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RESUMO

RIBEIRO, Dilson Fagundes. Producdo de alcool a partir de rejeitos de alimentos do
Restaurante Universitario da UFRRJ. 2013. 62p Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

O etanol pode ser obtido de matérias-primas convencionais como a cana-de-agucar, a beterraba
e o0 milho. Recentemente tem sido dada atencdo para pesquisas que buscam a producdo de
etanol a partir de fontes alternativas, como residuos de alimentos, o que pode proporcionar um
novo metodo de tratamento ao conteddo de matéria organica e contribuir para a seguranca
energética. O objetivo deste trabalho foi estudar a producdo de etanol a partir de rejeitos de
alimentos do Restaurante Universitario da UFRRJ. Para tal, estes residuos foram
caracterizados, investigaram-se as concentragdes de H,SO, (0,5; 0,75 e 1% p/v) que promovam
a melhor hidrélise dos residuos e estudou-se a influéncia das variaveis pH, concentracdo de
inéculo, temperatura, concentracdo de (NH,4),SO, e concentracdo de KH,PO, durante a etapa de
fermentacdo, sendo utilizado delineamento fatorial fracionado 2°*. A levedura utilizada para a
producdo foi a Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 e as fermentagdes foram realizadas em
frasco Erlenmeyer. Os resultados mostraram gque em média os residuos de alimentos possuem
68,74% de umidade, 12,94 % de carboidratos, 6,26% de lipidios, 6,37 de proteinas, 2,71 % de
cinzas e 2,98 % de fibra. A concentracdo de H,SO, que promoveu a obtencdo da maior
quantidade de acUcares redutores (44,63 g/L) foi a de 1 %. Através da analise estatistica
empregada, a estimativa dos efeitos ao nivel de confianca de 90% para o crescimento da
levedura Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 mostrou que foram consideradas significativas
as variaveis pH e temperatura. Para a resposta producédo de etanol nenhuma das variaveis foram
significativas. A melhor concentragdo de etanol foi de 2,46 g/L, com rendimento de 0,53
Oetanol/Jacucares © Produtividade de 0,005 g/L.h. Portanto, a produgdo de etanol a partir dos
residuos de alimentos foi possivel e se constitui em uma fonte alternativa de matéria-prima e de
tratamento para os residuos que em sua maioria ndo sdo devidamente tratados.

Palavras chaves: residuos de alimentos, hidrolise &cida, Saccharomyces cerevisiae, produgéo
de etanol.



ABSTRACT

RIBEIRO, Dilson Fagundes. Alcohol production from food waste in the University
Restaurant UFRRJ. In 2013. 62p Dissertation (Master Science in Food Science and
Technology). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

The ethanol can be obtained from conventional materials such as cane sugar, beet and corn.
Recently attention has been given to research that attempts to produce ethanol from alternative
sources, such as food waste, to provide a new method for the treatment of organic matter
coupled with the fact energy security. The objective of this work was to study the production
ethanol from food waste from Restaurant of University of UFRRJ. These residues were
characterized, investigated the concentration of H,SQO, (0.5, 0.75 and 1% w/v) to promote the
hydrolysis of the waste and better studied the influence of the varying pH, inoculum,
temperature, concentration of (NH,4).SO,4 and KH,PO, concentration during fermentation step
and was used fractional factorial design 2°. The yeast was used to produce the Saccharomyces
cerevisiae ATCC 7754 and fermentation was carried out in Erlenmeyer flask. The results
showed that on average food waste 68.74% moisture, 12.94% carbohydrates, 6.26% protein,
2.71% ash and 2.98% of fiber. The concentration of H,SO, which promoted obtaining the
largest quantity of reducing sugar (44.63 g/L) was 1%. Through statistical analysis employed,
the estimate of the effects of the 90% confidence for the growth of the yeast Saccharomyces
cerevisiae ATCC 7754 showed that were significant variables pH and temperature. Response to
ethanol production none of the variables were considered. The best ethanol concentration was
2.46 g/L, yield 0.53 g ethanoi/sugar and 0.005 g/L.h. Therefore, the production of ethanol from
food waste was possible and constitutes an alternative source of raw material and treatment
wastes which mostly are not properly treated.

Key words: food residues, acid hydrolysis, Saccharomyces cerevisiae, ethanol production.
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1 INTRODUCAO

A necessidade de diferentes formas de obtencdo de energia tem crescido nos ultimos
anos, devido as preocupacdes referentes a estimativa de duracdo das reservas do petrdleo, bem
como as questdes ambientais decorrentes da emissdo dos gases poluentes por combustiveis
fosseis e pela disposicdo inadequada de residuos de matéria organica com potencial para fonte
de biomassa. Tais preocupacdes levam a busca por alternativas viaveis de producao de energia
e também de etanol, que garantam o abastecimento e promovam o desenvolvimento
sustentavel.

Diante deste fato, vérias pesquisas tém chamado a atencdo para o desenvolvimento de
métodos que viabilizem o processo de producdo de etanol sem ocasionar danos ao meio
ambiente e sem oferecer riscos, futuramente, quanto a competigao por alimentos.

Pensando na utilizacdo de recursos que ndo oferecam riscos ao meio ambiente e a
seguranca alimentar, novas formas de obtencdo do etanol tém sido propostas, uma delas € a
utilizacdo de residuos agroindustriais e alimentares que sejam ricos em carboidratos ou celulose
como fonte de agucares fermentesciveis.

Para a producdo de alcool € significativo o gasto com a utilizacdo de matéria-prima
convencional, como a cana-de-aclicar e o milho, que consequentemente é repassado ao
consumidor. A utilizacdo de residuos como fonte de substrato para a producédo de etanol possui
como atrativo o baixo custo com a obtencdo de matéria-prima e proporciona um novo método
de descarte e tratamento de residuos organicos, que em sua maioria ndo tem sido devidamente
tratados ou aproveitados para outros fins.

Os residuos de alimentos possuem elevado teor de agua e facilidade de se decompor.
Quando aterrados, podem contaminar as aguas subterrdneas e quando queimados, podem
liberar gases toxicos como dioxinas e envolver grandes gastos de energia devido a umidade
alta. Deste modo, a utilizacdo destes residuos para a producdo de etanol proporcionara um fim
adequado e que podera suprir a crescente demanda por etanol no Brasil e no mundo.

Os Restaurantes Universitarios geram residuos como cascas e sobras das refeicdes,
que constituem boa fonte de substrato para a producdo de etanol por fermentacdo, a um baixo
custo. Por serem ricos em nutrientes, podem proporcionar meios de cultivos ricos em fontes de
carboidrato, nitrogénio e sais minerais que sdo importantes para o desenvolvimento de micro-
organismos como a Saccharomyces cerevisiae.

Para a producdo de etanol utilizando residuos de alimentos coletados das sobras dos
pratos do Restaurante Universitario da UFRRJ € necessario uma etapa prévia de hidrolise, para
tornar os carboidratos disponiveis aos micro-organismos, pois grande parte dos acgucares
presentes nos alimentos encontram-se na forma de agUcares ndo-fermentesciveis. Tal etapa
pode ser realizada por processos fisicos, quimicos, bioldgicos ou pela combinacdo de um ou
mais processos.

Na literatura pesquisada foram encontrados diversos trabalhos utilizando enzimas e
processos combinados de &cido e enzima, porém pouca atencédo foi dada ao tratamento quimico
com é&cido sulfarico (H,SO,4) para a hidrolise de residuos de alimentos, o que serviu de
incentivo para o presente trabalho. Portanto, o uso de acido diluido para hidrdlise de residuos
de alimentos carece de pesquisas que possam esclarecer as melhores condicdes de tratamento
que possam promover o melhor rendimento e diminuir os gastos com as etapas de producéo de
etanol, visto que o uso de enzimas hidroliticas pode ser mais oneroso quando comparado com 0
uso de acidos diluidos. Assim, os residuos apos a sacarificacdo podem ser utilizados como
substrato para a producéo de etanol por fermentacdo submersa em batelada.



Este trabalho torna-se relevante uma vez que promovera o desenvolvimento de
alternativas viaveis a utilizacdo dos residuos de cozinha, que normalmente ndo séo
corretamente descartados, bem como a producéo de etanol a partir de matéria prima de baixo
custo, que ndo compete com grdos destinados a alimentacdo, além de suprir a crescente
demanda de combustiveis nos Gltimos anos e minimizar os impactos ambientais causados pela
disposicao inadequada de material orgéanico na natureza.



2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi estudar a producdo de etanol a partir de rejeitos de
alimentos do Restaurante Universitario da UFRRJ, Campus Seropédica - RJ.

2.1 Objetivos Especificos:

e Caracterizar o residuo de alimentos quanto a sua composicao centesimal média;

e Determinar a concentracdo de &cido sulfdrico (H,SO4) que promova o maior
rendimento durante a etapa de sacarificacéo;

e Estudar a influencia das variaveis pHinicia, temperatura, concentracdo de indculo,
concentracdo de sulfato de amdnia e concentracdo de fosfato diacido de potéssio, na
producdo de etanol durante a etapa fermentativa.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Produgéo de Etanol a Partir de Fontes Renovaveis

A economia mundial é altamente dependente de fontes de energia fosseis, como o
petroleo, o carvao mineral e o gas natural, para obtencdo de combustivel, eletricidade e outros
produtos. Com aumento da populacdo mundial e a prosperidade das indudstrias, o consumo de
energia também aumentou gradualmente (SARKAR et al., 2012)

Pesquisas apontam para 0 esgotamento progressivo das reservas de petréleo no
mundo, pois o descobrimento de novas reservas de petréleo ndo acompanha o crescimento do
consumo. Estima-se que as reservas mundiais de petrleo durariam em torno de 41 anos e no
Brasil cerca de 18 anos, as de gas natural durariam 67 anos (BRASIL, 2006). A populacao
mundial utiliza cerca de 20% a mais de recursos naturais do que o planeta é capaz de repor,
avangando o uso nas reservas naturais (LEITE e PAWLOWSKY, 2005).

Devido as preocupacdes econbmicas e ambientais, muitas pesquisas buscam fontes
renovaveis de combustiveis liquidos em substituicdo ao de origem féssil. A queima de
combustiveis fosseis como o petréoleo e o carvdo mineral libera CO, na atmosfera, que é um dos
principais responsaveis pelo aquecimento global (KUMAR et al., 2009).

E crescente a demanda por etanol nos Gltimos anos devido a sua ampla utilizago em
diversos produtos industrializados e como combustivel. Grande parte de sua producdo é
oriunda do cultivo de milho, nos Estados Unidos e na China, e de cana-de-agUcar, no Brasil
(YAN et al., 2011). A importancia do etanol pode aumentar devido as razBes ambientais e
devido ao esgotamento das reservas de petrdleo bruto, muitos paises estdo mudando o foco em
direcdo a fontes renovaveis de energia e tem se estendido ao combustivel de transporte, devido
ao potencial para substituir a gasolina (SARKAR et al., 2012).

O uso extenso e excessivo da terra destinada exclusivamente a producdo de matéria-
prima para a producdo de etanol, tem feito surgir preocupacGes acerca de impactos sobre a
disponibilidade e o aumento dos precos dos alimentos para o consumo humano (CHESTER e
MARTIN, 2009).

Recentemente, tem sido dada a atengédo para pesquisas que busquem a producdo de
etanol a partir de residuos de biomassa, como residuos de milho, de madeira e de alimentos, por
serem atraentes do ponto de vista econdmico por se tratarem de matéria-prima de baixo custo
(YAN et al. 2011). A atencdo se volta para o processamento de residuos de alimentos ricos em
acucares que podem ser convertidos em produtos mais atraentes, como o acido latico e o etanol
(TANG et al., 2008).

A conversdo de biomassa lignocelulésica em combustivel é uma alternativa viavel
para a melhoria da seguranca energética e para a reducdo da emissdo de gases do efeito estufa,
pois com biocombustiveis reduz-se cerca de 86% a emissdo de CO; na atmosfera (KUMAR et
al., 2009). Além de estar livre de enxofre, o etanol pode ser utilizado puro ou combinado a
gasolina (VELASQUEZ et al., 2013).

As emissdes de CO; na atmosfera somaram, em 2005, 2,2 bilhdes de toneladas em
CO; equivalente e estudos apontam que quando comparados a gasolina, 0 consumo de etanol
reduz em cerca de 90% destas emissdes (CNI, 2012).

Em todo o mundo, ha incentivos e politicas publicas voltadas para o aumento da
utilizacdo de biomassa para atender as demandas por energia no futuro e para atender as metas



propostas pelo Protocolo de Quioto de reducdo de didxidos e diminuir a dependéncia por
combustiveis fosseis (SARKAR et al., 2012).

Independentemente da finalidade da energia produzida seja para aguecimento,
eletricidade ou transporte, fontes renovaveis apresentam grande potencial técnico para suprir
grande parte do acréscimo da demanda de energia mundial, porém a disponibilidade dos
recursos pode variar de uma regido para outra. Em se tratando de lixo, estes variam de acordo
com o tamanho do municipio (BRASIL, 2006).

No Brasil ha incentivo do governo para pesquisas que busquem a producéo de etanol
combustivel adicional a partir da hidrélise do bagaco da cana-de-agucar, onde tecnologias em
desenvolvimento poderdo atingir o estagio comercial em 10 a 15 anos (BRASIL, 2006).

Os residuos de cozinhas, provenientes de restaurantes, cafeterias, casas, hospitais,
dentre outros, possuem cerca de 80% de umidade, tem facilidade de apodrecer e gerar odor
desagradavel. Por se tratarem de alimentos, possuem grande quantidade de nutrientes como
lipidios, proteinas e carboidratos entre outras substancias e, geralmente, ndo possuem
compostos nocivos (WANG et al., 2001). O acimulo destes residuos pode atrair parasitas,
emitir gases toxicos e contaminar lencoéis freaticos, devido a alta concentracdo de compostos
organicos, o que requer tratamento da agua residual (YAN et al., 2011b).

Uma forma muito utilizada para o aproveitamento de residuos organicos € a utilizacao
como fertilizantes e para a alimentagdo animal, pratica que tem sido muito criticada por criar
problemas de higiene para a alimentagdo animal (YAN et al., 2011). Como tratamento, 0s
aterros sanitarios sao o principal destino, que nem sempre podem evitar possiveis danos ao
meio ambiente devido a formacdo de lixiviados (chorume) (YAN et al., 2011). O volume de
residuos provenientes de cozinhas tem aumentado a cada ano e provocado o esgotamento dos
aterros sanitarios e falta espaco para a criacdo de novas areas de descartes (CHO et al., 1995
apud YAN et al., 2011).

A maior parte do lixo de cozinha € incinerada diretamente e pode levar a formacéo de
dioxinas e envolver grandes gastos de energia, devido a presenca de alto teor de agua. Alguns
métodos de tratamentos mais econémicos, como a compostagem e a digestdo anaerdbica tem
sido utilizados para tratar residuos organicos para produzir adubo e biogas, mas o desequilibrio
na oferta e na demanda por produtos reciclados dificulta uma maior aplicacdo desta pratica
(TANG et al., 2008).

Com tecnologia adequada € possivel usar o contetido organico como matéria-prima
para a producdo de etanol e simultaneamente reduzir os problemas causados com o despejo
destes residuos em depositos ou aterros (CHESTER e MARTIN, 2009).

No Brasil, os residuos solidos apresentam uma elevada quantidade de matéria organica
e apesar do grande volume produzido, as experiéncias de compostagem para o tratamento séo
incipientes devido a escassa coleta seletiva, que faz com que o conteudo orgéanico seja
encaminhados para disposicao final junto com outros residuos domiciliares, 0 que acarreta em
gastos, para a maioria dos municipios, que poderiam ser evitados caso houvesse uma coleta
seletiva adequada. No Brasil, apenas 211 municipios possuem unidades de tratamentos de
residuos de matéria organica via compostagem, sendo que os Estados de Minas Gerais e do Rio
Grande do Sul possuem a maioria delas, com 78 e 66 unidades, respectivamente (BRASIL,
2012).

Com a coleta seletiva, a reciclagem e a compostagem do lixo organico (residuos de
alimentos) podem reduzir o volume de residuos a serem dispostos de forma incorreta,
contribuindo de forma significativa para solucionar questdes a cerca da destinagéo final destes
residuos e minimizando os problemas causados pela disposicdo inadequada que leva a

5



producdo de metano (CH,), produto da decomposicao anaerébia da matéria organica (IBGE,
2012).

Na Tabela 1 pode ser observado o volume em toneladas por dia de residuos solidos
urbanos gerados no Brasil no ano de 2008. Do total de 183481,50 t/d de residuos solidos
coletados por dia no Brasil, 94335,10 t/d sdo residuos de matéria organica, 0 que corresponde a
51,4% de residuos. Do total estimado de lixo orgénico coletado, somente 1509 t/d, cerca de
1,6%, é encaminhado para tratamento via compostagem (BRASIL, 2012).

Tabela 1: Estimativa da composicdo de residuos solidos urbanos coletados no Brasil em 2008

Residuos Participacao (%) Quantidade (t/dia)
Material reciclavel 31,9 58527,40
Metais 2,9 5293,50
Aco 2,3 4213,70
Aluminio 0,6 1079,90
Papel, papeldo, tetrapak 13,1 23997,40
Plastico total 13,5 24847,90
Plastico filme 8,9 16399,60
Plastico rigido 4,6 8448,30
Vidro 2,4 4388,60
Matéria organica 51,4 94335,10
Outros 16,7 30618,90
Total 100,0 183481,50

Fonte: Brasil, 2012

Assim, pesquisas que visem a utilizacdo de residuos de alimentos e residuos
agroindustriais para a producdo de outros produtos, como &cido latico, hidrogénio e etanol
poderdo ampliar as opg¢des de destinagéo e tratamentos para 0 material organico.

Segundo Ricarte et al. (2008) o desperdicio de alimentos envolve desde alimentos que
ndo foram preparados, as sobras dos pratos dos clientes consumidores, alimentos que foram
preparados e ndo foram servidos e que possuem como destino o lixo. Abrange as principais
etapas da cadeia alimentar: producdo, comercializacdo, sistema de embalagem e
armazenamento.

Na Tabela 2 ¢é apresentada a estimativa da porcentagem de alimentos perdidos ou de
residuos em todas as etapas do processo de producdo até o consumo final para a América
Latina. Pode-se perceber que em todas as etapas ha perdas de alimentos ou sdo gerados
residuos, em especial pode-se perceber a consideravel perda de produtos como cereais, raizes e
tubérculos, sementes, frutas e legumes, que possuem como caracteristicas da sua composi¢ao
amido e celulose, que podem ser utilizados como fonte de nutrientes para a producdo de etanol.



Tabela 2: Estimativa da porcentagem (%) de residuos para cada grupo de alimentos, desde a
producdo até o consumo para a América Latina

Processamento e

Producdo Pos-colheitae o
acondicionamento

Distribuicdo Consumo

agricola% manuseio % % % %
Cereais 6 4 2,7 4 10
Raizes e 14 14 12 3 4
tubérculos
Seme_ntes 6 3 8 9 9
oleaginosas
Frutas e legumes 20 10 20 12 10
Carnes 5,3 1,1 5 5 6
Peixe e frutos do 5.7 5 9 10 4
mar
Leite 3,5 6 2 8 4

Fonte: FAQO, 2011

N&o ha em escala industrial nenhuma planta para a producdo de etanol a partir de
residuos lignoceluldsicos, apenas plantas pilotos (GONCALVES FILHO, 2011). Na Tabela 3,
podem ser observadas as plantas pilotos de producdo de etanol a partir de residuos
lignocelulésicos em diversos paises no mundo, entre elas, hd& uma destinada a producdo de
etanol a partir de residuos urbanos em Phoenix nos Estados Unidos. Cabe ressaltar também a
presenca de uma planta brasileira que estuda a hidrélise do bagaco de cana.

Augustini et al. (2008) investigaram o desperdicio de alimentos em um restaurante
institucional de uma empresa metaltrgica em Piracicaba—SP levando em consideracdo os restos
deixados nos pratos, foi realizado a média de cada refeicdo em gramas desperdicados por
pessoa, levando-se em consideracdo que eram servidas as mesmas preparacdes no almoco,
jantar e ceia. Foi observado que 0 almoco, jantar e ceia geraram, respectivamente, 35,88 g, 44 g
e 65,65 g por pessoa. O restaurante servia diariamente cerca de 720 refei¢des entre ceia, almogo
e jantar durante duas semanas e 0s resultados podem ser vistos na Tabela 4 adaptada. Pode-se
perceber que mesmo ndo se tratando de um grande restaurante industrial as sobras dos pratos
tiveram um volume consideravel em apenas duas semanas de pesquisa realizada.

Nonino-Borges et al. (2006) avaliaram os restos de alimentos da Unidade de
Emergéncia do Hospital das Clinicas da Universidade de Sdo Paulo em Ribeirdo Preto -
SP/Brasil referentes a 14 dias de refei¢fes distribuidas no almoco e jantar. Dos 402 kg de
alimentos produzidos destinados a alimentacdo de pacientes e funcionérios retornaram 123 kg
de alimentos, cerca de 33%.

Em média o Restaurante Universitario da UFRRJ serve em torno de 4700 refeicOes
por dia durante o periodo letivo. Destes, cerca de 2900 refeigdes sdo servidas no almogo, 1200
no jantar e 600 no desjejum. A quantidade de residuos de alimentos gerados por dia varia em
funcdo do tipo de alimento, da quantidade de pessoas e da aceitabilidade do prato. Em meédia
séo gerados cerca de 132 kg de restos de alimentos por dia no almogo, 83kg no jantar e 5,6 kg
no desjejum. Para o célculo de residuos gerados, foram levados em consideracdo os finais de
semana, onde foram servidos uma quantidade menor de refei¢cGes em relacdo aos dias letivos do
més de novembro de 2012.



Tabela 3: Plantas pilotos de producéo de etanol a partir de residuos Agroindustriais e lixo

urbano
Companhia Local Biomassa Capacidade Inicio
logen Ottawa, Canada Cavaco de 900 kg/dia 1985
madeira
logen Ottawa, Canada  Palha de trigo 900 kg/dia 1993
Masada/TVA Muscle Shoals, Madeira N&o disponivel 1993
EUA
SunOpta Norval, Canada Vaérios (ndo- 900 kg/dia 1995
madeira)
Arkenol Orange, EUA Varios 900 kg/dia 1995
Bioengineering Fayetteville Madeiramole e N&o disponivel 1998
Resources casca de arvore
NREL/DOE Golen, EUA Palha de milho, 900 kg/dia 2001
outros
Pearson Abardeen, EUA Residuos de 27 Mg/dia 2001
Technologies madeira, palha de
arroz
NEDO Izumi, Japao Cavaco de 300 L/dia 2002
madeira
Dedini Pirassununga, Bagaco da cana 1600 m*/ano 2002
Brasil
Tsukishima Kikai Ichikawa, Chiba, Residuos da 900 kg/dia 2003
Co. Japéao madeira
Etek Ethanol Ornskoldsvik, Serragem de 5000 L/dia 2004
Teknik Suécia abeto
Pure Vision Ft. Lupton, EUA  Palha de milho, 90 kg/dia 2004
bagaco
Universal Entech  Phoenix, EUA  Lixo municipal 100 L/dia 2004
Sicco A/S Odense, Palha de trigo 100 kg/h 2005
Dinamarca
Abengoa York, EUA Palha de milho 2000 m*/ano 2006
Bioenergy

Fonte: Gongalves Filho, 2011; Solomon et al., 2007

Tabela 4: Quantidade de alimentos desperdicados em um restaurante institucional de uma
metallrgica de Piracicaba

Semana Ceia (kg) Almoco (kg) Jantar (kg) Total da semana (kg)
12 semana 17,13 34,76 26,26 78,16
2% semana 11,81 25,53 27,07 53,15
Média total 14,47 30,14 26,66 65,65

Fonte: adaptado de Augustini et al. (2008)



Segundo Tanaka et al. (2008) o desperdicio de alimentos no setor de producéo
industrial possui uma composicdo relativamente constantes, com possibilidade de reutilizag&o.
Porém os residuos de alimentos provenientes do lixo domeéstico ndo possuem grandes
possibilidades de serem reutilizados porque a composicao € variavel.

3.2 Produgéo de Etanol Utilizando Processos Fermentativos

No Brasil o etanol produzido por fermentacdo possui a cana-de-aglicar com matéria-
prima, altamente competitiva com o etanol produzido por outras matérias-primas
convencionais.

Até 2005 o Brasil era 0 maior produtor mundial de etanol, mas devido ao interesse de
outros paises no uso de biocombustiveis como aditivo da gasolina os Estados Unidos teve um
aumento da producdo (GONCALVES FILHO, 2011).

Para a safra de 2011/2012 foram processados cerca de 300,628 milhdes de toneladas
de cana e produzidos cerca de 23,687 bilhdes de litros de etanol, 14,17% menor que a safra de
2010/2011 (CONAB, 2011). Para a safra de 2012/2013 a &rea de cultivo estd estimada em
8567,2 mil hectares e para a producéo de etanol serdo esmagadas 302,2 milhdes de toneladas de
cana para a producgdo de 23,96 bilhdes de litros de etanol, sendo 4,81% superior a taxa de
producdo de etanol da safra de 2011/2012 (CONAB, 2012).

O destino do etanol produzido no Brasil é em sua maior parte para uso carburante, ou
seja, combustivel, com cerca de 80% da producdo destinada a esse fim, 5% sdo destinados a
indUstria alimenticia, cosmética e alcoolquimica e 15% sdo exportados (UNICA, 2007).

Para a producéo de etanol por método fermentativo, os materiais utilizados podem ser
classificados em trés tipos principais. O primeiro consiste no uso de agucares que podem ser
convertidos diretamente em etanol, como por exemplo, aclcar refinado e melaco de beterraba.
Requer o uso de micro-organismos adequados, sendo considerada, portanto, uma tecnologia
simples. Em segundo lugar, milho, trigo e outros grdos que requerem uma etapa de hidrdlise,
que pode ser enzimatica ou quimica, para tornar os agUcares complexos em simples e
diretamente fermentesciveis. E bem aceita pela industria de alcool, porém poderia competir
pela producédo de alimentos. E por fim, os materiais celul6sicos, que precisam ser convertidos
em acUcares fermentesciveis por processos hidroliticos e tem despertado o interesse em
diversas pesquisas, devido ao fato de se constituirem em matéria-prima abundante, renovavel e
de baixo custo (MA et al., 2009).

Os residuos de alimentos sacarificados consistem em uma mistura de agucares e sua
distribuicdo pode variar conforme a composicao dos rejeitos alimentares (JEONG, KIM e LEE,
2012). A glicose constitui cerca de 61 a 72% do agucar redutor presente nos residuos de
alimentos (JEONG et al. 2009, JIN et al., 2010 apud JEONG, KIM e LEE, 2012).

Shahsavarani et al. (2013) argumentaram que a nao producdo em escala industrial de
etanol obtido a partir de matérias-primas celulésicas, se da devido a falta de pré-tratamentos
eficazes e ao baixo rendimento em elevadas temperaturas.

Este fato serviu de incentivo para muitas pesquisas que buscam as condicOes ideais
para a producdo de etanol a partir de residuos agroindustriais e de alimentos, com intuito de
encontrar as condicOes para a redugdo dos custos e com melhor conversdo de biomassa,
tornando o processo competitivo para outas fontes de combustiveis.

Virunanon et al. (2013) citaram que 0 preco da enzima e a recuperagdo do etanol a
partir da baixas concentragdes formadas no fermentador impede a aplicacdo em escala
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industrial da producdo de etanol a partir de fontes como residuos lignocelulésicos e ndo reduz a
dependéncia do combustivel de origem fossil.

3.3 Bioquimica da Fermentacao Alcoolica

As leveduras produtoras de alcool realizam a fermentacao alcodlica com o objetivo de
obter energia quimica necessaria a sobrevivéncia e o etanol produzido € um produto desse
processo, sendo preciso o conhecimento das melhores condi¢Ges para que 0s micro-organismos
possam ter uma maior eficiéncia na producéo de alcool (STECKELBERG, 2001).

A fermentacdo alcodlica é um processo de oxidacdo anaerobica parcial da glicose,
iniciando-se pela via glicolitica, com formacdo de duas moléculas de piruvato que
posteriormente, em condicGes de anaerobiose, serdo descarboxiladas pela acdo de enzimas
piruvato descarboxilase, formando duas moléculas de acetaldeido e duas de gas carbbnico. O
acetaldeido serd reduzido a etanol (JAY, 2005). Em leveduras, a fermentacdo alcodlica
(glicdlise anaerodbia) ocorre no citoplasma e a respiracao, oxidacdo total do aglcar, ocorre nas
mitocondrias (STECKELBERG, 2001).

A Figura 1 apresenta as rea¢fes que envolvem o processo de transformacédo da glicose
em etanol.

Os micro-organismos que realizam a fermentacéo alcoolica convertem a glicose em
etanol e CO,. Na glicdlise, a glicose € convertida a piruvato. Primeiramente o piruvato sofre a
descarboxilacdo catalisada pela enzima piruvato descarboxilase na presenca de Mg*. Em
seguida, por uma reacdo catalisada pela enzima alcool desidrogenase, o acetaldeido € reduzido
a etanol, com o NADH derivado da atividade da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
fornecendo o poder redutor (NELSON e COX, 2002).

Segundo Amaral (2009) o processo de conversao do agucar em etanol e CO, envolve
12 reacBes em sequéncia ordenada, catalisada por uma enzima especifica confinada no
citoplasma celular, onde é realizada a fermentacgdo alcodlica. Os carboidratos utilizados como
fonte de substratos podem ser enddgenos, ou seja, constituintes da levedura (glicogénio e
trealose) ou exdgenos (sacarose, glicose, frutose e outros) fornecidos a levedura.

2 ADP + Pi 2 ATP
2 NAD' 2NADH + 2 H' 2C0; 2NADH + 2 H' 2 NAD'

7 7 7

| - N 4
glicose Emmm—p> 2 acido piruvico E=—=p> 2 acetaldeido E====p> 2 etanol
C:Hi20¢  glicolise CH,COCOOH piruvato CH,CHO alcool CH,CH.OH
descarboxilase desidrogenase

Figura 1: Transformacéo de glicose em etanol (Fonte: VALLE, 2012)

A equacdo de Gay-Lussac (Equacdo 1) faz um balanco das etapas de conversdo da
molécula de glicose a etanol, mas em presenca de oxigénio havera um deslocamento reacional
de parte do &cido piravico para o Ciclo de Krebs, onde seré oxidado através da a¢do de enzimas
a CO; e dgua (STECKELBERG, 2001).

CeH1206 + 2 Pi+2 ATP — 2 CoHs0H + 2 CO, + 2 ATP +2 H,O + 57 keal (Eq 1)
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Através da equacdo 1, pode-se perceber que 1 mol de glicose (180 g) produz 2 moles de
etanol (92 g), 2 moles de CO, (88 g) e 57 kcal de energia. Portanto, o rendimento tedrico para a
producdo de etanol é de 0,511 ¢g/g (STECKELBERG, 2001). Em praticas industriais, o
rendimento da fermentacdo alcodlica pode chegar entre 90 e 92% do rendimento
estequiométrico se bem conduzida (PACHECO, 2010).

3.4 Fatores que Afetam a Fermentagédo Alcodlica

Vaérios fatores podem afetar o rendimento da fermentacédo alcoolica, entre eles: fisicos
(temperatura, pressdao osmotica), quimicos (oxigenacdo, pH) e microbioldgicos (espécie,
linhagem e concentracdo de levedura, micro-organismos contaminantes) (LIMA et al., 2001
apud AMARAL, 2009).

Durante a etapa de fermentacdo alcodlica, a levedura pode estar exposta a diversos
fatores estressantes, entre eles: contaminacdo bacteriana, elevado teor alcodlico, elevada
temperatura e acidez do meio (BASSO, 1991 apud AMARAL, 2009).

Segundo Antonini (2004) além da escolha e da preparacdo do fermento, algumas
condicdes devem ser mantidas durante o processo de producdo para obter uma Otima
produtividade de etanol a partir de aglUcares fermentesciveis. O controle destas condi¢Ges
poderd estimular o crescimento de micro-organismos desejaveis, bem como inibir o0s
prejudiciais ao processo de producéo de alcool.

Na fermentacdo alcodlica as bactérias atuam como micro-organismos competidores
com as leveduras, que poderdo prejudicar o consumo do substrato contido no mosto,
principalmente a sacarose, provocando perdas e transformacdo de produtos como &cidos
organicos e dextranas, reduzindo ou inibindo a producao de alcool (ANTONINI, 2004).

A contaminacdo bacteriana na fermentacdo pode prejudicar todo o processo de
fermentacdo e resultar em problemas, tais como: consumo de aclcar; formacdo de goma;
floculacdo do fermento; inibicdo e queda da viabilidade das leveduras devido as toxinas e
acidos organicos excretados no meio; e, por consequéncia, reducdo no rendimento e na pro-
dutividade da fermentacdo (RODRIGUES, DANTAS e FINZER, 2009).

A temperatura pode ser considerada um fator critico em fermentacdes alcodlicas e
influenciar no tempo de fermentacdo. Se a temperatura for abaixo de 26°C, a fermentacdo nao
se desenvolve e quanto maior for a temperatura, a possibilidade de problemas causados por
micro-organismos contaminantes aumenta, além das leveduras ficarem mais sensiveis a
toxidade do etanol produzido (LIMA et al., 2001 apud AMARAL, 2009).

Para o 6timo de crescimento das leveduras, a temperatura é inferior a temperatura
Otima para a producgéo de etanol (STECKELBERG, 2001). O rendimento alcoolico em faixas
de 15-20°C é maior, porém o tempo é prolongado. Em temperatura em torno de 25-31°C, a taxa
inicial de fermentacdo € maior. As leveduras S. cerevisiae utilizadas nas industrias séo
resistentes a altas temperaturas, mas pode interferir na viabilidade celular quando em sinergia
com a presenca de etanol e pH baixo (AMARAL, 2009). A temperatura 6tima de fermentacéo
tende a diminuir quando a concentragédo de etanol no meio aumenta. O efeito inibidor do etanol
esta intimamente relacionado a temperatura da fermentacdo, sendo a melhor faixa de resisténcia
ao etanol para cepas de S. cerevisiae esta entre 13 a 27°C e 11% (v/v) de etanol, abaixo e acima
desses valores a tolerancia diminui (STECKELBERG, 2001).

Grandes concentragdes de oxigénio inibem a fermentacdo alcodlica e em condi¢cbes
micro aerobicas, podem aumentar a utilizacdo do substrato e a tolerancia da levedura ao etanol,
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sem haver decréscimo significativo no rendimento em etanol por unidade de substrato
consumido (STECKELBERG, 2001).

O pH o6timo de fermentacdo alcodlico esta entre 4 e 5. Em meios mais &cidos, 0
rendimento em etanol é favorecido pelo fato de restringir o crescimento do fermento, com
inibicdo da producdo de glicerol e da carga microbiana contaminante. Entretanto, em pH em
torno de 5,8 a 5,9, a fermentagdo alcoodlica se desenvolve melhor. Valores baixos de pH podem
provocar a perda de nutrientes e aumentar a sensibilidade do micro-organismo ao etanol, a
acidos organicos e a SO, (AMARAL, 2009).

Segundo Steckelberg (2001) a concentracdo de etanol € uma das substancias que
inibem a fermentacdo alcoodlica e este efeito ocorre devido a outros aspectos como: presencga ou
ndo de outro inibidores, composicdo do meio, pressdo parcial em oxigénio, temperatura,
natureza da cepa e condicGes de cultura.

3.5 Processos Hidroliticos para Obtencéo de Aglcares Fermentesciveis

Durante a fermentacdo alcodlica, 0s micro-organismos utilizam o0s agucares
diretamente fermentesciveis para a sua conversdo em etanol, quando os carboidratos ndo se
encontram na forma de monossacarideos, torna-se necessario tratamento da matéria-prima
através hidrolise quimica ou enzimética para torna-lo fermentescivel.

A hidrolise de carboidratos pode sofrer influéncia de diversos fatores, como
temperatura, pH, configuracdo anomérica do carbono (o ou ), forma e tamanho do anel. De
acordo com o aumento de ligacGes intermoleculares a sensibilidade a hidrolise diminui
(RIBEIRO e SERAVALLLI, 2007).

Para a producdo de etanol a partir de residuos agroindustriais e de alimentos ha trés
importantes processos de sacarificacdo e fermentacdo, a saber: a sacarificacdo e fermentacao
simultanea, a semi-sacarificacdo e fermentacdo simultanea (SHAHSAVARANI et al., 2013) e 0
processo sequencial de hidrolise e fermentacdo (VAVOURAKI et al., 2013). A sacarificagdo e
fermentacdo simultanea consistem no uso de enzimas e de micro-organismos simultaneamente
para que a matéria-prima hidrolisada possa ser em seguida fermentada. Ja a semi-sacarificagcdo
e fermentacdo simultanea consistem no uso de uma pré-hidrélise acida antes da hidrolise
enzimatica simultdnea a fermentacdo (SHAHSAVARANI et al., 2013). A hidrolise e
fermentagdo sequencial consistem no tratamento termoquimico com &cido antes da etapa da
fermentacdo (VAVOURAKI et al., 2013).

Para Hamelinck et al. (2005 apud SEABRA, 2008), os pesquisadores ainda néo
chegaram a um senso comum sobre qual método seria 0 mais eficiente e poderia reduzir 0s
custos de producéo de etanol de segunda geracdo. Para uns pesquisadores o ideal seria diminuir
0 numero de etapas no processo, enquanto que para outros o melhor seria buscar condigdes
otimizadas em cada etapa, visto que cada uma possui um 6timo diferente.

Muitas pesquisas reportam ao processo de sacarificacdo e fermentagdo simultanea e ao
processo de semi-sacarificacdo e fermentacdo simultanea de residuos de alimentos, mas poucas
pesquisas retratam o uso de acidos diluidos para a obtencéo de agucares fermentesciveis a partir
de residuos de alimentos e de residuos agroindustriais.

Para um pré-tratamento eficaz os acUcares devem ser formados diretamente ou
subsequente a hidrolise, evitar perda ou degradacdo de aglcares e limitar a formacdo de
produtos inibidores e minimizar os custos. Tratamentos fisicos, fisico-quimicos, quimicos e
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bioldgicos sdo os métodos principais e pode ser utilizada a combinacdo desses métodos
(SARKAR et al., 2012).

Sarkar et al. (2012) relataram que o primeiro passo para a producdo de etanol a partir
de residuos agricolas é a moagem, pois reduz a cristalinidade da celulose e melhora a eficiéncia
no processo downstream, porém particulas muito finas podem prejudicar etapas subsequentes
como a de hidrdlise enzimatica.

Pré-tratamentos fisico-quimico que utilizam &cido sulfdrico diluido, vapor de agua,
amonia e hidroxido de célcio estdo entre as opgBes mais promissoras, mas ndao devem ser
aplicados de forma genérica a todas matérias-primas. O método de pré-tratamento por explosao
a vapor consiste no rapido aquecimento com vapor saturado, sem adicdo de &cido, onde a
matéria-prima é mantida pressurizada por um periodo de tempo e logo em seguida sofre uma
stbita descompressdo do equipamento (CORAL, 2009).

O método de tratamento com lavagem com agua quente, também conhecido como
hidrotermdlise ou aquasolv, consiste no contato da agua pressurizada de 1 a 15 min entre 170 e
230°C em que serdo rompidas as ligacGes hemiacetalicas dos carboidratos, com
aproximadamente 40 a 60 % da biomassa € dissolvida no processo e removendo cerca de 4 a
22% de celulose (CORAL, 2009). Neste processo ha pequenas taxas de degradacao de agucares
e de formacédo de compostos inibitérios (SARKAR et al., 2012).

Nos tdpicos seguintes serdo apresentadas outras formas de tratamentos de residuos
lignocelul6sicos e de alimentos, foco principal deste trabalho.

3.5.1 Hidrolise quimica

Para hidrolise &cida concentrada a matéria-prima deve ser previamente seca e com
umidade inferior 10%, para que ndo ocorra a diluicdo do &cido, onde a hidrdlise ocorre em uma
Unica fase a temperaturas branda, em torno de 35°C e tempo de residéncia de 5 a 60 min e para
gue 0 uso seja economicamente viavel, torna-se necessario a recuperacdo do &cido, apos
ocorrida a hidrolise (SIVERS e ZACCHlI, 1996).

Para a hidrolise quimica por acido diluido podem ser utilizados &cidos sulfurico,
nitrico ou cloridrico como agente hidroliticos, onde a mistura de solucdo de &cido e biomassa
podem ser aquecidas indiretamente no reator ou diretamente por injegdo de vapor, que se
assemelha com o pré-tratamento por explosdo de vapor. Este processo requer grandes
quantidades de agua e energia, sendo uma dos que apresentam melhores rendimentos na
producdo de agucares (CORAL, 2009).

O processo de hidrolise &cida diluida utiliza temperaturas e pressdes mais elevadas
com tempo de contato variando de segundos a minutos. E a hidrolise realizada com &cido
concentrado as condicOes de temperatura e pressdo sdo mais brandas, porém um longo tempo
de reac0es € necessario (GRAF e KOEHLER, 2000 apud GONCALVES FILHO, 2011).

Segundo Coral (2009) em processos hidroliticos por &cido diluido ndo é possivel
atingir rendimentos de recuperacdo de acucares superiores a 50% e que neste método de
hidrolise ocorrem duas reac6es de primeira ordem consecutiva. Na primeira reacdo, a celulose é
convertida em glicose e na segunda, 0s agucares serdo transformados em outras sustancias
quimicas. Ainda segundo este autor as mesmas condi¢des que favorecem a primeira reacao,
possibilitam condigdes para que ocorra a segunda, como consequéncia ocorre a degradagédo das
moléculas de agUcares e formacdo do furfural e outros produtos tdxicos ao desenvolvimento
microbiano.
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Em meio &cido, as ligacdes glicosidicas podem ser facilmente quebradas (RIBEIRO e
SERAVALLLI, 2007). Na hidrélise &cida ocorre a despolimeriza¢do dos polissacarideos. Nos
residuos lignoceluldsicos resulta em oligossacarideos e suas unidades repetitivas, como Xxilose,
acido acético e furfural para a hidrdlise da hemicelulose e, como glicose e hidroximetilfurfural
para a hidrolise da celulose (GOUVEIA, NASCIMENTO e SOUTO-MAIOR, 2009).

Cheng et al. (2008) estudaram a hidrdlise do bagaco de cana-de-aglcar utilizando
acido sulfarico (H,SO4) (1,25% p/p) e desintoxicacdo por eletrodidlise. O bagaco de cana na
proporcdo de 10% (p/p) foi submetido ao tratamento por H,SO,4 1,25% em autoclave a 121°C
por 2 h. Em seguida o hidrolisado foi filtrado e a parte sélida lavada com 20 mL de agua quente
a 60°C. O filtrado e o liquido de lavagem foram analisados em conjunto e levados para a
proxima fase de hidrdlise. E antes da etapa sequencial a concentracéo de H,SO, foi determinada
por titulagdo com NaOH com fenolftaleina como indicador, sendo reintegrada para manter as
mesmas condicdes que a etapa anterior. A concentracdo de aclcares redutores aumentou de 28
g/L para 63,5 g/L utilizando dois estagios.

Eletrodialise € um processo de bio-separacdo eletroquimica em que membranas
eletricamente carregadas e uma diferenca no potencial elétrico aplicado para separar as espécies
ibnicas a partir de uma solucdo aquosa e de outros componentes ndo carregados que tem sido
utilizados na desmineralizacdo da &gua natural, dessalinizacdo de solucBes salinas e na
separacdo de acidos organicos, acido acetico, acido latica e seus sais, espera-se com esse
tratamento que o meio obtido do hidrolisado seja desintoxicado de produtos formados pela
hidrolise acida e também para o reciclo de acido (CHENG et al., 2008).

Gong et al. (2010) desenvolveram um processo integrado de pré-tratamento integrado
de hidrolise &cida e com posterior uso de solventes organicos (agua/etanol) para fracionar a
celulose, hemicelulose e a lignina de capim. Este método consistiu no tratamento com H,SO,
diluido para obter mais xilose que ficou concentrada na parte liquida. A parte solida foi tratada
com &gua/etanol, para que se obtivesse mais lignina, para ser posteriormente hidrélise por
celulase e depois fermentada. As condi¢Bes otimizadas foram 155°C por 7 min, com 0,8% de
H,SO,, obtendo 79,82% de glicose e de 98,77% de xilose. Posteriormente, em um segundo
estagio foi realizado outro tratamento, obtendo-se rendimentos de 62% de glicose e removendo
cerca de 99% de xilose e 80% de lignina nas condi¢des étimas de 195°C por 20 min, em 45%
de etanol (v/v) com NaOH 0,4%. Depois da hidrolise enzimatica, o rendimento de glicose foi
de 92,6%.

Oberoi et al. (2010) avaliaram a producdo de etanol a partir de cascas de laranjas
utilizando dois estagios de hidrolise acida e posterior fermentagdo. Para o primeiro estagio
foram testadas as concentrac6es de H,SO, de 0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1% (p/v), a 121°C, 15 psi por
15 min. Concentragdes superiores a 0,5% apresentaram maior producdo de hidroximetilfurfural
e reducdo de acUcar. Para o segundo estagio, a biomassa pré-tratada no primeiro estagio foi
submetida as mesmas condicBes de concentracdo de &cido, temperatura e pressdo, com o tempo
de 30 min. O melhor concentragdo de glicose na primeira etapa de hidrdlise foi 50,8 g/L obtida
com o tratamento com H,SO, 0,5% (p/v). Para a segunda etapa de hidrolise, a melhor
concentracédo de agucares redutores de 29,65 g/L foi obtida com tratamento com a concentracéo
de H,SO,4 0,75% (p/v).

Vavouraki et al. (2013) utilizaram diferentes dilui¢bes (0,7%, 1,5% e 3%) para 0s
acidos HCI e H,SO, para testar a hidrélise de residuos de alimentos. A melhor concentragdo de
glicose de 509 mg/g de residuo seco foi obtida por H,SO4 3%, a 100°C, por 30 min, que por sua
vez foi menor que a concentracao de glicose de 539 mg/g de residuo seco obtida nas condi¢oes
de HCI 1,5%, a 120°C por 120 min.
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3.5.2 Hidrodlise enzimatica

A hidrolise enzimatica possibilita muitas vantagens em relacdo aos processos
hidroliticos por acido concentrado e &cido diluido, pois atingem altos rendimentos de producao
de acucares, superiores a 0,85 g/g de celulose, ocorrem em temperaturas brandas (40-50°C) e
pressdo atmosférica. Porém a elevada duragdo do processo, em torno de 48 a 72 h, dificulta
essa pratica bem como problemas operacionais como a desativagdo catalitica por inibicdo das
atividades da enzima e do elevado custo (CORAL, 2009).

Para a utilizacdo de hidrolise enzimatica durante a producao de etanol existem dois
processos. A sacarificacdo e fermentacdo separadas, onde cada etapa pode ter diferentes
temperaturas, uma ideal para a enzima e outra ideal para 0 micro-organismo. E a sacarificacao
e fermentacdo simultdneas, onde o aglcar obtido deve ser rapidamente convertido a etanol
(KIM et al., 2011).

O processo de sacarificacdo e fermentagdo simultdnea possibilita uma série de
vantagens e possui alguns pontos considerados inconvenientes. A vantagem é que a glicose é
convertida de forma continua a etanol, o que possibilita que uma quantidade menor de enzimas
sejam necessarias por grama de celulose, o que pode reduzir os custos com a producao
enziméatica. Como desvantagem é que sem uma etapa de pré-tratamento para a deslignificacdo
pode dificultar a separacdo do fermento e da lignina (SIVERS e ZACCHlI, 1996).

Ratnam et al. (2003) avaliaram os efeitos da temperatura, do pH e do tempo de
fermentacao no processo simultaneo de sacarificacdo e fermentacdo para a producéo de etanol a
partir de sagu, utilizando a enzima amiloglicosidase e a bactéria Zymomonas mobilis ZM 4. A
méaxima concentracdo de etanol foi de 70,68 g/L, obtida de 140 g/L de amido de sagu, com
rendimento de 97,08% em condicfes Gtimas de temperatura (36,74°C), pH (5,02) e tempo de
fermentacdo (17 h).

Bandaru et al (2006) atraves da metodologia da superficie de resposta, estudaram as
condicdes de sacarificacdo e fermentacdo simultaneas para a producdo de etanol a partir do
amido de sagu com a enzima amiloglicosidase co-imobilizada e a bactéria acido tolerante
Zymomonas mobilis MTCC 92, por fermentacdo submersa. A maxima concentracdo de etanol
foi de 55,3 g/L obtida com uma concentracdo de 150 g/L de amido de sagu. As condicbes
Otimas foram 32,4°C, pH 4,93 e tempo de fermentacdo de 17,24 h.

Sriroth et al. (2000) investigaram a hidrélise enzimatica de residuos da mandioca,
utilizando as enzimas celulase e pectinase. Os resultados demonstraram que o uso das enzimas
separadamente ndo foi eficiente para melhorar a extracdo do amido. Para a recuperacdo de
amido, a concentracdo de celulase possui uma maior eficiéncia quando em presenca de
pectinase. O tratamento da polpa da mandioca com 15 unidades de celulase e 122,5 unidades de
poligalacturonase (PG) por g de polpa seca por 60 min recuperou 40% de amido. Este amido
recuperado é menos suscetivel a a-amilase que o amido obtido de forma convencional.

Krishna e Chowdary (2000) otimizaram o processo de sacarificacdo e fermentagédo
simultaneos de folhas de Antigonum leptopus, utilizando pre-tratamento alcalino, enzimas
celulases produzidas por Trichoderma reesei, e a levedura Saccharomyces cerevisiae como
micro-organismo produtor. As condi¢des 6timas das enzimas foram de 100 U/g de substrato,
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15% (p/v) a 38,5°C por 57,2 h. Nestas condic¢des o rendimento de etanol previsto pelo modelo
foi de 3,02% (v/v) e experimental de 3,0% (v/v).

Moon et al. (2009) estudaram a hidrolise de residuos alimentares, a fermentagédo
batelada e o efeito do sal presente nos alimentos sobre a fermentacdo e a produtividade do
etanol. Foram utilizadas as enzimas amiloglicosidase e carboidrases separadamente e a mistura
dessas duas enzimas. O maximo rendimento de glicose foi de 0,46 g/g de residuo seco para 0s
rejeitos tratados com as duas enzimas, 0,41 g/g para os tratados somente com amiloglicosidase
e 0,35 g/g para os tratados com carboidrases. As condi¢des que obtiveram o melhor rendimento
de etanol de 0,23 g/g de residuo foram apds tempo de 15 h de fermentacdo por S. cerevisiae
KCTC 7107. Quanto ao sal de cozinha, foi verificado que até uma concentragdo de 3% ndo
houve nenhuma interferéncia sobre a fermentacdo e a partir de 4% a absorcao de substrato e 0
crescimento das células de levedura diminuiram significativamente.

Nadir et al. (2009) estudaram a hidrolise enzimatica de sorgo doce e mandioca para a
producdo de etanol. As enzimas utilizadas foram a o-amilase e amiloglicosidase. O micro-
organismo utilizado foi a S. cerevisiae na forma seca industrial e a fermentagdo em biorreator
de 2 L (B-Braun). A quantidade de glicose obtida ap6s o processo de hidrdlise foi maior no
sorgo doce do que na mandioca, sendo 50,07 e 40 g/L, respectivamente.

Yan et al. (2011) utilizaram residuos de alimentos como substrato para a obtencdo de
acucares fermentesciveis para a producdo de etanol. A méaxima concentracdo de acUcares
redutores de 164,8 g/L foi obtida com a concentracdo de enzima amiloglicosidase 142,2 U/qg,
pH sacarificacdo 4,82, temperatura de reacao de 55°C por 2,48 h.

Oberoi et al. (2011) utilizaram residuos de tangerina kinnow para a sacarificacdo e
fermentacdo simultanea. As condicdes 6timas foram de 6 FPU de celulase/gresiguo, 60 FPU de
pectinase/q resiqguo @ 37°C por 12 h em frascos Erlenmeyer. A concentracdo de etanol obtida foi
de 42 g/L e a produtividade de 3,5 g/L.h.

3.5.3 Hidrolise quimica e enzimatica combinadas

Devido a ndo disponibilidade de acucares possiveis de hidrélise enzimética em funcédo
da intima associacdo com a lignina na parede celular dos vegetais € necessario um pré-
tratamento para tornar possivel a hidrolise enzimatica e posterior fermentacdo (EL-ZAWAWY
et al., 2011). Por motivos econdmicos, tratamentos termo quimicos como o uso de exploséo a
vapor e hidrdlise acida diluida sdo empregados para preparar o material lignocelulésico para
hidrolise enzimatica, solubilizacdo dos componentes da hemicelulose e aumentar 0 acesso a
celulose (EL-ZAWAWY et al., 2011).

Grohmann, Cameron e Buslig (1995) pesquisaram a solubilizacdo e despolimerizacao
de carboidratos no tratamento de cascas de laranja com H,SO,4 (0,06 e 0,5%) a 100, 120 e
140°C. Os resultados demonstraram que apenas acUcares solUveis e acucares derivados da
hidrolise da hemicelulose foram eficientemente liberados pela hidrélise com acido a quente, 0s
segmentos de pectina contendo unidades de acido galacturénico foram resistentes a hidrolise
com H,SO,. O tratamento com &cido obteve efeito positivo sobre a taxa de hidrolise enzimatica
subsequente, com uma mistura de enzimas celuloliticas e pectinoliticas.

Saha e Bothast (1999) avaliaram o pré-tratamento com uso de agua quente, alcali e
acido diluido para posterior etapa de sacarificacdo enzimatica para a producao de etanol a partir
da fibra do milho. O pré-tratamento com &gua quente a 121°C por 1 h e o pré-tratamento com
alcali sob as mesmas condicdes facilitaram a posterior hidrolise enzimatica do amido e da
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celulose, porém ndo alcancaram os mesmos resultados na fracdo hemicelulose para ambos os
pré-tratamentos. Os componentes da hemicelulose e amido foram convertidos a acUcares
monomeéricos através do uso de H,SO,4 (0,5-1,0% v/v) a 121°C. O melhor método de pré-
tratamento e posterior sacarificacdo enzimatica ocorreu nas condigdes de 15% solido (v/v),
0,5% H,SO,4 a 121°C por 1 h e neutralizagéo para a etapa de sacarificacdo enzimatica a pH 5,0
e utilizacdo das enzimas celulase e p—glicosidase. O rendimento da sacarificacdo foi de 85-
100% do rendimento tedrico.

Curreli et al. (2002) estudaram o processo de hidrolise da palha de trigo em duas etapas,
primeiramente tratamento com H,SO,4 2% a 90°C em tempo que variou de 2 a 24 h, seguido
pelo tratamento alcalino com NaOH 1% sob agitacdo em tempo que variou de 6 a 24 h. As
fragcdes de hemicelulose foram hidrolisadas com H,SO,4 2% a 90°C, que permitiu a recuperacao
da xilose cristalina e o processo de solubilizacdo alcalina sem presenca de sulfitos ou cloro
removeram a lignina.

Moxley et al. (2008) investigaram a liberacdo dos acgUcares presentes em material
lignocelulésico e celulésico de talo de canhamo. Foram investigadas as condi¢fes de
concentracdo de acido, temperatura e tempo de reacdo e a combinacdo com a hidrolise
enzimatica para maxima liberagdo de acucar. O melhor resultado foi obtido nas condicfes de
84,0% de H3PO,4 a 50°C, por 60 min. A digestibilidade do glucano foi de 96% em 24 h
utilizando uma concentracdo enzimaética de 15 unidades em papel filtro de celulase por grama
de glucano.

Cekmecelioglu e Uncu (2013) investigaram o pré-tratamento com agua quente e com
H,SO4 1% e 4% (p/v) seguidos de hidrolise enzimatica por a-amilase, amiloglicosidase e -
glicosidase para a hidrélise de residuos de cozinha para obtencdo de acucares redutores para a
producdo de etanol. A melhor concentracdo de glicose de 64,8 g/L foi obtida com o pré-
tratamento com agua quente a 60°C, indicando que para a reducdo dos custos de hidrélise do
lixo de cozinha o uso do acido pode ser retirado.

3.6 Micro-organismos Utilizados Para a Producéo de Etanol

Para que a fermentacdo alcoolica ocorra sem ocasionar produtos secundarios
indesejaveis e para maximizar a producdo de alcool é necessario tomar alguns cuidados, tais
como, conhecer as caracteristicas dos micro-organismos a serem utilizados e da matéria-prima
a ser tratada, para que se tenha controle de todo o processo.

As leveduras sdo agentes bioldgicos responsaveis pela transformacéo bioquimica do
acucar em etanol, portanto sdo de fundamental importancia para que se tenha um bom
desempenho em fermentacéo alcodlica. Quanto as exigéncias nutricionais, este grupo esta entre
aquele que se desenvolve em substratos mais simples, composto de fontes de carbono e
minerais e 0s que se desenvolvem em meios mais complexos (PACHECO, 2010).

Para fermentac&o alcoolica, € importante a escolha por linhagens de micro-organismos
que devam atender 0s seguintes requisitos: velocidade de fermentacdo, com elevada
transformacdo de agucar em alcool por unidade de tempo e massa de levedura; resisténcia a
altas concentracdes de alcool; eficiéncia de conversdo de acucar em alcool; resisténcia ao pH;
estabilidade genética, as propriedades mencionadas acima devem ser mantidas nas geragdes
subsequentes da linhagem genitora (PACHECO, 2010).
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Nos processos para utilizacdo da celulose como fonte de nutrientes, tem sido proposto
um micro-organismo que combine em um Unico processo a producdo de enzima, a
sacarificacdo da celulose e fermentacédo, que vise a reducdo dos custos (LYND et al., 2008 apud
TSAl et al., 2009).

Para Tsai et al. (2009) um micro-organismo promissor para a producdo de etanol € a
Saccharomyces cerevisiae, pois sdo resistentes a concentracdo de &lcool. Estes autores
ressaltam que devido as limitacbes energéticas sob condi¢Ges de anaerobiose, apenas uma
pequena quantidade de celulase é segregada e uma alternativa para melhorar a hidrélise é
inserir enzimas celuloliticas sobre a levedura, formando celulossomas. O componente principal
deste complexo é um scaffoldin, estrutura que consiste em pelo menos uma ligagéo de celulose
e de coesina, que sdo encaixados individualmente com uma celulase diferente etiquetado com
dominio dockerin correspondente. Segundo Xu e Smith (2010) scaffoldin compreende uma
variedade de enzimas, celulase e hemicelulases, por exemplo, organizadas em torno de uma
proteina de integracdo ndo catalitica. E segundo Ferreira (2011) coesina € um complexo melhor
conhecido em leveduras e mamiferos, que € formado por duas proteinas de manutencéao
estrutural dos cromossomos e duas proteinas de coesao das cromatides irmas.

A associacdo de enzimas com especificidades complementares, sobre a superficie das
celulas dos micro-organismos, provoca aumento na sinergia e faz com que o micro-organismo
seja capaz de utilizar os polissacarideos gerados pelas enzimas celuloliticas (LU et al., 2006
apud XU e SMITH, 2010).

Muitas bactérias anaerdébias podem desenvolver um complexo enzimatico, chamado de
celulossoma, na superficie da célula para maximizar a catalise da celulose com apenas uma
quantidade limitada de enzimas (DEMAIN, NEWCOMB e WU, 2005; DOI e KOSUGI, 2004
apud TSAI et al., 2009).

Fujita et al. (2004) produziram um biocatalisador com um complexo de trés espécies
de enzimas celuloliticas na superficie da célula de S. cerevisiae. A cepa da levedura com
acréscimo do complexo enzimatico apresentou maior capacidade de hidrolisar celulose amorfa,
permitindo um rendimento de 0,45 g/g de producdo de etanol, o que sugere que esta cepa pode
fermentar diretamente este tipo de substrato.

Tsai et al. (2009) demonstraram a montagem de um minicelulossoma em superficies
de células de S. cerevisiae, composta por trés celulases e a viabilidade deste micro-organismo
para a producdo de etanol a partir de materiais celuldsicos. A concentracdo de etanol final foi
de 3,5 g/L, 2,6 vezes mais elevada do que a obtida usando a mesma quantidade de celulase
isolada.

Uma forma de maximizar o processo de producdo de etanol a partir de fontes
compostas por pentoses e hexoses € utilizacdo de co-cultura de micro-organismos, ou seja, 0
emprego de dois micro-organismos para a fermentacdo dos agucares disponiveis em um meio
de cultura. A co-cultura permite que agucares ndo fermentados por um determinado micro-
organismo possa ser convertido a etanol por outro micro-organismo (JEONG, KIM e LEE,
2012).

As co-fermentagfes podem ser utilizadas na forma livre ou imobilizadas para
utilizacdo das pentoses e das hexoses. A utilizacdo de hidrolisados lignocelul6sicos para a
producéo de etanol requer a presenca de micro-organismos que fermentem as hexoses (glicose,
manose e galactose) e as pentoses (xilose e arabionose) na presenca de compostos inibitdrios
como furaldeidos e fenois (PEREIRA, 2010).

Substratos a base de celulose, como por exemplo, residuos de legumes, frutas e
hortalicas, sdo efetivamente hidrolisados e fermentados, obtendo-se elevada concentracdo de
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etanol. Neste tipo de matéria-prima ha a presenca de xilose que ndo pode ser convertida a
etanol através do emprego da levedura Saccharomyces. O que torna necessario o emprego de
outros fungos, como a Candida shehatae, Pichia stipitis e Pachysolin tannophilus, que podem
fermentar xilose diretamente a etanol, porém baixa concentracdo de etanol é obtida
(SCHNEIDER et al., 1981, SLININGER et al., 1982 apud JEONG, KIM e LEE, 2012).

Os géneros Candida e Pichia estéo entre 0s micro-organismos mais promissores para a
conversdo da xilose em etanol, porém ndo sdo tolerantes a altas concentracdes de etanol, o que
ndo torna viavel a utilizacdo. H& estudos com algumas bactérias que sdo tolerantes a altas
concentracdes de etanol, porém realizam fermentacdo mista e como produto final havera uma
variedade de compostos formados (MORAES et al., 2013). A Picchia stipitis possui taxa de
conversdo de 0,3 a 0,44 g/g de substrato (PEREIRA, 2010).

Segundo Pereira (2010) quando a concentragdo de xilose chega a um determinado
nivel e a oxigenacdo aumenta, alguns micro-organismos podem preferir utilizar o etanol
produzido como fonte de carbono, como é o caso da Picchia tannophilus, Candida tropicalis e
Candida guilliermondii.

P. stipitis e P. tannophilus podem alcancar a producéo de 5,4% (p/v) de etanol em
altas concentrac6es de acucares, porém a produtividade do etanol a partir xilose pode chegar a
10% das concentracdes obtidas por S. cerevisiae, enquanto que S. cerevisiae produtividade
especifica é de 1,89 g/h a de P. stipitis é de 0,20 g/h (FERNANDES, 2008)

Preez, Bosch e Prior (1986) estudaram os efeitos da temperatura, do pH e da
concentracdo de xilose na fermentacdo por Candida shehatea e Pichia stipitis. As condi¢bes
6timas foram pH entre 4 e 5,5, temperatura 30°C e de 50 g/L de xilose. A produtividade
méaxima de etanol foi de 0,9 g/L.h, obtida com ambas as leveduras. O rendimento da producao
de etanol por C. shehatea diminuiu em temperaturas acima de 30°C e quando a concentracédo de
xilose era alta, produzindo xilitol. Para P. stipitis a producdo de xilitol foi a partir da
temperatura de 36°C.

Steckelberg (2001) argumenta que em escala industrial, as leveduras do género
Saccharomyces sdo micro-organismos mais utilizados, pois apresentam caracteristicas
favoraveis para transformar aglicares em etanol.

Este fato possibilita a selecdo de cepas industriais com caracteristicas adquiridas que
as tornam produtores superiores, mais tolerantes aos produtos formados na fermentacédo
(AMARAL, 2009).

H& pesquisas que buscam a producdo de etanol por outros micro-organismos,
incluindo outras espécies de leveduras, como a Picchia stipitis e Candida sheateae e bactérias,
como Zymomonas, Escherichia coli com gene de Zymomonas mobilis. As leveduras séo
organismos eucaridticos e as Saccharomyces cerevisiae sdo as mais utilizadas para a producédo
de etanol, apresentam-se na forma unicelular com 2 a 8 micrdometros de didmetro
(STECKELBERG, 2001).

Bactérias Zymomonas mobilis possuem grande potencial para a fermentacao alcodlica
onde a producdo pode chegar a 1,9 mol de etanol para cada mol de glicose, com velocidade de
trés a quatro vezes superior que a fermentacdo por Saccharomyces cerevisiae (ERNANDES e
GARCIA-CRUZ, 2009).

As condigdes ideais para o crescimento da Z. mobilis estdo nas faixas de temperatura
de 30 a 36°C e de pH 5 a 7. Quando cultivadas em meio complexo, 98 % da glicose podem ser
convertidas em etanol, CO,, lactato e outros, com apenas 2% da glicose utilizada para o
crescimento da biomassa (ERNANDES, 2009).
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Z. mobilis apresenta diversas vantagens em relacdo a utilizacdo de leveduras, como:
fermentagdes mais rapidas com maior rendimento em etanol, condigdes de crescimento mais
simples, maior tolerancia a elevadas temperatura e a elevadas concentrac6es de aclcar e alcool.
Porém o rendimento do processo fermentativo do etanol diminui quando se usa sacarose como
matéria-prima, devido a transformacao em levana e sorbitol (ERNANDES e GARCIA-CRUZ,
2009).

3.7 Substratos e Processos Fermentativos Utilizados na Producéo de Etanol

3.7.1 Producdo de etanol a partir de residuos da agroindustria de alimentos

Bringhenti e Cabello (2005) avaliaram a utilizagdo dos residuos da industrializagdo da
mandioca como fonte de biomassa, para a producéo de alcool destinado a industria alimenticia.
O amido foi hidrolisado por a-amilase e ap6s a fermentacdo por S. cerevisiae foi separado e
analisado. A concentracdo de etanol obtida foi de 97,64 mL/Lmesto.

Negro et al. (2006) estudaram a utilizacdo de hastes de alcachofra de Jerusalém para a
extracdo de aclUcares para a fermentacdo e producdo de etanol por S. cerevisiae e
Kluyveromyces marxianus. Foram estudados os efeitos da proporcdo sélido/liquido,
temperatura e adicdo de &cido para obter um substrato rico em frutose fermentescivel. A
méaxima extracdo de glicose alcancada foi de 35 g/L obtida utilizando uma propor¢éo de 1:6.
Para a levedura Kluyveromyces marxianus foi necessario acréscimo de 30 h para alcancar os
resultado obtidos com a utilizacdo de S. cerevisiae com cercade 8 e 9 h.

Sharma et al. (2007) estudaram a concentracdo de indculo, temperatura, tempo de
incubacdo e tempo de agitacdo para a producdo de etanol a partir de residuos de kinnow e da
casca da banana pelo processo simultaneo de sacarificacdo e fermentagdo. Foram utilizadas a
enzima celulase e co-cultura de S. cerevisiae G e Pachysolen tannophilus MTCC 1077. Os
residuos de kinnow e da casca da banana foram pré-tratados a vapor e utilizados como substrato
na propor¢do de 4:6 (kinnow: casca de banana). As condi¢Bes étimas encontradas foram de
30°C, inbculo S. cerevisiae G 6% (v/v), indculo P. tannophilus a 4% (v/v), em 48 h de
incubacdo e agitacdo durante as primeiras 24 h. A méaxima concentracdo de glicose foi 63 g/L e
concentragédo de etanol de 26,84 g/L.

Wilkins et al. (2007) estudaram os efeitos da producdo de etanol por S. cerevisiae e
Kluyveromyces marxianus ATCC 12708, a partir dos residuos da casca de laranja VValéncia com
adicdo do 6leo da casca. Para a hidrélise foram utilizadas as enzimas celulase, pectinase e -
glicosidase e a fermentacdo ocorreu a 37°C, 130 rpm por 72 h. A maxima concentracdo de
etanol obtida foi de 37,1 e 40,9 g/L para K. marxianus e S. cerevisiae, respectivamente.

Gouvea et al. (2009) avaliaram a producdo de etanol a partir de cascas de cafe. Foi
utilizada a levedura S. cerevisiae em fermentagdo batelada, cascas de café inteiras, moidas e em
extrato aquoso. Observou-se que o rendimento da fermentacdo diminuiu com o aumento da
quantidade de levedura. Os melhores resultados foram obtidos nas condigdes 6timas de casca
de café inteira, 3 g de levedura/L de substrato a 30°C. A producéo de etanol chegou a 8,49 +
0,29 ¢/100 g de base seca (13,6+0,5 Qetanol/L).

Santos et al. (2010) através do planejamento experimental avaliaram as condicGes de
sacarificacdo e fermentagdo simultanea para a producéo de etanol a partir de bagaco da cana de
acucar, utilizando a bactéria acido tolerante Zymomonas mobilis. Foram avaliados o teor de
solidos, a carga enzimatica e a concentracdo celular. As condi¢Bes 6timas encontradas foram de
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30% de teor de solidos, carga enzimatica de 25 unidades em papel filtro de celulase por grama
e a concentracdo celular de 4 g/L, que resultaram em 60 g/L de etanol, representando uma
produtividade de 1,5 g/L.h.

Vaheed, Shojaosadati e Galip (2011) investigaram a producdo de etanol a partir do
extrato da vagem da alfarroba por Zymomonas mobilis PTCC 1718. A quantidade de etanol
produzida a partir do extrato hidrolisado com H,;SO, e ndo hidrolisado ndo foram
significativamente diferentes, evidenciando que ndo é necessario o tratamento de hidrolise
antes da fermentacdo. A quantidade mé&xima de etanol obtida foi de 0,34 + 0,02 g/g de matéria-
prima a 30°C, pH inicial de 5,2, 80 rpm e nas concentrac@es de inéculo 0,017 g, acUcar inicial
5,17 g, peptona 0,43 g e extrato de levedura 0,43 g por 36 h.

Li, Chen e Zhu (2011) estudaram a producéo de etanol a partir de residuos da polpa da
mandioca. Foram utilizadas as monoculturas das bactérias Clostridium thermocellun e
Thermoanaerobacterium saccharolyticum, e a co-cultura destes dois micro-organismos a uma
temperatura de 55°C por 96 h. A concentracdo residual de glicose no caldo de fermentacéo foi
de 11,96 g/L para a monocultura de C. thermocellun, de 8,02 g/L com T. saccharolyticum e de
13,06 g/L para a co-cultura. Em seguida, foi inoculada a levedura S. cerevisiae no caldo de
fermentacdo a 37°C por 24 h, sem qualquer adicdo de nutrientes. A concentracéo de etanol foi
de 8,67 g/L, representou aumento de 21,43% e 25,83% quando comparado com o resultado
obtido com C. thermocellun e T. saccharolyticum, respectivamente. Através do uso de co-
culturas é possivel a producdo de etanol a partir de residuos da polpa da mandioca sem
qualquer tratamento complementar como hidrélise &cida ou enzimatica.

Ha et al. (2012) utilizaram residuos da producédo da cerveja diluidos com agua para a
producdo de etanol. Para a etapa de fermentacdo foram utilizados, frascos Erlenmeyer 50 mL
em condicOes estaticas. Os resultados demonstraram que houve aumento na producao de etanol
para as condi¢cfes de até 2 h de fermentacdo, tempo de estoque dos residuos de até 7 dias,
utilizando 20% (v/v) do sedimento em &gua destilada, sem quaisquer adi¢do de nutrientes ou
enzimas. Os resultados mostraram aumento de 2,09% de producdo de etanol depois de 2 h de
fermentagdo, com residuos armazenados por 1 dia. E aumento de 3,25% para os sedimentos
com tempo de estoque de 3 dias. Foi verificada atividade residual de enzimas hidroliticas no
substrato a 60°C.

3.7.2 Producéo de etanol a partir de residuos de alimentos

Kim et al (2008) utilizaram a metodologia da superficie de resposta para otimizar as
condicdes de sacarificacdo enzimatica e fermentacdo alcéolica para a producdo de etanol a
partir de residuos de alimentos obtidos de uma cafeteria da Chosun University. Para tal foi
utilizada a levedura S. cerevisiae e a enzima comercial Spirizyme Plus FG (Aspergillus niger
amiloglicosidase). Os melhores resultados para a etapa de sacarificagdo foram de pH 5,2,
temperatura de reacéo 46,3°C e concentracdo de enzima 0,16 (v/v). Para a etapa de fermentacéo
as condicbes 6timas encontradas foram pH 6,85, temperatura de 35,3°C e tempo de 14 h. A
maior quantidade de etanol produzida foi de 57,5 g/L.

Tang et al (2008) estudaram a producdo de etanol a partir de rejeitos alimentares
obtidos do refeitorio da Universidade de Kumamoto, no Japao. Os residuos foram previamente
tratados com bactérias &cido-laticas para preservar o frescor dos alimentos. Para a sacarificacéo
foi utilizada neste estudo a enzima amiloglicosidase e levedura floculante S. cerevisiae KF-7,
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durante a fermentacdo. Os resultados obtidos mostraram que a partir de 1 kg de residuos foram
obtidos 30,9 g de etanol.

Wang et al (2008) utilizaram a metodologia da superficie de resposta para otimizar as
condigdes do processo simultaneo de sacarificagcdo e fermentagcdo para producgédo de etanol a
partir do lixo de cozinha, utilizando a enzima amiloglicosidase e a levedura S. cerevisiae.
FermentacgOes fechadas e abertas foram feitas sem tratamento térmico para avaliar os efeitos
sobre a producdo de etanol. Na fermentacdo aberta sem tratamento térmico foram obtidos os
melhores resultados, devido ao fato dos nutrientes permanecerem intactos e a concentragao
méaxima de etanol foi de 33,05 g/L obtida nas condi¢fes 6timas de tempo 67,6 h, pH de 4,18 e
temperatura de 35°C. A producdo de etanol chegou a 0,23 Qetanol/Qlixo seco-

Ma et al (2009) utilizaram residuos de alimentos obtidos do Restaurante Universitario
nimero 2 da Universidade de Ciéncia e Tecnologia da China, para a producdo de etanol
utilizando bactéria acido-tolerante. A Zymomonas mobilis GZNS1 foi inoculada a uma
concentracdo de 10% (v/v) e adicionada em meio de cultura em conjunto com as enzimas
amiloglicosidase e protease em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 150 mL do meio, a
30°C por 48 h. Os melhores resultados foram de 46 e 52 g/L de etanol produzido.

Su et al. (2010) pesquisaram a viabilidade da producdo de biodiesel e etanol a partir de
residuos de cozinha. Foi feito o processo de separagdo entre o 6leo e a parte solida. Para a
producdo de biodiesel, a partir do 6leo separado do residuo alimentar, foi utilizado H,SO,4 para
retirar fosfolipidios, NaOH para eliminar acidos graxos e argila ativada a 5% de dosagem
(massa de argila/massa de 6leo) a 100°C. As analises quimicas demonstraram que o biodiesel
obtido é semelhante ao produzido com matérias primas convencionais. Para a producdo de
etanol foi utilizada a parte sélida dos residuos de alimentos. Foram adicionadas as enzimas
amiloglicosidase (100 U/g de residuo Umido) e protease (100 U/g de peso Umido), a levedura
seca foi utilizada a 0,1% (g/g de massa Umida). A fermentacdo foi conduzida em frasco
Erlenmeyer 250 mL contendo 150 mL do meio. A méaxima concentracdo de etanol obtida foi de
44 g/L a 35°C por 72 h.

Wei et al (2010) avaliaram a producdo de biodiesel e etanol a partir de residuos de
alimentos. Através de processo de separacdo, o 6leo e o componente sélido rudimentar de
residuos alimentares foram obtidos. A sintese quimica foi utilizada para a producdo de
biodiesel a partir do 6leo e a fermentacdo, por levedura seca (Angi Yeast Company) foi
escolhida para a producdo de etanol a partir de partes sélidas, com as quais foram obtidos 44
Qetanol/L. EStes autores concluiram que etanol e biodiesel a partir de residuos de producdo de
alimentos poderiam, em grande parte, economizar o custo de producdo, bem como resolver o
problema da poluicéo.

Yan et al. (2011b) estudaram a producdo de etanol a partir de alimentos coletados no
refeitdrio do Instituto de Fisica dos Plasmas da Academia Chinesa de Fisica. O procedimento
foi realizado em reator com células de S. cerevisiae HO58 imobilizadas com esferas de alginato
de célcio a 30°C e pH 5,0. As enzimas utilizadas foram a amiloglicosidase e a-amilase. A
méaxima concentracdo de etanol de 89,28 g/L foi obtida com 5,87 h de retengdo hidraulica. Em
um tempo de retencdo hidraulica de 1,47 h, a méxima concentragdo foi de 49,88 g/L.h com
rendimento de 0,48 g/g.

Jeong, Kim e Lee (2012) estudaram a co-fermentacdo de residuos de alimentos
sacarificados, com o0 uso Saccharomyces coreanus (S. cerevisiae mutante) e Pichia stipitis. Na
fermentacdo com S. coreanus em condic¢des anaerdbias foram obtidos os melhores resultados
de 9,09 g/L de agUcares redutores, 1,88 g/L de glicose remanescentes, 40,59 g/L de etanol e
produtividade de 1,69 g/L.h. Para a fermentacdo com P. stipitis, os agUcares redutores foram
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reduzidos rapidamente com producao de etanol menor que as obtidas nas condicdes aerdbicas e
anaerdbicas de S. coreanus. A fermentagdo usando as duas leveduras foram realizadas por 24 h,
30°C, 100 rpm, infusdo a 0,2% (v/v) de S. coreanus e 0,5-10% P. stipitis. A concentracao e a
produtividade final de etanol foram de 48,63 g/L e 2,03 g/L.h, respectivamente.

Jeong, Kim e Lee (2012) ao avaliarem a producdo de etanol a partir de residuos de
alimentares utilizando co-cultura de Saccharomyces coreanus e de Pichia stipitis, observaram
que para uma elevada producéo de etanol, a fermentacdo deve ser induzida, primeiramente, até
0 meio da fermentacdo por S. coreanus e 0 aglicar ndo convertido por esse micro-organismo
poderia ser convertido por P. stipitis na parte final do processo de fermentacao.

Man et al. (2011) otimizaram o processo de producédo de etanol a partir de chorume de
residuos de alimentos. Para fermentar foi utilizada a levedura S. cerevisiae KCTC — 7904 e
estudados os efeitos da temperatura (30-40°C), pH (4-6) e concentracdo de acucares redutores
(45-75 g/L) sobre o rendimento de etanol. A maxima concentracdo de etanol obtida foi de
23,56 g/L, rendimento de 0,31 Qetanol/Jacicares redutores SOD as condicdes otimas de temperatura
40°C, pH 4,0 e de 75 g¢g/L de concentracdo de acuUcares redutores. Entre as variaveis, a
temperatura e a concentracdo de agucar tiveram um efeito sinérgico, enquanto que, para o pH
os efeitos foram minimos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coletae Preparo dos Residuos do Restaurante Universitario

Para a realizacdo dos ensaios foram coletados rejeitos de alimentos dos pratos, no
Restaurante Universitario da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Campus
Seropédica — RJ, Brasil.

As coletas das amostras foram feitas por cinco dias sequenciais, devido aos pratos
serem oferecidos com base em um cardapio balanceado, a fim de obter uma média da
composi¢do centesimal destes residuos, quanto ao teor de proteinas, lipidios, cinzas, umidade,
carboidrato e acucares redutores.

Os residuos, incluindo graos, frutas, verduras, legumes, carnes e peixes, foram
pesados, adicionada agua destilada e triturados em liquidificador na proporcdo de 1:1 (p/v), ou
seja, 500 g de residuo para 500 mL de &gua destilada, para serem usados para as etapas de
hidrolise e fermentacéo.

Para a caracterizacdo centesimal, foram triturados em liquidificador sem adi¢do de
agua destilada 500 g de residuo e retiradas as aliquotas para a determinacao de agucares totais,
lipidios, proteinas, cinzas e umidade.

Para que todos os ensaios do fatorial fracionado fossem realizados com a mesma
amostra, um grande volume de amostra foi hidrolisado e depois de centrifugados, foram
homogeneizados, distribuidos em recipientes e congelados.

4.2  Micro-Organismo e Obtencéo de Indculo.

Para o preparo do indculo foi utilizada a levedura Saccharomyces cerevisiae ATCC
7754, obtido junto a colecdo de Culturas Tropicais da Fundacdo André Tosello (Campinas —
SP) disponivel no Laboratério de Fermentacfes do Departamento de Tecnologia de Alimentos
(DTA) do Instituto de Tecnologia (IT) da UFRRJ. A manutencdo da cepa foi feita através de
agar inclinado com o meio Yeast Malt (YM) (g/L): glicose 10, peptona 5, extrato de levedura 3,
extrato de malte 3 e 4gar 20. A fermentacdo para a obtencdo do inéculo foi feita em Estufa
B.O.D. SL —200/370 utilizando frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio YM
sem agar esterilizado a 121°C por 15 min. As condi¢des de cultivo foram 30°C por 24 h.

4.3 Hidrolise Acida

A etapa de hidrolise foi realizada em frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 25 g de
residuos de alimentos triturados. Nestes residuos foram adicionados 75 mL de &cido sulfarico
(H,SO,) em diferentes concentragbes (0,5%, 0,75% e 1% p/v) e posteriormente foram
autoclavados por 15 min a temperatura de 121°C.

Ap0s definido a melhor condicdo, um volume maior de matéria-prima foi hidrolisado,
respeitando a mesma proporcao da etapa de hidrdlise, para ser utilizado durante a fermentacéo.
O célculo é demonstrado no item 4.7.
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4.4 Fermentacdo Submersa

Para a fermentacdo, o hidrolisado obtido apds a autoclavagem foi transferido para
baldo de decantacdo para a separacdo da parte sélida, sendo em seguida, centrifugado a 1500
rpm. O liquido obtido apoés esta etapa foi usado como meio de cultivo.

As fermentacGes foram feitas em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo total 100
mL de meio e indculo. As variaveis que foram testadas durante esta etapa, foram: temperatura,
pH, concentracdo de indculo, concentracdo de fosfato de potassio monobasico (KH,PQO,) e
concentracdo de sulfato de amonio ((NH;).SO,4). Na Tabela 5 sdo apresentados os niveis reais e
codificados utilizados no planejamento fatorial fracionado 2°*. O tempo total de fermentago
foi de 48 h, com amostragem nos tempos de 0, 24 e 48 h.

4.5 Planejamento Experimental

Na etapa de fermentag&o foi realizado um planejamento fatorial fracionado 2°*, com o
objetivo de determinar quais varidveis influenciavam este processo. O planejamento
experimental possuiu o total de 19 ensaios, com trés repeticdes no ponto central e foram
avaliadas as variaveis pHinicia (X1), concentracdo de indculo em % (X3), temperatura (X3s),
concentracdo de (NH;).SO4 em g/L (X4) e concentracdo de KH,PO4 em g/L(Xs). A analise das
respostas (concentracdo celular e teor de alcool) foi feita com auxilio do software Statistica
versdo 7.0. Nas Tabelas 5 e 6 podem ser visualizados os niveis reais e codificados e a matriz
dos ensaios, respectivamente.

Tabela 5: Niveis codificados e reais

Niveis codificados

o
Variaveis 1 0 1
PHinicial — X1 3 4 S
Concentracao de indculo — X; (%) 5 10 15
Temperatura — X3 (°C) 26 33 40
Concentracdo (NH4).SO4 - X4 (g/L) 0 1,5 3,0
Concentracdo de KH,PO, - X5 (g/L) 0 1,5 3,0
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Tabela 6: Matriz dos niveis codificados das variaveis estudadas no delineamento fatorial
fracionado 2°!

PHinicial Concentragao Temperatura Concentragdo Concentragao
Ensaios (X1) indculo (X2) (NH4),SO, KH,PO,

: (X2) i (Xq) (Xs)
1 -1 -1 1 1 1
2 1 -1 1 1 1
3 -1 1 1 1 1
4 1 1 1 1 1
5 -1 -1 1 1 1
6 1 -1 1 1 1
7 -1 1 1 1 1
8 1 1 1 1 1
9 -1 -1 1 1 1
10 1 -1 1 1 1
11 -1 1 1 1 1
12 1 1 1 1 1
13 -1 -1 1 1 1
14 1 -1 1 1 1
15 -1 1 1 1 1
16 1 1 1 1 1
17 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0

4.6 Determinacdes Analiticas
4.6.1 Determinacdo da composicao centesimal

Para a caracterizacdo das amostras foram feitas as analises de cinzas, umidade,
proteina (Kjeldahl) e lipidios (Soxhlet), conforme as metodologias do Instituto Adolfo Lutz
(2008).

O método de determinacdo de proteina de Kjeldahl consiste na transformagdo do
nitrogénio presente na amostra em sulfato de amonio através da digestdo com acido sulfarico
seguido por destilacdo com liberacdo da amonia, que é fixada em solucéo acida e titulada.

A determinagdo de lipidios pelo método de Soxhlet com hidrdlise prévia tem sua
teoria baseada na solubilizacdo de lipidios em solventes como éter de petrdleo, n-hexano ou
éter etilico anidro.

A determinacdo de cinzas fundamenta-se na perda de peso ocasionada pela destruigéo
da matéria organica quando submetido a incineracdo a 550°C sem destruir ou evaporar 0S
constituintes minerais.
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A determinacdo de umidade fundamenta-se na evaporacdo da agua e substancias
volateis. O residuo de alimentos obtido pelo aquecimento direto é chamado de residuo seco.

A determinacdo de carboidrato foi feita segundo o método do Lane-Eynon que
consiste na reacdo de reducdo de ions cupricos presentes na solugdo de Fehling a 6xido cuproso
por titulacdo com a solugédo de agUcar redutor e o ponto final.

4.6.2 Determinacdo da concentracéo celular

Para a determinacdo da concentracdo celular foi utilizado o método de plagueamento
(BRASIL, 2003). Nas amostras homogeneizadas (suspensdo celular) foram feitas diluicdes,
pegando-se 1 mL e transferindo para um tubo de ensaio estéril com 9 mL de dgua peptonada
0,1% obtendo diluicdo 1:10. Em seguida, 1 mL desta solugdo homogeneizada foi transferido
para outro tubo com solucdo de agua peptonada, tendo a diluicdo 1:100, assim sucessivamente.
Dos tubos com as diluigbes homogeneizados, tomou-se 0,1 mL e semeou-se em placas de petri
com meio ABD acidificado a pH 3,5 para promover o crescimento seletivo. As placas de petri
foram incubadas a 30°C por 48 h em estufa B. O. D. (SL — 200-370 — SOLAB).

4.6.3 Determinacao do pH
A determinacgéo do pH foi feita pelo potenciometro PHTEX PHS-3B.
4.6.4 Determinacdo da concentracdo de agucares redutores nos ensaios de fermentacao

As amostras foram hidrolisadas e ap6s a autoclavagem foi medido o pH e 0 mesmo foi
corrigido para a faixa de 6 — 7. As amostras foram transferidas para bales volumétricos de 250
mL, onde foram adicionados as solucdes de acetato de zinco 30% (p/v) e ferrocianeto de
potassio 15% (p/v) para que ocorresse a clarificagdo das amostras e consequente eliminagdo
dos interferentes. Em seguida, aguardou-se 15 min para decantacdo e foram filtrados em papel
de filtro quantitativo de 25 pum.

A determinacgéo da concentracdo de acUcares redutores foi feita segundo a metodologia
Somogyi-Nelson de Nelson (1944), que consiste na reducdo do cobre a o0xido cuproso pelos
acucares redutores. O 6xido cuproso e oxidado pelo iodo.

4.6.5 Determinacéo do teor alcodlico

Das amostras obtidas durante a etapa da fermentacéo foram destilados 45 mL no micro
destilador tipo Kjeldahl, pipetados 10 mL e feita a diluicdo (1:5) em bal&o volumétrico 50 mL.
A mistura hidroalcoolica obtida foi utilizada para a determinacdo do teor alcoolico segundo o
método desenvolvido por Salik e Povh (1993). Em tubos de ensaio foram adicionados 5 mL
desta solucdo, 2 mL de agua destilada e 2 mL de solucgéo de dicromato (42 g de dicromato de
potassio, 400 mL de &cido sulfurico e 1000 mL de agua destilada). Os tubos foram tampados e
colocados em banho-maria (TE — 056, Tecnal) a 60°C por 30 min. Apds este periodo de tempo
as amostras foram retiradas e mantidas a temperatura ambiente, apos resfriar a leitura de
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absorbancia foi feita em espectrofotémetro (BELL Photonics 1105, Tecnal) a 600 nm, usando
agua destilada para zerar o aparelho e paralelamente foi feito o branco.

Para o célculo dos resultados foi utilizada a curva padrdo, obtida utilizando-se alcool
etilico P. A.

4.7 Céalculos

As equacdes 1, 2 e 3 foram utilizadas para calcular a conversao de agtcar em etanol, o
rendimento e a produtividade. O fator de conversdo de acUcares redutores totais (ART) em
etanol, o rendimento (%) e a produtividade foram calculados ao final de 48 h de fermentacao.
Para expressar o rendimento em porcentagem utilizou o rendimento tedrico de 0,511

getanoI/gART-

C
Y — etanol Eaq. 1
P/ART 1:053-(Csac0_csacf) ( q )

Y -100
Rend (%) = % (Eq. 2)
Ce ano
Petanor = fanol (Eq. 3)

t

Onde:

YparT: rendimento de etanol formado em relacéo aos agUcares redutores totais (Qetanol/JaART)
Cetanol: cONcentracdo de etanol g/L ao final de 48 h de fermentacéo

Csacy: concentracao de agucar inicial

C sacy: concentragdo de acucar final

Petanol: produtividade do etanol em g/L.h

t: tempo de fermentacdo

0,511 = fator estequiométrico para conversao de agUcares redutores em etanol
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacao dos Residuos

Atraveés dos resultados apresentados na Tabela 7, é possivel perceber que o residuo de
alimentos do Restaurante Universitario da UFRRJ possui elevado teor de umidade de 68,74%
proximo ao teor de umidade de 64,4 % verificado por Cekmeceleoglu e Uncu (2013), porém
abaixo dos valores observados por Vavouraki et al. (2012), Yan et al. (2011), Moon et al.
(2009) e por Tang et al. (2008), de 81,5%, 79,56%, 81,9% e 80,3%, respectivamente.

Esse alto teor de umidade caracteriza o residuo de alimentos como uma matéria-prima
altamente perecivel, com alto potencial para formacdo de lixiviados/chorume (MAN et al.,
2011), contaminantes das aguas subterraneas e que pode envolver grandes gastos de energia
para incineragao.

Tabela 7: Composicéo centesimal do residuo de alimentos da UFRRJ em base Umida

Andlises Média + DP CV %
Umidade (%) 68,74 £ 0,43 0,62
Carboidrato (g/100 g) 12,94 + 0,06 2,48
Lipidio (g/100 g) 6,26 + 0,24 3,84
Proteina (g/100 g) 6,37 £ 0,63 9,84
Cinzas (g/100 g) 2,71+ 0,06 2,35
Fibra* 2,98 -

*QObtido por diferenca: 100 — (% carboidratos + % lipidios + % proteinas + % cinzas + % umidade)

O teor de carboidrato de 12,94% foi proximo aos resultados encontrados em base Umida
por Tang et al. (2008) e Yan et al. (2011) de 11,8% e 14,13%, respectivamente.

A concentracdo de agUcares varia de acordo com a composi¢do do residuo de alimentos
e, neste caso, ndo houve grande variacdo no percentual de agucares totais encontrados em
relacdo a valores descritos na literatura e os obtidos neste experimento. Os percentuais de
lipidios de 6,26%, proteina de 6,37% e cinzas de 2,71% fazem do substrato formado a partir
desta matéria-prima rico em fontes de nitrogénio, de minerais e demais nutrientes necessarios
ao crescimento de leveduras produtoras de etanol, como a Saccharomyces cerevisiae.

Segundo Lima, Basso e Amorim (2001apud PACHECO, 2010) os meios de culturas
devem fornecer fontes de carbono, hidrogénio e oxigénio e além destes, nitrogénio, fosforo,
calcio, iodo, zinco, magnésio, cobalto, enxofre, potassio, manganés, cobre, ferro, magnésio e
outros nutrientes devem estar presentes de forma diluida.

Deste modo, os residuos de alimentos constituem em um 6timo meio para a producéo
de etanol por fermentacdo, visto que por serem restos de comida destinados a alimentagdo
humana séo ricos em nutrientes e por sua vez podem suprir as necessidades nutricionais das
leveduras produtoras de alcool.

O pH do residuo do alimento de 4,6 foi proximo ao pH 4,2 e 4,56 observados por Moon
et al. (2009) e Yan et al. (2011), respectivamente. Moon et al. (2009) argumentaram que a
caracteristica acida observada nestes residuos ocorre devido a presenca de alimentos &cidos,
enlatados e pela presenca de acidos graxos volateis gerados durante o armazenamento.
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Cekmeceleoglu e Uncu (2013) analisaram a composicdo centesimal em base umida de
residuos de alimentos e encontraram valores de 64,4 % de umidade, 4,5 % de proteina, 8,8 de
lipidio, 1,8 % de cinzas e 20,5 de carboidratos totais.

Embora os residuos de alimentos analisados nestes experimentos e o0s analisados na
literatura ndo possuam as mesmas origens e ndo sejam produzidos em regides semelhantes e
gerados por pessoas de culturas, habitos e condigdes financeiras diferentes, pode-se afirmar que
possuem caracteristicas semelhantes com elevada umidade, boas concentragcdes de agucares e
quantidades consideraveis de lipidios, proteinas e cinzas. Comprovando que residuos de
alimentos podem ser considerados uma alternativa viavel para a producdo de etanol e para
aproveitamento do que antes seria jogado fora, ou aproveitado para atividades de baixo valor
econémico, para utilizacdo em fins mais atrativos do ponto de vista econdmico como o etanol
combustivel conforme argumentaram Yan et al. (2011b). E o grande volume gerado
mundialmente poderia, em grande parte, complementar a producdo de etanol de forma
convencional e reduzir os impactos ambientais causados pela disposicéo inadequada da matéria
organica.

Em vista das caracteristicas observadas nos residuos de alimentos do Restaurante
Universitario, substratos a base de fonte de amido e de celulose como restos de cereais, de
frutas, de legumes e de verduras podem ser obtidos uma quantidade consideravel de agUcares
fermentesciveis e consequentemente ser tratado como recurso e ndo como um simples residuo
conforme argumentaram Wang et al. (2008).

Os resultados da caracterizacdo da composicdo centesimal dos residuos de alimentos
coletados no Restaurante Universitario da UFRRJ demonstraram que o residuo possui um
potencial para a utilizacdo em processos de producdo de bioetanol, assim como para outros fins,
como a producdo de hidrogénio, acido latico e biobutanol a partir de matéria organica.

Os residuos de alimentos apresentaram maiores teores de umidade e de carboidratos e
menores porcentagens de cinzas e fibra. Os desvios padréo e o coeficiente de variagdo obtidos
no tratamento estatistico foram considerados aceitaveis para a caracterizacdo destes residuos.

5.2 Hidrolise Acida

As analises de acucares redutores da etapa de hidrélise foram realizadas em duplicatas e
através do tratamento estatistico indica baixo desvio padréo e coeficiente de varia¢do < 10. Os
resultados obtidos apds a etapa de hidrélise estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Concentragdo de agUcares redutores nas amostras hidrolisadas

H,SO, Conc. de acucares redutores (g/L)

(%) Média + DP CV %
0,50 24,54+ 0,52 2,0
0,75 29,82 + 0,0 0,0
1,00 43,63+ 0,43 1,0

Através dos resultados é possivel observar que a hidrolise realizada com H,SO,4 1% foi
a que resultou a melhor concentracdo de acucares redutores, ou seja, nesta concentracdo foi
possivel hidrolisar uma maior quantidade de substrato, pois todos os testes foram feitos com
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amostras iguais, coletadas nos mesmos dias para que ndo houvesse nenhuma diferenca na
composi¢do em funcdo da variabilidade dos pratos servidos no Restaurante Universitario.

A amostra tratada com H,SO, 1% proporcionou 0 maior rendimento de acgucares
redutores de 43,63 g/L e foi abaixo da concentracdo de agUcares redutores obtida por Yan et al.
(2011) de 164,8 g/L utilizando a enzima amiloglicosidase. Proximo a concentracao de glicose
encontrada por Moon et al. (2009) de 44 g/L para residuos hidrolisados com a enzima
carboidrases.

Estes resultados divergiram do trabalho realizado por Oberoi et al. (2010), que
utilizando residuos da casca de laranja a melhor concentracéo de agucares redutores de 50,8 g/L
foi obtida na hidrélise com H,SO,4 0,5% e em concentragfes superiores de H,SO, (0,75 e 1%) a
quantidade de acUcares redutores foi menor no primeiro estagio de hidrdlise. A melhor
concentracdo de 29,65 g/L de agUcares redutores obtida no segundo estagio com H,SO,4 0,75 %
(p/v) e além desta Gltima concentracdo a quantidade de acUcares redutores diminuiu.

A concentracdo de acido que proporcionou o melhor resultado também divergiu dos
resultados encontrados por VVavouraki et al. (2013) em que a melhor concentragéo de glicose de
509 mg/g de residuos seco foi obtido através da hidrolise por H,SO4 3%, a 100°C por 30 min,
que por sua vez foi menor que a concentracdo glicose de 539 mg/g de residuo obtida nas
condigdes de HCI 1,5%, a 120°C por 120 min.

Parthiban et al.(2011) avaliaram o uso HCI e H,SO,4 em diferentes concentractes (0,1;
0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8 N) para hidrolise de residuos de cascas de bananas Musa
sapientum, Musa paradisiaca viridis, Musa balbiana e Musa acuminata. As melhores
concentragdes de aglcares obtidas foram 26,4%, 14,3%, 16,7% e 14,4 %, respectivamente com
HCI 0,3 N por 140 min e de 24,6%, 13,2%, 15,4% e 14,1%, respectivamente para hidrélise nas
condicGes de H,SO4 0,3 N por 160 min. Pode-se perceber que para ambos os &cidos o
comportamento foi 0 mesmo, onde houve um aumento na liberacdo dos aclcares até uma certa
concentracdo de acido e acima da concentracao de 0,3 N, a quantidade liberada diminui.

Ao comparar o0s resultados obtidos neste experimento e com os obtidos por Oberoi et al.
(2010), Vavouraki et al. (2013) e Parthiban et al. (2011), também foi possivel observar que a
guantidade de acUcares redutores aumentou com a concentracdo de H,SO,4, porém ndo é
possivel afirmar que a partir de 1% (p/v) diminuiria os acucares livres, nem tdo pouco afirmar
gue em concentracdes superiores de H,SO,4 seria possivel obter um melhor rendimento como
verificado por Vavouraki et al. (2012) que afirmaram que a melhor concentragéo foi obtida nas
condigdes de H,SO,4 3%, por 30 min a 100°C, pois ndo foram feitos ensaios com concentragdes
superiores a 1%.

Tais diferengas podem ser justificadas devido a diferenca da composi¢cdo das matérias
primas, onde Oberoi et al. (2010) utilizaram residuos da casca de laranja em pd, que possui
como principal componentes celulose e pectina, cuja a hidrolise &cida pode provocar a
producdo de acido acético e hidroximetilfurfural. J& os residuos de alimentos, possuem uma
variabilidade de constituintes, como lipideos, proteinas, celulose, amido e etc.

Em contrapartida podemos afirmar que em virtude das diferencas das caracteristicas
fisico-quimicas ndo podem ser utilizados os mesmos tratamentos hidroliticos para matérias-
primas com caracteristicas diferentes conforme salientou Ei-Zawawy et al. (2011). Os residuos
ndo se comportam da mesma forma, sendo necessario conhecer as propriedades da matéria-
prima a ser empregada (EI-ZAWAWY et al., 2011) para que tenha o melhor rendimento,
eficiéncia e reducdo de custo com essa etapa tdo importante.

Trabalhos realizados por Moon et al. (2009) e por Yan et al. (2011) investigaram 0 uso
da enzima amiloglicosidase para hidrolisar residuos de alimentos, as condi¢fes de tempo e pH
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foram proximas e a temperatura variou, sendo 50°C para o primeiro e 55°C para 0 segundo.
Foram encontradas diferentes concentracdes de aglcares redutores, sendo 52 g/L e 164,8 g/L,
respectivamente. Diferencas na matéria-prima heterogénea e no tratamento empregado pode
fazer com que se obtenham concentracGes diferentes, mesmo utilizando a mesma enzima.

El-Zawawy et al. (2011) avaliaram diferentes pré-tratamentos para posterior hidrolise
enzimética e fermentacdo para a producdo de etanol a partir de residuos da bananeira, de
sabugo de milho e palha do arroz. Entre os pré-tratamentos utilizados estdo, a explosao a vapor,
uso de acido em um sistema montado com micro-ondas, hidrdlise alcalina e hidrdlise acida
diluida. Para a hidroélise &cida diluida, a melhor concentracdo de H,SO, foi de 5% (p/v). Tais
autores concluiram que a concentragdo de glicose é diferente de acordo com o tipo de pré-
tratamento empregado e que a producdo de etanol também foi possivel a partir das diferentes
matérias-primas, poréem o rendimento foi diferenciado para cada matéria-prima utilizada.

Diante dos experimentos realizados por Ei-Zawawy et al. (2011) pode-se afirmar que as
diferengas de concentracdo de acgucares redutores entre o residuo obtido do Restaurante
Universitario e os residuos de alimentos de outros paises relatados neste trabalho em funcéo da
matéria-prima ser diferente e das diferentes condicdes a que foram tratados ora com &cidos em
concentracdes, temperatura de reacdo e tempo de residéncia diferentes, ora por diferentes
enzimas.

No tocante a hidrdlise acida, Vavouraki et al. (2013) relataram que HCI e H,SO4
tiveram comportamentos semelhantes a temperatura de 50°C em todas as concentragdes
estudadas (0,7; 1,5; 3%) e tempos de residéncias testados (30, 60 e 120 min). Entretanto, em
temperaturas mais elevadas, 100°C e baixas concentragdes de acidos HCI (0,7 e 1,5%) foi mais
eficiente que o H,SO,4 em todos os tempos de residéncia testados. Estes autores relataram que o
parametro tempo de residéncia foi mais importante para a solubilizacdo da amostra do que a
forca do acido a mesma temperatura.

Em escala industrial, o pré tratamento com H,SO, é mais utilizado industrialmente
devido gerar menos problemas de degradacdo e corrosdo de equipamentos de hidrolise
(VAVOURAKI et al., 2013).

Apbs definido a melhor condicdo de hidrélise de H,SO,4 1% por 15 min a 121°C, todos
0s ensaios realizados na etapa seguinte (fermentacdo) foram realizados nestas mesmas
condicBes para a obtencdo do meio de cultivo e através de planejamento fatorial 2°* foram
estudadas outras variaveis.

Esperava-se que as concentrag@es iniciais de aglcares permanecessem proximas em
todos os ensaios. Porém, foi observado que esta concentracdo variou de um ensaio para o outro.

Diversos trabalhos na literatura reportaram o uso de dois estagios de hidrélise para
obtencéo de agUcares fermentesciveis. Em um deles, Cheng et al. (2008) utilizaram duas etapas
para aumentar a concentracdo de agucares redutores nos meios e para isso, foi realizado uma
primeira etapa de hidrolise por H,SO4 1,25% e o liquido foi separado da parte sélida por
filtracdo. A parte sélida foi lavada com agua quente a 60°C e adicionado ao liquido sacarificado
novamente e entdo adicionados novamente H,SO, 1,25% reconstituido e levados a autoclave,
ou seja, nas mesmas condic¢des. E no presente trabalho, ao realizar a etapa de esterilizagcdo do
sacarificado o procedimento foi feito nas condi¢des dos ensaios a serem realizados no fatorial
fracionado, ou seja, todos diferentes.

E valido ressaltar que para acertar 0 pHinica, de acordo com o delineamento
experimental, foi adicionado NaOH 6 M ou NaOH 1 M. Apoés a etapa de esterilizacdo foi
observado uma coloragéo escura conforme a Figura 2.
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Vavouraki et al. (2013) relataram que a hidrdlise alcalina com NaOH provocou o
escurecimento do meio e a perda de agUcares redutores por reacdo de Maillard, inviabilizando o
processo de hidroélise alcalina sob altas temperaturas. E neste presente estudo, apesar de NaOH
ndo ter sido adicionado com intuito de influenciar a hidrdlise e sim para acerto de pH, pode ter
provocado o escurecimento do meio, bem como a formacgdo dos grumos que interferiram no
processo de determinacdo da concentragcdo celular de Saccharomyces cerevisiae por
espectrofotometria e por massa seca, bem como na quantidade de acucares redutores inicial.

Wang et al. (2008) avaliaram a fermentagdo esterilizada e ndo esterilizada para a
producdo de etanol a partir de residuos de alimentos e foi verificado que a fermentacdo que nao
recebeu tratamento térmico de esterilizacdo foi a que obteve a melhor concentracdo de etanol
de 33,05 g/L nas condicdes de pH 4,18 a 35°C. Segundo estes autores 0 processo realizado em
autoclave pode ocasionar um efeito negativo, tais como degradacdo de substrato, como
acucares e outros nutrientes. Estes autores afirmam que reacdo de Maillard pode ocorrer e
degradar agucares e aminoacidos presentes no meio de fermentacao.

Figura 2: Foto dos meios esterilizados com escurecimento, indicando possivel reacdo
de Maillard.

Para Vavouraki et al. (2013) a fermentacdo aberta e sem a esterilizacdo possui mais
vantagens do que o sistema convencional e esterilizado, pois ndo degrada acUcares. A
fermentacgdo aberta e sem esterilizacdo pode ser feita em areas de armazenamento dos residuos
com reducdo de custo e de gasto com energia (WANG et al., 2008).

Em hidrolise &cida diluida, os rendimentos sdo de 50% para a glicose. Segundo Seabra
(2008) para hidrolise acida diluida de residuos lignocelulésicos, o processo deve ocorrer em
condi¢des brandas, como por exemplo, 0,7% H,SO,4, 190°C por 3 min para recuperar as
pentoses. E numa segunda etapa, utiliza condi¢Ges mais severas de tratamentos (0,4 % H,SO,,
215°C por 3 min para recuperacao das hexoses.

O processo de hidrdlise enzimatica oferece muitas vantagens em relagdo aos processos
de hidrolise por acido diluido e &cido concentrado, pois podem alcancar altos rendimentos sob
condi¢cbes moderadas (CORAL, 2009). Em residuos celuldsicos, o processo hidroliticos
realizado por enzimas pode alcangar rendimentos superiores a 0,85 Jgiicose/cetulose (CORAL,
2010). Porém o desafio deste método esta no tempo demandado para que ocorra a hidrélise e o
elevado custo (CORAL, 2009).

A hidrolise quimica por &cido diluido oferece uma alternativa ao tratamento de residuos
de alimentos, porém, torna-se necessario, pesquisas que possam chegar a rendimentos em
acucares redutores mais elevados e para minimizar a formagdo de compostos inibitorios de
micro-organismos fermentadores.
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5.3 Producéao de Etanol — Delineamento Fatorial Fracionado

O delineamento fatorial fracionado (2°?) foi utilizado para obter os resultados
preliminares para a producdo de etanol e avaliar a influéncia das variaveis estudadas (pH,
temperatura, concentracdo de indculo, concentracdo de (NH,4).SO,4 e concentracdo de KH,PO,).
As variaveis utilizadas no fatorial fracionado, 0s seus niveis reais, niveis codificados e matriz
dos ensaios estdo apresentados nas Tabelas 5 e 6.

Na Tabela 9 € possivel observar a concentracdo de acUcares redutores e a variacao de
pHem O, 24 e 48 h.

Tabela 9: Concentracdo de acUcares redutores e variacdo de pH em 0, 24 e 48 h

Ensaios Conc. de acucares redutores (g/L) pH

Oh 24 h 48 h Oh 24h 48h
1 5,2 54 1,2 3,28 3,23 3,32
2 6,5 2,8 0,9 5,13 4,68 4,65
3 59 3,1 1,4 3,46 3,39 3,38
4 6 1,61 0,53 4,90 4,62 4,60
5 5,2 4,5 2,8 3,15 3,09 3,15
6 6,4 31 0,5 5,10 4,70 4,70
7 4,6 3,2 0,4 3,25 3,15 3,17
8 52 33 0,5 516 4,7 4,65
9 6,4 2,3 0,7 3,13 2,99 3,18
10 6,4 1,8 0,7 5,15 4,54 4,65
11 6,4 1,2 0,7 3,30 3,26 3,44
12 7,2 1,2 0,6 5,16 4,31 4,66
13 6,9 0,7 0,6 3,12 3,03 2,93
14 6,7 0,6 0,6 4,84 4,31 4,30
15 6,5 0,5 0,3 3,35 3,15 3,10
16 5,6 0,5 0 5,00 4,60 4,53
17 6,8 0,8 0,6 4,11 3,80 3,80
18 6,8 0,8 0,6 4,24 3,86 3,85
19 6,9 0,9 0,6 4,26 3,86 3,88

Na Tabela 9 é possivel observar que na maioria dos ensaios houve uma pequena
diminuigdo no valor do pH, variando no maximo 0,6. Exceto os ensaios 1, 9 e 11, onde a
variacdo foi para valores acima do pH inicial, com variacdo de 0,14 no maximo. Nos ensaios
em que o pH decresceu, os valores mais baixos (pH 3) a variacdo foi menor que nos ensaios
com pH 4 e 5. O Unico ensaio onde o pH final foi igual ao pH inicial foi 0 ensaio 5.
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Parthiban et al. (2011) estudaram a varia¢do do pH em meios de cultura provenientes de
residuos da casca de diferentes espécies de banana e foi observado que o pH sofreu uma
variacdo de no maximo 0,3 para mais em relacdo ao pH inicial 5,0.

Segundo Steckelberg (2001) em pH extracelular de 2 a 7, o pH interno das células varia
de 5,8 a 6,9. Em valores de pH abaixo de 2, a célula do micro-organismo gastara mais energia
para a manutencdo do pH intracelular. Este mesmo autor acrescenta que o pH do meio externo
pode afetar o crescimento das leveduras, onde o crescimento maximo ocorre entre pH 5 e 6.

O pH é um importante fator que pode afetar a fermentacgdo alcoodlica, pois valores mais
baixos podem provocar a sensibilidade dos micro-organismos ao etanol produzido (AMARAL,
2009). Os ensaios que apresentaram os melhores resultados para a producédo de etanol de 2,46 e
2,33 g/L, nos ensaios 6 e 11, respectivamente, possuem valores diferentes de pH, 5 e 3,
respectivamente..

Segundo Steckelberg (2001) o pH 6timo para a producdo do etanol utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae € entre 4 e 5, ao aumentar até pH 7,0 o rendimento producdo de
etanol diminui com aumento da producéo de &cido acético.

Os resultados para a producdo de etanol estdo apresentados na Tabela 10, onde é
possivel perceber que a maxima producdo de etanol foi de 2,46 g/L e 2,33 g/L nos ensaios 6 e
11 em 48 h. A menor producéo foi de 0,64 g/L no ensaio 13 em 48 h. Em 24 h de fermentagdo,
os melhores resultados de 2,24 g/L e 1,47 g/L de etanol foram obtidos no ensaio 6 e 11,
respectivamente.

Em 24 h os ensaios que menos produziram foram o 1, 5 e 13, j& em 48 h foram os
ensaios 13 e 16. Os ensaios 13 e 16 tiveram em comum a mesma temperatura (40°C) e 0s
ensaios 1 e 5 tiveram 0 mesmo valor de pH 3,0 e a mesma concentracdo de indculo (5%) e
ambos sem adicao de (NH4),SO,.

No tocante ao consumo de acUcares foi verificado que o ensaio 16 (pH 5, 15% de
inéculo, 40°C, 3 g/L de (NH4),SO4e 3 g/L de KH,PO,) todo o acucar foi consumido apos 48 h
de fermentacdo, porém obteve uma baixa concentracdo de etanol de 0,96 g/L em 48 h. O menor
consumo de agUcares redutores ocorreu no ensaio 5 (pH 3, 15% de in6culo, 40°C, sem adi¢do
de nutrientes) onde a concentracdo final de acUcares redutores foi de 1,5 g/L, 1,15 ¢g/L de
etanol, produtividade de 0,002 g/L.h.

Com excecdo dos ensaios 3, 7, 13, 16 e 17, a producdo de etanol foi maior em 48 h de
fermentacdo. Os melhores valores de produtividade foram observados nos ensaios 6 e 11,
ambos com 0,005 g/L.h.
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Tabela 10: Concentragéo de etanol (g/L) em 24 e 48 h, rendimento (g/g), rendimento
(%) e produtividade (g/L.h)

Concentracao de Rendimento Rendimento Produtividade.

Ensaios — hetanol 4(1%”6) Y oranr (%) de etanol (g/L.h)
1 1,12 1,39 0,33 64,58 0,03
2 1,43 1,47 0,25 48,78 0,03
3 1,40 1,00 0,21 41,30 0,02
4 1,33 1,71 0,28 55,85 0,04
5 1,11 1,15 0,34 66,79 0,02
6 2,24 2,46 0,39 77,49 0,05
7 1,23 1,20 0,27 53,10 0,03
8 1,18 1,27 0,26 50,22 0,03
9 1,27 1,37 0,23 44,67 0,03
10 1,14 1,42 0,24 46,30 0,03
11 1,47 2,33 0,39 75,97 0,05
12 1,24 1,40 0,20 39,42 0,03
13 0,77 0,64 0,09 18,88 0,01
14 1,31 1,00 0,18 35,04 0,02
15 1,23 1,14 0,17 34,17 0,02
16 143 0,96 0,16 31,86 0,02
17 140 1,39 0,21 41,67 0,03
18 1,32 1,47 0,22 44,06 0,03
19 132 1,49 0,22 43,95 0,03

Ao observar a Tabela 10 € possivel perceber que os melhores rendimentos foram
alcancados no experimento 6 (pH 5, concentracdo de in6culo 5%, temperatura 40°C, 3 g/L de
KH,PO,4 e 0 g/L de (NH,4),SO,4) onde a producdo de etanol também foi maior em relacdo aos
outros ensaios, ficou proximos ao rendimento tedrico de 0,511 e 91,44% e a melhor
produtividade de 0,005 g/L.h. Rodrigues (1998) argumenta que quando é observado
rendimentos iguais ou superiores a 100% evidencia a existéncia de erros na metodologia
analitica, pois inevitavelmente sera formado outros produtos que sao sintetizados a partir do
acucar e rendimentos muito baixo deixam a duvida se é por falta de nutrientes no meio ou pela
falha na metodologia.

O rendimento mais baixo foi observado no ensaio 13 (pH 3, concentracdo de indculo de
5%, temperatura 40°C, 3 g/L de (NH,4),SO4e 3 g/L de KH,PQO,4) no tempo de 48 h, com a menor
producéo de etanol de 0,64 g/L e menor produtividade de 0,01 g/L.h.

No tocante a temperatura, a melhor concentracdo de etanol de 2,46 g/L no ensaio 6 e a
menor concentracdo de etanol de 0,64 g/L no ensaio 13 foram obtidas sob a mesma temperatura
(40°C) e mesma concentracdo de KH,POy, e diferentes niveis de pH, concentracdo de inoculo e
concentracdo de (NH,4),SO,4. Para Meneses (1980 apud PACHECO, 2010) a temperatura

36



influencia todo o processo de fermentacéo, sendo a faixa recomendada entre 25 e 36°C. Abaixo
deste valor a fermentacdo ocorre de forma muito lenta e acima (40°C) o &lcool pode evaporar.

Pode ser visto que o ensaio 12 (15% de inoculo, pH 5, 26°C e 3 g/L de (NH4)2SO4) e no
ensaio 2 (pH 3, 5% de indculo e 26°C) possuem apenas a temperatura com nivel comum e a
producdo de etanol para os dois ensaios, foram aproximadas, sendo 1,4 g/L e 1,47 g/L,
respectivamente.

A maxima concentracdo de etanol obtida de 2,46 g/L foi inferior aos resultados
encontrados para a producdo de etanol a partir de residuos de alimentos. A méaxima
concentracdo de etanol obtida por Wang et al. (2008), Kim et al. (2008), Jeong, Kim e Lee
(2012), Yan et al. (2011b) foram de 33,05 g/L, 57,6 g/L, 40,59 g/L, 89,28 g/L, respectivamente.
A baixa concentracdo de etanol obtida pode ter sido provocada pelo baixo rendimento da
hidrélise e pelos problemas ocasionados na etapa de esterilizacdo, em que pode ter havido a
perda de acgucares redutores e a formacdo de compostos inibidores da fermentacéo, visto que a
taxa de crescimento da levedura ndo foi elevada, conforme pode ser visto na Tabela 11, onde é
apresentado o crescimento celular em UFC/mL nos tempos de 0, 24 e 48 h de fermentacao.

Quanto ao crescimento celular, foi verificado que a levedura apresentou melhor
crescimento em ensaios que possuem o pH nos trés valores estudados (3, 4 e 5), ndo sendo
possivel afirmar que em um determinado valor houve um melhor crescimento celular

Tabela 11: Crescimento celular em UFC/mL

Tempo de fermentacao
Oh 24 h 48 h

Ensaios

1 41x10°  1,0x10°  3,3x10°
2 42x10°  6,5x10°  7,9x10°
3 1,0x10°  3,6x10°  1,1x10°
4 9,0x10°  4,0x10°  3,8x10°
5 3,8x10°  6,4x10° 5,8x10°
6 3,2x10°  4,9x10°  1,9x10°
7 8,9x10°  2,0x10°  1,5x10°
8 6,4x10°  2,2x10°  1,6x10°
9 3,7x10°  15x10°  6,8x10°
10 3,6x10°  4,4x10°  2,5x10°
11 8,3x10°  2,5x10°  1,1x10°
12 8,5x10°  4,9x10°  6,2x10°
13 22x10°  3,0x10°  7,0x10°
14 2,1x10°  1,6x10°  1,3x10°
15 9,5x10°  3,0x10°  2,1x10°
16 3,6x10° 1,24x10° 9,0x10°
17 75x10°  25x10°  2,8x10°
18 7.8x10°  2,7x10°  2,9x10°
19 74x10°  2,6x10°  2,7x10°
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O crescimento celular no ensaio 13 foi elevado e obteve uma das menores
concentracdes de etanol, o que pode confirmar o argumento de Rodrigues (1998) que meios
com concentracdes de nutrientes (nitrogénio e sais minerais) ideais as leveduras utilizam cerca
de 5% de acUcares presentes no meio para o crescimento e que em altas concentragdes dos
mesmos nutrientes, as leveduras utilizam uma porcentagem maior de aclcares para 0
crescimento, consequentemente deixando de produzir etanol.

Para o crescimento celular os ensaios 1, 2, 12 e os trés pontos centrais 17, 18 e 19
apresentaram maior crescimento celular em 48 h, os demais ensaios apresentaram maiores
contagens no tempo de 24 h e no tempo de 48 h foi observado a desaceleracdo ou declinio
celular.

Tang et al. (2008) avaliaram o crescimento celular da levedura S. cerevisiae KF-7 na
producdo de etanol a partir de residuos de alimentos sacarificados através do uso de enzimas
glicoamilase. Cada ensaio foi inoculado com 10%/mL e ao final do processo havia cerca de 20%
de células viaveis.

Jeong, Kim e Lee (2012) avaliaram o crescimento das leveduras S. coreanus e P. stipitis
para a producdo de etanol a partir de residuos de alimentos hidrolisados por enzimas comerciais
Spirizyme Plus FG e Viscozyme L em fermentacdo aerobia e anaerdbia. Na fermentacdo
anaerobia e aerObia, a biomassa permaneceu inalterada ap6s 48 h para S. coreanus, 0
crescimento da levedura ndo foi afetado pelo oxigénio. As analises do crescimento da levedura
pelo método espectrofotométrico mostrou para S. coreanus que a concentracao final de células
foi cerca de 80 g/L para as condicBes anaerobicas e aerdbicas. Para P. stipitis o suprimento de
oxigénio afetou o crescimento da biomassa.

Oberoi et al. (2010) avaliaram o crescimento celular durante a producdo de etanol a
partir de residuos da casca de laranja hidrolisados por H,SO,4. A concentracdo inicial de S.
cerevisiae foi proximo a 5 g/L e a concentracdo final de biomassa foi em torno de 10 g/L para
ambos os meios fermentados a partir da hidrélise priméria e da hidrélise secundéria.

A andlise estatistica dos resultados de concentracdo celular foi realizada e a estimativa
dos efeitos para o crescimento celular em 48 h é apresentada na Tabela 12. E possivel observar
que através do p-valor que as varidveis pH (X1) e temperatura (X3) foram consideradas
significativas ao nivel de confianca de 90%. Um incremento na resposta temperatura (nivel -1
para +1) conduziu a diminuicdo do crescimento celular, ao passar da temperatura de 26°C para
40°C houve diminuicdo dos resultados. A varidvel temperatura foi a que mais influenciou o
crescimento microbiano.

Foi realizado o tratamento estatistico para a producéo de etanol em 48 h, os resultados
podem ser visualizados na Tabela 13. E possivel perceber que para a producio de etanol as
estimativas dos efeitos demonstraram que nenhuma das varidveis foram consideradas
significativas ao nivel de confianca de 90%.
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Tabela 12: Estimativa dos efeitos para a concentracao celular (UFC/mL) para 48 h

Variaveis Efeitos Erropadrdo t(3) p-valor

Média* 2307895 3747884 6,16 <0,0001
X1* 1666250 816832,3 2,04 0,0622
X2 143750  816832,3 0,17 0,8630
X3 -2213750 816832,3 -2,71 0,0178
X4 -561250 816832,3 -0,69 05041
Xs -933750  816832,3 -1,14 10,2736

X1 — PHiniciat X2 - concentracéo de inoculo (%); X; - temperatura (°C); X, - concentragdo (NH,),SO,
(9/L) e Xs - concentragdo KH,PO,

Tabela 13: Estimativa dos efeitos para a concentracdo de etanol (g/L) em 48 h

Variaveis Efeitos Erro padrdo t(3) p-valor

Media 1,390 0,099 13,96 <0,001
X1 0,202 0,217 0,93 0,3679
X2 -0,005 0,217 -0,02 0,9819
X3 -0,265 0,217 -1,22 0,2438
X4 -0,155 0,217 -0,71 0,4878
Xs 0,270 0,217 1,24 0,2355

X1 — PHiniciat X2 - concentracéo de inoculo (%); Xs - temperatura (°C); X, - concentragdo (NH,),SO,
(g/L) e Xs - concentragdo KH,PO,

Este planejamento fatorial fracionado 2°* pode ser utilizado como triagem das variaveis
que podem influenciar o processo de producdo de etanol a partir de residuos de alimentos do
Restaurante Universitario da UFRRJ e a partir dele serem elaborados novos planejamentos
experimentais fracionados ou completos para que se possam chegar as condigdes 6timas para a
obtenc&o de etanol.

Segundo Teofilo e Ferreira (2006) experimentos de triagem visam a selecdo de variaveis
e de interacbes entre as multiplas variaveis de um processo que podem influenciar
significativamente. Estes autores acrescentam que no estudo de triagem, as interag0es entre as
variaveis (interacdo principal) e de segunda ordem, obtidas em planejamentos fatoriais
completos ou fracionarios, é de grande relevancia para compreensdo do sistema de producéo.
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6 CONCLUSOES

A partir deste trabalho pode-se concluir que a hidrdlise &cida (H,SO,) com a
concentracdo de 1% (p/v) foram obtidas as melhores concentragcdes de agUcares redutores de
43,63 g/L. Porém, o rendimento foi baixo e houve perdas de agUcares redutores na etapa de
esterilizacdo, bem como a formagdo de compostos inibidores da fermentacdo, visto que a taxa
de crescimento das leveduras foi relativamente pequena.

Assim, cabe ressaltar que para o processo de producdo de etanol utilizando hidrdlise
acida diluida, torna-se necessario haver pesquisas que busquem encontrar condi¢bes que
possam aumentar o rendimento em acucares redutores, visto ser inferior aos rendimentos
encontrados na literatura quando ¢ utilizado o método enzimatico.

A hidrdlise acida oferece como beneficio ser mais barata que a enzimatica, porém o
baixo rendimento e a baixa concentracdo de etanol obtida podem fazer com que este método
ndo seja vidvel para a producdo de etanol a partir de matérias-primas como o residuo de
alimento.

Dados das caracteristicas da composicao centesimal dos residuos de alimentos do
Restaurante Universitario da UFRRJ indicam que ha 12,94 % de carboidrato, 6,26 % de
lipidios, 66,37 % de proteina 2,71 % de cinzas, 2,98% de fibras e 68,74% de umidade. As
caracteristicas fisico-quimicas revelam que os restos de alimentos possuem um alto potencial
para obtencdo de biomassa alternativa para a produgdo de etanol e de fornecer nutrientes
nitrogenados e minerais para suprir as necessidades do metabolismo celular das leveduras
Saccharomyces cerevisiae. Consequentemente suprir a crescente demanda por combustivel nos
ultimos anos e diminuir a quantidade de material disposto de maneira inadequada e sem
elevado valor comercial. O uso de residuos de alimentos pode em grande parte minimizar os
impactos ambientais como emissdes de CO, e chorume.

A melhor concentracdo de etanol obtida foi 2,46 g/L, com rendimento de 91,44 % e
produtividade de 0,005 g/L.h no ensaio 6. Em relacdo aos efeitos das variaveis para o
crescimento da levedura S. cerevisiae, as variaveis pH e temperatura foram consideradas
significativas. E nenhuma das variaveis foi considerada significativa para a producédo de etanol
ao nivel de confianga de 90%.

Foi obtido uma baixa concentracdo de etanol em relacdo aos trabalhos relatados na
literatura. Assim, a hidrélise quimica pelo uso de H,SO, deve ser investigada acerca das
melhores condigOes de tratamento e posterior esterilizacdo e fermentacdo em batelada simples.

Portanto a producédo de etanol a partir de residuos de alimentos foi possivel e pode em
grande parte diminuir a poluicdo gerada por este tipo de residuo.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Avaliar a formag&o de compostos inibitorios para hidrolisados por &cido diluido

- Avaliar metodologias de desintoxicacdo do hidrolisado

- Estudar o efeito da combinagdo de temperatura com diferentes concentracdes de &cidos e
tempo de residéncia.

- Avaliar a aplicacdo de hidrodlise acida préevia sequenciada pela hidrélise enzimatica quanto a
formacéo de compostos inibitérios que possam inibir a reacdo enzimatica

- Utilizar diferentes cepas de micro-organismos para avaliar a capacidade de transformacéo de
hidrolisados de alimentos em &lcool
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