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Resumo:

A busca por novas fontes renovaveis para producao de combustiveis € um tema
gque vem sendo largamente estudado na comunidade académica. Por isso, a
fermentacdo de substratos ricos em celulose, para producéo de etanol de segunda
geracdo, representa um grande avanco cientifico. Compostos organicos, como cascas
de fruta, possuem uma grande reserva de monossacarideos que estao presos em uma
molécula, a celulose. Enquanto esses monossacarideos estiverem conectados por
ligacBes quimicas ndo servem de alimento para a levedura Saccharomyces cerevisiae
em um processo de fermentacdo alcodlica. Por isso, sdo necessarias reacdes
enzimaticas prévias para que possam ser separados e posteriormente transformados
em alcool pela agdo microbiana. Tento em vista que, o fungo Trichoderma sp. é um
organismo capaz de degradar a molécula de celulose, se executou andlises com o
objetivo de verificar se um tratamento fungico do substrato escolhido seria capaz de
liberar os acucares simples para posterior fermentacdo por levedura S. cerevisiae,
aumentando por consequéncia a quantidade de alcool produzido no processo. Porém,



€ esperado que o fungo Trichoderma sp. realize a quebra da celulose para a sua
sobrevivéncia, pois absorve as moléculas de glicose liberadas no meio de cultura. Esse
fato justifica o tema da pesquisa, pois é necessario comparar a velocidade da absor¢éo
dos monossacarideos com a velocidade da quebra da celulose pelo fungo para se
verificar se havera aumento da disponibilidade de aclUcares fermentesciveis para as
leveduras. Cascas de banana foram utilizadas como substrato, previamente trituradas,
foram inseridas, em um biorreator de cultivo solido, desenvolvido especialmente para
presente pesquisa, juntamente com os esporos desidratados do fungo escolhido. Apés
o periodo de incubacéo o substrato foi transferido para um fermentador, confeccionado
de garrafa PET, e acrescido de agua e das leveduras, que realizaram a fermentacéo
alcodlica. O mosto ja fermentado, foi entdo destilado para que fosse possivel separar o
alcool produzido do restante do material organico. Foi possivel obter um acréscimo no
teor de alcool final obtido no mosto fermentado de 0,10% da amostra de referéncia,
sem pré-tratamento fungico, para 0,31% para amostra com pré-tratamento fangico.
Portanto, o objetivo principal de producédo alcodlica por fermentacdo da levedura S.
cerevisiae através da implantagdo de tratamento com o fungo do género Trichoderma
sp. foi atingido. Apesar de pequeno ganho de rendimento, o resultado obtido demonstra
o potencial do método desenvolvido. O biorreator de cultivo em estado sélido de escala
laboratorial utilizado no estudo foi idealizado e fabricado pelo préprio grupo de
pesquisa, utilizando materiais de baixo custo. Embora os resultados obtidos nessa
pesquisa ainda ndo permitam a viabilidade da implementacdo do método em grande
escala, acredita-se que em um futuro 0os compostos organicos se tornem uma nova
fonte de biocombustiveis.

Resumo Académico:

INTRODUCAO

A busca por novas fontes renovaveis para producdo de combustiveis é
um tema que vem sendo largamente estudado na comunidade académica. Por
isso, a fermentacédo de substratos ricos em celulose, para producédo de etanol de
segunda geracdo, representa um grande avanco cientifico. Compostos
organicos, como cascas de fruta, possuem uma grande reserva de
monossacarideos que estdo presos em uma molécula, a celulose. Enquanto
esses monossacarideos estiverem conectados por ligagbes quimicas nao
servem de alimento para a levedura Saccharomyces cerevisiae em um processo
de fermentacao alcodlica. Por isso, sdo necessarias reacdes enzimaticas prévias
para que possam ser separados e posteriormente transformados em alcool pela
acao microbiana. Tento em vista que, o fungo Trichoderma sp. € um organismo
capaz de degradar a molécula de celulose, se executou analises com o objetivo

de verificar se um tratamento fungico do substrato escolhido seria capaz de



liberar os agucares simples para posterior fermentacdo por levedura S.
cerevisiae, aumentando por consequéncia a quantidade de alcool produzido no
processo. Porém, € esperado que o fungo Trichoderma sp. realize a quebra da
celulose para a sua sobrevivéncia, pois absorve as moléculas de glicose
liberadas no meio de cultura. Esse fato justifica o tema da pesquisa, pois €
necessario comparar a velocidade da absor¢cdo dos monossacarideos com a
velocidade da quebra da celulose pelo fungo para se verificar se havera aumento
da disponibilidade de acucares fermentesciveis para as leveduras.

A casca de banana faz parte dos residuos organicos gerados diariamente
nas cidades, mais da metade de todo lixo produzido no Brasil € composto por
residuos organicos, de 52 a 60%. Esses residuos estao depositados, em sua
maioria, em aterros sanitarios, onde geram gas metano, um dos gases
responsaveis pelo aguecimento global, durante o processo de decomposicdo
microbiana.

A necessidade de explorar novas formas de producao do etanol nos levou
também a cooperar e partilhar do incentivo as microdestilarias de pequenos
produtores e associacdes rurais ja que a Legislacdo Brasileira via Decreto
85.698/81, libera as microdestilarias de até 5000L/dia mediante registro sumario
junto ao Instituto do Agucar e do Alcool (IAA) a producéo de alcool para consumo
proprio. As microdestilarias instaladas no Brasil utilizam em sua maioria o caldo
de cana, rico em acucares fermentaveis como matéria-prima do processo.
Porém, sabe-se que a celulose, quando quebrada pode gerar uma quantidade
grande de monossacarideos, que servem como fonte de alimento para leveduras
na fermentacéo alcodlica.

MATERIAIS E METODOS

Para as presentes andlises foram utilizadas cascas de banana,
previamente trituradas e acrescidas de agua, formando um liquido pastoso,
como pode ser visto na figura 1. Afim de evitar a contaminacdo por outros de
outros fungos, foi autoclavada a 127°C e 1,5kgf/cm?. Apés a esterilizacéo,
amostra foi imersa em um banho de gelo, para baixar a temperatura, pois a

adicdo do fungo Trichoderma sp. O fungo Trichoderma sp. foi adicionado no



substrato seguindo a orientacdo recomendada pelo fabricante, para cada

quilograma de substrato deveréo ser utilizadas cinco gramas do fungo.

Figura 1. Substrato a base de casca de banana triturada e autoclavada.

Parte do substrato preparado foi separado e fermentado por quatro dias
com S. cerevisiae de alta fermentacdo, adicionada segundo especificacdes
técnicas do fabricante, sem a presenca do fungo Trichoderma sp. como agente
a quebra celulésica. Essa analise gerou a amostra intitulada “amostra padrao”,
que foi utilizada como comparativa para verificar se o pré-tratamento fungico
proposto contribui ou ndo para o aumento de alcool produzido na etapa de
fermentacao alcodlica.

Outra parte do substrato foi submetida ao pré-tratamento fungico,
conforme sequéncia de etapas da figura 2. Para isso, foi colocada dentro do
biorreator, onde foi agitada quatro vezes ao dia por um periodo de até trinta
minutos e oxigenada a cada duas horas. A amostra ficou sete dias em contato
com o fungo, sendo recolhidas amostras para o teste de brix. A amostra
presente no biorreator contaminada pelo fungo foi autoclavada para inativar o
fungo Trichoderma sp. pois se acredita que sua presenca pode inibir a atuagéo
das leveduras. Apos a autoclavagem, a amostra foi imersa em um banho de gelo,
para baixar a temperatura até no maximo 35°C, pois a adicdo da levedura em
temperaturas tdo altas pode ocasionar a sua deterioragcdo. A fermentacéo
ocorreu em quatro dias. Apos esse periodo, o substrato foi fermentado, gerando
a amostra intitulada “1° amostra”, da mesma maneira que a amostra padrao ja

havia sido fermentada.



Autoclavagem 1,5
Moagem das Kaflem#/121°Cpor30 [ Fermentagéo do substrato no

cascas de Banana. biorreator de estado sélido
com o fungo Trichoderma sp.

Agua quente .
Fermentagao com leveduras

Saccharomyces Cerevisiae

Y

Andlise do teor de Destilagao fracionada
alcool do mosto

Figura 2. Diagrama de blocos das etapas de executadas para o substrato
submetido ao pré-tratamento fungico.

Um fermentador nada mais € do que o local onde as leveduras S.
cerevisiae irdo atuar sobre o mosto, formando &lcool e liberando CO.. Para isso,
o sistema deve ser bem vedado para evitar a presenca de oxigénio dentro do
equipamento que pode tornar ineficiente o processo. Sendo assim, foi utilizada
uma garrafa PET de dois litros com uma mangueira inserida dentro dela para a
retirada de di6xido de carbono em um copo com agua, como pode ser observado

na figura 3.

[y
Figura 3. Fermentador alcodlico utilizado nos experimentos.
Apbs a fermentacao alcodlica ambos mostos foram filtrados e destilados,
por destilagdo fracionada em laboratorio. A fase solida, retido na torta de

filtracdo, rico em leveduras e nutrientes foi utilizado como adubo, onde foram



realizados dois testes de eficacia. No primeiro teste plantamos uma muda de
folnagem de jardim com terra misturada ao excedente da fase e no segundo
teste a muda plantada diretamente neste excedente. O excedente da fase néo
poderia ser simplesmente desperdi¢cado, por isso ha um reaproveitamento da
fase organica, originando uma interacao energética.

Segundo alguns resultados prévios, que serdo vistos no préoximo tépico, o
aperfeicoamento do processo se fez necesséario. Nesta segunda etapa de
andlise foram repetidos todos os passos descritos anteriormente para amostra
submetida ao pré-tratamento fungico, porém alterou-se o tempo de cultivo do
substrato no biorreator de sete para quatro dias, e a temperatura de
autoclavagem para degradacéo do fungo Trichoderma sp. de 127°C para abaixo
de 100°C. Essa analise gerou a amostra intitulada “2° amostra”. Nesta etapa
também foram realizados o teste de Brix utilizando um refratbmetro para

guantificar os acucares simples presentes no sustrato.

DESENVOLVIMENTO DO BIORREATOR EM ESTADO SOLIDO

Um biorreator € um dispositivo usado para realizar reacfes ou processos
bioldgicos, sendo assim, a construgdo deste para o presente estudo € quebrar
as moléculas de celulose a partir da adicdo do fungo Trichoderma sp. que em
temperatura ambiente e alto nivel de umidade produzira acucares fermentaveis.
O biorreator foi construido a partir de cano de PVC de 150mm de diametro e
35cm de comprimento com um eixo mével com pas soldadas a barra de ferro
gue se move a uma velocidade de 2,5 rotagbes por minuto, como pode ser
observado nas figuras 4 e 5. Como o fungo € um organismo vivo, necessita além
de calor e umidade, ventilagdo, sendo assim foi implementado ao sistema um
aparelho de nebulizagc&o para impulsionar a entrada de ar no biorreator por um

orificio em uma das extremidades.



Figura 5. Agitador do tambor do biorreator de cultivo em estado soélido
desenvolvido.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de pasta de banana removidas durante a etapa de cultivo
sélido em biorreator foram submetidas analise de Brix. No primeiro cultivo,
substrato autoclavado a 127°C, a pasta de banana apresentou uma
concentracéo de agucar fermentavel de 2g em 100g de substrato antes e depois
da batelada de 7 dias. Devido a constancia da quantidade de acucar foi decidido
realizar trés analises na segunda batelada, substrato autoclavado a 100°C, no
inicio, no meio e no final. Em 100g de substrato obteve-se o valor inicial de 2,5g,
valor que chegou a zero na analise realizada em 2 dias de cultivo e voltou a
aumentar no final da batelada para 2g. Essa variacdo na quantidade de acucar
no substrato sugere que o fungo Trichoderma sp. consumiu os acucares simples



do substrato quando foi posto em contato, porém, apos o consumo total dos

monossacarideos o fungo iniciou a quebra enzimatica da celulose. Esse fato,

apesar de evidenciando em apenas uma batelada, é bastante promissor e motiva

novas pesquisas que poderiam encontrar o ponto ideal de finalizag&o do cultivo

em meio solido afim de atingir o maior indice de acucares fermentesciveis.

Aos valores alcoodlicos obtidos de cada destilacdo tiveram baixa

rentabilidade em funcéo do baixo teor de agUcares, resultado ja esperado na

leitura do Brix, isso pode ser notado durante a destilagdo fracionada do mosto.

Todas as amostras, inclusive na amostra padréo, ultrapassaram rapidamente o

seu ponto de ebulicdo, ndo ficando mais do que um minuto estacionada em 78

a 85°C, que é ponto de ebulicdo do alcool etilico.
As amostras obtiveram os seguintes resultados:

Teor Alcodlico das Amostras

Amostras (15mL) mL %
Amostra Padrao 1,182 0,10
19 Teste 2,583 0,22
22 Teste 3,694 0,31

Embora os valores sejam baixos, 0 segundo teste mostrou-se mais

eficiente, a isso podemos atribuir algumas hipéteses positivas:

¢ Reducao do tempo da amostra no biorreator.

e Autoclavagem abaixo de 100°C para degradacédo do fungo. A alta

temperatura pode ocasionar a caramelizacdo dos agucares ali

presentes, impedindo com que a levedura S. cerevisiae alimente-

se e gere alcool.

Teor Alcoadlico

‘ 3,694
2 2,583
=
mL 2 7
S
0 1 T T 1
Amostra 12 Teste 29 Teste
Padrdo

O bagaco que sobra da filtragem do mosto mostrou-se um eficiente adubo,

porém deve ser misturado a terra, pois as mudas de plantas que foram colocadas



neste excedente puro, ndo resistiram ja que apos duas semanas, nesta amostra
proliferaram-se fungos, fato este que ndo ocorreu na primeira amostra, com o

bagaco misturado com a terra.

CONCLUSOES

Foi possivel obter um acréscimo no teor de alcool final obtido no mosto
fermentado de 0,10% da amostra de referéncia, sem pré-tratamento fungico, para
0,31% para amostra com pré-tratamento fungico. Portanto, o objetivo principal de
producéo alcodlica por fermentagéo da levedura S. cerevisiae através da implantacao

de tratamento com o fungo do género Trichoderma sp. foi atingido.

Apesar de pequeno ganho de rendimento, o resultado obtido demonstra o
potencial do método desenvolvido. O biorreator de cultivo em estado sélido de escala
laboratorial utilizado no estudo foi idealizado e fabricado pelo préprio grupo de
pesquisa, utilizando materiais de baixo custo. Embora os resultados obtidos nessa
pesquisa ainda ndo permitam a viabilidade da implementacdo do método em grande
escala, acredita-se que em um futuro 0os compostos organicos se tornem uma nova
fonte de biocombustiveis. Além disso, a otimizacdo dessa metodologia permitiria a
implementacdo deste sistema primeiramente em microdestilarias de produtores e
associac0es rurais, visto que a Legislacao Brasileira via Decreto 85.698/81, permite que

produtores rurais produzam combustivel para consumo interno de sua propriedade.
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