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RESUMO

O emprego de residuos de frutas provenientes do consumo doméstico para a producdo de
bioetanol é uma perspectiva de inovacdo que garante o emprego de uma biomassa de baixo
custo, gerada em grandes quantidades, e que possui actcares prontamente disponiveis em sua
composic¢do, o que dispensa processos complexos de pré-tratamento e hidrélise do material,
assemelhando-se a sistemas de producdo de bioetanol de primeira geracdo. Neste estudo, as
condicGes ideais de extracdo de aglcares foram determinadas por meio de um Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) 22, avaliando os efeitos da temperatura e da relacéo
solido/liquido (S:L) no processo. O caldo extraido nas condi¢des otimizadas foi empregado
como meio fermentativo para a producgéo de bioetanol utilizando a levedura Wickerhamomyces
sp. UFFS-CE-3.1.2. A influéncia da suplementacdo do caldo extraido da mistura de residuo de
frutas também foi investigada com duas diferentes fontes de nitrogénio (extrato de levedura e
ureia) na producao de bioetanol. Além disso, um estudo preliminar da fermentacao alcodlica
em um biorreator foi desenvolvido a fim de identificar a possibilidade de ampliacdo de escala. A
condicdo ideal de extracdo de aclcares foi determinada utilizando 12% (Mseca V1) de uma
mistura de residuos de frutas e agitacdo mecéanica a 100 rpm e 25°C por 5 minutos, conforme
resultado do planejamento experimental, e também considerando o volume de caldo obtido pds-
filtracdo. A fermentacdo sem adi¢cdo de fonte de nitrogénio resultou em uma producdo de
bioetanol de 23,18 + 0,47 g L't em apenas 9 horas de processo fermentativo. Embora a
suplementacdo do caldo de residuo de frutas com extrato de levedura ndo tenha aumentado a
produc&o de bioetanol (24,72 + 0,07 g L), a reducdo do tempo fermentativo em 3 horas é um
resultado promissor, por otimizar o processo. Em contrapartida, a adicdo de ureia ao meio
fermentativo resultou em uma menor producéo de bioetanol (18,31 + 0,25 g L1), possivelmente
ocasionada pelo desvio metabdlico das leveduras para a producédo de outros biocompostos. O
aumento do volume fermentativo em biorreator levou a uma producdo de bioetanol (20,8 g L
1y similar & obtida em frascos, sendo um indicativo positivo da possibilidade de ampliagdo de
escala. Este estudo destaca a potencialidade do uso de residuos de fruta como um método

sustentavel a ser explorado na aceleracdo da cadeia produtiva de bioetanol.

Palavras-chave: Biocombustivel. Extracdo de aclcares. Fontes de nitrogénio. Residuo de
fruta. Sustentabilidade.



ABSTRACT

The use of fruit residues from domestic consumption for bioethanol production is an innovative
perspective that guarantees low-cost biomass, generated in large quantities, that have sugars
readily available in their composition and do not require complexes processes of pretreatment
and hydrolysis, resembling first-generation bioethanol production systems. In this study, the
ideal conditions for sugar extraction were determined using a Central Rotational Composite
Design (CRCD) 22, evaluating the temperature and the solid/liquid ratio (S:L) effects on the
process. The juice extracted by the optimized conditions was used as a fermentation medium
for the bioethanol production using the yeast Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2. The
supplementation influence of the juice extracted from the fruit residue mixture was also
investigated with two different nitrogen sources (yeast extract and urea) in the bioethanol
production. Furthermore, a preliminary study of alcoholic fermentation in a bioreactor was
developed to identify the possibility of scaling up. The ideal condition for sugars extraction was
determined using 12% (Wariea V1) of a fruit residue mixture and mechanical stirring at 100 rpm
and 25 ° C for 5 minutes, resulting from experimental planning analysis also considering the
juice volume obtained after filtration. Fermentation without nitrogen source addition resulted
in a bioethanol production of 23.18 + 0.47 g L™ in just 9 hours of the fermentation process.
Although the juice fruit residues supplementation with yeast extract did not increase bioethanol
production (24.72 + 0.07 g L), fermentation time reduction in 3 hours is a promising result
because it optimizes the process. However, the urea addition of on fermentation medium
resulted in a lower bioethanol production (18.31 + 0.25 g L), possibly caused by the yeast
metabolic deviation for the other biocomposites production. The fermentative volume increase
in the bioreactor results in a similar bioethanol production (20.8 g L) obtained in Erlenmeyer,
being a positive indication of the scale expansion possibility. This study highlights the potential
fruit residues uses as a sustainable method to be explored for accelerating the bioethanol

production chain.

Keywords: Biofuel. Sugar extraction. Nitrogen source. Fruit residue. Sustainability.
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1 INTRODUCAO

O iminente esgotamento dos combustiveis fosseis, associado a sua intensa
dependéncia e crescente demanda € uma preocupacéo que atinge niveis globais (ZABED
et al.,, 2014; BARRETO, 2018). Diante dessa problematica, a substituicdo desses
combustiveis por alternativas mais sustentaveis como o bioetanol tornou-se uma opgao
promissora para o enfrentamento da crise energética e melhoramento da qualidade
ambiental (ADITIYA et al., 2016; MIKULSKI, KLOSOWSKI, 2018; TAN et al., 2019)

No cenario mundial, cana-de-acUcar, beterraba e milho sdo as principais
biomassas utilizadas para a producdo de bioetanol, o que tem travado uma complexa
discussdo acerca da sustentabilidade do biocombustivel, em virtude da competicéo do uso
de terras agricultaveis com a producdo de alimentos (HO et al., 2014; SARKAR et al.,
2019). Apesar de inumeros estudos reportados na literatura se preocuparem com a
utilizacdo de residuos lignocelulésicos para a producdo energética liquida, pouca énfase
tem sido dada a exploracdo de biomassas residuais que possuam aglcares prontamente
disponiveis (ABDULLAH et al., 2015; TAN et al., 2019).

Os residuos de frutas possuem potencial para producdo de biocombustiveis por
serem uma biomassa de baixo custo, gerada em grandes quantidades e principalmente
devido a presenca de elevada concentracdo de acgucares livres (CHOI et al., 2015;
SARKAR etal., 2019), o que dispensa processos complexos de pré-tratamento e hidrélise
do material, assemelhando-se a sistemas de producdo de bioetanol de primeira geracao.

Estima-se que o consumo final seja responsavel pelo desperdicio de até 20% das
frutas e verduras comercializadas no mundo em fungdo de sua alta perecibilidade e
também em virtude do residuo natural ou porcéo ndo comestivel das frutas, o que inclui
principalmente sementes, casca e bagaco (SAGAR et al., 2018; FAO, 2019). No Brasil,
o consumo de frutas in natura é de 57 quilogramas por habitante ao ano (ABHF, 2018),
sendo que dentre algumas das frutas mais consumidas no pais, a banana, a maca e o
abacaxi geram, em média, 37% de residuos considerando apenas as partes do fruto ndo
comestiveis (SHALINI, GUPTA, 2010; PATHAK, MANDAVGANE, KULKARNI,
2017; LIMA, 2018). Essas informacdes sugerem que grandes quantidades de residuos de
frutas de origem domeéstica gerados no pais diariamente poderiam ser aproveitadas como

matéria-prima para a producédo de bioetanol.

Trabalho de Concluséo de Curso em formato de Artigo
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Os microrganismos responsaveis por realizar a fermentacédo alcodlica, além da
presenca de agucares, requerem também nutrientes como fontes de nitrogénio, minerais,
oligoelementos, vitaminas e fatores de crescimento para 0 seu adequado
desenvolvimento, resultando em uma maior tolerdncia do estresse causado durante a
fermentacdo e retornando assim melhores rendimentos de bioetanol (LI, WANG, SHI,
2017).

Nesse sentido, esse estudo avaliou 0 emprego do caldo obtido de uma mistura de
residuos de frutas provenientes do consumo doméstico para a producdo de bioetanol
utilizando a levedura Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2. Para isso, foram
investigadas as condic@es ideais de extracdo de agUcares, além da influéncia da adicdo de
extrato de levedura e ureia como fontes de nitrogénio ao meio fermentativo para a
producdo de bioetanol. Uma avaliacao preliminar da fermentacao alcodlica em biorreator

também foi realizada a fim de verificar a viabilidade de ampliacéo de escala do processo.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir bioetanol a partir do caldo extraido de uma mistura de residuos de frutas
provenientes do consumo doméstico, utilizando a levedura Wickerhamomyces sp. UFFS-
CE-3.1.2.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar as condigdes para a extracdo dos acglcares de uma mistura de residuos
de frutas;

e Auvaliar a producdo de bioetanol a partir do caldo extraido da mistura de residuos
de frutas sob as condi¢des otimizadas;

e Investigar os efeitos da suplementacdo do meio fermentativo na producdo de
bioetanol utilizando extrato de levedura e ureia como fontes de nitrogénio;

e Avaliar a viabilidade de ampliacéo de escala da producdo de bioetanol utilizando

um biorreator.



13

3 METODOLOGIA
3.1 MICRORGANISMO E INOCULO

A levedura utilizada no processo fermentativo foi isolada recentemente de
amostras de madeira apodrecidas e identificada como uma nova cepa de
Wickerhamomyces (nimero de acesso GenBank MF538579 e MF538580) pelo estudo
conduzido por Bazoti et al. (2017).

O meio para o crescimento das leveduras foi preparado utilizando extrato de
levedura-peptona-dextrose (YPD) composto de 1% de extrato de levedura, 2% de
peptona, 2% de glicose e 2% de agar. O repique foi realizado em tubos de ensaio contendo
10 mL do meio solido, sendo mantidos por 72 horas em estufa bacterioldgica (B.O.D.) a
30 °C. Decorrido este tempo, as estirpes foram transferidas para tubos de ensaio contendo
10 mL de YPD liquido e mantidas em B.O.D. por 24 horas a 30°C. Apos, o indculo foi

vertido no meio fermentativo em uma proporcao de aproximadamente 10% (v v?).

3.2 RESIDUOS DE FRUTAS

Residuos de frutas foram utilizados neste trabalho como fonte de substrato para a
producdo de bioetanol. Para simular a composicao residual de frutas presente no residuo
doméstico, 5 frutas dentre as 20 mais consumidas no Brasil (HORTIFRUTI BRASIL,
2018) foram selecionadas para constituir a mistura de residuos de frutas (MRF) incluindo
sementes, cascas e partes da fruta improprias para o consumo (Tabela 1).

Tabela 1. Frutas selecionadas para a composicdo da MRF, montante consumido e
percentuais de residuos em cada fruta.

Fruta Consumo (ton ano) Rezi;()j)uo Referéncias
Abacaxi 92.991,2 50 LIMA (2018)
Maga 139.692,1 25 SHALINI, GUPTA (2010)
Banana 68.075,4 35 PATHAK, MANDAVGANE, KULKARNI (2017)
Manga 95.871,4 20 AJILA, BHAT, RAO PRASADA (2007)
Melédo 79.730,9 23 MOURA, SOUZA, OLIVEIRA (2017)

Fonte: A AUTORA
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Considerando o consumo das frutas e 0 montante de residuos gerados, chegou-se
a porcentagem de cada residuo de fruta para compor a MRF através da Equacédo 1. Sendo
MRFy (%) a porcentagem de cada fruta empregada na MRF; Consumoy(ton ano™) a
quantidade de cada fruta consumida; Residuo, (%) a porcentagem de residuo de cada
fruta.

Consumo, (ton ano™1) X Residuo, (%)

MRE, (%) =
(%) Y (Consumo, (ton ano~1) X Residuo, (%))

Equacao 1

Desta forma, a MRF foi constituida por: 32,9% de abacaxi, 24,7% de mac§,
16,8% de banana, 13,6% de manga e 12,0% de melao.

3.3 EXTRACAO DE ACUCARES DA MRF

Os acucares presentes na MRF foram extraidos através de extracao sélido/liquido
com agitacdo mecénica. Para determinar as condi¢cdes mais adequadas para condugéo
deste processo foi realizado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22
(RODRIGUES, IEMMA, 2014), avaliando a influéncia da relagéo solido/liquido (0,69%
a23,31% Mseca V1) € da temperatura (14,64 °C a 85,36 °C) nas concentracdes de aglicares
extraidos. O procedimento experimental foi realizado em Erlenmeyers de 250 mL com
volume de trabalho de 100 mL, e conduzido em banho-maria com agitagdo em 100 rpm
durante 10 minutos. Os resultados foram avaliados em termos de concentracdo de
acucares redutores por acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959) e também pelo
volume de caldo extraido pds-filtracdo em filtro de papel. Na sequéncia foi realizada uma
avaliacdo do tempo necessario para extracdo dos agucares (5, 10 e 15 minutos de agitacao)

nas condicdes otimizadas pelo DCCR 22,

3.4 FERMENTACAO ALCOOLICA

A fermentacdo alcoolica foi conduzida utilizando como meio fermentativo o caldo
resultante da extragdo de agucares da MRF otimizado com base no DCCR 22, Para avaliar
0 comportamento do processo fermentativo mediante a adi¢do de fontes de nitrogénio,

fermentagdes foram conduzidas utilizando o caldo extraido da MRF suplementado com
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15 g L* de ureia e extrato de levedura, separadamente (TAN et al, 2019). O experimento
foi realizado em Erlenmeyer de 250 mL utilizando 90 mL de meio fermentativo (BAZOT]I
et al. 2017) previamente esterilizado em autoclave (1 atm, 120 °C, 15 min) e 10 mL de
indculo da levedura Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2. As amostras foram mantidas
em agitador orbital a 30 °C e 80 rpm garantindo a homogeneidade do meio (BONATTO
et al. 2020). Aliquotas foram coletadas em 0, 3, 6, 9, 12, 24 e 48 horas de fermentacao
para anélise do consumo de agucares e producdo de bioetanol utilizando Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Os experimentos foram conduzidos em triplicata.

3.5 FERMENTACAO ALCOOLICA EM BIORREATOR

O aumento de volume fermentativo foi realizado utilizando um biorreator de 7 L
(BIO-TEC, Tecnal). A fermentacdo alcoolica, com volume de trabalho de 3,3 litros de
meio fermentativo, foi suplementada com extrato de levedura (15 g L™). Ap6s adicionar
o0 indculo da levedura Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2, o sistema foi mantido a 30
°C e 80 rpm. A amostragem foi realizadaem 0, 3, 6, 9, 12, 24, 36 e 48 horas. As analises

de consumo de acUcares e producédo de bioetanol foram conduzidas por CLAE.

3.6 METODOLOGIA ANALITICA

As concentracdes de aclcar (glicose e frutose) e etanol foram determinadas por
HPLC utilizando o cromatografo da marca Shimadzu, equipado com detector RID-10 A
e operado com coluna AMINEX® BIORAD HPX87H. Para as analises, as amostras
foram adequadamente diluidas em fase mdével de acido sulfdrico (H2SO4) 0,005 M e
filtradas em filtro de 45 pm de acetato de celulose. As inje¢des das amostras foram
conduzidas a 45 °C, utilizando H2SO4 0,005 M como eluente, o qual foi filtrado a vacuo
utilizando uma membrana de 0,45 um Millipore® e desgaseificado em banho de
ultrassom por 15 minutos. A taxa de fluxo do eluente utilizada foi de 0,6 mL mint. A
concentracéo de todos os compostos analisados foi determinada por meio de curvas de
calibracdo (BAZOTI et al., 2017).
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A produtividade volumétrica do bioetanol (g L h™?) foi determinada através da
Equacdo 2. Sendo EtOHproduzido @ concentragdo de bioetanol produzida (g L™?) e t
corresponde ao tempo de fermentacédo (h) (LAOPAIBOON et al., 2009).

EtOH, o4
Produtividade = # (Equagio 2)

3.7 ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica do DCCR 22 foi realizada com auxilio do software Protimiza
Experimental Design (https://experimental-design.protimiza.com.br/). Os resultados dos
procedimentos de fermentacdo alcodlica sdo expressos em termos de média + desvio
padrdo. O teste de andlise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey com nivel de
confianca de 95% (p < 0,05) foram empregados para avaliar diferencas significativas de
producdo de bioetanol e consumo de acUcares entre as amostras utilizando o software
Statistica 8 (Statsoft, Tulsa, USA).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 EXTRACAO DE ACUCARES DA MRF

A extracdo dos agUcares da MRF foi realizada sob condicOes estabelecidas na
metodologia DCCR 22, com duas variaveis independentes e uma variavel resposta. Na
Tabela 2 € apresentada a matriz experimental com os valores reais e codificados e 0
resultado obtido em termos de concentracao de agucares redutores. Além disso, o volume
de caldo recuperado em cada ensaio apds a filtracdo foi considerado para a avaliacdo dos
resultados obtidos, dado a importancia deste parametro para a conducdo do processo
fermentativo, e, portanto, acompanha os dados da matriz experimental.

A concentracdo de acUcares extraidos aumentou com o aumento da relagéo
solido/liquido (S:L) no processo. A menor concentracao de aglcares foi obtida a partir de
S:L de 0,69% (Mseca V) @ 50 °C (2,18 g L) e a maior concentragdo de agtcares foi
alcancada quando empregada um S: L de 23,31% (Mseca V1) 250 ° C (76,78 g LL) (Tabela
2). Esses dados mostram que S:L é um parametro essencial no processo de extracdo dos

acucares de residuos de frutas, e corrobora com os resultados obtidos por Turhan et al.
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(2010) em um estudo que avalia a extracdo de acucares de vagens de alfarroba, através
de processo similar.

Tabela 2. Planejamento experimental de extracdo de acUcares (valores reais e
codificados) e respostas em termos de concentracao de agucares e volume de caldo

Variaveis independentes Variavel dependente

Ensaio S:L Temperatura Acucares Redutores Volume de caldo
(%) (°C) (gL (mL)
1 4 (-1) 25 (-1) 12,53 78,0
2 20 (2) 25 (-1) 61,63 11,5
3 4 (-1) 75 (1) 16,52 76,0
4 20 (1) 75 (1) 65,27 18,0
5 0,69 (-1,41) 50 (0) 2,18 90,0
6 23,31 (1,41) 50 (0) 76,78 4,5
7 12 (0) 14,64 (-1,41) 28,98 49,0
8 12 (0) 85,36 (1,41) 25,34 41,0
9 12 (0) 50 (0) 39,32 40,0
10 12 (0) 50 (0) 35,11 41,0
11 12 (0) 50 (0) 42,17 35,0

Fonte: A AUTORA

O efeito das variaveis, determinado através da analise estatistica, evidencia que
apenas S:L é significativa (p < 0,05) no processo de extracdo dos agticares com 95% de
confianca (R? 94,77%). Baseado nos resultados obtidos, a relacdo prevista foi expressa
na forma da Equacdo 3, onde S:L é representada por x1 e a temperatura por X2, sendo y a
concentracdo de acUcares extraidos da MRF.

y = 36,89 + 25,42x, + 0,31x, (Equacao 3)

O modelo matematico de primeira ordem foi validado pela Analise de Variancia
(ANOVA) e a curva de contorno representativa para 0 processo de extracao evidenciou
mais uma vez que a temperatura ndo influencia na extracdo dos agucares, sendo razoavel,
portanto, a adoc¢do de temperaturas que tendam a temperatura ambiente a fim de reduzir
0 consumo energético. Desta forma, o processo de extracdo dos acucares da MRF nas
demais etapas do trabalho foi conduzido a 25 °C.

A Tabela 2 mostra que apesar de maiores S:L favorecerem a extracdo dos
acucares, o volume de caldo recuperado € menor em funcdo da capacidade de adsorcéao
da agua pelas particulas sélidas da mistura de residuos. A adsor¢do de dgua em materiais
carbonaceos tem sido amplamente estudada devido, entre outros aspectos, ao impacto em
muitos processos industriais (L1U et al., 2017). Sendo assim, apesar de a adi¢cdo de uma

maior concentragdo de sélidos resultar em uma maior concentracao de acucares extraidos,
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a adsorcdo da agua pelas particulas leva a uma reducéo significativa do volume de liquido
filtrado, sendo necessério realizar 0 processo repetidas vezes para se atingir volume de
caldo suficiente para a condugéo do processo fermentativo. Apesar da concentracéo de
acucares ser importante para a producdo de bioetanol (FAKRUDDIN et al., 2012), a
utilizacdo de uma quantidade apropriada de substrato implica na reducédo do desperdicio
de dgua, biomassa, tempo e energia. Desta forma, 12% (mseca V') foi 0 S: L mais adequado
do ponto de vista de concentracdo de agUcares liberados para o meio liquido e volume
final do caldo filtrado.

Em relacdo ao tempo, nenhuma diferenca na concentracdo de acucares extraidos
foi verificada nos trés tempos de processo testados (5, 10 e 15 min), sendo justificavel,
pois a extracdo é um processo de equilibrio de contato, assim, uma vez atingido o
equilibrio, a difusdo dos solidos solUveis na massa liquida é cessada (TURHAN et al.,
2010).

A concentracdo de agUcares redutores extraidos na condi¢do otimizada (12% S:L,
25 °C, 100 RPM, 5 min) foi de 36,32 + 0,72 g L.

4.2 COMPOSICAO DO CALDO DE MRF

A composigéo do caldo de MRF foi investigada sob as condigdes otimizadas de
extracdo, revelando que em relacdo aos agucares, a constituicdo majoritaria é dada por
frutose (23,20 + 0,23 g L) e glicose (10,03 + 0,12 g L. E provével que haja ainda a
presenca de sacarose neste extrato, ja que, conforme reportado por Choi et al. (2015), os
residuos provenientes de frutas sdo ricos em aclcares sollveis fermentaveis como
sacarose, frutose e glicose, no entanto a sacarose nao foi monitorada neste estudo em
virtude de algumas limitacdes. Além disso, possivelmente haja a presenca de xilose, um
acucar redutor presente em cascas de frutas, conforme ja reportado por outros autores
(REHMAN et al., 2013; KHEDKAR et., al., 2018)

4.3 FERMENTACAO ALCOOLICA UTILIZANDO CALDO DE MRF

A levedura Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2 cultivada em caldo de MRF

mostrou um bom desempenho na fermentacdo alcoodlica, alcancando uma producéo de
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bioetanol de 23,18 +0,47 g L™ a partir de 11,55+0,25 g L™ de glicose € 25,75+ 0,43 g L
! de frutose apds 9 horas de fermentacdo, mantendo-se constante até o final do processo
(p > 0,05).

Um aspecto interessante a ser destacado neste processo fermentativo é que a
producéo de bioetanol foi mais lenta durante as trés primeiras horas de fermentagéo. Isso
ocorre em funcdo do periodo de laténcia da levedura caracteristico de culturas
recentemente inoculadas. Essa fase de laténcia deve-se a adaptacdo da cepa induzida pelo
estresse ocasionado por mudancas de pressdo osmotica e novo balanco de nutrientes
(BAUER, PRETORIUS, 2000; TAN et al., 2019). Apds a adaptacdo celular, acontece a
fase de crescimento exponencial (TAN et al., 2019) evidenciado pelo consumo acelerado
dos substratos entre 3 e 6 horas de fermentacéo, atingindo produtividade volumétrica de
bioetanol de 2,40 g L™ h'?,

O Quadro 1 apresenta uma comparacao entre pesquisas de outros autores que
também investigaram a utilizacdo de residuos sem a aplicacdo de pré-tratamentos na
producdo de bioetanol, e os resultados obtidos neste estudo, demonstrando que o caldo de

MRF possui potencial para a geracéo energética liquida.

Quadro 1. Comparacéao da producdo de bioetanol utilizando diferentes substratos sem a
aplicacdo de pré-tratamento e os resultados obtidos por este estudo.

Maxima Tempo de
. . . concentragdo po de Produtividade Referéncia
Biomassa Microrganismo . fermentacéo 1l
de bioetanol (h) (gLth?
(gLh
Mistura de Wickerhamomyces Presente
residuo de sp. UFFS-CE-3.1.2 23,18 9 2,40 estudo
frutas
Mistura de Saccharomyces CHOI et
cascas de cerevisiae 29,5 9 3,8 al.,2015
frutas citricas
Cascas de SARKAR et
banana igtemba“er P-Et | 507 48 0,06 al., 2019
Vagens de Saccharomyces TURHAN et
g cerevisiae 34,24 12 2,85 al.,2010
alfarroba
Saccharomyces TAN et
Folha de cerevisiae 45,75 15 3,05 al. 2019
bananeira
Saccharomyces ABDULLAH
Folha de .
denda cerevisiae 18,67 24 0,78 etal., 2015.

Fonte: A AUTORA
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4.4 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DO CALDO DE MRF

A suplementacdo do caldo de MRF com extrato de levedura retornou uma
producéo de bioetanol maxima de 24,72 + 0,07 g L™ a partir de 8,82 + 1,17 g L de
glicose e 22,22 + 0,89 g L de frutose apos decorridos 6 horas de fermentagdo, sem
diferenca significativa de producdo em 9h, 12 h, 24 h e 48 h (p>0,05). O meio
suplementado com ureia possuia inicialmente 8,85+0,28 g L™ de glicose e 19,75+0,20 ¢
L de frutose, retornando producéo de bioetanol maxima de 18,31 +0,25 g L™t em 9 horas
de fermentacdo, mantendo a concentracdo de bioetanol constante nas proximas horas de

processo fermentativo (p>0,05).

A partir dos resultados alcancados, pode-se perceber que as duas fontes de
nitrogénio adicionadas ao caldo de MRF afetam de maneiras distintas o processo
fermentativo, conforme também j& observado por Zhao, Procopio e Becker (2015).
Embora ndo tenha sido alcangada maior producao de bioetanol na suplementacdo do meio
com extrato de levedura, a redugdo do tempo de processo fermentativo em trés horas é
um resultado promissor. Tan et al. (2019) verificaram um aumento do crescimento da
cepa de Saccharomyces cerevisiae e na producdo de bioetanol quando maiores
concentracdes de extrato de levedura eram aplicadas ao processo, sendo esse aumento na
producdo de bioetanol associado a presenca de cofatores importantes presentes no extrato
de levedura como a biotina e a riboflavina. Desta forma, neste estudo, a reducéo do tempo
de fermentacdo pode estar associada ao estimulo do metabolismo energético das cepas
proporcionado pela suplementacdo com um tipo de nitrogénio mais assimilavel,
vitaminas, além de outros fatores de crescimento que podem satisfazer melhor as
necessidades metabdlicas da cepa de Wickerhamomyces sp. UFFS-CE-3.1.2, fazendo a
fermentacdo ocorrer mais rapidamente e resultando em uma melhor produtividade
volumétrica de bioetanol (3,30 g L1 h™) . O estudo realizado por Li, Wang e Shi (2017)
também demonstrou que o extrato de levedura retornou maiores rendimentos de
bioetanol, e maior eficiéncia de processo, ao suplementar o0 meio fermentativo de amido
de milho de alta gravidade com diversas fontes de nitrogénio para a producéo de bioetanol
utilizando uma cepa de Saccharomyces cerevisiae.

Ja a fermentacdo conduzida com o meio suplementado por ureia retornou uma
menor producado de bioetanol. Verificou-se que apesar dos agucares terem sido totalmente

assimilados pela levedura, ndo houve a conversdao em bioetanol como nas outras duas
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fermentacdes realizadas, evidenciando a ocorréncia de um desvio metabdlico para a
formacdo de outros produtos, o que pode ser notado também pela reducdo da
produtividade volumétrica de bioetanol (1,71 g L™t hY). Gutierrez (1991) atribuiu a maior
producdo de glicerol, um subproduto da fermentacdo alcoodlica, ao desvio do acido
piravico para a formacdo de aminoacidos, gerando a alteracdo do balanco redox. O autor
observou ainda, que a adigdo de extrato de levedura reduz a producgéo de glicerol em
funcdo da presenca de aminodcidos, evitando o desvio dos agucares para este fim e
resultando em menor producéo de glicerol. Além disso, a ureia e o etanol podem estar
atuando como possiveis precursores na formacao de carbamato de etila durante o processo

de fermentacéo alcodlica, conforme também ja observado por Kim et al. (2015).

4.5 FERMENTACAO ALCOOLICA EM BIORREATOR

O estudo da fermentacdo alcodlica em biorreator por Wickerhamomyces sp.
UFFS-CE-3.1.2 atingiu 20,8 g L™ de bioetanol apds 9 horas de processo fermentativo,
assemelhando-se a concentragdo de bioetanol obtida na fermentagdo conduzida em
frascos de 250 mL. Inumeros fatores podem ter levado ao aumento de 3 horas de
fermentacdo comparado ao estudo anterior, como as mudancas da configuracdo do reator
(KARAGOZ, BILL, OZKAN, 2019) e quantidade do in6culo (TURHAN et al., 2010).

5 CONCLUSAO

Os resultados alcangados com este estudo enfatizam o potencial do uso dos
residuos de frutas para a producdo de bioetanol em funcdo de sua alta disponibilidade,
baixo custo e presenca de agucares, apresentando uma alternativa de conversdo de
residuos em energia.

O estudo da extracdo de acucares da mistura de residuos de frutas revelou que
apenas a relacdo sélido/liquido é significativa no processo. Este resultado é interessante
do ponto de vista econémico, uma vez que a glicose e frutose presentes no residuo sdo
facilmente solubilizadas, reduzindo gastos com energia ao aplicar temperaturas brandas
e tempos curtos no processo de extracao.

A fermentagéo alcodlica conduzida com o caldo extraido da mistura de residuos

de frutas sem a adicdo de nutrientes utilizando a levedura Wickerhamomyces sp. UFFS-
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CE-3.1.2 atingiu 23,18 +0,47 g L* de bioetanol em apenas 9 horas. A adi¢do de extrato
de levedura ao caldo proporcionou redugédo do tempo fermentativo em 3 horas, enquanto
a suplementacdo com ureia ocasionou uma reducdo da producdo de bioetanol se
comparado com o resultado obtido na fermentacdo com adicdo de extrato de levedura e
sem adicdo de fontes extras de nitrogénio. A fermentacdo alcodlica em biorreator
mostrou-se promissora, uma vez que a producgdo de bioetanol alcangada foi similar aquela
obtida em menor escala.

Esses resultados podem fornecer subsidios para estudos posteriores visando
ampliacdo de escala com a implantacdo de uma escala piloto de producédo de bioetanol a

partir de residuos de frutas.
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