nenhum tipo de aditivagdo. Além disso, esses resultados foram obtidos com melago
concentrado a 33,45 % de s6lidos. Melagos menos concentrados podem apresentar efeito
muito superior (devido a menor quantidade de polimeros € outros produtos indesejaveis
resultantes do tratamento térmico para a concentra¢io).

Os resultados obtidos por estes experimentos, simularam as condi¢des industriais
de obtencdo de etanol por fermentacdo de cana-de-agucar, que ndo s3o as ideais. Mesmo
assim, estes resultados nos permitem concluir que a utilizagio do melago de soja, nas
propor¢des de até 30% (p/p) ao caldo-de-cana representa uma vantagem industrial e

comercial na produgdo de etanol.
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5. Conclusdes

Os dados apresentados sugerem que o melago de soja é um residuo complexo no
que diz respeito a composi¢do de seus carboidratos, que representam cerca de 40,47 %
(p/p, média de 5 bateladas em base seca) do melago de soja. As analises de cromatografia
liquida apontam que o melago concentrado a cerca de 50 % (p/p) apresenta 8,43 g/L de
glicose, 8,26 g/L de frutose, 77,12 g/L de sacarose, 23,12 g/LL de rafinose e 84,53 g/L
estaquiose. Entretanto, ha a possibilidade das quantidades de glicose, frutose e sacarose
serem maior no melago fresco, ja que o melago analisado foi estocado por um longo
periodo de tempo sob refrigeragdo. Através dos testes de cromatografia de camada
delgada pode-se concluir que além dos carboidratos ja citados, o melago apresenta
possivelmente outros carboidratos de menor peso molecular, € ou carboidratos ligados a
outras moléculas, formados durante a concentragfio do melago de soja.

A fragdio proteica do melago de soja € de cerca de 10,44 % (p/p, média de 5
bateladas em base seca). A presenca de proteinas no melaco de soja € extremamente
positivo pois este € justamente um componente pobre em outras fontes utilizadas para a
producdo de etanol.

A fragdo lipidica do melago de soja também € um fator altamente positivo € uma
diferenca importante entre o melago de soja e os outros substratos utilizados na produgéo
de etanol. Os lipidios s@o fundamentais na formag&o de novas células, além de colaborar
para o aumento de resisténcia ao etanol. O Oleo de soja ainda apresenta acgdo
antiespumante.

A frag¢do inorginica do melago de soja € de cerca de 9,37 % (p/p, média de 5
bateladas em base seca). O Fosforo e o Potassio sdo elementos presentes em abundédncia

na soja, e sua presenca no melago de soja é benéfica a fermentagéo alcodlica.
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As condigdes Otimas de processo foram analisadas encontrando-se melhores
resultados quando mantida a temperatura na faixa entre 30 ¢ 34 °C e o pH a 6,0, com a
levedura Saccharomyces cerevisiae ( nome comercial Fermol).

A aditivag@o que se mostrou mais adequada foia de MgSO;a 0,1 g/L, levando-se
em conta fatores econdmicos e cinéticos.

O controle da quantidade de oxigénio € importante pois mesmo pequenas tensdes
deste podem reduzir a produtividade de etanol. A estratégia de microaeragdo ndo é
necessdria, ja que o melago de soja apresenta uma quantidade apreciavel de lipidios.

O processo de hidrdlise 4cida do melago disponibiliza uma grande quantidade de
agucares redutores, mas o substrato hidrolizado néo apresenta converséo maior que a do
melaco de soja aditivado com MgSO,. Este efeito é possivelmente causado pela
formac&o de sais resultantes do processo de acidificacdo e alcalinizagdo. Cerca de 70,8 %
“dos carboidratos, 91,93 % das cinzas, 84,6 % das proteinas e 30 % da matéria graxa (%
expresso em p/p) ficam no sobrenadante, conservando boa parte das caracteristicas
originais do melago de soja néo hidrolisado.

A concentragdo do melago de soja a baixas temperaturas apresentou-se como uma
estratégia eficaz para preservar a qualidade dos carboidratos encontrados no melago de
soja de eventuais degradagdes.

O melago de soja apresenta um rendimento de 55,60 %, mantidos constantes o
pH a 6,0 e a temperatura a 30 °C com a levedura Saccharomyces cerevisiae (nome
comercial Fermol). Os aglcares consumidos foram glicose, frutose, sacarose ¢ a
galactose mais externa da estaquiose. A rafinose ndo foi consumida.

Foi testada a mistura de melago de soja com caldo de cana quando na proporgéo

de 10 a 50 % de carboidratos do melago de soja com carboidratos da cana, ¢ pode-se
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observar melhores resultados que estes substratos fermentados separadamente. A methor
conversdo observada foi na faixa de 70 % de cana em melago de soja, com uma
produtividade 57,71 % com o uso da Saccharomyces cerevisiae (nome comercial
Fleischmann) nas condi¢Ges normalmente usadas nas plantas produtoras de etanol.
Contudo € importante ressaltar que os niveis de produtividade citados sio semelhante ao

do caldo de cana aditivado, Logo o melaco de soja atua como um aditivo.
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6. Perspectivas

Como perspectivas de continuidade deste trabalho, podemos apontar a busca de
estratégias para o total aproveitamento dos carboidratos do melago de soja, em especial a
rafinose que foi o principal carboidrato residual detectado. A rafinose pode ser
desdobrada em sacarose e galactose, com o uso de enzimas comerciais, sendo os dois
acucares resultantes fermentessiveis. Outra solu¢éo para este problema seria a cultura
mista de Saccharomyces cerevisiae (nome comercial Fermol) com uma cepa que
consumisse rafinose.

Outro aspecto a ser explorado futuramente, seria o estudo de condi¢cGes adequadas
para a concentracio do melago de soja, evitando a formagdo de carboidratos combinados
a outras moléculas.

Segundo SANTANA (1996) a vinhaga de cana (residuo gerado apds a destilagéo
do mosto fermentado para recuperagdo de etanol), é usada com sucesso como adubo
mineral. O estudo da validade do uso da vinhaca de soja como adubagdo mineral é um
importante aspecto que pode ser abordado. Outro estudo possivel € a degradagcdo da

vinhaga em plantas de tratamento de efluentes industriais.
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Apéndices

Apéndice 1
Determinacgo de lipidios pelo método do extrato etéreo.

a) Pesar aproximadamente 2,5 g de amostra em um Becker de 250 mL (P1);

b) Em capela adiciona-se 30 mL de acido cloridrico (Merck / Brasil), € 20 mL de
agua destilada;

¢) Cobrir com um vidro de relogio;

d) Colocar na chapa aquecedora (Quimis / Brasil), depois de ferver, deixar 15

e) Esperar esfriar;

f) Aquecer aproximadamente 1 L de 4gua destilada;

g) Filtrar o contetido do Becker em papel filtro n° 40 (whatman / Inglaterra), usar
funil liso sem haste com papel pregueado. Lavar o papel filtro com 4gua quente, até o pH
4,5-5,0;

h) Passar algoddo com éter de petrdleo (Synth / Brasil) para limpar a vidraria,
guardar os algoddes dentro do papel filtro;

i) Levar todo o conjunto para a estufa (De Leo / Brasil) a 50 °C, por 8 horas;

J) Colocar o filtro dentro do cartucho de SOXHLET, limpar a vidraria com
algoddo e éter de petréleo (Synth / Brasil), colocar dentro do cartucho;

1) Pesar um baldo com 5 pedras de ebuligdo (P2);

m) Colocar no extrator d¢ SOXHLET (Fame / Brasil) por 6 horas;

n) Recuperar o éter;

0) Colocar o baldo na estufa (De Leo / Brasil) a 105 °C, por 1 hora;
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p) Colocar o baldo no dessecador por 30 min;

q) Pesar o baldo;

1) Repetir o passo 0,p,q até que a variagdo nfio seja mais significativa (P3);

s) Calcular a quantidade de gordura por diferenca de peso, pela Equagio 6.1.:

Lipidios= ( P3 - P2)/P1 * 100 (A.1.)

Determinaciio de proteina total pelo método de Kihedal.

a) Pesar 2 mL de amostra (P1);
b) Adicionar & amostra, 2,5 g de sulfato de sddio (Reagen / Brasil), e 12-14 mL
solugdo sulfocuprica;
b.1) Solugdo sulfoctiprica: Colocar em 1 L de 4cido sulfirico (Synth /
Brasil), 2 g de selenito de s6dio (EEL / Brasil). Pesar 19,5 g de sulfato de cobre (Reagen /
Brasil), e adicionar H,O até 30 mL. Colocar a segunda solugdo na primeira, usando
quatro aliquotas de 5 mL. Deixar 48 em repouso;
c¢) Ligar (30 mim antes) o digestor de proteina (Tekator / Suécia), digerir por 1
horas;
d) Desligar o digestor, exceto a d4gua, que s6 deve ser desligada 15-20 min depois;
¢) Em um erlenmyer colocar 12-14 mL de solugdio aquosa de 4cido bdrico 4 %
(p/p) (preparado a partir de reagentes da Merck / Brasil), e 5 gotas de indicador Tashiro,
completar até 50 mL com agua;
e.1) Indicador Tachiro: adicionar 0,1250 g de vermelho de metila (Merck
/ Alemanha), 0,0825 g azul de metileno (Merck / Alemanha), diluir até 100 mL em Baldo
volumétrico com etanol absoluto (Synth / Brasil);

f) Na amostra colocar 3 gotas de indicador Tashiro;
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g) Passar a amostra para um baldo de Kjhedal, lavando 3 vezes cada amostra;

h) Adicionar aproximadamante 70 mL de solug@io aquosa de NaOH 35 % (p/p)
(preparado a partir de reagentes da Synth / Brasil) (ocorre mudanca de cor);

i) Faz-se a destilagéio, borbulhando o vapor da amostra no erlenmyer até a marca
de 125 mL. Abaixar o erlenmyer e deixar pingar o destilado até a marca de 150 mL;

j) Titular com solugdo aquosa de 4cido sulfuirico (preparado a partir de reagentes
da Synth / Brasil) 0,1 N, obtendo-se V1;

k) Determinar a quantidades de proteina pela equagéo 6.2.:

Proteinag 5= V1 * (Fator de corregio acido sulfarico 1N) * 6,25 / Pl

(A2)

Determinacfio de sélidos totais pelo método gravimétrico.

a) Pesar uma capsula de porcelana, com sulfato de sodio (Synth, Brasil), secar por
3 horas em estufa a 70 °C (De Leo / Brasil) (P1);

b) Adicionar a amostra na capsula e pesar (P2);

c¢) Colocar em uma estufa a vacuo (Fanem / Brasil) por 3 horas;

d) Colocar a amostra em uma dessecador por 30 min;

e) Pesar;

f) Colocar 1 hora na estufa a vacuo;

g) Repetir o passo d,e ;

h) Seguir o passo fd,e até que ndio se verifique mudanca significativa do peso
(P3);

h) Calcular a quantidade de s6lidos por diferenca de peso pela equagio 6.3.:

Sélidos_totais = ( P3 -P1)/(P2-P1) * 100 (A.3.)
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Carboidratos totais pelo método do reagente de Fehling.

a) Pesar aproximadamente 2 g da amostra (P1);

b) Adicionar 200 mL de 4gua destilada;

¢) Adicionar 10 mL de 4cido cloridrico concentrado (Synth / Brasil);

d) Colocar em autoclave (mod. AV 75, Phoenix / Brasil) a 120 °C, por 30
minutos;

e) Esfriar, e transferir para um baldo volumétrico de 500 mL, lavando o erlenmyer
onde foi feita a hidrélise;

f) Neutralizar com solugdo aquosa de hidréxido de sédio 40 % (p/p) (preparado a
partir de reagentes da Synth / Brasil), usando papel universal como indicador (Reagen /
Brasil);

g) Adicionar 5 mL de solugido aquosa de ferrocianeto de potassio a 15 % (p/p)
(preparado a partir de reagentes da Vetec / Brasil) e 5 mL de solugdo aquosa sulfato ou
acetato de zinco a 30 % (p/p) (preparado a partir de reagentes da Synth / Brasil);

h) Completar o volume até 500 mi, usando agua destilada;

i) Deixar decantar;

j) Filtrar com papel pregueado;

k) Colocar em uma bureta o filtrado;

1) Colocar em um baldo 5 mL de Fehling A, 5 mL de Fehling B, 40 mL de agua
destilada e cinco pérolas de vidro;

1.1) Fehling A: Dissolver 34,639 g de sulfato de cobre (CuSO4;5H;0 /
Reagen / Brasil) em agua, e diluir a 1000 mL em baldo volumétrico. Titular com agucar

invertido (T1)
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1.2) Fehling B: Dissolver 173 g de tartarato duplo de sddio e potassio
(Vetec / Brasil), € 125 g de hidréxido de sédio (Synth / Brasil) em 4gua destilada, e
diluir a 1000 mL. Titular com agtcar invertido (T1);

m) Aquecer o baldo, quando atingir a fervura deve-se iniciar a titulagio;

n) Ao atingir o primeiro ponto de virada, adicionar solugcdo aquosa de azul de
metileno a 1 % (p/p) (preparado a partir de reagentes da Merck / Brasil), e continuar a
titular até ficar vermelho tijolo. Pode-se confirmar o ponto final adicionando-se méis 1
gota de solugéo de azul de metileno.( Merck / Brasil) (V1);

0) A quantidade de carboidratos totais é dada pela equagio 6.4.:

Carboidratos_totais= 500 * 100* (T1)/2 (A.4)
V1*Pl

Determinacdo de fibras por hidrélise quimica.

a) Pesa-se aproximadamente 2 g de amostra dessecada (P1);

b) Fazer a extragdo de gordura no SOXHLET;

¢) Deixar secar para evaporar o éter (Synth / Brasil);

d) Transferir 1 g desta amostra para um baldo volumétrico de 500 mL, de fundo
chato, com o auxilio de um 200 mL de solu¢fo aquosa de acido sulfirico 1,25
% (v/v) (preparado a partir de reagentes da Synth / Brasil);

e) Preparar antecipadamente um cadinho de Gooch com amianto purificado, ja
aquecido em forno mufla (Temco 1500 / Thermo Eletronic MPG. Co. / USA)
a 550 °C;

f) Ferver o baldo sob refluxo, durante 30 minutos.



122

g) Filtrar imediatamente com o liquido ainda quente sobre o papel filtro.Manter
o papel sempre cheio de liquido, e se a filtragdo estiver muito lenta, usar um
segundo papel filtro;

h) Lavar o frasco com 4gua destilada, uma vez s6, tentar fazer descer para o
filtro os residuos por acaso existentes;

1) Recuperar o material sélido, transferir o restante para 0 mesmo baldo de 500
mL juntamente com solugfo aquosa de hidréxido de sodio 1,25 % (p/p) (a
partir de reagentes Synth / Brasil). Acrescentar ao baldo pérolas de ebuli¢do, 2
gotas de alcool amilico (Merck / Alemanha) e ferver por 30 minutos sob
refruxo.

j) Filtrar no cadinho de Gooch, previamente preparado.

k) Lavar trés vezes com éter para eliminar a gordura residual.

1) Secar em estufa a 105 °C, por duas horas

m) esfriar em dessecador e pesar (P2).

n) Calcinar a 500 °C, esfriar e pesar (P3).

0) A quantidade de fibras ¢ dado pela equagfo 6.5.:

Fibras = ( (P2 - P3)/P1) * 100 (A.5.)

Cinzas pelo método gravimétrico.

a) Aquecer um cadinho de porcelana em mufla a 550°C;

b) esfriar em dessecador com silica ou cloreto de calcio anidro, por 30 min;
¢) Pesar o cadinho (P1);

d) Pesar aproximadamente 2 g da amostra (P2);

€) Evaporar a amostra em chapa aquecedora até a secagem;
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Carbonizar em bico de Bunsen;

Incinerar em forno mufla a 550°C, 5 horas (as cinzas deverdo ficar brancas);
Resfriar em dessecador por 30 min;

Pesar as cinzas (peso P3);

Calcular a quantidade de cinzas pela equacio 6.6.:

cinzas = (P3 —P1) * 100/ P2 (A.6.)
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Apéndice 2.

Resultados brutos das anilises centesimais das bateladas de melago de soja.

a) Primeira batelada

Lipidios

1. Tara Becker [g] 172,9191 172,4783

2. Becker + amostra [g] 175,4191 174,9784

3. Tara baldo [g] 92,7950 104,5129

4. Baldo + lipidios [g] 92,9883  104,7265

5. Lipidios (“47-"3™) [g] 0,1933 0,2136

6. Amostra (“27-"1”) [g] 2,5000 2,5001

7. lipidios (“5/°6) 0,0773 0,0854

8. Média % (“7.17+77.2”)*100 [% p/p] 8,14

Proteina

1. Peso da amostra [g] 2 2

2. Volume titulado [ml] 7,85 7,60

3. Fator do 4cido 0,1948 10,1948

4.Proteina (“27*”37/’17)*6,25 4,78 4,63

5. Média % (“4.17+74.2”)/2 [% p/p, 6,25] 4,71

Soélidos totais

1. Capsula + sulfato [g] 71,4360 49,5405

2. Capsula + sulfato + amostra [g] 81,4715 59,5751

3. Ultima pesagem [g] 76,2650 54,3585

4. Peso da amostra (“2”-"1”) [g] 10,0355 10,0346

5. Peso da massa seca (“37-"1”) [g] 4,8290 4,8180

6. S6lidos totais (“57/°4™) 0,4812 0,4801

7. Média % (6.17+76.2”)/2*100 [% p/p] 48,07

8. Agua % (100-"7”) [% p/p] 51,93

Carboidratos totais

1. Becker [g] 28,2109 31,4926
2. Becker + amostra [g] 30,2444 33,4906
3. Volume titulado [ml] (primeira titulag&o) 36,5 37,0
4. Volume titulado [ml] (segunda titulaciio) 36,8 38,0
5. Peso da amostra (“2”-"1”) [g] 2,0335 1,9980
6. Volume titulado médio (“3”+°4”)/2 [ml] 36,7 37,5

7. Titulo da sol. De Fehling [g/10 ml] 0,0535 0,0535
8. Carboidratos totais 500*100*”77/(2*57*6”) [% p/p] 17,92 17,85
9. Carboidratos totais %, média (“8.17+8.2”)/2 [% p/p] 17,89
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Cinzas

1. Peso do cadinho [g] 8,8521 8,1288

2. Peso amostra + cadinho [g] 9,8632 9,1519

3. Peso das cinzas [g] 8,8987 8,1759

4. Cinzas % (“37-“1")/("2"-“1")*100 [%p/p] 4.61 4,60

4. Cinzas %, média (“4.17+74.2")/2 [Y% p/p]  4.61

b) Segunda batelada

Lipidios

1. Tara Becker [g] 172,9255 172,6056

2. Becker + amostra [g] 174,9495 174,7094

3. Tara baldo [g] 111,6158 86,0239

4. Baldo + lipidios [g] 111,7329 86,1401

5. Lipidios (“4”-"3”) [g] 0,1170 0,1162

6. Amostra (“27-"1”) [g] 2,0240 2,1038

7. Lipidios % (“57/76™) 0,0578 0,0552

8. Média % (“7.17+77.2”)*100 [% p/p] 5,65

Proteina

1. Volume da amostra [ml] 2 2

2. Massa especifica da amostra [g/ml] 1,217 1,217

3. Peso da amostra (“17*”2”) [g] 2,434 2,434

4. Volume titulado [ml] 8,63 8,88

5. Fator do acido 0,1948 0,1948

6. Proteina (“47°*”5/737)*6,25 4,32 4,44

7. Média % (“6.1°+76.2™)/2 [% p/p, 6,25] 4,38

Soélidos totais

1. Capsula + sulfato [g] 78,5522 79,3789

2. Capsula + sulfato + amostra [g] 88,6000 89,4724

3. Ultima pesagem [g] 83,4695 84,2500

4. Peso da amostra (“27-"1”) [g] 10,0478 10,0935

5. Peso da massa seca (“37- 1”)[g] 4,9173 4,8711

6. Solidos totais (“57/7°4”) 0,4894 0,4826

7. Média % “6.17+76.2”)/2*100 [% p/p] 48,60

8. Agua % (100-"7") [% p/p] 51,40

Carboidratos totais

1. Becker [g] 97,1032 89,6790
2. Becker + amostra [g] 99,2545 92,0134
3. Volume titulado [ml] 30,5 28

4. Peso da amostra (“2”-"1”) [g] 2,1513 2,334
5. Titulo da sol. De Fehling  [g/10 ml] 0,0535 0,0535
6. Carboidratos totais % 500*100%”5”/(2*37*4”) [% p/p] 20,38 20,47
7. Carboidratos totais %, média (“6.17+76.2”)/2 [% p/p] 20,43
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Cinzas

1. Peso do cadinho [g] 8,2158 8,3315

2. Peso amostra + cadinho [g] 9,2180 9,4338

3. Peso das cinzas [g] 8,2600 8,3808

4. Cinzas % (“3” — “17)/("2” -“1”) * 100 [% p/p] 4,41 447

4. Cinzas %, média (“4.17+74.2”)/2 [% p/p] 4,44

c¢) Terceira batelada

Lipidios

1. Tara Becker [g] 172,5987 172,9168

2. Becker + amostra [g] 175,2185  175,5012

3. Tara baldo {g] 105,5614 97,9196

4. Baldo + lipidios [g] 105,6526 97,9935

5. Lipidios (“4”-"3”) [g] 0,0912 0,0739

6. Amostra (“2”-"1”) [g] 2,6198 2,5844

7. Lipidios (“5”/76™) 0,0348 0,0286

8. Média % (“7.17+77.2”)*100 [% p/p] 3,17

Proteina

1. Peso da amostra [g] 1,0086 11,0078

2. Volume titulado [ml] 4,16 4,12

3. Fator do 4cido - 0,2075 0,2075

4. Proteina % (*27*3”/*17)*6,25 5,35 5,30

5. Média % (“6.17+76.2)/2 [% p/p, 6,25] 5,33

Sélidos totais

1. Capsula + sulfato [g] 81,6741 79,8419

2. Capsula + sulfato + amostra [g] 91,7206 89,8541

3. Ultima pesagem [g] 86,7633 85,0111

4. Peso da amostra (“27-"1”) [g] 10,0465 10,0122

5. Peso da massa seca (“3”-17)[g] 5,0892 5,1612

6. Solidos totais (“57/74”) 0,5065 0,5163

7. Média % “6.17+76.2)/2*100 [% p/p] 51,15

8. Agua % (100-7”) [% p/p] 48,85

Carboidratos totais

1. Becker [g] 96,6038 104,2711
2. Becker + amostra [g] 98,6532 106,3166
3. Volume titulado [ml] 30,7 30,7
4. Peso da amostra (“2”-"17) [g] 2,0494 2,0455
5. Titulo da sol. de Fehling  [g/10 ml] 0,0530 0,0530
6. Carboidratos totais % 500*100*”5/(2*37*”4) [% p/p] 21,06 21,099

7. Carboidratos totais %, média (“6.17+°6.2”)/2 [% p/p) 21,08
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Cinzas

1. Peso do cadinho [g] 81112 83515
2. Peso amostra + cadinho [g] 9,1132 9,2233
3. Peso das cinzas [g] 8,1585 18,3923
4. Cinzas % (“3” - “17)/(”2” —“1”) * 100 [% p/p] 4,72 4,68
4. Cinzas %, média (“4.1°+74.2)/2 [% p/p] 4,70

d) Quarta batelada

Lipidios

1. Tara Becker [g] 175,2045  173,7923

2. Becker + amostra [g] 177,7057 176,3126

3. Tara baldo [g] 92,8250 103,2348

4. Baldo + lipidios [g] 92,8598 103,2687

5. Lipidios (“4”-"3”) [g] 0,0348 0,0339

6. Amostra (“2”-"1”) [g] 2,5012 2,5203

7. Lipidios % (“57/°6”) 0,0139 0,0135

8. Média % (“7.17+77.2°)*100 [% p/p] 1,37

Proteina

1. Peso da amostra [g] 2 2

2. Volume titulado [ml] 3,81 3,82

3. Fator do 4cido 0,1948 0,1948

4. Proteina % (27*7°3”/°17)*6,25 2,32 2,33

5. Média % (“6.17+76.2)/2 [% p/p, 6,25] 2,33

Soélidos totais

1. Capsula + sulfato [g] 74,3614 73,5449

2. Capsula + sulfato + amostra [g] 84,4849 83,5449

3. Ultima pesagem [g] 76,2930 75,4529

4. Peso da amostra (“27-17) [g] 10,1235 10,0000

5. Peso da massa seca (“3”-"1”) [g] 1,9316 1,9080

6. Sélidos totais % (“57/°4”) [% em peso]  0,1908 0,1908
7. Média % (“6.17+76.2”)/2*100 [% p/p] 19,08

8. Agua % (100-"11”) [% p/p] 80,92

Carboidratos totais

1. Becker [g] 29,2342 30,4872
2. Becker + amostra [g] 31,3343 32,4952
3. Volume titulado [ml] (primeira titula¢do) 41,0 42,5

4. Volume titulado [ml] (segunda titulagio) 42,0 43,5

5. Peso da amostra (“2-"17) [g] 4,1201 3,7902
6. Volume titulado médio (“3”+7°4)/2 [mi] 41,5 43

7. Titulo da sol. de Fehling [g/10 ml] 0,0535 0,0535
8. Carboidratos totais % 500*100%”77/(2*”5”*”6”) [% p/p] 7,82 8,20

9. Carboidratos totais %, media (“8.17+78.2”)/2 [% p/p] 8,01
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Cinzas

1. Peso do cadinho [g] 82112 8,0012

2. Peso amostra + cadinho [g] 9,3369  9,0245

3. Peso das cinzas [g] 8,2315 8,01399

4. Cinzas % (“3” - “17)/(2” -*1) * 100 [% p/p] 1,81 1,83

4. Cinzas %, média (“4.17+74.2”)/2 [% p/p] 1,82

) Quinta batelada

Lipidios

1. Tara Becker [g] 172,8564 172,2348

2. Becker + amostra [g] 174,8587 174,3798

3. Tara baldo [g] 111,6238 86,1125

4. Baldo + gordura [g] 111,6782 86,1730

5. Lipidios (“4”-"3”) [g] 0,0544 0,0605

6. Amostra (“2”-1”) [g] 2,0023 2,1450

7. Lipidios % (“57/76”) 0,0272 0,0282

8. Média % (“7.17+77.2”)*100 [% p/p] 2,77

Proteina

1. Volume da amostra [mi] 2 2

2. Massa especifica da amostra [g/ml] 1,145 1,145

3. Peso da amostra (“17*72”) [g] 2,290 2,290

4. Volume titulado [ml] 6,69 6,79

5. Fator do acido 0,1948 0,1948

6. Proteina % (“47*757/737)*6,25 3,56 3,61

7. Média % (“6.17+76.2")/2 [% em peso, 6,25] 3,59

Solidos totais

1. Capsula + sulfato [g] 71,2213 73,7999

2. Capsula + sulfato + amostra [g] 81,1478 84,7339

3. Ultima pesagem [g] 74,5506 77,4387

4. Peso da amostra (“2”-"17) [g] 9,9265 10,9340

5. Peso da massa seca (“3”-17)[g] 3,3293 3,6388

6. Solidos totais % (“57/°4”) [% em peso] 0,3354 0,3328

7. Média % (“6.17+76.2”)/2*100 [% em peso] 33,41

8. Agua % (100-"11") [% em peso] 66,59

Carboidratos totais

1. Becker [g] 97,1022 92,7250
2. Becker + amostra [g] 99,2516 95,2718
3. Volume titulado [ml] (primeira titulacéo) 31 25

4. Peso da amostra (“27-"1”) [g] 2,1494 2,5468
S. Titulo da sol. de Fehling  [g/10 ml] 0,0347 0,0347
6. Agucares totais % 500* 100*°5/(2*37*4”) [% em peso] 13,01 13,62
7. Agucares totais medio % (“6.17+76.2”)/2 [% em peso] 13,32




Cinzas

1. Peso do cadinho [g] 8,1221 19,9251
2. Peso amostra + cadinho [g] 9,2883 11,1596
3. Peso das cinzas [g] 8,1587 19,9639
4. Cinzas % (“3” — “17)/("2” —“1”) * 100 [% p/p] 3.13 3,14

4. Cinzas %, média (“4.1°+74.2”)/2 [% p/p] 3,14
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Apéndice 3
Experimento de seleco de cepas

Dados referentes a Figura 4.1.

Carboidratos totais (%, p/p)

Tempo  Scfl Scs Scfe Scu Sch Km
0 9,96 10,10 9,97 9,97 10,00 10,00
5 8,70 8,49 8,33 7,90 8,50 7,60
12 5,39 7,29 6,56 6,69 8,45 5,93
24 3,68 3,99 4,98 3,71 6,19 5,25
36 3,86 4,11 3,65 3,39 4,10 4,21
48 3,96 3,64 2,80 2,92 2,83 2,69
Dados referentes a Figura 4.2.

Etanol (%, p/p)

Tempo Scfl Scs Scfe Scu Sch Km
0 0,05 0,05 0,05 0,05 0,00 0,00
9 2,05 1,41 1,38 1,51 1,22 1,78
12 2,35 1,91 1,64 2,21 1,67 2,40
24 2,68 3,33 3,67 3,41 3,06 3,03

36 3,15 3,81 4,03 3,39 3,67 34
48 3,34 3,33 3,34 3,50 3,35 3,30
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Apéndice 4
Experimento de temperatura Gtima

Dados referente a Figura 4.3.
Numero de células (nimero de células/mL)

Tempo  25C 30 C 34C 38 C

0 1,14E+07 1,14E+07 1,14E+07 1,14e+07
3 1,L11E+07 1,38 E+07 5,00 E+07 1,50E+08
7 8,92E+08 4,25E+08 3,08E+09 6,41E+09
12 3,30E+10 3,00E+10 3,50E+10 8,75E+10
21 1,14E+12 8,06E+11 9,00E+11 891E+11
27 8,17E+11 1,12E+12 1,09E+12 1,53E+12
Dados referente a Figura 4.4.

Etanol (%, p/p)

Tempo 25C 30C 34 C 38C

0 0,33 0,33 0,33 0,33

3 0,31 0,40 0,33 0,32

7 0,59 1,17 1,30 0,91

12 1,32 3,18 3,23 1,77

21 3,63 3,7 3,6 3,69

27 3,71 3,76 3,64 3,80

42 3,35 3,48 3,11 3,00

Dados referente a Figura 4.5.

Carboidratos totais (%, p/p)
Tempo 25C 30C 34C 38C

0 12,76 12,76 12,76 12,76
3 12,38 10,56 10,40 9,45
7 9,37 8,40 7,15 7,09
12 8,54 5,84 5,85 5,44
21 7,87 5,38 4,35 4,08
27 7,14 5,54 4,20 3,41

42 5,26 6,64 4,573 3,59
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Apéndice 5
Experimento do pH inicial 4timo

Dados referentes as Fguras 4.7.
Numero de células (mimero de células/mL)

Tempo PH 4 PH 5 pH 6 pH 7

0 1,00E+05 1,00E+05 1,00E+05 1,00E+05
5,5 8,71E+06 1,00E+08 2,04E+08 3,80E+06
8,5 1,26E+08 1,00E+10 2,19E+10 4,5TE+07
242 2,51E+09 5,13E+10 7,59E+10 9,12E+08
48 7,24E+08 1,12E+11 1,35E+11 2,95E+09
Dados referente a Figura 4.8.

Etanol (%, p/p)

Tempo pH4 pH S pH6 pH7

0 0,91 0,85 0,74 0,71

5,5 1,81 1,66 2,19 1,65

8,5 2,41 3,04 3,38 2,30

24 3,10 3,41 3,49 2,95

48 3,45 3,81 -~ 3,76 2,75

Dados referente a Figura 4.9.

Carboidratos totais (%, p/p)
Tempo pH4 pHS5 pH 6 pH 7

0 13,00 13,00 13,00 13,00
5,5 7,06 4,99 4,97 7,85
9.3 5,93 4,9 4,34 7,33
24 4,56 4,15 4,07 5,43

48 4,00 3,82 3,63 5,20
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Apéndice 6
Dados do experimento de cultivo a pH constante

Cultivo a pH 6 constante, dados da Figura 4.10.

Tempo  Carboidratos totais (%, p/p) Etanol (%, p/p) Numero de células/ mL

0 12,89 1,43 6,83E4
2 12,03 1,63 2,37E6
4 9,06 1,87 3.65E6
6 7,69 1,93 1,83E6
10 6,38 2,80 9,33E7
12 6,33 3,80 3,00E9
23 6,29 4,56 7,50E10
26 5,99 4,84 7,33E11
30 6,35 5,29 3,08E12
33 5,93 4,70 1,50E13
36 5,43 4,40 1,98E13

Cultivo a pH 5 constante, dados da Figura 4.11.

Tempo Numero de células Tempo Etanol (%, p/p) % Carboidratos

/ mL totais (p/p)
0 1,03E6 0,00 1,39 12,42
3 2,51E6 2,00 1,38 12,60
5 3,92E6 4,00 1,59 12,46
7 1,38E7 6,00 1,38 12,34
9,25 9,01E7 8,00 2,45 11,40
10,75 4,08E8 10,00 2,46 10,00
24,75 8,66E10 1,50 2,24 9,40
27,5 1,02E11 26,75 4,61 4,70
32,00 1,25E11 30,50 4,19 4,90
34,83 1,35E11 33,50 4,38 5,00
36,00 4,61 4,51

38,00 4,87 4,56
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Apéndice 7
Experimento de cultivo com microaeragio

Dados referentes a Figura 4.12.

Tempo Carboidratos s/ % Carboidratos % Etanol ¢/ % Etanol s/
oxigénio (p/p) c/ oxigénio (p/p) oxigénio (p/p)  oxigénio (p/p)
0 13,04 12,41 0,33 0,10
2 13,04 12,00 0,46 0,34
5 8,98 11,44 1,20 0,45
8 7,48 10,35 2,02 0,95
10 6,69 9,41 2,69 1,37
24 5,31 8,03 3,54 6,06
27 5,18 7,52 4,00 6,50
33 4,77 7,70 5,80 4,74

37 5,27 7,68 2,91 3,39
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Apéndice 8
Dados referentes a fermentagdo de melago hidrolizado

Dados referente aiigura 4.15.

Tempo Etanol  Carboidratos
(%, p/p) totais (%,p/p)

0 1,65 11,46

2 1,80 11,20

4 1,60 10,80

6 1,45 11,84

8 1,68 11,90

10 1,60 10,74

24 2,47 6,30

28 3,18 5,15

30 3,36 5,30

34 3,39 4,79
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Apéndice 9.
Dados dos experimentos de mistura cana/melago

Resultados da Figura 4.15.

Etanol (%, p/p)

Tempo 0 10 20 30 40 50 70 80 90 100

0 079 08 08 08 08 08 08 080 080 0,81
4 1,Li’9 1,05 130 1,15 1,50 254 3,79 28 285 1,80
8 1,68 1,68 1,85 1,79 240 325 4,00 339 305 238

12 1,84 1,73 1,86 227 2,58 3,63 4,13 3,89 320 277

Resultados da Figura 4.16.
Carboidratos totais (%, p/p)

Tempo 0 10 20 30 40 50 70 80 90 100

0 12,68 12,68 12,59 9,98 10,66 9,53 7,62 7,75 820 7,69
4 11,40 10,11 10,46 9,31 894 6,89 463 3,57 3,02 475
8 4,75 53 524 468 387 245 207 1,66 1,74 1,37

12 450 4,77 534 446 299 25 1,87 1,68 1,42 1,31

Resultados da Figura 4.17.

Etanol (% p/p)

Tempo 100 90 80 70 60 50

0 0,50 0,59 0,80 0,59 0,87 0,81
2 1,23 1,38 1,56 1,44 1,28 1,18
3 1,22 1,49 2,01 1,77 1,89 1,57
4 1,69 1,78 3,40 2,73 2,73 2,27
5 1,91 2,48 4,09 3,85 3,54 2,80
6 2,51 3,12 4,77 4,46 4,15 3,61
7 3,27 3,80 4,96 4,82 4,65 4,28
8 4,02 4,07 . 35,55 5,36 4,82 4,59

Resultados da Figura 4.18

Carboidratos totais (%, p/p)

Tempo 100 90 80 70 60 50
114,57 113,66 119,91 11741 112,64 121,61
81,41 79,48 99,58 96,63 94,81 110,94
78,12 67,45 73,24 84,59 89,25 108,55
69.83 53,71 58,71 66,77 77,89 88,11
66,77 40,76 53,82 54,05 60,86 75,97
59,84 19,30 48,71 35,31 42,01 69,38
44,40 9,65 15,22 28,61 28,16 44,40
37,24 8,06 12,26 23,16 21,46 39,63
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Abstract

This work aimed to study the use of soya molasses as a subétrate for ethanol
production by Saccharomyces cerevisiae ( C94, Pasteur Institute). Soya molasses is a
industrial by-product containing 10.44% of proteins; 40.77% of carbohydrates; 9.37% of
ashes; 10.05% of lipids; 0.1 g/L of fibers (as result of 5 batch samples analysis, expressed
as % w/w).

The optimisation of process parameters was developed both in shaker and bench
bioreactor. Best possible productivity was found under the following conditions: 30-34
°C, pH 6.0, added with 0.1 g/L of MgSO.,.

A detailed analysis of the composition of carbohydrates present in the soya
molasses showed that this substrate is very complex, containing 8.43 g/L glucose; 8.26
g/L fructose; 77.12 g/L sucrose; 23.12 g/L raffinose; 84.53 g/L stachyose; besides some
non-identified carbohydrates.

Finally, the mixed fermentation of soya molasses and sugar cane was tested.
Results showed that a 10 to 50% mixture of carbohydrates of this two different substrates

gives higher yields than any of the sources used alone.





