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Resumo

A importancia da utilizacdo de residuos agroindustriais na producéo de biocombustiveis vem
sendo cada vez mais destacada. Sua utilizacdo ndo surgiu apenas como uma alternativa para a
obtencdo de uma matriz energética menos poluente, mas também, como meio de reduzir o
acumulo destes no meio ambiente. O bagaco de malte € um subproduto solido da producdo de
cerveja, sendo gerado por volta de 14-20 kg de bagaco umido para cada 100 litros de cerveja.
Este subproduto apresenta por volta de 20-30% em peso seco de amido que pode ser
convertido em agUcares fermentaveis pelo processo de hidrolise e posteriormente fermentados
para a producdo de etanol. Deste modo, o objetivo do presente trabalho foi realizar o estudo
da hidrolise enzimética do bagaco de malte seco empregando um planejamento do tipo DCCR
avaliando 3 variaveis: concentracdo de enzima, temperatura e concentracdo de substrato. A
producdo de acticares fermentaveis variou de 24,4 a 75,5 g.kg™* de bagaco seco. As maiores
producdes de acUcares foram verificadas para as maiores condi¢cbes empregadas de
concentracdo de enzima, temperatura e concentracdo de substrato. Os resultados obtidos s&o
promissores pela quantidade de acgucares produzidos mostrando o potencial do residuo
empregado.
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The use of malt bagasse from the brewery industry to obtain
fermentable sugars

Abstract

The importance of using agricultural residues in the production of biofuels is becoming more
prominent. Its use not only emerged as an alternative for obtaining a less polluting energy
sources, but also as a means of reducing the accumulation thereof on the environment. The
malt bagasse is a solid byproduct of beer brewing, being generated around 14-20 kg of wet
bagasse per 100 liters of beer. This byproduct has around 20-30% by dry weight of starch
that can be converted into fermentable sugars by the hydrolysis process and subsequently
fermented to ethanol production. Thus, the objective of this work was the study of enzymatic
hydrolysis of malt bagasse dry employing a planning type CCRD evaluating three variables:
enzyme concentration, temperature and substrate concentration. The production of
fermentable sugars ranged from 24.4 the 75.5 g.kg™* dry bagasse. The highest yields of sugars
were checked for better conditions employed enzyme concentration, temperature and
substrate concentration. The results are promising for the amount of sugar produced showing
the potential employee residue.
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1 Introducéo

A demanda energética atual enfrenta atualmente uma dependéncia dos combustiveis
fosseis, como carvao, gas e petroleo. Aproximadamente 80% do consumo mundial de energia
se origina destas fontes; o consumo apresenta um crescimento anual de cerca de 2% (20 anos)
e cresceu 3,1% ao ano nos ultimos 5 anos (GOLDEMBERG, 2008). Os efeitos ambientais
causados pelo uso destes combustiveis e o seu provavel desabastecimento futuro tém gerado
grande preocupacdo e promovido uma revolucdo no desenvolvimento e uso de energias
alternativas. Ha também outro elemento essencial para a subsisténcia humana que
provavelmente ficard escasso em um futuro proximo, os alimentos. Estes fatores instigam a
busca por outros meios alternativos de fonte de recursos para obtencdo de alimentos e
combustiveis. E nitido que a biomassa sera a principal fonte para a obtencéo destes elementos
(REYES, 1998).

Atualmente, a utilizacdo de subprodutos agroindustriais para a obtencdo de
biocombustiveis surge como estratégia para melhorar e diminuir o consumo elevado de fontes
de energia fosseis. Os subprodutos utilizados para este fim sdo aqueles ndo destinados a
alimentacdo humana, de modo que ndo haja competicdo entre producdo de bioetanol e
alimentacdo (EL ZAWAWY et. al., 2011). O uso desses residuos agroindustriais além de ser
uma solucdo viadvel para a producdo de energia renovavel impede a sua acumulacdo, o que
representa um ganho ambiental devido ao potencial de contaminacgdo de dguas subterraneas e
rios que esse material possui (LEITAO et. al, 2010).

O bagaco de malte € um subproduto sélido da producédo de cerveja produzido a partir
de filtracdo do mosto antes da fervura. A composicdo do bagaco de malte pode variar com
alguns fatores como a variedade de cevada, 0 momento da colheita, as caracteristicas de
lipulo e de outros adjuntos adicionados, e com a tecnologia de producdo da cerveja
(SANTOS et. al., 2013). Este subproduto é constituido principalmente de restos das cascas e
da polpa dos graos de malte e também de alguns aditivos, tais como milho, arroz e trigo. O
bagaco de malte € quantitativamente o principal subproduto do processo cervejeiro, sendo
gerado 14-20 kg cada 100 litros de cerveja produzida (CORDEIRO et. al., 2013). O malte
moido € considerado o subproduto mais importante da industria de cerveja com 85% do
produto total gerado. Além disso, o Brasil € o terceiro maior produtor de cerveja do mundo,
com uma producdo de 12,6 milhGes de litros, atrds apenas da China (40 milhdes de litros) e
Estados Unidos (35 milhdes de litros) (MELLO; MALLLI, 2014). A polpa contém umidade em
torno de 75-80% e 9,92% de fibra bruta. A composicao tipica da fibra é de cerca de 16,78%
de celulose, 28,42% hemicelulose, lignina e 27,78% (CORDEIRO et. al., 2013).

Além da fraccdo lignocelulésica presente no bagaco de malte, ha um outro tipo de
carboidrato que pode ser hidrolisado a agucar fermentavel, o amido. Podemos considerar trés
classes gerais de matérias-primas derivadas de biomassa que sdo apropriadas para a producéo,
por exemplo, de combustiveis renovaveis: matérias-primas amilaceas (incluindo os agutcares),
matérias-primas de triglicérides e matérias-primas lignocelulésicas. Matérias-primas
amilaceas sdo aquelas compostas por polissacarideos de glicose unidas por ligacoes
glicosidicas, como amilose e amilopectina, que sdo facilmente hidrolisados para mondémeros
de acgucar, tornando-os acessiveis a fermentacdo (ALONSO; BOND; DUMESIC, 2010).

A hidrolise deste tipo de material pode se dar por via quimica ou enzimatica. Mesmo
que a hidrolise acida apresente maior eficiéncia e possua ume menor custo, gera residuos
poluentes, e na maioria das vezes, produtos que inibem a posterior fermentagdo. Por este
motivo, a sacarificacdo enzimatica tem sido objeto de estudos, ja que processos enzimaticos
oferecem potencial de reducgédo de custos a longo prazo (MOSCON, 2014). Os mecanismos
responsaveis para os efeitos benéficos de mistura e agitacdo mecénica durante a hidrolise
enzimatica ainda ndo sdo bem compreendidos. Kristensen et. al. (2009) e Hsieh (2014)
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sugeriram que a agitacdo evita o acumulo de produto e, portanto, neutraliza uma possivel
inibicdo do produto final. Pode-se também especular que a agitacdo aumenta a velocidade de
hidrolise, contribuindo para a deslocalizacdo das enzimas do recalcitrante para regides
degradéveis do substrato (HIMMEL et. al., 2007).

O aumento da eficiéncia a partir de uma melhoria na hidrolise de amido pode ser
conseguido usando preparagdes multi-enziméticas. Alguns relatorios sugerem os beneficios
de utilizacdo de tais sistemas enzimaticos. A producdo de etanol aumentada utilizando
hidrolisados de residuos de amido de mandioca com uma preparacdo de multi-enzimas que
consiste em celulase, D-xilanase, B-D-glicosidase, a-amilase, amiloglucosidase e pectinase
(SHAMALA; SREEKANTIAH, 1986)

O principal objetivo deste trabalho foi investigar a hidrélise enzimética do amido do
bagaco de malte usando agitacdo mecanica com um complexo de enzimas comercial para a
obtencdo de acUcares fermentaveis. Um delineamento composto central rotacional (DCCR)
foi realizado para avaliar os efeitos da temperatura, concentracdo de enzima e concentragéo de
substrato.

2 Materiais e Métodos

2.1 Materiais

O bagaco de malte foi gentilmente cedido por uma cervejaria local, Provincia (Santa
Maria, RS, Brasil). Depois de obtida, as amostras foram imediatamente secas (120 h) a 60 ° C
em circulagdo de ar (Fanen, SP, Brasil), e moidas a particulas < 2 mm. (Marconi, SP, Brasil).
O complexo amilolitico utilizado foi STARGEN™ 002 (GENENCOR) que contem
Aspergillus kawachi alfa-amilase expressa em Trichoderma reesei e um gluco-amilase de
Trichoderma reesei que trabalham sinergicamente para hidrolisar o amido do substrato a
glicose.

2.2 Equipamento e procedimento experimental

O biorreator usado neste trabalho constitui-se por um recipiente encamisado de vidro
com um volume de 2 L equipado de um agitador mecénico (IKA EUROSTAR @ 200 control
P4). A temperatura foi controlada com um banho termostatico e a velocidade de rotacdo foi
mantida a 100 rpm durante todo o tempo de reacdo. As reacdes foram realizadas considerando
um volume de trabalho de 1 L de adgua destilada com diferentes quantidades de matéria-prima.
Inicialmente, a 4gua destilada e a matéria-prima foram adicionadas ao biorreator. O pH da
solucdo ndo precisou ser ajustado, uma vez que estava entre 4,0-4,5, considerado pH 6timo do
complexo enzimatico. Depois de estabilizada a temperatura, uma quantidade de STARGEN™
002 foi adicionada de acordo com o planejamento experimental (Tabela 1) e o tempo de
reacdo foi de 240 minutos sob agitacdo de 100 rpm. No final da reacdo, uma aliquota foi
retirada do biorreator e apos filtrada em papel filtro (Qualy). A quantidade de acucares
redutores totais (ART) liberados pela hidrolise foi medida a partir do sobrenadante. Todas as
analises foram realizadas em triplicata.

2.3 Determinacao de agucar fermentavel

No final da reagdo uma aliquota do hidrolisado foi filtrada em papel filtro e o
sobrenadante usado para determinar a quantidade de agucares fermentaveis pelo método acido
3.5-dinitrosalicilico (MILLER, 1959). Todos os resultados foram expressos como massa de
acucar (glicose equivalente) por massa de material seco (BENAZZI, 2013).

2.4 Planejamento experimental
As influéncias da concentragdo de substrato, temperatura e concentracdo de enzima
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foram avaliadas por meio de um delineamento composto central rotacional (DCCR) para trés
variaveis independentes, para um total de 17 ensaios. Os intervalos das variaveis investigadas
estdo listados na Tabela 1. Os resultados foram analisados utilizando o software Statistica 10
(Stasoft Inc., Tulsa, EUA), considerando um nivel de significancia de 95%.

Tabela 1. Niveis de varidveis independentes investigadas no delineamento composto central rotacional

Niveis X1 X2 X3
codificados (Wt%o) (°C) (9.1
-1.68 1 30 50

-1 2.8 38.1 80
0 5.5 50 125
1 8.2 61.9 170
1.68 10 70 200

X1: concentragdo de enzima; Xo: temperatura; Xs: concentracao de substrato
3. Resultados e discusséo

A Tabela 2 apresenta o0s resultados experimentais obtidos no DCCR durante a
hidrolise do bagaco de malte em termos de ART liberados na hidrolise. A partir dos
resultados pode ser visto que, dependendo da condigdo experimental utilizada uma variagao
consideravel na quantidade de acucares fermentaveis é verificada. De um modo geral, os
valores ficaram dentro da faixa de 24,4 a 75,5 g.kg™ de bagaco seco. Os melhores resultados
foram obtidos nos ensaios 8 e 14, que foram de 75,5 e 63,0 g.kg?, respectivamente.

Tabela 2. Matriz dos resultados experimentais obtidos no DCCR, 23

Ensaio X1 X2 X3 ART (g.kgh)
1 1 1 1 24.4
2 1 -1 -1 58.0
3 -1 1 -1 335
4 1 1 -1 50.4
5 1 1 1 435
6 1 -1 1 49.1
7 -1 1 1 52.1
8 1 1 1 75.5
9 -1.68 0 0 33.0
10 1.68 0 0 48.5
11 0 -1.68 0 32.3

12 0 1.68 0 51.5
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13 0 0 -1.68 30.7
14 0 0 1.68 63.0
15 0 0 0 50.2
16 0 0 0 53.0
17 0 0 0 48.9

Para melhor avaliar os efeitos das variaveis independentes sobre a quantidade de
acucares fermentaveis liberada, uma andlise estatistica foi realizada utilizando o software
Statistica 10 (Stasoft Inc., Tulsa, EUA). Os dados da Tabela 2 foram utilizados para calcular
o0s seus efeitos, que sdo apresentados na Fig. 2. Como pode ser visto a partir desta figura, a
concentracdo de substrato, concentragdo de enzima e temperatura tém um efeito linear
positivo significativo sobre a hidrolise enzimatica. Isto é, quanto maiores os valores
empregados dentro da faixa estudada das variaveis independentes, maior a producdo de
acucares fermentesciveis (p <0,05).

Figura 2 - Gréfico de Pareto

(3)[Substrato](L) | -4,28000&
(1)[Enzima](L) -4,1?61?6 ]

(2)Temperatura(L) - 2,720647
2Lby3L 1,7311p1
1Lby3L | -1,11106
1Lby2L | ,0568451
.p:IOS .

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Os dados da Tabela 2 foram utilizados para estimar os pardmetros do modelo
quadratico (eq. (1)), cujos parametros representam os efeitos das variaveis independentes
sobre as respostas estudadas (concentracdo de ART liberado). No que diz respeito a
concentracdo de ART liberado, os termos lineares para a concentracdo de enzima, a
temperatura, e a concentracdo de substrato mostrou um efeito positivo significativo. Nenhum
efeito quadratico e de termos de interacdo apresentou efeito significativo positivo (p<0,05) na
faixa investigada.

ART=46,92 + 15,47x1 + 10,08x2 + 15,85x3 + 0,28x1 X2 — 5,38X1 X3+ 8,38 X2 X3 €q. (1)

A tabela de analise de variancia - ANOVA (Tabela 3) foi aplicada para validar os
pardmetros do modelo referentes a concentracdo de ART liberado.
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Tabela 3 - Anélise de variancia (ANOVA)

Fonte de variacdo Somados Grausde Quadrado Feal
guadrados Liberdade médio

Regressao 2218,436 6 369,74 79

Residuos 468,069 10 4,68

Total 2686,505 16 167,91

(R?)=82,58; Fub (5:100,05= 3,22

O valor de F-calculado para o modelo referindo-se a concentracdo de ATR liberado foi
79; esse valor € de aproximadamente 26 vezes maior do que o tabelado. O coeficiente de
regressio R? foi 0,82577 indicando que cerca de 82% do total das variagGes nos dados
experimentais sdo explicados pelo modelo. Com base na analise de variancia, conclui-se que o
modelo é estatisticamente significativo, proporcionando as respostas fidveis como fungdes de
varidveis independentes, e por isso essa ferramenta estatistica é Gtil para a optimizacdo do
processo.

As Figuras 4 e 5 apresentam a influéncia da concentracdo de enzima e da concentragdo
de substrato sobre a producdo de ART, ambas varidveis mais significativas no processo. O
maximo rendimento obtido para as maiores concentracdes de substrato e maiores
concentracOes de enzima. Gasparotto et. al. (2015) realizaram a hidrélise do bagaco de cana
assistida por ultrassom com enzimas celuloliticas e verificaram uma maior producdo de
acucar fermentavel em concentragdes de enzima mais altas. Leaes et. al. (2013) realizaram a
hidrolise enzimatica assistida por ultrassom dos residuos de mandioca usando enzimas
amiloliticas e também observaram um aumento no rendimento de ART em concentracdes de
enzima acima de 8,0%.

Figura 4- Superficie de Resposta Figura 5- Superficie de contorno
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4. Conclusdes

A hidrolise enzimatica do bagaco de malte provou ser eficaz para obtencdo de
acucares fermentaveis com a utilizacdo de um metodo ndo dispendioso e simples de agitagédo
mecanica, ou seja, sem 0 uso de pré-tratamento do substrato ou de tecnologias alternativas. A
concentragdo maxima de ART alcancado na hidrélise enzima foi de 75,5 g.kg-1, valor
considerado relevante por tratar-se de uma matéria-prima resultante de uma hidrolise anterior.
As condi¢Oes experimentais otimas para hidrolise de amido a partir de bagaco de malte foram
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8,2 % de enzima, a concentracio de substrato de 170 g.I, a temperatura de 70 ° C e 4 horas
de tempo de reacdo apds a adi¢do do complexo enzimatico.
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