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RESUMO

No setor industrial muitos residuos gerados séo tratados e posteriormente
descartados nos cursos hidricos. Na industria lactea para producédo de um quilo de
gueijo sdo gerados nove litros de soro de queijo, residuo de elevada carga organica,
rico em aminoacidos essenciais e vitaminas de importancia nutricional. Algumas
formas de aproveitamento do soro de queijo sdo a producdo de ricota e de
concentrado proteico de soro. Porém esses processos geram outros dois residuos,
respectivamente, o soro de ricota e o permeado de soro de queijo, que sao
importantes contaminantes ambientais devido a sua elevada carga organica. O
principal constituinte desses residuos € a lactose, acucar que pode ser transformado
através de processos fermentativos com auxilio de leveduras, em etanol. Este
trabalho teve como objetivo utilizar o soro de ricota e 0 permeado de soro de queijo
para a producao de bioetanol, através do emprego de diferentes cepas da levedura
Kluyveromyces spp. Inicialmente foi selecionada entre cinco cepas de leveduras,
guatro Kluyveromyces marxianus e uma Kluyveromyces lactis, a que apresentava
maior producao de etanol a partir do soro de ricota e permeado de soro de queijo.
Nessa etapa foi avaliado também o emprego dos subprodutos, soro de ricota e
permeado de soro, nas formas autoclavado e ndo autoclavado. Posteriormente,
empregando a cepa selecionada e a metodologia de planejamento experimental,
foram estudados os efeitos do pH inicial, temperatura de incubacdo e concentracao
inicial de lactose sobre a producéo de etanol, tanto para o soro de ricota e permeado
de soro de queijo. Apos, avaliou-se em biorreator de 3 L a conversdo da lactose em
etanol pela cepa selecionada para ambos os subprodutos. Como ultima etapa do
trabalho realizou-se a estimativa de investimento em uma estacdo de tratamento de
efluentes (ETE) e em uma usina de biotransformacéo de soro de ricota e permeado
de soro de queijo. A melhor producéo de etanol foi com soro de ricota e permeado
de soro de queijo autoclavados utilizando a cepa da levedura Kluyveromyces
marxianus ATCC 46537, que produziu 15,75 e 10,40 g/L de etanol, respectivamente.
No planejamento experimental foi observada que a fermentacéo da lactose presente
no soro de ricota e permeado de soro de queijo foi mais eficiente com temperaturas
entre 35 e 45° C e pHs entre 4 e 5. Com esse estudo foi possivel estimar que o
investimento de uma usina pode ser viavel ao longo de 10 anos, mesmo com um
custo elevado de investimento. Além disso, a usina gera lucro, jA na ETE o
investimento para a instalacéo € alto e ndo gera lucro. Os resultados obtidos indicam
gue é possivel obter etanol a partir da lactose presente no soro de ricota e no
permeado de soro de queijo empregando a levedura Kluyveromyces marxianus
ATCC 46537. Palavras-chave: Kluyveromyces marxianus. Soro de ricota.
Permeado de soro de queijo. Bioetanol. Lactose.



ABSTRACT

In the industrial sector much waste, after treated, is thrown into water courses.
In the dairy industry, to produce a pound of cheese, nine liters of cheese whey is
generated. This substance presents high organic loads, essential amino acids and
important nutritional vitamins. Some forms of cheese whey utilization are the
production of ricotta and the concentrated whey protein. However, these processes
generate other two residues, ricotta cheese whey and whey permeated which are
important environmental contaminants due to their high chemical oxygen demands.
The main component of these residues is lactose, which is a kind of sugar that can
be transformed by the fermentation with the aid of yeast in ethanol. This study aimed
to use whey permeated and ricotta cheese’s whey for the production of bioethanol,
by applying different strains of the yeast Kluyveromyces spp. regarding to the
potential of the biotransformation of lactose in ethanol. Initially from five yeast strains
it was selected four Kluyveromyces marxianus and one Kluyveromyces lactis that
showed the higher ethanol production from ricotta cheese whey and whey permeate.
At this stage it was also rated the sub products, ricotta cheese whey and permeate,
in autoclaved and non-autoclaved forms. Subsequently, using the selected strains as
well as applying the methodology of experimental design, the effects of initial pH,
incubation temperature and initial concentration of lactose on ethanol production
were studied for both the ricotta cheese whey and permeate cheese. After, the
conversion of lactose into ethanol by the sub products selected for both strains was
evaluated in a 3L bioreactor. As the final stage of this study, it was estimated the
investment to be done to treat water effluents as well as the implantation of a
biotransformation plant of whey ricotta cheese and whey permeate. The best ethanol
production attained was from ricotta cheese whey and from permeate cheese whey
using autoclaved yeast strain Kluyveromyces marxianus ATCC 46537, which
produced 15.75 and 10.40 g/L ethanol, respectively. In the experimental design it
was observed that fermentation of lactose present in ricotta cheese whey and
permeate cheese was more efficient with temperatures between 35°C and 45 °C and
pH 4 and 5. Through this study, it was possible to estimate that the investment of a
biotransformation plant may be feasible over 10 years, even with a high investment
cost. In addition, the plant generates incomes, while in ETE, the investment for the
facility is high and does not generate profits. The results indicate that it is possible to
obtain ethanol from whey ricotta present in lactose and cheese whey and permeate
using the yeast Kluyveromyces marxianus (ATCC 46537).

Keywords: Kluyveromyces marxianus. Ricotta cheese Whey. Whey
permeated. Bioethanol. Lactose.
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1 INTRODUCAO

A populacdo mundial dever4 aumentar entre os anos de 2005 e 2030,
aproximadamente 28%, passando dos 6,5 bilhbes para 8,3 bilhdes.
Consequentemente aumentara a demanda por servicos de saude, consumo de
recursos naturais e necessidade por alimentos, racgfes, fibras, habitacdo, agua,
energia e combustiveis (OECD, 2009).

Diante dessa perspectiva, o0 consumo de combustiveis ja € uma preocupacao
mundial. A sua producdo ocorre basicamente a partir de matéria-prima fossil que
esta diminuindo. Uma solucéo é substituir combustiveis fésseis por biocombustiveis,
com reduzida emisséo de CO,, produzidos normalmente a partir de matérias-primas
ricas em acgucares (cana-de-acgucar e beterraba) e culturas ricas em amido (milho ou
trigo) (CHRISTENSEN et al., 2010; KADAR et al., 2011).

A exploracdo de vegetais para producdo de biocombustivel pode néo ser a
melhor alternativa, pois leva a exploracdo excessiva de solo, contribuindo para o
aumento dos precos dos alimentos. Dessa forma, torna-se necessario identificar
fontes renovaveis ndo vegetais para a producdo de biocombustiveis (SANSONETTI
‘et al., 2009).

Nesse contexto, a biotecnologia tem como desafio desenvolver novos
processos para 0 aproveitamento dos residuos industriais (MENEZES, 2009).
Segundo Zafar e Owais (2006), a crescente geracdo de residuos industriais, como
por exemplo, o soro de queijo, a diminuicdo das reservas de combustiveis fosseis e
a preocupacdo com contaminacbes ambientais, proporcionam um estimulo ao
avanco na producdo de combustiveis alternativos a partir de residuos industriais. O

desenvolvimento de processos biotecnologicos para a producdo de biocombustiveis



é importante, conforme apresentado no livro The Bioeconomy to 2030 Designing a
Policy Agenda (OECD, 2009), que é uma ferramenta de previsdes para um futuro

proximo.

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL, 2010), a biotecnologia utilizada na indastria pode auxiliar na
decomposicdo, na transformacdo de residuos, na producdo de combustiveis, em
biomassa e nos alimentos. Diante desses fatos, a aplicacdo de métodos
biotecnoldgicos tem contribuido na resolucdo de problemas ambientais, na

estruturacéo de novos modelos econdémicos e no desenvolvimento de paises.

Destaca-se, nesse sentido, a producédo de alimentos com o emprego da
biotecnologia, gerando residuos, o0s quais podem ser transformados em
combustiveis por meio de métodos biotecnoldgicos. A industria lactea, por exemplo,
utiliza grandes volumes de leite para producdo de queijos, produzindo quantidades
expressivas de soro de queijo. O aproveitamento do soro de queijo na industria de
alimentos € importante, pois auxilia na reducdo da quantidade de residuo e
consequentemente minimiza problemas de contamina¢gdes ambientais, uma vez que
0 soro de queijo apresenta uma elevada demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e
demanda quimica de oxigénio (DQO). Segundo Prazeres et al. (2012), a DBO e a
DQO variam entre 27.000 a 60.000 mg/L e 50.000 a 102.000 mg/L, respectivamente.
Ja para Guimaraes et al. (2010), a variacdo esta entre 30.000 a 50.000 mg/L e

60.000 a 80.000 mg/L, respectivamente.

Esse soro pode ser utilizado na producdo da ricota, originando
aproximadamente 95% de um subproduto denominado soro de ricota. Outro método
empregado para o aproveitamento do soro de queijo € o processo mecanico de
ultrafiltracdo por membrana, produzindo o concentrado protéico de soro - whey
protein concentrated (WPC) utilizado na alimentacdo humana, gerando o subproduto
permeado de soro de queijo (BALDASSO et al., 2011).

O soro de ricota é composto por proteinas (0,15-0,22%), lactose (4,8-5,0%),
sais (1,0-1,3%) e &cidos organicos (0,22-0,25%) (SANSONETTI et al.,, 2010a).
Apresenta DBO e DQO de aproximadamente 50.000 e 80.000 mg/L,
respectivamente (SANSONETTI et al., 2009). Ja o subproduto permeado de soro de



queijo € composto principalmente por lactose (5%), 4gua (93%), minerais (0,53%),
gordura (0,36%) e proteina (0,85%). Na forma seca, essas concentracdes sao de 65
a 85% de lactose, 8 a 20% de sais minerais, 1,5% de gordura e 3 a 8% de proteina
(BEUCLER et al., 2005). Conforme Baldasso et al.(2009) e Andrade e Martins
(2002), o permeado de soro de queijo apresenta DQO e DBO com aproximadamente

80.000 mg/L e 60.000 mg/L, respectivamente.

Esses subprodutos devem ser tratados para posteriormente serem lancados
nos corpos hidricos. O tratamento representa custo para os laticinios que, muitas
vezes, sem alternativas, descartam incorretamente os residuos que poderiam ser
aproveitados. Uma forma de reduzir o potencial poluidor desses subprodutos e ao
mesmo tempo produzir uma substancia de valor agregado é converter a lactose,
pincipal constituinte desses subprodutos, em etanol, empregando leveduras do
género Kluyveromyces spp. (SANSONETTI et al., 2011; LEWANDOWSKA e
KUJAWSKI, 2007; OZMIHCI e KARGI, 2009).

No Brasil,0 emprego do soro de ricota e do permeado de soro de queijo para
a conversao da lactose em bioetanol nédo € explorada comercialmente. O bioetanol,
a partir destes residuos, pode apresentar vantagens ambientais, econémicas e
competitividade para as industrias do setor lacteo com a valoracdo dos residuos

gerados.

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo estudar a viabilidade de
utilizar o soro de ricota e o permeado de soro de queijo para a producéo de bioetanol

por meio do emprego de cepas da levedura Kluyveromyces spp.
Para atingir esse objetivo foram propostos 0s seguintes objetivos especificos:

a) Caracterizar quimicamente o soro de ricota e 0 permeado de soro de queijo

empregados no bioprocesso;

b) Realizar screening com cinco cepas de leveduras, quatro
Kluyveromycesmarxianus e uma Kluyveromyces lactis, para identificar qual levedura
apresenta maior producdo de etanol, a partir do soro de ricota e permeado de soro

de queijo;



c) Avaliar a producéo de etanol com soro de ricota e permeado de soro de

gueijo autoclavado e ndo autoclavado;

d) Avaliar a influéncia das variaveis: pH inicial, temperatura e concentracéo de
lactose para soro de ricota e também para permeado de soro de queijo, para

producao de etanol pela cepa da levedura selecionada;

e) Avaliar em biorreator, em termos laboratoriais, a converséo da lactose em

etanol pela cepa selecionada, com soro de ricota e permeado de soro de queijo;

f) Comparar o custo de implantacdo de uma estacdo de tratamento de
efluentes (ETE) para residuos lacteos e de uma usina de bioproducdo de etanol a

partir de soro de ricota e permeado de soro de queijo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producéo de leite

Segundo Maganha (2008), o setor lacteo é caracterizado pela diversidade de
produtos derivados do leite. Por definicAo do ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) e conforme a Normativa Mercosul do Setor Lacteo, o leite €
definido como produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condi¢des de

higiene de vacas leiteiras sadias, bem alimentadas e descansadas (BRASIL, 2010).

A producéo de leite no Brasil, conforme MILKPOINT (2013), teve um aumento
nos ultimos anos, passando de 22.860 para 29.480 mil toneladas/ano entre 2003 e
2010, firmando-se em quinto lugar na producdo mundial. Entre 0s maiores
produtores da bebida estdo a Unido Europeia, em primeiro lugar, com 134.500 mil
toneladas/ano, e em segundo os Estados Unidos da América, seguidos pela india e

Russia.

No Brasil, conforme dados apresentados pela EMBRAPA (2013),0 estado de
Minas Gerais, em 2011, representou 27,3% da producéo leite, seguido do Rio
Grande do Sul com 11,8% e Paranad com 11,7%. Conforme Diniz (2009), no Brasil
aproximadamente 33% do leite industrializado é destinado a fabricacdo de queijo,
gerando como subproduto o soro de queijo, o qual se compde de 93% de agua, 5%
de lactose, 0,9% de proteinas, 0,3% de lipidios, 0,2% de &cido lactico, entre outros

minerais e vitaminas.

No Rio Grande do Sul, o Vale do Taquari representa 8% da producéao total de

leite (KIRSCH et al., 2006). Destaca-se na regido a elaboracdo de derivados lacteos,



em que aproximadamente 500 mil litros de leite sdo processados diariamente, dos

guais em torno de 40% s&o transformados em diversos tipos de queijos.

2.2 Producdao de queijo e geracao de soro de queijo

Aproximadamente ha 4.000 anos, textos biblicos do antigo testamento fazem
referéncia a este alimento, mencionando os antigos egipcios conhecidos como
criadores de gado e produtores de queijos (ALBUQUERQUE e CASTRO, 1995). Por
séculos, a producao de queijos foi realizada de forma artesanal, porém a partir do
século XX comecou a ser produzido em escala industrial. Novas tecnologias foram
desenvolvidas, estas levaram a novos métodos de fabricacdo que comecaram a ser
utilizados para aumentar a vida Gtil desse alimento (ORNELLAS, 1988). Na Figura 1
€ apresentado o fluxograma do processo da fabricacdo de queijos e a geracado de

soro de queijo.

Figura 1 - Fluxograma do processo de producédo de queijo e etapas em que 0
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O queijo pode ser definido como produto fresco ou maturado, que € obtido por
separacdo parcial do soro de queijo ou de soros lacteos coagulados pela acdo do
coalho, enzimas, bactérias especificas, acidos organicos isolados ou combinados,
aptos para o uso alimentar (MAGANHA, 2008).

Pesquisa realizada entre os anos de 1992 e 2006 apresentaram um aumento
expressivo no mercado de queijos no pais. Em 1994 foram comercializadas 206,6
mil toneladas e passou para aproximadamente 550 mil toneladas em 2006
(SEBRAE, 2008). Segundo estudos realizados, entre 2000 e 2007, foi possivel
evidenciar um crescente aumento na média do consumo de queijo por habitante no
Brasil. Foram consumidos 2,6 e 3,1 kg/pessoa/ano em 2000 e 2007,
respectivamente (EMBRAPA, 2013). Essa elevada producédo de queijos gera um
volume de soro de queijo, que deve ser tratado para descarte ou aproveitado como

matéria-prima no desenvolvimento de novos produtos.

O soro de queijo ou lactossoro € um fluido opaco amarelo-esverdeado rico em
aminoacidos e lactose. O uso de acidos organicos na fabricacdo do queijo resulta
em um soro com pH< 5,0, ja o emprego de enzimas proteoliticas produz um residuo
gue apresenta pH entre 6 e 7, denominado de soro doce (TEIXEIRA, 2002;
BALDASSO et al.,, 2011). A relevancia do soro de queijo provém do volume
produzido, do seu potencial poluidor e de sua composi¢cao nutricional. Em média, a
fabricacdo de um quilo de queijo necessita de dez litros de leite e fornece nove litros
de soro (KOSIKOWSKI, 1979; OZMIHCI e KARGI, 2007). Considerando que o Brasil
€ 0 quinto produtor mundial com aproximadamente 450 mil toneladas por ano, tem-
se 0 equivalente a 4,05 bilhdes de litros de soro de queijo/ano sendo produzidos no
pais, desse volume somente 10% é aproveitado industrialmente (KIENDL, 2005;
BARBOSA et al., 2010).

Conforme Carvalho (2005), um fato que chama a atencdo no Brasil sdo 0s
dados sobre a disponibilidade do soro de queijo, que sao imprecisos. Isso é causado
pela grande producdo de queijo por pequenas industrias e a disponibilizacdo desse
residuo como alimento para animais. Outro fato relevante é o desinteresse da
indastria em aproveitar esse subproduto como complemento alimentar, causado

principalmente pelo alto investimento em tecnologia para a realizagdo dos



processos. Aliado a isso, a falta efetiva de fiscalizacéo faz com que muitas empresas

eliminem o excedente diretamente nos corpos hidricos (MENEZES, 2009).

2.3 Bioetanol

O uso de etanol como combustivel veicular apresenta vantagens em relacdo a
gasolina, dentre as quais se destacam: a queima do alcool produz menor quantidade
de gases poluentes, como monodxido de carbono, diéxido de carbono e 6xido de
nitrogénio (CHRISTENSEN et al., 2010; KADAR et al., 2011). A gasolina comum,
conforme a FISPIQ BR 0051 (2012), apresenta em sua CcOmposicao:
hidrocarbonetos saturados 27-45%, hidrocarbonetos olefinicos  15-28%,
hidrocarbonetos aromaticos 26-35%, benzeno <1% e alcool etilico anidrico
combustivel 13-25%. Ja o etanol combustivel, conforme a FISPIQ BR 0029 (2011),
apresenta em sua composicao: etanol 92,6-93,8%, agua 6,2-7,4% e gasolina no

maximo 30 mL/L.

Em relacdo ao poder calorifico da gasolina e etanol,Goldemberg e Macedo
(1994) apresentam as seguintes especificacdes: gasolina 32.180 kj/L, etanol 22.350
kj/L, com uma temperatura de igni¢cao de 220° C e 420° C, respectivamente. O poder
de combustdo da gasolina e do etanol, representado pelo indice deoctanagem, é de
80-92 e 89-96MON(motor octane number), respectivamente. A solubilidade em agua
da gasolina é de 0% e do etanol é de 100%.No Brasil, a porcentagem de alcool
anidro adicionado na gasolina é de 20%, conforme lei 10.203/2001, Art. 1° (BRASIL,
2001).

O consumo de combustiveis jA& € uma preocupacdo mundial para paises
desenvolvidos e subdesenvolvidos. Na atualidade, sua producdo ocorre
basicamente a partir de matéria-prima féssil que estad diminuindo. Uma solucdo é
substituir combustiveis fésseis por biocombustiveis, com reduzida emissdo de CO,
produzidos normalmente a partir de matérias-primas ricas em acucares (cana-de-
acucar e beterraba) e culturas ricas em amido (milho ou trigo) (LIN e TANAKA, 2006;
CHRISTENSEN et al., 2010; KADAR et al., 2011). Segundo Zafar et al. (2006), o
aproveitamento de residuos industriais como alternativa para a diminuicdo das

reservas de combustiveis fosseis e a crescente preocupacdo com contaminacdes



ambientais proporcionam um estimulo ao avanc¢o na producédo de etanol a partir de
fontes alternativas. Nesse campo, apesar da producéo de bioetanol ter melhorado
através do uso de novas tecnologias, ainda ha etapas que precisam de mais
investigacoes.

Uma melhor conversdao do etanol por meio de fermentacbes necessita ser
alcancada. Esta avaliacdo incidir4 sobre o status atual da fermentacdo de etanol,
incluindo recursos de biomassa, microrganismos, tecnologia, observacdo de

exemplos praticos e especialmente perspectivas futuras (LIN e TANAKA, 2006).

O combustivel alternativo € a base de vegetais, que contribui com 0 aumento
excessivo do uso do solo (SANSONETTI et al.,, 2009). Essa alternativa esta em
desacordo com as politicas de sustentabilidade ambiental. Conforme Cruz (2011), os
aspectos positivos na utilizagdo de vegetais como combustiveis fazem surgir
preocupacdes, como a perspectiva de desvio de areas destinadas a producao de

alimentos para a producdo de matéria-prima voltada para o biocombustivel.

A producéo de etanol através da fermentacdo de residuos surge como uma
alternativa, vislumbrando novos cenarios econémicos ambientalmente sustentaveis.
O emprego de leveduras do género Kluyveromyces spp. em fermentacdes para
catalisar produtos de interesse como lactose do soro de queijo, soro de ricota e
permeado do soro de queijo em etanol foram pesquisadas por Barile et al. (2009),
Guimaraes et al. (2010), Kadar et al. (2011), Koushki et al. (2011), Sansonetti et al.
(2011) e Silveira et al. (2005). Todos destacam como vantagem dessa levedura a
rapidez na multiplicacdo celular, além disso, Belém e Lee (1998) mencionam a
aceitabilidade como microrganismo seguro (GRAS-Generally Recognized as Safe).
O interesse pelo género Kluyveromyces spp. tem ganhado destaque por apresentar
leveduras como Kluyveromyces marxianus e Kluyveromyces lactis, que hidrolisam a
lactose, produzindo etanol, aromas, oligosacarideos e biomassa. Na Figura 2,

representacado da degradacédo da lactose em etanol e biomassa.
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Figura 2 - Rota metabolica considerada no modelo de bioconverséo anaerdbia

de lactose por K. marxianus.
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Fonte: adaptado de Sansonetti et al. (2011).

Para determinacdo de etanol em processos fermentativos, o método que
emprega cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € normalmente o mais
utilizado. Diversos autores, tais como Sansonetti et al. (2010a), Dragone et al.
(2009), Kadar et al. (2011) e Oda et al. (2010) empregaram esse método para a
determinacdo de etanol. Ja o método de deteccdo de etanol em analisador
bioquimico YSI 2700 Select (Biochemistry Analyser, Yellow, Spring) com membrana
enzimatica especifica para esse analito € seletivo e especifico para a determinacao
de etanol (Souza et al., 2008). O método analitico realizado em densimetro digital
Mettler/Paar (DMA45) é o procedimento oficial para determinacdo de etanol em

bebidas alcodlicas, tais como vinhos e aguardentes.

As leveduras do género Kluyveromyces spp. sdo classificadas como
termotolerantes por se multiplicarem em temperaturas de até 48° C (BANAT et
al.,1998). Pesquisas realizadas por Banat et al. (1992) destacam o emprego de
leveduras termotolerantes que se multiplicaram a uma temperatura de 52° C

produzindo etanol entre 45 e 50 ° C.

Contudo, Silveira et al. (2005) descrevem que a tolerancia a diferentes
concentracfes de etanol ainda ndo esta totalmente compreendida. Dessa forma, o

processo catalitico de conversdao da lactose em etanol pode ser influenciado pela
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concentragéo de lactose do meio de fermentag&o ou o etanol produzido pode alterar
0 metabolismo do microrganismo. Mesmo assim, a levedura Kluyveromyces
marxianus vem sendo empregada com sucesso em pesquisas, demonstrando ser

potencialmente viavel no processo de conversdo da lactose em etanol.

Diante da importancia no desenvolvimento de combustiveis alternativos, o
soro de queijo €é utilizado por algumas destilarias da Irlanda e Estados Unidos, mas
especialmente da Nova Zelandia, onde um quinto do soro de queijo é convertido em
etanol, desse total 10% sao adicionados na gasolina (MAWSON 1994).

2.4 Aproveitamento do soro de queijo

O soro de queijo é um dos principais poluentes das industrias lacteas, que
pode causar instabilidade em plantas de tratamento de esgoto ou se infiltrar no
lencol freatico causando problemas de contaminacdo no solo, na agua subterranea e
superficial, podendo ocasionar problemas a saude (GHALY et al., 2003). Segundo a
Food and Agricultural Organization (FAO), o queijo € um dos principais produtos
agricolas em todo o mundo. Independentemente do tipo de queijo produzido, as

fabricas geram um efluente de consideravel impacto (CARVALHO et al. 2013).

O elevado potencial poluidor esta relacionado a demanda bioquimica de
oxigénio (DBO) e a demanda quimica de oxigénio (DQO), respectivamente, com
27.000 a 60.000 mg/L e 50.000 a 102.000 mg/L (PRAZERES et al., 2012). Conforme
Guimaraes et al. (2010), o soro de queijo apresenta uma DBO de aproximadamente
30.000 a 50.000 mg/L e uma DQO de 60.000 a 80.000 mg/L, sendo considerado um

importante contaminante ambiental.

O potencial poluidor do soro de queijo € destacado por Siso (1996). Segundo
esse autor, o processamento de 100 toneladas de leite para a fabricacdo de queijo
gera a mesma quantidade de matéria organica que uma cidade de 55.000 habitantes
produz diariamente. Estudos realizados por Ozmihci e Kargi (2007) apresentam
dados sobre a quantidade total de soro produzida no mundo, que €é de

aproximadamente 10° toneladas/ano.
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O excesso do soro de queijo quando descartado adequadamente é tratado e
lancado em cursos hidricos, juntamente com &guas residuais dos laticinios ou
utilizado na alimentacéo de suinos. Em virtude da disponibilidade desse subproduto,
esta a busca por solugbes economicamente vidveis, pois o descarte ndo é uma
sugestdo atraente devido a necessidade de tratamento, que torna a sua producao
dispendiosa, principalmente para empresas de pequeno porte (GRBA et al., 2002).
Para Ozmihci e Kargi (2006), o tratamento convencional através de lama ativada é
de aproximadamente cinquenta centavos de délar/kg soro de queijo, o que

representa um custo elevado para as industrias, considerando o volume gerado.

Em razéo da grande disponibilidade do soro de queijo e sua oferta gratuita ou
baixo preco, muitos produtores utilizam-no na alimentacdo animal ou na fabricagéo
de doces, pudins, ricota, entre outros alimentos. Sua importancia na alimentacéo se
deve a sua composicdo, que contém, aproximadamente, 6,9% de sdlidos totais,
0,6% de sais minerais, 0,3% de gordura, 0,9% de proteinas, 5% de lactose e 0,1%
de acido lactico (FLORENTINO, 2006). Conforme Furtado e Pombo (1988), a
composic¢ao do soro pode variar de acordo com o leite e 0s processos tecnologicos

empregados na fabricacdo dos queijos.

Considerando a importancia nutricional e a possibilidade de desenvolver
diferentes produtos, Behmer (1991) e Dallas (1999) destacam a presenca de
algumas vitaminas na composicdo do soro de queijo, como tiamina, riboflavina,
vitaminas B6 e B12 e acido pantoténico, além de alguns aminoacidos essenciais.
Para Rosenberg (1995), a importancia do soro de queijo se deve a presenca de
proteinas com caracteristicas funcionais, como emulsificante, espumante e
geleificante, sendo um ingrediente de valor tecnolégico, que pode ser empregado ha
producédo de alimentos. Em razdo de sua composicdo quimica, pode ser utilizado
como meio de cultura para cultivo de diferentes microrganismos tendo em vista a

producédo de distintas biomoléculas.

Como opcdo ao aproveitamento dos residuos do setor lacteo, estudos
publicados por Kassa et al. (2008) sugerem que o soro de queijo possa ser utilizado
como substrato para producdo de fungos entomopatogénicos. Distintas pesquisas
destacam o aproveitamento do soro de queijo para a producdao de metano
(ANTONOPOULOU et al.,, 2008; NAJAFPOUR et al., 2010), polissacarideos
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(MESOMO et al., 2009), acido lactico (GHASEMI et al., 2009), enzimas (RECH e
AYUB, 2007; PARONDO et al., 2009; BRAGA et al, 2012) e etanol
(LEWANDOWSKA e KUJAWSKI, 2007; OZMIHCI e KARGI, 2009). Entre as
possibilidades de utilizacdo do soro de queijo estd o interesse na producdo de
carotenodides com soro de queijo mozzarella e soro pré-tratado como meio de
fermentacao por Sporidiobolus salmonicolor (VALDUGA et al., 2009). Vazquez et al.
(2008) exploraram a producédo de gas hidrogénio através da fermentacdo de lactose
e glicose com um misto de microrganismos anaerdébicos, como alternativa ao
combustivel féssil. Em relacdo ao emprego na industria de alimentos, varios autores
como Lukondeh et al. (2003), Mazutti et al. (2010), Loser et al. (2011), Guo et al.
(2008) e Longhi et al. (2004) apresentam resultados significativos sobre o
aproveitamento do soro de queijo na producdo de etanol, biomassa e producéo de

alimentos.

Grba et al. (2002) realizaram experimentos com soro de queijo em sistema de
batelada, avaliando o rendimento de biomassa e etanol, em cultivo com 50, 100 e
150 g/L de lactose em soro de queijo. Foram utilizadas cinco cepas da levedura
Kluyveromyces marxianus (VST 144, CC4, ZIM75, ZIM1867 e DS12) em condicdes
aeroObicas a temperaturas de 30, 34 e 37° C. Foi possivel evidenciar producdo de
etanol nas diferentes concentracdes e temperaturas, porém a de melhor resposta a
producédo de etanol foi a concentracdo de 150 g/L de lactose a uma temperatura de

34° C com a cepa ZIM75 da levedura Kluyveromyces marxianus.

Ao empregar a levedura Kluyveromyces marxianus para metabolizar soro de
gueijo bruto em etanol, Zafar e Owais (2006) obtiveram 2,10 g/L de etanol e 8,9 g/L
de biomassa apo0s 22 horas de fermentacdo, a partir de uma concentracdo de
lactose de 35 g/L. Ja Kargi e Ozmihci (2006) em experimento realizado com a
levedura Kluyveromyces marxianus NRRL-1150 com soro de queijo em po,
avaliaram cinco diferentes niveis de pH, 3, 4, 5, 6 e 7 e trés concentracfes de
lactose 28, 33 e 35 g/L em frascos Erlenmeyer, incubados a 28 + 2° C com uma
agitacdo de 150 rpm. Em ambos os trabalhos foi possivel chegar a uma concluséo

positiva em relacéo a transformacéo de soro de queijo em etanol.

Entre as pesquisas realizadas para producado de etanol, utilizando sistema de

batelada e soro de queijo como meio de cultura, destacam-se Christensen et al.
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(2010), que obtiveram rendimento de 0,50 gramas de etanol/g de lactose a partir de
fermentacdo com a levedura K. marxianus, em temperaturas de 30 e 40° C e pH
inicial de 4,5 ndo controlado ao longo da fermentacéo. Esse valor de rendimento &
elevado considerando que a maxima conversao tedrica é 0,54 gramas de etanol/g
de lactose. Em fermentagbes de soro de queijo com Kluyveromyces marxianus
Dragone et al. (2009) obtiveram 35,4% v/v de etanol. Entre outros autores que
empregaram soro de queijo para producédo de etanol, Koushki et al. (2011), Silveira
et al. (2005), Kargi e Ozmihci (2006) e Ozmihci e Kargi (2008) ressaltam a producéo
de etanol a partir do soro de queijo através de fermentagcbes com a levedura
Kluyveromyces marxianus. Concluiram que a fermentacao de soro de queijo com K.
marxianusé é uma solucado importante para o setor lacteo, diante do tratamento dos

residuos gerados pelo setor.

2.5 Aproveitamento do soro de ricota

A ricota € uma alternativa para o aproveitamento do soro de queijo, obtida a
partir da precipitacdo das proteinas do soro de queijo com o0 emprego de calor e
acidos organicos, esse processo gera 0 soro de ricota que contém consideravel
concentracao de lactose (SANSONETTI et al., 2011). No Brasil, a producéo de ricota
aumentou de 4.430 para 9.059 toneladas, conforme indicam estudos realizados
entre 1992 e 2005 (SEBRAE, 2006). Conforme Mills (1986), para cada quilo de
ricota produzida sdo empregados entre 15 a 20 litros de soro de queijo que geram
entre 14 a 19 litros de soro de ricota. Uma pequena porcao desse soro é destinada a

dieta suplementar do gado, mas grande parte deixa de ser utilizada pelos laticinios.

O soro de ricota € composto basicamente por proteinas (0,15-0,24%), lactose
(4,5-5,0%), sais (1,0-1,3%) e acidos organicos (0,22-0,25%) com uma DQO e DBO
de aproximadamente 80.000 e 50.000 g/L, respectivamente (SANSONETTI et al.,
2010a; SANSONETTI et al., 2010b; SANSONETTI et al., 2009;SARACENO et al.,
2010). Essa composicao acaba gerando problemas ambientais, pois quando o soro
€ incorporado as aguas residuais dos laticinios, produz um aumento na quantidade

de carga organica do efluente, principalmente em razéo da concentracéo de lactose.
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O soro de ricota é o principal subproduto do processo de producgéo de ricota,
representando um potencial risco ao meio ambiente. Uma das alternativas de
descarte do soro de ricota é a sua utilizacdo como suplemento dietético para o gado,
mesmo assim a baixa composi¢cdo de proteina é pouco atraente para valorizacdo
comercial como fonte nutricional (SANSONETTI et al., 2010a).

Para Ozmihci (2008) e Barbosa et al. (2010), a fermentacéo da lactose para
producdo de etanol pode ser viavel em razdo de que uma consideravel quantidade
desse acuUcar possa ser biotransformado por meio de processos fermentativos, com
emprego de leveduras. Praticamente todo bioetanol é obtido a partir de produtos
vegetais, porém essa alternativa ndo é a mais adequada, pois pode causar
problemas relacionados a disponibilidade e exploracdo excessiva de solo, o que
contribui para o aumento dos precos dos alimentos. Dessa forma, torna-se
necessario identificar fontes renovaveis nédo vegetais para a producdo de etanol
(SANSONETTI et al., 2009).

O soro de ricota utilizado como meio de cultura, fermentado por K. Marxianus,
torna-se atraente para ser usado na producdo de bioetanol. Em temperatura de
37°C, com agitacdo em shaker de 150 rpm por 24 horas e uma concentracédo de
lactose de 50 g/L foi possivel obter uma concentracdo de 23 g/L de etanol,
representando um rendimento de aproximadamente 97%, podendo o etanol ser
detectado apos uma hora de fermentacdo (SANSONETTI et al., 2009). Os mesmos
autores ressaltam que o consumo total da lactose presente no soro de ricota e a

maxima producédo de etanol ocorreram em aproximadamente 13 horas de cultivo.

Ao empregar soro de ricota como meio de cultura, Sansonetti et al. (2010a)
realizaram fermentacdo em duas etapas. A primeira com o objetivo de avaliar o
comportamento do sistema para identificar intervalos adequados de andlise. A
segunda etapa para determinar os efeitos das varidveis sobre o processo de
fermentacdo, para alcancar a otimizacao das reacfes e estimar o melhor conjunto
de condicbes na operacdo do processo de fermentacdo. Nos ensaios foram
consideradas quatro fermentacdes realizadas em diferentes temperaturas, 34, 37, 40
e 45° C, mais trés variacBes distintas de agitacdo, 100, 200 e 300 rpm,
respectivamente, com pH 5 ajustado no inicio da fermentacdo e concentracdo de

lactose de 50 g/L. Cada ensaio foi realizado em duplicata e a média dos valores das
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concentragdes de lactose, etanol e de biomassa foram calculados e monitorados. A
melhor resposta foi obtida apds 18 horas, com resultado de producdo de etanol de
21,29 g/L, representando 84% da lactose consumida a uma agitacdo de 200 rpm
em temperatura de 37° C.

Em planejamento experimental realizado por Sansonetti et al. (2010b) foram
avaliadas as variaveis temperatura, pH, agitacdo e concentracdo de lactose em
cinco diferentes niveis. As temperaturas utilizadas foram 32 e 40° C, com pH 4 e 6
com uma agitacdo de 100 e 300 rpm e concentragdo inicial de lactose de 40 e 80
g/L. Nessas condi¢cBes foi possivel observar que o pH interfere diretamente no
resultado da fermentacéo sendo considerado efeito significativo de primeira ordem,
enquanto temperatura, agitacdo e concentracdo de lactose sdo considerados efeitos
de segunda ordem, nao interferindo diretamente na fermentacdo. Além disso, 0s
resultados dos experimentos indicam que os efeitos de interagcbes entre 0s
parametros sao negligenciaveis em condicdes anaerbdbicas de fermentacdo. A
fermentacdo do etanol sob condi¢cdes anaerdbicas € um tipico exemplo no qual o
consumo da fonte de carbono ndo pode ser dividido em dois processos diferentes,
crescimento da biomassa e formacdo de etanol, visto que o etanol € um produto
secundario do metabolismo microbiano e esta diretamente relacionado com o
crescimento da biomassa (SANSONETTI et al., 2011).

Esses dados confirmam que o soro de ricota pode ser considerado uma
matéria-prima atraente para a producao de etanol. Nas duas ultimas décadas, foram
realizados varios estudos sobre a utilizacdo do soro de queijo para producédo de
etanol e a levedura Kluyveromyces marxianus tem se destacado como fundamental
bioconversor da lactose para este bioprocesso (DRAGONE et al., 2009). Porém, o
soro de ricota ainda néo foi estudado tanto quanto o soro de queijo como matéria-

prima potencial para a obtencéo de etanol.

2.6 Aproveitamento do permeado de soro de queijo

O permeado é obtido pelo processo de ultrafiltracdo (UF), em que produtos de
interesse alimentar séo retidos formando o retentado, principalmente proteinas e

gordura. As particulas com diametro menor que 0,1 um passam pela membrana
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filtrante, gerando o subproduto permeado de soro de queijo, formado por 4gua, sais
e acucares, conforme Figura 3 (FELLOWS, 2006).

Figura 3 - Fluxograma do processo de ultrafiltracdo do soro de queijo (&gua,
sal e aglcar compde o permeado, proteinas e gorduras geram o retentado)
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Fonte: o autor.

No processo de ultrafiltracdo do soro de queijo, as particulas maiores geram o
concentrado proteico de soro (Whey Protein Concentrate, WPC), que pode ser
utilizado na fabricacdo de alimentos devido as suas caracteristicas funcionais
(BALDASSO et al., 2011). Segundo Silveira et al. (2005), a ultrafiltracédo do soro de
gueijo permite a recuperacao das proteinas de importancia nutricional, mas a lactose
do soro de queijo continua no permeado e contribui para a alta DQO e DBO com
aproximadamente 80.000 mg/L e 60.000 mg/L, respectivamente (ALMEIDA, 2004;
BALDASSO et al., 2009). Segundo Andrade e Martins (2002), o permeado de soro

de queijo apresenta uma DQO, em torno de, 50.000 mg/L.

A composicdo quimica é apresentada de duas formas; na forma liquida é
constituido principalmente por lactose 5%, agua 93%, minerais 0,53%, gordura
0,36% e proteina 0,85%. Na forma seca, estes conteddos sédo concentrados para 0s

seguintes valores, lactose 65-85%, minerais 8-20%, gorduras 1,5% e proteinas 3-8%
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(BEUCLER et al., 2005). O permeado na forma seca com altos indices de lactose é
empregado na alimentacdo, porém o excedente pode ser biotransformado através
de fermentagdo por Kluyveromyces marxianus produzindo etanol, ampliando as
oportunidades de utilizacdo desse produto, além de aumentar o valor econémico
(BARILE et al., 2009). A importancia no aproveitamento do permeado de soro de
gueijo aumenta conforme a disponibilidade do produto. Consequentemente
diferentes pesquisas com leveduras do género Kluyveromyces spp. vém sendo
realizadas para compreender a fisiologia, a genética e o seu potencial na producéo
de alimentos (SCHAFFRATH & BREUNING, 2000; MESOMO et al., 2009).

Empregando duas cepas de leveduras, Kluyveromyces marxianus e Candida
kefyr, Koushki et al. (2011) avaliaram a produgéo de etanol com permeado de soro
de queijo. No planejamento experimental foram avaliadas duas concentracfes de
lactose, 4,9% e 9,8%, em temperaturas de 25, 28,30e 37°C,epHde 4,1;4,8;5,4 e
5,8. Para esse modelo experimental os resultados mais expressivos ocorreram para
os dois microrganismos em pH 4,8 na concentracdo de lactose de 9,8%. O consumo
de lactose de 99,5% e 96,7% apresentou uma producdo de etanol de 6,2% v/v e
5,5% vlv, respectivamente para as duas leveduras. Utilizando permeado em
diferentes condi¢cdes para avaliar a eficiéncia das leveduras, Candida kefir e
Kluyveromyces marxianus, foi possivel evidenciar que o uso de microrganismos é
uma alternativa ao tratamento do permeado de soro de queijo. A levedura
Kluyveromyces marxianus foi mais eficiente ao converter lactose em etanol. Em
condicbes adequadas, esse microrganismo produz enzimas que agem CcOmo

catalisadores convertendo lactose em etanol.

Em pesquisas realizadas por Silveira et al. (2005) empregando a levedura
Kluyveromyces marxianus UFV-3 com lactose nas concentracfes de: 1, 5, 10, 25,
50, 65, 85, 130, 170 e 240 g/L em condicdo aerdbica com reduzida concentragcéo de
oxigénio, foi possivel observar que a fermentacdo ocorre de forma linear até a
concentracdo de lactose de 50 g/L. A partir dessa concentragdo ocorreu uma
oscilacado representando inibicdo da multiplicacdo celular. A producdo de etanol nas
trés condicdes foi mais expressiva na auséncia de oxigénio, sendo obtido 80,04 g/L
de etanol, a uma concentracdo de 170 g/L de lactose. Em concentracéo reduzida de

oxigénio, a melhor resposta foi 76,0 g/L de etanol para uma concentracéo de 130 g/L
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lactose, e na fermentacdo aerdbica a producdo de etanol foi de 57 g/L na

concentragao de lactose de 240 g/L.

Para Vienne e Stockar (1984), o emprego do permeado como matéria-prima
na producap de etanol € um estimulo ao setor industrial, causado pela caracteristica
da sua composicdo. Pesquisas realizadas por Ozmihcl e Kargi (2008) concluiram
gue a composicado do permeado de soro, além de outros nutrientes essenciais para

fermentacdes alcodlicas, rendem altas concentracfes de etanol por fermentacao.

Diante disso, o permeado obtido do soro de queijo pode representar
vantagem competitiva sobre os produtos vegetais utilizados como matéria-prima
para producdo de etanol. Além da disponibilidade desse subproduto para a
biotransformacdo em etanol ser atraente, as empresas podem avaliar segundo sua
especificidade a melhor forma de gerenciar os residuos gerados no processo
(GUIMARAESet al., 2010).

2.7 Importancia econdbmica do aproveitamento do soro de ricota e

permeado de soro de queijo

O registro e o controle sistematico de informacdes contabeis tém contribuido
de forma positiva na area de protecdo ambiental, através de dados econdmicos e
financeiros (AZEVEDO et al.,, 2007). Dessa forma, Tinoco e Kraemer (2008)
ressaltam que a importancia econémica tem ganhado atencdo especial quando se
trata de investimentos em protecdo ambiental e viabilizacdo de novos projetos,
motivados pela constante fiscalizacdo ambiental e necessidade de pesquisa e
desenvolvimento de novos produtos. Para Hansen e Mowen (2003), gastos com
residuos ambientais representam despesas para as industrias, sendo fundamental
mensurar essas despesas que podem ser reduzidas ou eliminadaspor meio de uma

gestdo moderna e eficaz.

Procurar novos modelos de gestdo empresarial envolve a adocdo de métodos
produtivos mais eficientes que integrem questdes ambientais e econdmicas, como
incorporacdo de residuos ao processo produtivo. Um exemplo da utilizacdo de

residuos no Brasil € o adotado pelo setor sucroalcooleiro, no qual se destaca o0 uso
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do bagaco da cana-de-agucar e do vinhoto. Esses residuos, antes um problema
ambiental, pela falta de alternativa para o tratamento e descarte, acabava sendo
dispendioso para a industria, que precisava disponibilizar recursos financeiros para
cumprir os requisitos da legislagdo ambiental. Atualmente esses residuos sao
incorporados ao processo produtivo das proprias indastrias, na alimentacdo de
caldeiras que movem usinas e na produc¢éo de biogas tornando-se matéria-prima de

importancia econémica (SEBRAE, 2008).

Diante dos problemas com residuos, as industrias inovam desenvolvendo
tecnologias para reduzir, através de solucdes sustentaveis, a quantidade de
residuos gerada, que significa desperdicio de matéria-prima. Novas tecnologias
facilitam as adequacOes ambientais, tornando as empresas mais competitivas e
rentaveis (WISSMANN et al., 2012). Segundo Faaij (2006), o aproveitamento dos
residuos nos processos industriais ou na producéo de energia pode ser uma opcao
de curto e médio prazo que pode beneficiar economicamente a industria e 0 meio
ambiente. Dessa forma, destaca-se uma visdo ampla sobre a avaliacdo de recursos
renovaveis de modo que ndo sejam apenas conceitualmente renovaveis, mas

também sejam importantes economicamente (NOGUEIRA, 2008).

Diante do setor sucroalcooleiro e sua demanda de residuos, apresenta-se o
setor lacteo gerador de grandes volumes de soro de queijo, que mesmo sendo
processado industrialmente, origina a ricota e o retentado. O emprego do soro de
gueijo na producéo do retentado pelo processo de ultrafiltracdo gera o permeado de
soro de queijo e na producao da ricota € gerado o soro de ricota (Figura 4). Esses
residuos sado ricos em lactos que, se processado pelas indastrias, pode ser
transformado em produto (LING 2008). Outra forma de aproveitar a lactose presente
nos residuos da industria lactea é a fermentacdo, processo pelo qual € possivel
transformar a lactose em etanol, fato que vem despertando interesse do setor
industrial (PESTA et al., 2007; BARILE et al., 2009; DRAGONE et al., 2009; GRBA
et al., 2002; MUNARI et al., 2013). Além do etanol, no processo fermentativo &
gerada a biomassa, que pode ser explorada comercialmente em face de suas
caracteristicas fisicas e quimicas, ap0s o processo de destilacdo uma quantidade de

efluente com carga orgéanica inferior ao original é gerada.
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Figura 4 -Fluxograma do aproveitamento do soro de ricota e permeado de
soro de queijo em etanol
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Ao fermentar a lactose presente nos residuos lacteos, que sdo um dos
principais responsaveis pela contaminacdo de mananciais causada pela alta DQO,
consequentemente diminui o custo das industrias por ter um residuo de menor carga
organica e tem como resultado o etanol (SANSONETTI et al., 2010a). Isso provoca
nas indastrias um estimulo ao agregar valor em novos produtos a partir de residuos
gue precisam ser tratados para atender a legislacdo ambiental brasileira, que
defineas industrias como responsaveis pelo tratamento dos seus efluentes,
estabelecendo padrbes de qualidade dos corpos receptores para cada tipo de
efluente gerado. A Resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente n° 430, de
13 de maio de 2011 (CONAMA, 2011), estabelece os padrdes e as condi¢cdes de
lancamentos dos efluentes nos corpos hidricos que complementa a resolugéo n°
357, de 17 de marco de 2005 (CONAMA, 2005).

Para atender a legislacdo, costumeiramente as industrias buscam uma

alternativa mais pratica, que normalmente sao sistemas de tratamento de efluentes
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ETE para diminuir os poluentes industriais antes do descarte. Segundo Serpa et al.
(2009), os métodos mais empregados em (ETES) sdo sistemas tradicionais com
percolador, sistemas tradicionais com biofiltro aerébico, disposicao final dos residuos
no solo e lodo (Tabela 1). Os métodos que empregam filtro anaerdbico, percolador
ou biofiltro aerébico, geralmente utilizam o sistema de gradeamento no inicio do
processo para reter codgulos do leite e gorduras. Em seguida, o residuo passa por
um decantador, que tem a finalidade de retirar os solidos suspensos e
posteriormente ser direcionado as lagoas de fermentacdo da matéria organica para
reducdo de DQO (FERREIRA 2007). Para tratamento através do sistema de lodo
ativado, conforme Von Sperling et al. (2005), sao indispensaveis tanque de aeracdo
e tanque de sedimentacdo. Este processo pode ser facilitado pelo método da
separacdo por membrana que € usado em alguns paises no tratamento avancado
de efluente de grandes ETEs. O tratamento de aguas residuais e reducédo do volume
do lodo, com emprego de membrana é seletivo, separando somente o material de
interesse comercial, o restante deve ser encaminhado para tratamento adicional pelo
método convencional ou lodo ativado (LAUTENSCHLAGER, 2006).

Todos esses processos de tratamento de efluentes demandam investimentos
para atingir os padrdes estabelecidos pela legislacdo. Gomes (2006) estimou
investimento em tratamento de efluentes para uma empresa de laticinios que trata
entre 80.000 a 120.000 litros de residuos/dia. Nessa estimativa foi considerada a
construcdo e a implantacdo de quatro sistemas de tratamento mais utilizados em

laticinios, 0s quais sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Estimativa dos valores para instalacdo de diferentes sistemas de

tratamento de efluentes de laticinio que processam entre 80.000 e 120.000 litros/dia

Sistema Tratamento Valor
Filtro Anaerdbico com Filtro Biolégico e R$ 1.197.134,78
Percolador

Filtro Anaerébico com Biofiltro Aerébico

Submerso R$ 766.928,84

Filtro Anaerdébico com Disposicao Final dos
Residuos no Solo

Lodo Ativado

R$ 690.315,04

R$ 665.116,60

Fonte: adaptado pelo autor de Gomes 2006. Valores atualizados segundo Fundacao
Economia Estatistica (FEE) 2014.
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O mesmo autor estimou o0 custo da operacdo do sistema mais caro apoés
implantacdo (filtro anaerobico com filtro biolégico e percolador) e o sistema mais
barato (lodo ativado) (Tabela 2). O valor para o tratamento dos residuos para o
primeiro sistema contempla custos com mao de obra e disposicéo final do residuo,
para o segundo sistema estima o custo com tratamento envolvendo energia,
disposicao final do residuo, mdo de obra e manutencdo de equipamentos. Os
valores foram estimados para um periodo de operacdo dos sistemas de 01 ano
considerado curto prazo e 10 anos longo prazo, apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Estimativa do custo para operacdo dos diferentes sistemas

Sistema Tratamento Itens contemplados Estimativa para 1 Estimativa para 10
ano anos
Filtro Anaerébico com Mé&o de obra, disposicdo R$ 31.743,62 R$ 317.436,20
Filtro Bioldgico e final residuo
Percolador

Energia, disposicao final
residuo, méo de obra,

Lodo Ativado manutenc&o equipamento

R$ 114.334,66 R$ 1.143.346,60

Fonte: adaptado pelo autor de Gomes 2006. Valores atualizados, (FEE) 2014.

O valor necessario para a operacao do sistema de lodo ativado € considerado
alto em relacdo ao sistema que emprega filtro biolégico e percolador, porém ao
comparar ao valor do investimento mais as despesas com tratamento nos diferentes
sistemas, ao longo de 10 anos, os valores se equivalem, sendo de R$ 1.514.570,98

para filtro biologico e percolador e R$ 1.811.462.32 para lodo ativado.

O alto custo estimado para implantagcdo de uma ETE e o custo elevado da
manutencado desperta nas industrias o interesse em sistemas. A necessidade em
sistemas mais atraentes para as industrias e a expectativa em produzir etanol com o
residuo dos laticinios, fez com que Araujo (2001) estimasse o custo da implantacéo
de uma usina para producédo de 34.000 litros etanol/dia (Tabela 3). A capacidade
fermentativa estimada para a usina foi de aproximadamente 100.000 litros de
residuos lacteos/dia. Os valores estimados pelo autor sdo para o ano de 2001 e na

Tabela 3 foram atualizados para o ano de 2014.
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Tabela 3 - Estimativa de valor para instalagdo de usina para producao de
34.000 litros/dia de etanol

Descricdo de Materiais Custo estimado em R$

Trés dornas de aco, seis bombas centrifugas, um filtro, quatro
decantadores, uma coluna de absorcdo, uma coluna de
destilagd@o, um trocador de calor, um compressor, uma peneira
estética e trés hidrociclones

R$ 616.180,47

Instalacdo de equipamentos, instrumentacéo e controles,
tubulacao, redes elétricas, edificacfes e instalactes Uteis para

funcionamento R$ 1.416.648,7

Despesas com engenharia, supervisdo e construgdo R$ 445.847,94
Despesas de contingéncia e com empreiteiros R$ 373.302,75
Total R$ 2.851.979,16

Fonte: adaptado de Araujo (2001). Valores atualizados, (FEE) 2014.

Apoés estimar o investimento, Araujo (2001) vislumbrou trés situacdes de
retorno, considerando que o investimento foi realizado sem financiamento, com uma
estimativa de retorno apresentados em trés cenarios, considerando o lucro bruto
(Tabela 4): no primeiro cenario pessimista (condi¢cdes definidas como extremamente
desfavoraveis para a empresa); o segundo cenario (uma situacdo intermediaria,
considerando nao existirem interferéncias externas ao mercado) e o terceiro cenario,
(o mais favoravel, sendo considerado ideal). Os valores do lucro bruto foram

mantidos conforme os calculados por Aradjo (2001).

Tabela 4 - Diferentes cenarios de retorno econémico para producdo 34.000

L/dia etanol.
Cenérios Ganho Bruto/L | Lucro Bruto/dia | Lucro Bruto/més Lucro Bruto 120
R$ R$ R$ meses R$
1 0,10/L 3.400,00 102.000,00 12.240.000,00
2 0,20/L 6.800,00 204.000,00 24.480.000,00
3 0,30L 10.200,00 306.000,00 36.720.000,00

Fonte: Adaptado pelo autor de Araujo (2001).

Para Araujo (2001), o investimento em uma empresa para producdo de etanol

a partir de residuos lacteos é viavel economicamente ao longo de 10 anos, mesmo
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em um cenario pessimista. A viabilidade do projeto € atraente na medida em que a

demanda por combustiveis se torna cada vez mais intensa.

Historicamente usinas para producdo de etanol a partir de residuos lacteos
comecaram a operar em abril de 1978, na Irlanda (LING, 2008). Depois disso, 0
processo foi adotado em outras plantas industriais na Nova Zelandia e nos Estados
Unidos. Na Nova Zelandia a empresa Anchor Ethanol Ltda opera trés usinas de
etanol com uma producdo anual total de cerca de 5 milhdes de litros
(KISIELEWSKA, 2012). A producdo de etanol, a partir da lactose presente em
residuos lacteos, é interessante para empresas do setor lacteo que produzem mais
de 100.000 litros de residuos lacteos por dia. O custo do investimento € elevado e
deve ser estruturado para uma operacao de longo prazo, para ser economicamente

viavel para a industria.

2.8 Metodologia do planejamento experimental

O planejamento experimental ou delineamento experimental, como também é
denominado, € formado por um conjunto de ensaios criteriosamente estabelecido
cientificamente através de modelo estatistico, com o0 objetivo de determinar a
influéncia de diferentes variaveis nos resultados de um dado sistema ou processo.
Esse objetivo maior pode ser dividido em outros objetivos conforme o propdsito dos
ensaios: determinar quais variaveis sdo mais influentes nos resultados; atribuir
valores as variaveis para otimizar os resultados; minimizar a variabilidade dos
resultados e a influéncia de variaveis incontrolaveis (MONTGOMERY e RUNGER,
1994).

Ja para Rodrigues e lemma (2009), o planejamento experimental representa
uma otimizacdo de custos, processos e tempo, maximizando rendimentos. Os
mesmos autores ainda destacam que o planejamento consciente dos experimentos
deve ser realizado para determinar e quantificar a influéncia das variaveis sobre as
respostas desejadas,sendo indispensavel para que resultados confidveis sejam
obtidos. Além disso, as repeticdes podem ser reduzidas, pois a qualidade dos

resultados obtidos é mais significativa.
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Segundo Santos et al. (2008), para execucao do planejamento experimental é
preciso determinar quais os fatores e respostas de interesse estdo sendo
procurados para o sistema que esta sendo analisado. E necessario definir quais
objetivos pretende-se alcancar com 0s experimentos, pois isso definirh como o
planejamento devera ser utilizado. Na implementacéo do planejamento, cada fator é
estudado em niveis maximo e minimo, para a obtencdo de uma superficie de

resposta satisfatoria.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

No presente trabalho foram avaliadas cincodiferentes cepas de leveduras do
género Kluyveromyces spp., quanto ao potencial na conversao de lactose do soro de
ricota e permeado de soro de queijo em etanol. As cepas utilizadas na pesquisa
foram Kluyveromyces marxianus (ATCC 46537, ATCC 16045, ATCC 12424 e CBS
6556) e Kluyveromyces lactis (ATCC 24176). As leveduras Kluyveromyces
marxianus e Kluyveromyces lactis foram escolhidaspor apresentarem potencial
converséao de lactose em etanol, segundo pesquisas realizadas porOdaet al. (2010);
Grba et al. (2002); Silveiraet al.(2005); Ozmihci e Kargi (2006); Guo et al. (2008);
Koushki et al. (2011); Fonseca et al. (2008).

Para a fermentagdo dos microrganismos foram utilizados dois subprodutos
derivados do setor lacteo, soro de ricota e permeado de soro de queijo. O soro de
ricota foi doado por uma empresa do Vale do Taquari. As coletas foram realizadas
em bariletes de 10 litros e levadas ao laboratério, foram homogeneizadas e
fracionadas em embalagens plasticas de 2 litros e congeladas. O permeado de soro
de queijo foi adquirido da empresa Arla Foods e reconstituido no laboratério com

agua deionizada para uma concentragao de lactose de aproximadamente 50 g/L.
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3.2 Métodos

3.2.1 Anédlise das matérias-primas soro de ricota e permeado de soro de
queijo

Para caracterizacado fisico-quimica do soro de ricota e permeado de soro de
queijo foram realizadas as analises de proteina bruta total, gordura, lactose, cinzas,
umidade, pH,acidez titulavel,demanda quimica de oxigénio (DQO),carbono total e
nitrogénio total.

3.2.1.1 Analise de proteina bruta total

A analise de proteina bruta total do soro de ricota e do permeado de soro de
gueijo foi realizada conforme metodologia do INSTITUTO ADOLFO LUTZ (IAL,
2008).Esse método utiliza acido sulfarico para oxidar a amostra, o calor na presenca
de catalisadores rompe as ligacbes peptidicas, liberando o nitrogénio na forma de
amonio. Na sequéncia é adicionado hidroxido de sodio para liberar amonia pelo
processo de destilacdo, que € coletado no acido borico. O produto da destilacéo é
titulado com &cido cloridrico. Para realizacdo dessa analise sdo necessarios 0s

seguintes reagentes e equipamentos:

- Acido sulftrico P.A.

- Mistura catalitica na proporcéo de 10/1, (10 gramas de sulfato de potassio e
1 grama de sulfato de cobre, misturar em liquidificador).

- Indicador misto.

- Fenolftaleina.

- Acido borico 4%, (40g de acido em 1000 mL de agua.

- Acido cloridrico 0,1 M.

- Hidréxido de sodio 50%.

- Bloco digestor.

- Destilador de nitrogénio.

Outros materiais necessarios para a analise:papel filtro, algodao, proveta 50

mL, pipeta volumétrica de 20 mL e bureta de 25 mL.
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Para amostras liquidas foi usado um pedaco pequeno de algodao na etapa de
pesagem. O algodao foi colocado sobre o papel filtro e dispensado 1 grama de
amostra com pipeta. Quando atingiu o peso desejado, o papel foi dobrado e
colocado no fundo do tubo de vidro do digestor. Foram adicionadas duas espétulas
da mistura catalitica. Para preparar obranco foi usado papel, algoddo e mistura

catalitica.

Em capela, foi adicionado 15 mL de &cido sulfrico P.A. em cada amostra,
como auxilio de uma proveta vertendo lentamente no tubo inclinado. A abertura do
tubo foi fechada com papel aluminio, foi feito um pequeno furo no meio para saida
do vapor. As amostras devem ser colocadas no bloco digestor a 400° C, até que
figuem sem cor, esse processo demora no minimo 3horas. Em seguida, as amostras
podem ser colocadas em outra capela se disponivel, foi aguardado o tubo atingir a
temperatura ambiente para entdo adicionar 50 mL de agua deionizada. Em seguida,

foi conduzido o processo para iniciar destilacdo da amostra.

Para coletar o produto da destilacdo da amostra foram preparados
Erlenmeyer com 20 mL de acido bérico, 80 mL de agua deionizada e 8 gotas de
indicador misto (vermelho). O NaOH foi adicionado lentamente até que o liquido da
amostra do tubo de digestdo ficou com uma coloracdo escura. Foi ligado o
aguecimento e aguardada a destilacdo da amostra, até que o volume do liquido do
Erlenmeyer atingisse aproximadamente 200 mL. O aquecimento foi desligado, o
Erlenmeyer retirado do compartimento para ndo dar refluxo, esperando gotejar o

restante.

Para titulacdo da amostra foi utilizado HCI 0,1 M e bureta de 25 mL. O HCI foi
adicionado lentamente no Erlenmeyer até que o conteudo apresente coloracao
avermelhada. Foi anotado o volume gasto de HCI e aplicado na equacdo para

célculo de proteina bruta.

Célculo Proteina Bruta % = (Va-Vb) x M x 6,38 x 0,014 x 100/ P

Onde:

Va= Volume de HCI 0,1 M gasto na titulacao

Vb= Volume de HCI 0,1 M gasto na prova em branco

M= Molaridade do HCI

6,38= Fator de transformagdo do nitrogénio em proteina para produtos
lacteos.
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0,014= Miliequivalente grama do nitrogénio
P= Peso da amostra em gramas

3.2.1.2 Andlise de gordura

A andlise de gordura do soro de ricota e permeado de soro de queijo foi
relizada conforme metodologia do IAL (2008). Nesse método, as proteinas que estédo
fundidas com a gordura sado dissolvidas pelo acido. A densidade da fase aquosa
aumenta, devido a diminuicdo da viscosidade do meio, fundindo a gordura pela

liberacdo de calor, esse processo favorece a separacdo da gordura.

Para realizacdo da andlise de gordura em soro de ricota e permeado de soro
de queijo foram necessarias a preparacado de dois reagentes, acido sulfarico a uma
densidade entre 1,820 a 1,825 e alcool isoamilico (CsH;1,0) p.a. com densidade de
0,81 a 20°C. Outros materiais indispensaveis para a analises séo pipetador

automatico de 1 a 10 mL, butirdbmetros e rolhas.

Em capela de fluxo, foi adicionado 10 mL do acido sulfurico no butirdmetro
com pipeta automatica, em seguida foi pipetadol mL do alcool isoamilico lentamente
no mesmo butirdmetro. Na sequéncia foram adicionados 11 mL da amostra
lentamente, cuidando para ndo misturar aos reagentes, o butirdbmetro foi fechado
com rolha. Apés bem vedado, a tampa foi pressionada com o dedo polegar e
vertendo lentamente até misturar a amostra e 0s reagentes e até obter coloracao

escura.

Os butirbmetros foram centrifugados em centrifuga de Gerber por 5 minutos
com a rolha para baixo, depois de realizada a centrifugacdo os tubos foram
transferidos para banho-maria (aprox. 65°C) por 5 minutos com a rolha para baixo.
Os dois ultimos passos foram repetidos até ser obtida leiturada quantidade de
gordura que foi realizada a partir da base do menisco inferior na coluna do
butirbmetro. A parte escura fica embaixo e a clara em cima, cada linha do

butirdmetro vale 0,1% o valor maximo a ser lido é 8%.
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3.2.1.3 Anélise de lactose

A determinacao de lactose no soro de ricota e no permeado de soro de queijo
foi realizada por espectrofotometria seguindo o método de determinagdo de
acucares redutores (MILLER, 1959).0 principio da determinacdo ocorre através de
uma molécula chamada Acido 3,5 — dinitrosalicilico (DNS) que, quando puro,
apresenta uma coloracao alaranjada, este acido é facilmente reduzido por acucares.
Quando reduzido, o DNS se torna acido 3-amino — 5 — nitro salicilico, e passa a
apresentar-se com uma coloragéo acastanhada.

Para realizacdo da andlise foi pipetado 1 mL de &cido dinitrosalicilico (DNS)
previamente preparado em um tubo ependorff de 2 mL, em seguida foi pipetado 1
mL de amostra no mesmo tubo e levado ao banho-maria a 100° C por 10 minutos.
Ao atingir o tempo, as amostras foram retiradas do banho-maria e acondicionadas
até alcancarem temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada leitura em
espectrofotobmetro com absorbancia de 570 nm. Para a realizacdo da analise foi

necessario preparar uma curva padrao com cinco diluicdes conforme Tabela 5.

Tabela 5 — Ordem dos tubos e suas devidas concentracdes para preparacao

da curva padrao

Numero Volume de solucéo Volume de Concentracéo
dos de lactose agua final
tubos 5 mg/mL (uL) deionizada(uL) (mg/mL)

0-Branco 0 1000 0

1 200 800 1

2 400 600 2

3 600 400 3

4 800 200 4

5 1000 0 5

O calculo da concentracdo de lactose da amostra € calculado a partir da

equacao da curva padrao:
Equacédo dareta: y =ax+b

a e b= valores fornecidos pelo equac¢éo da reta
y= absorbancia da amostra

x= valor da concentracéo de lactose
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3.2.1.4 Anélise de cinza

A andlise de cinzas em soro de ricota e permeado de soro de queijo foi
relizada conforme metodologia do IAL (2008). Esse método tem como principio a
manutencdo dos residuos inorganicos remanescentes apés a completa destruicdo
da matriz orgéanica do alimento. Para determinacdo de cinzas, foi preciso cerca de
48 horas de andlises, sendo indispensavel cadinho, mufla e dessecador. Os
cadinhos foram aquecidos até 550° C para eliminar riscos de contaminag¢do, em
seguida a temperatura foi reduzida para 300° C. Os cadinhos foram acondicionados
em dessecador até atingir temperatura ambiente, para posteriormente serem
pesados em balanca. Na sequéncia, foram pesadas em triplicata 5 g de amostra em
cada cadinho e aquecidas até 550° C, quando o material atingiu caracteristica
branca acinzentada a temperatura foi reduzida para 300° C. Apds os cadinhos,
foram colocados em dessecador até atingir temperatura ambiente, para o material
ser novamente pesado. O calculo é realizado através do peso da massa do cadinho

com amostra menos massa do cadinho sem amostra.

3.2.1.5 Analise de umidade

A anélise de umidade do soro de ricota e permeado de soro de queijo foi
determinada pela metodologia do IAL (2008). Este método € o mais utilizado em
alimentos e esta baseado na remocdo da agua por aquecimento, em que 0 ar
guente é absorvido por uma camada muito fina do alimento e é entdo conduzido
para o interior por conducdo. Como a condutividade térmica dos alimentos é
geralmente baixa, costuma levar entre 6e 18 h a 100 — 102° C, até peso constante.
Foram necessarias capsulas de porcelana, dessecador, esferas de vidro e estufa,
inicialmente as capsulas foram aquecidas em estufa a 105°C por 1 h, posteriormente
foram acondicionadas em dessecador até atingir temperatura ambiente. Na
sequéncia, as esferas foram colocadas nas capsulas, para pesar o conjunto, tarar a
balanca e pesar em triplicata 5 g da amostra. Em seguida as amostras foram
acondicionadas em estufa por 5 h a uma temperatura de 105° C, posteriormente
foram retiradas e acondicionadas em dessecador até atingir temperatura ambiente

para pesar.
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O célculo para determinacdo de umidade € a massa da cdpsula com amostra
e pérolas menos massa da capsula com pérolas, que corresponde a perda de peso
sofrida pela amostra quando aquecida a 105° C.

Célculo:

X = (Amostra umida + cipsula + pérolas) — (Amostra seca + capsula + pérolas)

\ J |\ J
| |

Peso inicial Peso final apés 5h na estufa

X/massa de amostra pesada (g) x 100= % de umidade

3.2.1.6 Determinacéao de pH

A analise de pH do soro de ricota e do permeado de soro de queijo foi
realizada em uma aliquota de aproximadamente 30 mL da amostra. O pH metro foi
previamente calibrado com solucdo pH 7 e pH 4, em seguida o eletrodo foi
mergulhado na amostra para leitura. O equipamento utilizado foi um pH metro digital
DM-20 da Digimed.

3.2.1.7 Analise de acidez titulavel

A andlise da acidez titulavel em soro de ricota e permeado de soro de queijo
foi relizada conforme metodologia do IAL (2008). Esse método consiste na titulacdo
de determinada massa da amostra reconstituida, por uma solucdo alcalina de
concentracdo conhecida, utilizando como indicador a fenolftaleina. Na analise de
acidez é utlizada pipeta volumétrica de 20 mL, Erlenmeyer de 250 mL (trés por

amostra), fenolftaleina 0,1%, bureta de 25 mL e solu¢do de NaOH 0,1 M.

Em cada Erlenmeyer da triplicata pipetar 20 mL de amostra e dispensar 3
gotas de fenolftaleina 0,1%. Adicionar o NaOH 0,1 M na bureta e titular no
Erlenmeyer até atingir a tonalidade rosa por pelo menos 30 segundos. Anotar a

guantidade de NaOH gasta para cada amostra da triplicata e fazer a média.
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Calculo:

% de &cido latico=V xfx 0,9

m
Onde:

V = volume da solucao de hidroxido de sédio 0,1 N gasto na titulagdo, em mL;
f = fator de correcéo da solucéo de hidroxido de sédio 0,1 N;
0,9 = fator de conversao para acido lactico;

m = massa da amostra, em gramas.

3.2.1.8 Analise de demanda quimica de oxigénio (DQO)

Para analisar DQO, foi utilizada metodologia StandardMethods(2005). A
analise de DQO corresponde a oxidacdo quimica da matéria organica, obtida
através de um oxidante forte, como por exemplo, dicromato de potassio (K>Cr,0v)
em meio acido que elevaa temperatura. Durante a determinacdo de DQO, a matéria
organica é convertida a CO; e H,O. Alguns compostos organicos nao sao oxidados
pelo dicromato, a menos que se utilize um catalisador, neste caso, o sulfato de prata
(Ag2SO0y).

Para analise de DQO sao necessarios sulfato de mercurio e acido sulfurico,
além dos seguintes materiais e equipamentos;

- Erlenmeyer de fundo chato e boca esmerilhada (em duplicata para cada
amostra).

- Condensadores.

- Chapa aquecedora dupla.

- Mangueiras de silicone para conectar os condensadores.

- Vita veda rosca.

- Garras suporte para condensadores.

- Indicador de ferroina.

- Pipetador de 1 mL.

- Pipetador de 10 mL.

- Pisseta.

- Espétula.

- Cadinho
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- Ponterias de 1 e 10 mL.

- Becker 100 mL.

- Baldo volumétrico de 200 e 500 mL.
- Buretas de 50 mL.

- Provetas 50 mL.

- Provetas 250 mL.

- KOH 6%.

- Erlenmeyer de 250 mL para padrao.

Para realizacdo das andlises, as amostras de soro de ricota e permeado de
soro de queijo foram diluidas na proporcdo de 1:200. Nos Erlenmeyer de fundo
chato foi pesado 0,4 g de sulfato de mercurio, pipetado 20 mL de amostra diluida (no
branco adicionar agua) e adicionado 10 mL de dicromato de potassio 0,25 N. Em
capela foi adicionado 30 mL de acido sulfurico/sulfato de prata lentamente pelas
laterais. Em seguida, foi colocado no refluxo, encaixando os Erlenmeyer no
condensador de modo que figuem bem ajustados sobre a chapa. Apés todos os
frascos estarem encaixados no condensador, a agua foi liberada para passar pelo
condensador e a chapa de aquecimento foi acionada com a temperatura regulada
para de 150°C.

Foi necessario deixar no aquecimento por 2 horas, a partir do momento em
gue o liquido comeca a borbulhar ou escorrer pelas paredes dos Erlenmeyer. Apos 2
horas no refluxo, a chapa foi desligada para esfriar (fechar a agua). Apés atingir
temperatura ambiente, foram adicionadas 140 mL de agua deionizada em cada
Erlenmeyer e, dispensadas 5 gotas de indicador ferroina em cada Erlenmeyer. Para
preparo do padrao foi adicionado em uma proveta de 100 mL, 25mL de dicromato de
potassio 0,25N e 75mL de agua deionizada. Essa composicao foi vertida para um
Erlenmeyer de 250 mL e adicionado lentamente 30 mL de acido sulfarico P.A., ndo

dispensar no padréo as 5 gotas de indicador ferroina.

Em seguida, a vidraria com a amostra ficou em repouso até atingir
temperatura ambiente, para posteriormente ser titulada com sulfato ferroso
amoniacal Fe(SO,4)(NH,4) até mudar a cor para um marrom avermelhado. Os calculos

sdo realizados conforme férmula a seguir.
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Molaridade de sulfato ferroso amoniacal (M): Titulacdo do padréao

Volume (ml) de dicromato de potdssio 9sempre 25 ml x 0,2500

Volume (mL) de sulfato ferroso amoniacal gasto na titulacdo do padréo

Determinacao da DQO

DQO (mg/L) = (A-B) x M x 8000 x D

Volume de amostra (m/L)

Onde:

A= volume da solucdo de sulfato ferroso amoniacal gasto para titulacdo do
BRANCO (mL)

B= volume da solucdo sulfato ferroso amoniacal gasto para titulacdo da
AMOSTRA (mL)

M= Molaridade da solucéo de sulfato ferroso amoniacal

D= fator de diluicdo — (soro de ricota 200) (soro de queijo 500)

8000= equivalente a gramas de oxigénio (valor padrao calculado)

3.2.1.9 Analise de carbono total e nitrogénio total

Para analisar carbono e nitrogénio, as amostras de soro de ricota e permeado
de soro de queijo foram diluidas 30 vezes com agua deionizada (1 mL de amostra
em 29 mL de agua). As amostras diluidas foram injetadas a cada 30 minutos, em
equipamento Total Organic Carbon Analyzer (TOC -V CPH/ TNM-1) (Shimadzu), o

método de deteccéao foi combustéo por infravermelho.

3.2.2 Preparacdo da amostra e analise do permeado de soro de queijo

O permeado de soro de queijo foi reconstituido no laboratério a partir do
produto em p6 fornecido pela empresa Arla Foods. Foram pesados 57,32 g de
permeado e diluido em 1 litro de 4gua deionizada, dessa forma o permeado diluido
apresentou uma concentracdo de lactose similar ao soro de ricota, de
aproximadamente 47 g/L de lactose. Para caracterizacdo fisico-quimica do

permeado de soro de queijo foram realizadas as andlises de proteina bruta total,
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gordura, lactose, cinzas, umidade, pH,acidez titulavel, demanda quimica de oxigénio

(DQO),carbono total e nitrogénio total, como descrito no item 3.2.1.

3.2.3 Selecéo das leveduras para producao de bioetanol

Para selecdo das leveduras foram avaliadas diferentes cepas do género de
leveduras Kluyveromyces spp. quanto ao potencial na conversao de lactose do soro
de ricota e do permeado de soro de queijo em bioetanol. As cepas utilizadas foram
Kluyveromyces marxianus (ATCC 46537, ATCC 16045, ATCC 12424 e CBS 6556),
Kluyveromyces lactis (ATCC 24176).

3.2.3.1 Preparagéao do inoculo

Para a preparacdo do indculo foi utilizado o Caldo Sabouraud Maltose
(Himedia, India), 50 g diluido em 1000 mL de agua deionizada, o pH foi ajustado
entre 4,5 e 5. Em seguida foramtransferidos 200 mL para cada Erlenmeyer de 250
mL e autoclavados a 121° C por 15 minutos. Ao atingir temperatura ambiente foi
armazenado em geladeira. A preparacao do inoculo foi realizada em capela de fluxo

laminar, previamente higienizada com alcool 70% e exposta a luz ultravioleta.

Para a inoculacao foi retirada uma colénia da levedura com alca de platina
das placas de Petry previamente preparadas com AgarSabouraud. A col6nia foi
transferida para Erlenmmeyer contendo 200 mL de Caldo Sabouraud e mantidas em
incubadora com agitacdo orbital (shaker) (Marconi, MA830) a 30° C por

aproximadamente 12 horas (over night).

3.2.3.2 Padronizacéao do inéculo e inoculacéo

A padronizacdo do namero de células do in6culo foi realizada por meio da
densidade 6tica (DO) no comprimento de onda de 600 nm em espectrofotdbmetro
(Tecnal, SP 2000 UV) DOgno=1,0.
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Frascos Erlenmeyer de 250 mL com 50 mL do meio de fermentagao foram

inoculados com 10% (v/v) do inéculo com DOggo=1,0.

3.2.3.3 Selegao das leveduras com soro de ricota

O cultivo das cinco cepas da levedura Kluveromyces marxianus e
Kluyveromyces lactis foi realizado em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50
mL de soro de ricota. Para cada levedura testou-se o soro de ricota esterilizado a
121°C por 15 minutos (denominado de soro autoclavado) e nao esterilizado
(denominado de soro nédo autoclavado). O pH inicial do meio de fermentacéo foi
ajustado em uma faixa entre 4,5 e 4,8. Depois de inoculados, os frascos foram
mantidos em incubadora com agitacdo orbital de 150 rpm a 34° C por 52 horas.
Periodicamente foram coletadas amostras do cultivo fermentado, sendo que cada
Erlenmeyer correspondia a uma amostra. Aliquotas de 10 mL foram centrifugadas a
3500 rpm, por 15 minutos a 4° C. O sobrenadante, livre de células, foi usado para a
determinacao de lactose, etanol, pH, carbono total e nitrogénio total. As células do

cultivo foram utilizadas para realizacao da analise de biomassa.

3.2.3.4 Selecao das leveduras com permeado de soro de queijo

O vcultivo das cinco cepas das leveduras Kluveromyces marxianus
eKluyveromyces lactis foi realizado em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50
mL de permeado de soro de queijo. Para cada levedura testou-se o permeado de
soro de queijo esterilizado a 121° C por 15 minutos (denominado de permeado de
soro de queijo autoclavado) e ndo esterilizado (denominado de permeado de soro de
gueijo ndo autoclavado). O pH inicial do meio de fermentacéo foi ajustado entre 4,5
e 4,8. Depois de inoculados, os frascos foram mantidos em incubadora com agitacéo
orbital de 150 rpm a 34° C por 52 horas. Periodicamente foram coletadas amostras
do cultivo fermentado, sendo que cada Erlenmeyer correspondia a uma amostra.
Aliquotas de 10 mL foram centrifugadas a 3500 rpm, por 15 minutos a 4° C. O
sobrenadante, livre de células, empregado para realizacdo das andlises de lactose,
etanol, pH. As células do cultivo foram utilizadas para a realizacdo da analise de

biomassa.
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3.2.3.5 Andlises realizadas ao longo do cultivo

Durante a selecao das leveduras com soro de ricota e permeado de soro de
queijo, foram realizadas as analises de lactose, etanol, pH e biomassa descritas a

seguir.

3.2.3.5.1 Anédlise lactose

A determinacdo de lactose foi realizada por espectrofotometria seguindo o
método de determinacdo de acucares redutores (MILLER, 1959), conforme descrito
no item 3.2.1.3.

3.2.3.5.2 Anélise de etanol em analisador bioquimico

As analises de etanol foram realizadas em analisador bioquimico YSI modelo
2700, que emprega como detector de etanol a membrana modelo YSI 2786.As
analises foram realizadas no laboratério da empresa Quatro G P&D Ltda do Parque
Cientifico e Tecnologico da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
(PUCRS).

Nessa analise, 25 yL de amostra foi aspirada pelo coletor, posteriormente a
amostra passa pela membrana para deteccdo do etanol em g/L. Para essa analise
nao é necessaria preparacao prévia das amostras, com leituras até 2 g/L de etanol,
acima desse valor as amostras devem ser diluidas para diminuir o limite de deteccéo
e aumentar a precisdo do equipamento. A Figura 5 mostra o sensor do equipamento

onde é acoplada a membrana para deteccao de etanol.
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Figura 5 - Estrutura da membrana para deteccdo etanol pelo analisador

bioquimico
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Fonte: Adaptado manual equipamento, 2000.

3.2.3.5.3 Determinagao de pH

A analise de pH foi realizada em uma aliquota de aproximadamente 30 mL da
amostra. O pH metro foi previamente calibrado com solu¢cdo pH 7 e pH 4, em
seguida o eletrodo foi mergulhado na amostra para leitura. O equipamento utilizado

foi um pH metro digital DM-20 da Digimed.

3.2.3.5.4 Determinacao da biomassa

Para determinacdo da biomassa total foi utilizada a técnica do peso seco.
Tubos falcon previamente identificados foram acondicionados em estufa a 60° C por
48 horas, quando retirados da estufa foram resfriados em dessecador até atingir

temperatura ambiente e apds pesados em balanca analitica.

Aliguotas de 10 mL de amostras dos cultivos em triplicata foram centrifugadas
em centrifuga marca Hitachi CR21GlIl a 3500 rpm por 15 min a 4° C. As células foram
lavadas com agua destilada gelada e centrifugadas. Esse procedimento foi repetido
por mais duas vezes. Os tubos foram colocados em estufa a vacuo a 60°C até

atingirem peso constante. Apos foram pesados em balanca analitica e o célculo foi
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realizado subtraindo o peso do tubo com as células secas menos o0 peso do tubo

vazio.

3.2.4 Planejamento experimental para condi¢cbes de cultivo e producao
de etanol em shaker

Para o presente trabalho foi realizado planejamento experimental com a
levedura Kluyveromyces marxianus (ATCC 46537) para fermentacédo da lactose em
soro de ricota e permeado de soro de queijo. A definicAo das concentracbes
maximas e minimas de lactose, pH e temperatura foram definidas com base em
alguns trabalhos realizados por Lukondeh et al.(2005); Kargi e Ozmihci (2005);
Sansonetti et al.(2010a); Saraceno et al.(2010) e Sansonetti et al.(2011).

3.2.4.1 Condicbes de cultivo para producdo de bioetanol com soro de

ricota

Foram avaliadas 15 diferentes combinacdes de pH inicial, concentracéo inicial
de lactose e temperatura do cultivo conforme Tabela 6, para a producdo de etanol
pela levedura Kluyveromyces marxianus (ATCC 46537), empregando soro de ricota

autoclavado como meio de cultivo.

Tabela6 - Condi¢cGes de cultivo em shaker com soro de ricota

Experimento Concentracao pH Temperatura Concentracao pH Temperatura
de lactose (g/L) inicial de de lactose (g/L) inicial de

do fermentacgéo do fermentagéo
meio (°C) meio (°C)
1 -1,00 -1,00 -1,00 51 4,0 29
2 -1,00 -1,00 1,00 51 4,0 41
3 -1,00 1,00 -1,00 51 55 29
4 -1,00 1,00 1,00 51 55 41
5 1,00 -1,00 -1,00 73 4,0 29
6 1,00 -1,00 1,00 73 4,0 41
7 1,00 1,00 -1,00 73 55 29
8 1,00 1,00 1,00 73 55 41
9 -1,68 0,00 0,00 44 4,75 35
10 1,68 0,00 0,00 80 4,75 35
11 0,00 -1,68 0,00 62 3,5 35
12 0,00 1,68 0,00 62 6,0 35
13 0,00 0,00 -1,68 62 4,75 25
14 0,00 0,00 1,68 62 4,75 45
15 0,00 0,00 0,00 62 4,75 35
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Os cultivos foram realizados durante 58 horas com agitacdo orbital a 150 rpm
em Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo. As etapas de
preparacdo e padronizacdo do in6culo sdo descritas nos itens 3.2.3.1 e 3.2.3.2,

respectivamente.

3.2.4.2 Condi¢des de cultivo para producédo de bioetanol com permeado

de soro de queijo

Foram avaliadas 15 diferentes combinacdes de pH inicial, concentracao inicial
de lactose e temperatura no cultivo conforme Tabela7, para a produgéo de etanol
pela levedura Kluyveromyces marxianus (ATCC 46537), empregando permeado de

soro de queijo autoclavado como meio de cultivo.

Tabela7 - Condi¢Ges de cultivo emshaker com permeado de soro de queijo

Experimento Concentracao pH Temperatura Concentracdo pH Temperatura
de lactose (g/L) inicial de de lactose (g/L) inicial de

do fermentagéo do fermentagéo
meio (°C) meio (°C)
1 -1,00 -1,00 -1,00 67,85 4,0 29
2 -1,00 -1,00 1,00 67,85 4,0 41
3 -1,00 1,00 -1,00 67,85 55 29
4 -1,00 1,00 1,00 67,85 55 41
5 1,00 -1,00 -1,00 129,1 4,0 29
6 1,00 -1,00 1,00 129,1 4,0 41
7 1,00 1,00 -1,00 129,1 5,5 29
8 1,00 1,00 1,00 129,1 5,5 41
9 -1,68 0,00 0,00 47 4,75 35
10 1,68 0,00 0,00 150 4,75 35
11 0,00 -1,68 0,00 98,5 35 35
12 0,00 1,68 0,00 98,5 6,0 35
13 0,00 0,00 -1,68 98,5 4,75 25
14 0,00 0,00 1,68 98,5 4,75 45
15 0,00 0,00 0,00 98,5 4,75 35

Os cultivos foram realizados durante 58 horas com agitacdo orbital a 150
romemErlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo. As etapas de
preparacao e padronizacdo e inoculacdo séo idénticas as descritas nos itens 3.2.3.1

e 3.2.3.2, respectivamente.
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3.2.4.3 Andlises realizadas ao longo dos cultivos

Durante as diferentes condi¢cdes de cultivo realizadas em shaker para o soro
de ricota e permeado de soro de queijo foram coletadas amostras periodicamente
para realizacdo das andlises de lactose, pH e biomassa descritas no item 3.2.3.5. A
andlise de etanol foi realizada em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
descrito em 3.2.4.3.1 Cada amostra coletada correspondeu a um Erlenmeyer com
50 mL de meio de cultivo.

3.2.4.3.1 Analise etanol por cromatografia liguida de alta eficiéncia
(CLAE)

O etanol foi determinado através de cromatografia liquida de
altaeficiéncia(CLAE), em cromatégrafo Agilent Technologies 1200 séries, com
detector de indice de refracao (RID), com coluna Supelco gel C-610H, com 300 mm
por 7.8 mm ID.A analise foi realizada naCentral Analitica da Univates
(UNIANALISES). Para realizacdo das andlises, foi preparada curva padréo de etanol
absoluto P.A. nas concentragbes de 10, 20, 30, 40, 60, 80 e 100 ppm (Figura 6). A
fase liquida utilizada foi a descrita por Sansonetti et al.(2010a) que empregou acido
fosférico 0,1%. As condi¢cdes para os padroes e as amostras foram de 35° C para
coluna e detector, com um volume de inje¢ao de 20 yL ecom um fluxo de 0,7 mL/min
de fase movel. As amostras foram diluidas 1000 vezes em agua ultra pura(25 ul
amostra em baldo volumétrico de 25 mL), em seguida com auxilio de seringa foram
injetadas em frasco vials passando por filtro de acetato de celulose com 0,45 uM
PTFE.
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Figura 6 - Cromatograma da diluicdo do padréo de etanol, 10, 20, 30, 40, 60,

80 e 100 ppm
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Fonte: o autor

3.2.5 Determinacdo das condi¢cdes de cultivo para producdo de etanol
em biorreator

Os cultivos com soro de ricota e permeado de soro de queijo em biorreator
foram realizados com concentracéao inicial de 100 g/L de lactose, temperatura de 37°

C e pH ajustado para 4,8 controlado ao longo do cultivo, empregando a levedura

Kluyveromyces marxianus (ATCC 46537). A concentracdo de lactose para a

fermentacdo em biorreator foi determinada conforme resultados das analises da
fermentacdo da lactose obtidas no planejamento experimental. Os cultivos foram
realizados durante 24 horas em equipamento da marca Marconi, modelo MA502/5,
com agitacdo controlada em 150 rpm por uma turbina Rushtoncom seis laminas

planas e aeracdo de 12L/min. Temperatura e pH foram controlados por software
acoplado ao biorreator.

No biorreator com capacidade de 3 L foi utilizada uma capacidade de 2,5 L

para fermentacéo de soro de ricota ou permeado de soro de queijo. A preparagao do
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in6culo foi realizada conforme descrito no item 3.2.3.1 e a padroniza¢do do inéculo
foi realizada conforme descrito no 3.2.3.2. O volume do inéculo padronizado e
adicionado foi de 200 mL. Amostras de 30 mL do meio de cultivo foram coletadas a
cada 4 horas e submetidas as analises de lactose e biomassa conforme descrito no
item 3.2.3.5. A andlise da DQO foi realizada no inicio e no final do cultivo conforme
descrito no item 3.2.1.8 A andlise de etanol da fermentacdo em biorreator foi
realizada conforme descrito nos itens 3.2.3.5.3. O liquido fermentado, ao final do
processo, também foi submetido a andalise de etanol, conforme descrito no item
3.2.5.1.

3.2.5.1 Determinagéo do etanol fermentado em biorreator

A analise do etanol da fermentacdo do soro de ricota e permeado de soro de
gueijo foi realizada apos a destilacdo de 100 mL do caldo fermentado em destilador
enologico Super DEE Gibertini com 5 m/L de oxido de calcio, e 3 gotas de anti
espumante. A analise de etanol foi realizada em densimetro digital Mettler / Paar

Calculating Digital Density Meter (DMA45) no laboratério da Embrapa Uva e Vinho.

3.2.6 Custo da implantacdo de uma ETE comparado a uma usina de

bioetanol

A comparacdao de valores para a implantacdo de uma usina para producédo de
etanol proposta por Aradjo (2001) e a implantacdo de uma ETE proposta por Gomes
(2006), teve os valores ajustados conforme FEE (2014). O método empregado foi o
proposto por Peter e Timmerhaus (1991) que define a avaliagdo do custo em
estimativas de investimento que s&o variaveis, dividindo-as em cinco niveis,

classificadas pela ordem de precisao, definidas como:

- Estimativa de ordem de grandeza, que é baseada em um custo anterior

semelhante, com uma estimativa de precisao aproximadamente 30%.

- Estimativa de estudo é realizada com base nos principais equipamentos

necessarios, tem uma precisdo de mais ou menos 30%.
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- Estimativa preliminar € baseada em informacdes suficientes para solicitar

orcamentos, com uma margem de erro de aproximadamente 20%.

- Estimativa definitiva é montada com dados que praticamente completam
todas as informacdes, porém sdo anteriores a conclusdo e tem uma margem de erro
de 10%.

- Estimativa detalhada é realizada com base em um modelo de engenharia
gue contempla todas as especificacdes necessarias, mas ainda tem uma margem de

erro de mais ou menos 5% no projeto.

Para comparar os custos no presente projeto foi utilizada a estimativa por
ordem de grandeza, proposto por Peter e Timmerhaus (1991), em que 100% é o
maximo valor estimado com equipamentos e o restante dos valores € calculado pela
porcentagem que representa o investimento em instalagbes, instrumentos de
controle, tubulacdo instalada, instalacdo elétrica, edificacbes, instalacdo para
utilidades, custo com engenharia e supervisdo, despesas de construcao,
contingéncia e despesas com empreiteiros. Entretanto Araudjo (2001) destaca que
para alcancar niveis precisos em estimativa é necessario um detalhamento rigoroso

dos projetos.

A estimativa de investimento em equipamentos equivale a 100 % dos gastos,
para calcular o restante dos valores foram usados valores estimados por Peters e
Timmerhaus (1991), conforme apresentado na Tabela 5 o calculo é realizado
conforme exemplo:
Exemplo: R$ 600.000,00 * 0,47 = R$ 282.000,00
Onde:
Valor dos equipamentos: R$ 600.000,00

Porcentagem do custo estimado da instalacdo: 0,47%
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Tabela 8 — Exemplo do calculo empregado para estimar custos de instalacédo

de empreendimento

Componentes Porcentagem Custo R$

Compra de equipamentos 100 R$ 600.000,00

InstalagcBes dos equipamentos 0,47 R$ 282.000,00
Instrumentacé&o e controles 0,18 -
Tubulagédo instalada 0,66 -
Instalacéo elétrica 0,11 -
EdificagBes 0,18 -
InstalagBes para utilidades 0,7 -
Custo com engenharia e supervisao 0,33 -
Despesas de Construcao 0,41 -
Contingéncia 0,1 -
Despesas com empreiteiros 0,05 -

Total Investimento

RS -

Fonte: Adaptado de Peters e Timmerhaus (1991)

Os autores estimaram que o0 investimento em instalacées de equipamentos

representa (0,47) do total necessario para implantacdo de uma usina. Na Tabela 8,

caso o valor dos equipamentos seja R$ 600.000,00, representa que R$ 282.000,00

serdo gastos para a instalacbes dos equipamentos ou refletindo 47% a mais no

investimento.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracterizacéo fisico-quimica do soro de ricota

As andlises de caracterizacdo fisico-quimica do soro de ricota foram
realizadas para os diferentes lotes de soro de ricota coletados em uma industria de
laticinios da regido do Vale do Taquari. A identificacdo do lote indica o dia e 0 més
da coleta. Os resultados das analises realizadas para os diferentes lotes sao

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9—Resultados das analises fisico-quimicas dos diferentes lotes de soro

de ricota coletados em uma industria de laticinios da regido do Vale do Taquari

Lote 20/07 | 09/08 | 16/08 | 06/09 | 11/10 | 29/11 | 13/12 | 22/01
Analise
Proteina bruta (%) 0,54 0,00 0,36 0,89 0,45 0,09 0,00 0,34
Gordura (%) 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cinzas (%) 0,52 0,46 0,53 0,84 0,54 0,47 0,53 0,44
Umidade(%) 95,38 | 94,98 | 96,71 | 95,13 | 94,02 | 94,82 | 95,64 | 95,33
Acidez Titulavel (% 1,63 1,63 1,81 1,39 1,91 2,00 1,44 1,86
acidolatico)
pH 6,42 5,22 4,99 5,56 5,23 4,62 5,14 4,43
DQO (mg/L) 54.621 | 61.126 | 23.109 | 50.420 | 60.924 | 111.34 | 56.722 | 48.319
4
Lactose (mg/L) 43.430 | 51.050 | 65.020 | 44.630 | 47.630 | 49.390 | 33.334 | 37.830
Carbono total (mg/L) | 20.238 | 20.016 | 22.287 | 16.445 | 24.489 | 19.734 | 11.730 | 16.713
Nitrogénio total (mg/L) | 599,7 | 606,3 | 680,1 | 539,3 708 570,9 | 336,3 | 456,3

Fonte: o autor

Ao comparar os resultados de proteina bruta, cinzas, umidade, pH, carbono e
nitrogénio total dos soros de ricota dos lotes 20/07 e 29/11 verifica-se que o segundo
lote apresenta menores valores para 0s parametros citados. Ja para esses mesmos

lotes verificou-se que os resultados de acidez titulavel, DQO e lactose foram maiores
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para o lote 29/11. Essas variacdes provavelmente sdo consequéncia da composicao

do leite empregado na fabricacdo do queijo e da ricota.

Os dados encontrados na literatura sobre caracterizacdo fisico-quimica do
soro de ricota sdo poucos, gerados principalmente pelo interesse em estudos com
soro de queijo. Ao comparar os resultados das andlises fisico-quimicas da Tabela 6
com os resultados de Sansonetti et al. (2009) e Sansonetti et al. (2010a) os valores
sdo semelhantes para proteina 0,15-0,22%, lactose 4,8-5% e cinzas 1-1,3%. Ja
Pisponen et al. (2013) obtiveram resultados similares para proteina 0,5%, lactose
4,14%, pH 5,51 e cinzas 0,44% apresentando diferenca somente para gordura que

apresentou 0,26% quando comparada aos resultados obtidos pelos lotes analisados.

Ao comparar as caracteristicas fisico-quimicas do soro de queijo descritas por
Behemer (1991) e Ordoiiez (2005) com as do soro de ricota, foi observada uma
diferenca no percentual de proteina, que apresenta uma concentracao de 0,8-1% em

soro de queijo e 0,0-0,54% em soro de ricota.

Os valores de DQO para soro de queijo sdo de 50.000 mg/L e 102.000 mg/L
(PRAZERES et al., 2012). Esses valores diferem aos encontrados no soro de ricota,
gue oscilou entre 23.109 mg/L a 111.344 mg/L.

4.2 Caracterizacao fisico-quimica do permeado de soro de queijo

As analises da caracterizacdo fisico-quimica do permeado de soro de queijo
foram realizadas em triplicata, para o lote 01/01 que foi reconstituido em laboratorio
a partir da base seca conforme 3.2.2. Os resultados das analises sao apresentados
na Tabela 10.
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Tabela 10 — Resultados das analises fisico-quimicas do lote de permeado de
soro de queijo reconstituido em laboratério

Lote 01/01 Liquida Seca
Analise
Proteina bruta (%) 0,82* 0,85** 3-8r**
Gordura (%) 0,00* 0,36** 1-5%*
Acidez Titulavel (% 1,12* - 4,82%***
acidolatico)
Cinzas (%) 0,32* - 10,54****
Umidade (%) 94,62* 93** O***
pH 6,11* - -
Lactose (mg/L) 65.980* 50.000** 65.000 - 85.000***
DQO (mg/L) 60.546* 50.000* -
Carbono total (mg/L) 21.078* - -
Nitrogénio total (mg/L) 178,68* - -

Fonte: o autor*. Resultados obtidos por Beucler et al. (2005)**; Ficha produto Arla Foods***,
Andrade e Martins 2002****

Os resultados da analise de lactose do permeado de soro de
gueijoreconstituido (lote 01/01)s&o similares aos obtidos por BEUCLER et al.(2005).

4.3 Resultados da selecéo das leveduras com soro de ricota

A fermentacédo da lactose presente no soro de ricota foi realizada em agitador
orbital Shaker a 150 rpm, em temperatura de 37° C, com soro de ricota autoclavado
e nao autoclavado. Para esse experimento foram utilizados os microrganismos
Kluyveromyces marxianus (ATCC 46537, ATCC 16045, ATCC 12424, CBS 6556) e
Kluyveromyces lactis (ATCC 24176). A Figura 7 apresenta os resultados de cada
uma das leveduras: producdo de etanol, a variacdo do pH, consumo de lactose e
producédo de biomassa durante 52 horas de fermentacdo. Esses experimentos foram
realizados com a finalidade de selecionar a levedura que apresentasse maior

producéo de etanol.
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Figura 7-Fermentacdo do soro de ricota com as leveduras: A) Kluyveromyces
marxianus (ATCC 46537) ndo autoclavado; B) Kluyveromyces marxianus (ATCC
46537) autoclavado;C) Kluyveromyces marxianus (ATCC 12424) ndo autoclavado;
D) Kluyveromyces marxianus (ATCC 12424) autoclavado.Resultados de biomassa
(@), lactose (m), etanol (A) e pH ().
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Na Figura 7, é possivel observar que a fermentacdo da lactose do soro de
ricota foi eficiente ao serem empregadas as leveduras Kluyveromyces marxianus
(ATCC 46537, 12424), entretanto o melhor rendimento na producdo de etanol em
relacdo ao tempo de fermentacédo ocorreu com soro de ricota autoclavado, Figura 7
(B, D).

O soro de ricota ndo autoclavado apresentou maximo rendimento de 13,27
g/L de etanol em 20 horas, com a levedura Kluyveromyces marxianus (ATCC
46537), a mesma levedura em 12 horas apresentou rendimento de 15,75 g/L de
etanol em soro de ricota autoclavado. JA com a levedura Kluyveromyces marxianus

(ATCC 12424), a producdo de etanol ocorreu em 24 horas com soro de ricota nao
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autoclavado produzindo 12,85 g/L de etanol, com soro de ricota autoclavado o

rendimento foi de 14,20 g/L de etanol em 20 horas.

Figura 8—Fermentacdo do soro de ricota com as leveduras: E) Kluyveromyces
marxianus (ATCC 16045) ndo autoclavado; F) Kluyveromyces marxianus (16045)
autoclavado;G) Kluyveromyces marxianus (ATCC CBS 6556) ndo autoclavado; H)
Kluyveromyces marxianus (ATCC CBS 6556) autoclavado. Resultados biomassa (e),

lactose (m), etanol (A) e pH ().
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Na Figura 8 sdo apresentados resultados da fermentacédo da lactose com as
leveduras Kluyveromyces marxianus (CBS 6556 eATCC 16045) com soro de ricota
nao autoclavado e autoclavado. Com a levedura Kluyveromyces marxianus (ATCC
16045) em soro de ricota ndo autoclavado foi possivel atingir um rendimento de 6,15
g/L de etanol em 28 horas, em soro de ricota autoclavado, a maxima producéo de
etanol foi de 9,75 g/L ao final da fermentacéo. A levedura Kluyveromyces marxianus
(CBS 6556) fermentou lactose, mas ao final do experimento ainda restavam 20 g/L

para ser fermentada no melhor desempenho (Figura 8) (B), esse desempenho
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refletiu em uma producédo de etanol abaixo de 1 g/L tanto para o soro de ricota ndo
autoclavado como autoclavado. Possivelmente, a fisiologia desse microrganismo

pode estar adaptada para utilizar outros nutrientes na multiplicacdo celular e

producéo de outros compostos.

Figura 9—Fermentacao do soro de ricota com as leveduras:l) Kluyveromyces
lactis (ATCC 24176) nao autoclavado; J) Kluyveromyces lactis (ATCC 24176)

autoclavado.Resultados biomassa (e), lactose (m), etanol (A) e pH ().
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Na Figura 9 é possivel observar que a fermentacédo da lactose do soro de
ricota pela levedura Kluyveromyces lactis (ATCC 24176) para soro de ricota néo
autoclavado e autoclavado ndo representou produtividade significativa de etanol,
gue resultante de um baixo consumo de lactose, possivelmente pela fisiologia, pode

estar adaptada para utilizar outros nutrientes na multiplicacéo celular.

A producédo de etanol esta relacionada com a fermentacdo da lactose, como
pode ser observado nas Figuras 7, (A, B,C, D), 8 (E, F) em pH abaixo de 5. Ja nas
Figuras 8 (G, H) e 9 (I, J), a lactose apresentou reduzida fermentacao e a producéo
de etanol ndo aconteceu. Nas condicdbes em que a lactose atingiu a maxima
fermentacdo tornando-se reduzida no meio de cultivo foi possivel observar uma
reducdo do PH, que volta a aumentar apdés a maxima fermentacdo da lactose e a
producdo de etanol comecou a oscilar. Isso possivelmente ocorre em razdo de a
adaptacdo da levedura a outros nutrientes para continuar a multiplicacdo celular,
visto que a producédo de biomassa continua aumentando em pH acima de 5 com as

leveduras Kluyveromyces marxianus (ATCC 46537, 12424 e 16045).
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O melhor rendimento na producdo de etanol foi com soro de ricota
autoclavado, essa resposta pode estar relacionada com a competicdo da levedura
com outros microrganismos presentes no soro de ricota ndo autoclavado, que pode
diminuir a eficiéncia da fermentacéo causada pela producdo de outros compostos no
meio de cultura. Entre as trés leveduras de melhor producédo de etanol, a que teve
melhor producéao foi a levedura Kluyveromyces marxianus (ATCC 46537) exposta ao
soro de ricota autoclavado, conforme pode ser observado na Figura 7 (B). Na
sequéncia, a mesma levedura fermentada em soro de ricota ndo autoclavado foi a

de melhor produgéo de etanol, Figura 7 (A).

Os resultados obtidos apds as fermentacfes da lactose presente no soro de
ricota com a leveduras Kluyveromyces marxianus (ATCC 46537), corroboram com
resultados obtidos em pesquisas realizadas por Sansonettiet al. (2011), com a
levedura Kluyveromyces marxianuscom cepa CBS 397, que apés 15 horas de
fermentacdo produziu 22,68 g/L de etanol, 4,41 g/L de biomassa a partir de uma
concentracgao inicial de lactose de 43,99 g/L. Em testes preliminares Sansonetti et al.
(2010a) empregando soro de ricota com concentracdo de lactose de 47,06 g/L
obtiveram o consumo maximo da lactose apds 18 horas de fermentacdo, com uma
producédo de 21,29 g/L de etanol e uma producdo de biomassa de 4,92 g/L. Em
experimento usando soro de ricota e concentracdo de lactose de 45 g/L
(SANSONETTI et al. 2009) obteve a converséo da lactose em aproximadamente 13
horas, com producéo de etanol de 23 g/L, porém ndo considerou nessa pesquisa a

producédo de biomassa.

4.4 Resultados da Selecdo das Leveduras com Permeado de Soro de

Queijo

A fermentacado da lactose foi realizada em agitador orbital (Shaker) a 150 rpm,
em temperatura de 37° C com permeado de soro de queijo autoclavado e néo
autoclavado. Para esses experimentos foram utilizados o0s microrganismos
Kluyveromyces marxianus (ATCC 46537, ATCC 16045, ATCC 12424, CBS 6556) e
Kluyveromyces lactis (ATCC 24176). A Figura 10 apresenta os resultados de cada
uma das leveduras e a producéo de etanol, variagdo do pH, consumo de lactose e

producdo de biomassa apds 52 horas de fermentacdo. Esses experimentos foram
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realizados com a finalidade de selecionar a levedura que apresentar maior producao

de etanol em permeado de soro de queijo.

Figura 10 - Fermentacéo do permeado de soro de queijo com as leveduras: A)
Kluyveromyces marxianus (ATCC 46537) néo autoclavado; B) Kluyveromyces
marxianus (ATCC 46537) autoclavado; C) Kluyveromyces marxianus (ATCC 12424)
nao autoclavado; D) Kluyveromyces marxianus (ATCC 12424) autoclavado.

Resultados biomassa (e), lactose (m), etanol (A) e pH ().
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Conforme Figura 10, a fermentacdo da lactose presente no permeado de soro
de queijo foi mais eficiente com as leveduras Kluyveromyces marxianus (ATCC
46537, 12424). Com permeado de soro de queijo ndo autoclavado o melhor
rendimento de etanol foi de 11,95 g/L em 32 horas de fermentacdo com a levedura
Kluyveromyces marxianus (ATCC 12424) e para a levedura Kluyveromyces
marxianus (ATCC 46537) a producéo de etanol foi de 6,83 g/L em 24 horas, Figuras
10 (A e C). J&A com as mesmas leveduras em permeado de soro de queijo
autoclavado, a producgéo de etanol foi de 12,6 g/L e 10,4 g/L em 32 e 24 horas de

fermentacdo respectivamente. O pH baixou até o momento em que a lactose atingiu
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a maxima reducdo, aumentando ao longo da fermentacdo como observado na
Figuras 10 (A, B, C e D), refletindo diretamente na producéao de etanol. O pH baixo
pode ser relacionado a produc¢éo de acidos organicos por essas leveduras, porém a
multiplicagdo celular continuou ao longo do cultivo, gerando uma biomassa de
aproximadamente 3,55 g/L para as duas leveduras no final do experimento.

Figura 11 - Fermentacédo do permeado de soro de queijo com as leveduras: E)
Kluyveromyces marxianus (ATCC 16045) nao autoclavado; F) Kluyveromyces
marxianus (16045) autoclavado; G) Kluyveromyces marxianus (ATCC CBS 6556)
nao autoclavado; H) Kluyveromyces marxianus (ATCC CBS 6556) em soro de ricota

autoclavado. Resultados biomassa (e), lactose (m), etanol (A) e pH ().
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As leveduras Kluyveromyces marxianus (ATCC 16045, CBS 6556) nao
apresentaram uma fermentacdo de lactose linear e a producdo de etanol foi
reduzida, ndo atingiu 1 g/L Figuras 11 (E, F, G, H). Entretanto ocorreu producéo de
biomassa para a levedura Kluyveromyces marxianus (ATCC 16045) atingindo uma
producéo de 3,69 e 3,91 g/L em permeado de soro de queijo ndo autoclavado e

autoclavado no final da fermentacéo, Figuras 11 (E e F). A produgao de biomassa
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pode estar relacionada a utilizacdo de outros nutrientes do meio de cultura para

multiplicacdo celular, ndo sendo somente a lactose o precursor na geragcdo da
biomassa.

Figura 12 - Fermentacao do permeado de soro de queijo com as leveduras: |)
Kluyveromyces lactis (ATCC 24176) nao autoclavado; J) Kluyveromyces lactis

(ATCC 24176) autoclavado.Resultados biomassa (e), lactose (m), etanol (A) e pH
().
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A levedura Kluyveromyces lactis(ATCC 24176) em permeado de soro de
gueijo autoclavado produziu 3,40 g/L de biomassa Figura 12 (I), porém nao

apresentou fermentacdo de lactose satisfatéria da mesma forma nao produziu
etanol.

As leveduras Kluyveromyces marxianus (ATCC 12424 e 46537) utilizadas na
fermentacdo da lactose do permeado de soro de queijo autoclavado produziram
etanol em 32 e 24 horas de fermentacao, atingindo 12,6 e 10,4 g/L. Para selecionar
a melhor levedura para seguir com os experimentos foi considerado o tempo de
fermentacdo e a maxima produtividade de etanol. Como a levedura Kluyveromyces
marxianus (ATCC 46537) produziu 10,4 g/L de etanol em 24 horas, isso gera uma
producdo de 0,43 g/L/h enquanto a Kluyveromyces marxianus (ATCC 12424)
produziu 12,6 g/L em 32 horas, que representa uma producao de 0,39 g/L/h, sendo

nesse caso o tempo um fator limitador fundamental para definir qual a levedura é
mais eficiente.



58

Apo6s analisar os resultados, a levedura Kluyveromyces marxianus (ATCC
46537) foi selecionada para continuar os experimentos, mesmo que o melhor
desempenho tedrico na conversao da lactose em etanol tenha sido com a levedura
Kluyveromyces marxianus (ATCC 12424). A preferéncia pela primeira foi definida por
ter um desempenho melhor frente ao tempo de fermentagéo, que foi de 24 horas,
enquanto a cepa (ATCC 12424) apresentou maxima fermentacdo somente em 32
horas. Outro fator relevante na escolha foi o melhor desempenho (ATCC 46537)
com soro de ricota, ao trabalhar com a mesma levedura facilita a analise
comparativa quanto ao rendimento, tempo de fermentacdo, comportamento de
agitacao e temperatura nos dois meios de cultura, soro de ricota e permeado de soro
de queijo. Os resultados mais expressivos nas fermentagdes foram observados
guando o meio de cultura foi autoclavado, pois a levedura é favorecida nessa
situacao por nao ter que competir com outros microrganismos que possam utilizar os
mesmos nutrientes para se multiplicarem, ou a producdo de outros compostos que
possam retardar a adaptacdo ao emprego da lactose na multiplicacdo celular do

microrganismo.

Os resultados obtidos por Silveira et al. (2005) confirmam que a levedura
Kluyveromyces marxianus tem potencial para fermentar a lactose do permeado de
soro de queijo, convertendo-a em etanol. Porém Silveira et al. (2005) obtiveram
resultados mais expressivos ao produzir 80,04 g/L de etanol, em sistemas com
baixos niveis de oxigénio, com uma concentracdo de 170 g/L de lactose em
temperatura de 30° C. Ja Koushki et al. (2011) em experimento utilizando a levedura
Kluyveromyces marxianus obtiveram resultados satisfatorios empregando permeado
de soro de queijo como meio de cultura para producdo de etanol. Em uma
concentracdo de 9,8% de lactose, teve uma eficiéncia de 91,3% de etanol com uma

conversao de 96,55% da lactose.

4.5 Resultados da avaliacdo das condi¢cbes de cultivo em shaker com

Soro de Ricota

Os experimentos em shaker foram conduzidos por 58 horas a fim de avaliar
diferentes concentracdes iniciais de lactose, pH e temperatura utilizando a levedura

Kluyveromyces marxianus (ATCC 46537) selecionada no item 4.3. Esse
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planejamento experimental possibilita a identificacdo da melhor condigdo para

realizacdo de testes mais especificos em biorreator.

Figura 13 —Fermentacéo do soro de ricota com as leveduras:Kluyveromyces
marxianus (ATCC 46537) em soro de ricota autoclavado a 150 rpm: (A) Lactose 51
g/L, pH inicial 4, temperatura 29° C; (B) Lactose 51 g/L, pH inicial 4, temperatura 41°
C; (C) Lactose 51 g/L, pH inicial 5,5 temperatura 29° C; (D) Lactose 51 g/L, pH inicial
5,5, temperatura 41° C.Resultados biomassa (e), lactose (m), etanol (A) e pH ().
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Na Figura 13 é possivel identificar a reducdo de lactose nas quatro condi¢cdes
testadas, porém em temperatura de 29° C a fermentacdo da lactose ocorreu em 20
horas, Figuras (A e C). Com temperatura de 41° C, a fermentacdo aconteceu em 12
horas, Figuras (B e D), a reducado da lactose coincidiu com a diminuicdo do pH nas
guatro condi¢des que, apds a maxima reducdo da lactose, aumentou e foi mantida
até o final da fermentacéo. A biomassa teve producdo mais intensa em até 20 horas,
porém continuou a ser produzida até o final do experimento. O aumento do pH apos
a maxima reducao da lactose pode ser causada pela utilizacdo de outros compostos

presentes no meio de cultura pela levedura. Isso pode ser relacionado com a
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producdo de biomassa que mesmo apds a reducdo da lactose continuou a ser
produzida, entretanto mais lentamente. A produgcdo de etanol mais representativa
pode ser observado na Figura 13 (C), com 4 g/L, sendo uma quantidade inferior aos
resultados obtidos para a mesma levedura nos testes realizados na selecéo da
levedura. Os resultados de etanol ndo foram significativos, possivelmente devido ao

meétodo empregado para deteccdo (CLAE).

Figura 14 —Fermentacdo do soro de ricota com as leveduras:Kluyveromyces
marxianus (ATCC 46537) em soro de ricota autoclavado a 150 rpm: (A) Lactose 73
g/L, pH inicial 4, temperatura 29° C; (B) Lactose 73 g/L, pH inicial 4, temperatura 41°
C; (C) Lactose 73 g/L, pH inicial 5,5 temperatura 29° C; (D) Lactose 51 g/L, pH inicial
5,5, temperatura 41° C.Resultados biomassa (e), lactose (m), etanol (A) e pH ().

A) B)

e
[
>
3
|
»
&
/
e
| S
[
»
L]
L 3
»> L ]

Biomassa (g/L}
Etanol (g/L)
.
-n
Lactose (g/L)
Biomassa (g/L)
Etanol (g/L)
'
)ll-’/
o
)
»
»
>
]
Lactose (g/L)

N
S

T T T = T T U
20 Tempo(h) 40 60 0 20 Tempo (h) 40 60

0

D)

80 8- 5- - 80

op
\\ /
)i

o X A o
Y A Feo Lso

it

L)

202

_'\v .\
| /:%.\./%‘\A,z.

Biomassa (g/L)
« Etanol (g/L)

~
L

v

./ k20
1

0 v v
Lo \V).\V v

0 : ; \
0 20 Tempo(h) 40 60 0 20 Tempo(h) 40 80

Biomassa (g/L)
=
Etanol (g/L)

Lactose (

)
L

Na Figura 14 A e C é possivel analisar a velocidade da fermentacdo da
lactose, que em temperaturas de 29° C € mais lenta, ocorrendo entre 20 e 24 horas.
Para temperaturas de 41° C, Figuras 14 (B e D) a fermentacdo da lactose ocorreu
em aproximadamente 12 horas. No mesmo periodo em que ocorreu a fermentacéo
da lactose o pH baixou, voltando a aumentar assim que a lactose atingiu a menor

concentragdo. A producgédo da biomassa ocorreu mais intensamente nas primeiras 20
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horas, porém continuou a ser produzida mais lentamente até o final do experimento.
O etanol produzido na fermentagao foi de aproximadamente 4 g/L, ficando abaixo da
guantidade produzida na selecéo da levedura com soro de ricota.

Figura 15 — Fermentagdo do soro de ricota com as leveduras: da levedura
Kluyveromyces marxianus (ATCC 46537) em soro de ricota autoclavado a 150 rpm:
(A) concentracdo de lactose 44 g/L, pH inicial 4,75, temperatura 35° C e (B)
concentragdo lactose 80 g/L, pH inicial 4,75, temperatura 35° C.Resultados

biomassa (e), lactose (m), etanol (A) e pH ().
A) B)

A - |80
(N A N P

.\\

\.4’ 40

IS

.
Lactose (g/L)
w Etanol (g/l) &

Biomassa (g/L)
o
N
Etanol (g/L)
S v
—e_ »
-
*
Y
W
»
\
3
.
& &
Lactose (g/L)

20

Biomassa (g/L)

[ ]
T
<)
=3

L]
Ny
—a—n

0 T T 1
0 20 Tempo(h) 40 60

Na Figura 15 (A e B) sdo apresentados os resultados das condi¢cdes do
planejamento experimental com a concentracdo mais baixa 44 g/L e mais alta 80 g/L
de lactose respectivamente. Na Figura A a lactose foi fermentada em 12 horas
coincidindo com a reducéo de pH, que a partir da estabilizacdo da lactose aumentou
constantemente até o final do experimento. A fermentacao da lactose na Figura B foi
mais lenta até atingir a estabilidade em 20 horas de fermentacdo, momento em que
o pH voltou a aumentar. Na concentragfes de lactose mais baixa, a fermentacao da
lactose foi mais rapida, possivelmente pela facilidade dos microrganismos em se
adaptar ao meio com menores quantidades de lactose, ja na concentracdo de 80 g/L
nas mesmas condi¢cdes, 0s microrganismos tiveram uma fase adaptativa mais lenta.
A maxima producdo de biomassa para concentracdo de lactose de 44 g/L foi de
5,05 g/L no final da fermentacdo, enquanto na concentracédo de lactose com 80 g/L
em 12 horas de fermentacédo a biomassa produzida foi de 5,69 g/L e atingiu no final
da fermentacdo 8,22 g/L Figura 11 (B). O etanol gerado néo foi satisfatério quando

comparado com os valores obtidos na selecao da levedura.
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Figura 16 —Fermentacg&o do soro de ricota com as leveduras: Kluyveromyces
marxianus (ATCC 46537) em soro de ricota autoclavado a 150 rpm (A) Lactose 62
g/L, pH inicial 3,5, temperatura 35° C; (B) Lactose 62 g/L, pH inicial 6, temperatura
35° C; (C) Lactose 62 g/L, pH inicial 4,75 temperatura 25° C; (D) Lactose 62 g/L, pH
inicial 4,75, temperatura 45° C; (E), lactose 62 g/L, pH inicial 4,75, temperatura

35° Resultados biomassa (e), lactose (m), etanol (A) e pH ().
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Na Figura 16 (C), em temperatura de 25° C a fermentacdo ocorreu em 30
horas, enquanto nas temperaturas de 35° C Figuras (A, B, E e D) e 45° C a

fermentacdo aconteceu em 12 horas. O pH baixou em todas as temperaturas até o
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momento da maxima reducao da lactose, voltando a aumentar durante o restante da
fermentacdo. Na Figura B, com pH 6, a fermentacdo aconteceu em 12 horas,
observou-se que a concentracdo de lactose néo influencia na velocidade da
fermentagdo, podendo a temperatura ser fator limitante no processo. O etanol
produzido ndo foi expressivo, porém a biomassa apresentou producdo maxima de

6,75 g/L Figura (E) ao final da fermentacgéo.

Uma situacdo que pode ser considerada na andlise de etanol do
planejamento experimental € o método que foi empregado na andlise (CLAE). A
deteccdo de etanol por esse método pode ter sido influenciada por outros compostos
presentes nas amostras. Na Figura 13 é possivel observar o pico principal de etanaol,
mas a linha de base esta extensa, influenciada por outros compostos, dificultando
dessa forma uma leitura especifica do etanol. JA a deteccdo por analisador
bioquimico empregada na etapa da selecdo da levedura detecta somente etanol,

sendo um método seletivo, mais eficiente e rapido para esse tipo de amostra.

Figura 17 — Cromatograma de amostra de etanol, pico principal, nas laterais

interferéncia de tendéncia a outros picos detectados por (CLAE)
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Fonte: o autor

Os resultados do planejamento experimental com soro de ricota ndo foram
satisfatorios, pelo fator da baixa producdo de etanol, quando comparado com
resultados de Sansonetti et al. (2009), Sansonetti et al. (2010a), Sansonetti et al.
(2010b), que conseguiram maxima producdo de etanol de 23 g/L. O mesmo autor

destaca que a producdo de etanol esta relacionada a produgdo de biomassa, no
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entanto ndo é possivel confirmar essa comparacdo em razdo de os valores de etanol

serem muito reduzidos.

4.6 Resultados da avaliacdo das condicbes de cultivo em shaker com

permeado de soro de queijo

O planejamento experimental com permeado de soro de queijo foi realizado a

partir da selecdo da levedura Kluyveromyces marxianus (ATCC 46537), conforme

descrito no item 4.4. Os dados obtidos em quinze testes distintos do planejamento

experimental conforme apresentado no item 3.2.4.2, Quadro 2 com permeado de

soro de queijo sdo apresentados nas Figuras (14, 15, 16 e 17).

Figura 18 —Fermentac&o do soro de ricota com as leveduras: Kluyveromyces

marxianus (ATCC 46537) em permeado de soro de queijo autoclavado a 150 rpm:
(A) Lactose 67,85 g/L, pH inicial 4, temperatura 29° C; (B) Lactose 67,85 g/L, pH
inicial 4, temperatura 41° C; (C) Lactose 67,85 g/L, pH inicial 5,5 temperatura 29° C;

(D) Lactose 67,85 g/L, pH inicial 5,5, temperatura 41° C. Resultados biomassa (e),

lactose (m), etanol (A) e pH ().
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Na Figura 18 sao apresentados os resultados da fermentacdo da lactose
presente no permeado de soro de queijo, que aconteceu em aproximadamente 30
horas, como pode ser evidenciado nas Figuras (A, B e D). Durante a fermentacao
da lactose, o pH baixou mantendo-se estavel até o final do experimento. Na Figura
(C) é possivel observar que a fermentacdo ocorreu em 42 horas, nesse mesmo
tempo o pH baixou e a demora na fermentacdo pode ser influenciada pela
temperatura de 29° C e pH 5,5. Em temperatura idéntica e pH 4 Figura 18 (A) a
fermentacéo foi mais rapida, sendo nesse caso o pH um limitador na velocidade da
fermentacdo. Nas mesmas concentracoes de lactose em temperaturas de 41° C a
maxima fermentacdo aconteceu em 30 horas, tanto em pH 4 e 5,5. Isso indica que
fermentacbes com temperaturas mais altas, mesmo com pH distintos, tém respostas
semelhantes, indicando uma melhor adaptacdo da levedura Kluyveromyces
marxianus (ATCC 46537) a temperaturas mais elevadas. Em temperaturas mais
baixas, o pH pode influenciar no tempo de fermentacdo, porém a producédo de
biomassa aconteceu em todos o0s experimentos, ainda assim nao foi possivel
relacionar com a producdo de etanol que foi reduzida, ndo atingindo as

concentracdes da selecéo da levedura com o0 mesmo meio de cultura.
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Figura 19 —Fermentac&o do soro de ricota com as leveduras:Kluyveromyces
marxianus (ATCC 46537) em permeado de soro de queijo autoclavado a 150 rpm:
(A) Lactose 129,1 g/L, pH inicial 4, temperatura 29° C; (B) Lactose 129,1 g/L, pH
inicial 4, temperatura 41° C; (C) Lactose 129,1 g/L, pH inicial 5,5 temperatura 29° C;
(D) Lactose 129,1 g/L, pH inicial 5,5, temperatura 41° C.Resultados biomassa (e),
lactose (m), etanol (A) e pH ().
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Nas Figuras 19 sdo apresentados os resultados da fermentacao da lactose na
concentracdo de 129,1 g/L lactose. Na temperatura de 29° C em pH 4 (Figura A) e
pH 5,5 (Figura C) a maxima fermentacdo ocorreu em aproximadamente 58 horas,
restando aproximadamente 50 g¢g/L de lactose nos dois meios de cultura. Na
temperatura de 41° C e mesma concentracao inicial de lactose Figuras 19 (B e D),
verificou-se a maior reducdo da lactose em pH 4, restando ao final das 58 horas
18,16 g/L de lactose em pH 5,5, ao final da fermentacéo restava 27 g/L de lactose
para ser fermentada. Em condicbes mais concentradas, a lactose tem um tempo
maior de fermentacdo. A producdo de biomassa foi estavel quando comparada aos
outros experimentos, mesmo com mais lactose no meio de cultura. O pH continuou a

baixar até o final do experimento, ndo sendo evidenciado o seu aumento como em
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outras condi¢des. A producéo de biomassa foi de 2,92 g/L em pH 5,5 e 2,44 e pH 4,

com uma producgao de etanol inferior a que foi encontrada na sele¢do da levedura.

Figura 20 —Fermentacéo do soro de ricota com as leveduras:Kluyveromyces
marxianus (ATCC 46537) em permeado de soro de queijo autoclavado a 150 rpm:
(A) Lactose 47 g/L, pH inicial 4,75, temperatura 35° C, (B) Lactose 150 g/L, pH inicial
4,75, temperatura 35° C.Resultados biomassa (e), lactose (m), etanol (A) e pH ().
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Na Figura 20 sédo apresentados os resultados com a maxima e minima
concentracdo de lactose empregada no experimento com permeado de soro de
gueijo. Na Figura 202, a fermentacao da lactose de 47 g/L ocorreu em 20 horas com
reducdo do pH. Apés a concentracao de lactose estabilizar, o pH voltou a aumentar
até o final do experimento, possivelmente nesse periodo a levedura se adaptou a
uma condicao reduzida de lactose utilizando outros nutrientes para continuar sua
multiplicacdo. Na Figura 20 B a maior concentracdo de lactose atingiu a maxima
fermentacdo em 58 horas, ao mesmo tempo, o pH diminuiu constantemente. Ao
comparar os dois experimentos é possivel observar que, em concentracfes
reduzidas de lactose, o tempo de fermentacdo € mais rapido, meios mais
concentrados possivelmente necessitam de maior tempo para atingir a maxima
fermentacdo da lactose. A producédo de biomassa foi mais intensa quando a lactose
estava menos concentrada (Figura A), mas mesmo apos a reducdo da lactose, a
biomassa continuou a ser produzida. Na Figura 20 B, a biomassa atingiu a maxima
producdo em 24 horas, 3,27 g/L, em seguida oscilou mantendo-se praticamente

constante até o final do experimento com 2,98 g/L. A producédo de etanol ndo foi
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satisfatoria, em nenhuma das condi¢des, quando observados os valores da selecéo

da levedura.

Figura 21 —Fermentacgdo do soro de ricota com as leveduras:Kluyveromyces
marxianus (ATCC 46537) em permeado de soro de queijo autoclavado a 150 rpm:
(A) Lactose 98,5 g/L, pH inicial 3,55, temperatura 35° C; (B) Lactose 98,5 g/L, pH
inicial 6, temperatura 35° C; (C) Lactose 98,5 g/L, pH inicial 4,75 temperatura 25° C;
(D) Lactose 98,5 g/L, pH inicial 4,75, temperatura 45° C; (E), lactose 98,5 g/L, pH

inicial 4,75, temperatura 35°. Resultados biomassa (e), lactose (m), etanol (A) e pH
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Na Figura 21, a fermentacao da lactose foi mais eficiente em temperaturas de
35° C e 45° C, como pode ser analisado nas Figuras A, B, D e E. Na temperatura de
25° C Figura C, a fermentacdo maxima da lactose aconteceu em 58 horas, porém
restaram ao final da fermentacdo aproximadamente 40 g/L de lactose para ser
fermentada. A produgcdo méxima de etanol foi de aproximadamente 5 g/L (Figura E),
inferior aos resultados encontrados no processo de selecéo da levedura. A producao
de biomassa refletiu a fermentacéo da lactose, mas na Figura D em temperatura de
45° C, a biomassa ao final da fermentagéo foi de aproximadamnte 1 g/L, apés uma
producdo maxima de 2 g/L em 36 horas. Em temperaturas mais altas, a producéo de
biomassa pode ser comprometida, possivelmente pela menor multiplicacao celular e

a lenta fermentacédo da lactose pela levedura.

Os resultados do planejamento experimental com permeado de soro de queijo
nao atingiram a producdo de etanol desejada quando comparados com o etanol
produzido na selecdo da levedura com permeado de soro de queijo. Resultados
obtidos em experimentos realizados por Koushki et al. (2011) e Silveira et al. (2005)
com permeado de soro de queijo foram superiores aos resultados obtidos no
presente trabalho nos cultivos com permeado de soro de queijo. Uma possivel
hipétese sobre os niveis de etanol abaixo do esperado podem ser relacionados ao
método analitico empregado na deteccdo do etanol (CLAE) descrito no item
3.2.3.5.3 que pode nédo ser o mais indicado. Para selecdo da levedura, as analises
foram realizadas em Analisador Bioquimico, conforme descrito em 3.2.3.5.2 e 0s

resultados foram satisfatorios.

4.7 Resultado da fermentacdo do soro de ricota e permeado de soro de

gueijo em biorreator

Apbs concluido o planejamento experimental foram realizados dois testes em
biorreator com a levedura Kluyveromyces marxianus (ATCC 46537) empregando
soro de ricota e permeado de soro de queijo autoclavados. A lactose dos dois meios
de cultura foi ajustada para 100 g/L, porém apds ser autoclavado e adicionado o
inéculo foi realizada analise da lactose que apresentou concentracédo inicial de 63,54
g/L para soro de ricota e 71,36 g/L para o permeado de soro de queijo. Essa

reducdo na lactose ap0s ser autoclavada pode acontecer em razdo de a hidrélise da
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molécula e producdo de outros compostos ou aglUcares. Foram coletadas amostras
a cada 4 horas e os resultados da fermentacdo da lactose, producao de etanol e

biomassa em soro de ricota e permeado de soro de queijo sdo apresentados na
Figura 18 A e B.

Figura 22 —Fermentacéo do soro de ricota com as leveduras:Kluyveromyces
marxianus (ATCC 46537) com soro de ricota autoclavado a 150 rpm: (A) Lactose
100 g/L, pH 4,8, temperatura 37° C; e com permeado de soro de queijo em (B)
Lactose 100 g/L, pH inicial 4,8, temperatura 37° C.Resultados biomassa (e), lactose
(m), etanol (A) e pH ().
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A fermentacdo da lactose presente no permeado de soro de queijo atingiu
maxima fermentacdo em 24 horas, restando no meio de cultura 31,02 g/L. Com soro
de ricota a fermentacdo da lactose atingiu maxima fermentacdo em 16 horas,
restando ao final das 24 horas 32,43 g/L de lactose para ser fermentada. A producéo
de biomassa foi de 4,3 g/L com soro de ricota e 3 g/L com permeado de soro de

gueijo, a producado de etanol foi de 3,13 g/L e 3,05 g/L analisado por (CLAE) sendo
detectado em concentracfes reduzidas.

Ao final da fermentacéo foi coletada uma amostra composta do fermentado de
soro de ricota e uma amostra de permeado de soro de queijo para analise de etanol.
O rendimento foi de 32,6 mL de etanol/L para soro de ricota e 37,9 mL de etanol/L

para permeado de soro de queijo, analisado por densimetro digital Mettler/Paar
(DMA45).
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No inicio da fermentacédo foram coletadas duas amostras, uma de cada meio
de cultura, para realizagdo da analise de DQO, ao final da fermentacdo esse
processo foi realizado novamente e os resultados da DQO em soro de ricota e

permeado de soro de queijo sdo apresentados na Figura 23.

Figura 23 - Resultados de DQO inicial e final para soro de ricota e permeado

de soro de queijo ap6s 24 horas de fermentacdo em biorreator.
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Fonte: o autor.

A andlise do permeado de soro de queijo realizada no inicio da fermentacao
apresentou 133,8 g/L de DQO, apés a fermentacéo de 24 horas a DQO detectada foi
de 49,5 g/L. Ja com soro de ricota a DQO de 101,2 g/L foi detectada no inicio da
fermentacéo e ao final das 24 horas a DQO reduziu para 47,2 g/L. Nos dois cultivos
foi possivel observar a reducdo da DQO, porém ao final das 24 horas de
fermentacdo ainda restava uma DQO elevada que possivelmente pode ser reduzida
com o aumento do tempo de fermentacédo, atingindo niveis abaixo ou muito proximos
ao limite estabelecido pela legislacdo CONSEMA n° 128 de 2006.

Ao avaliar a reducdo da DQO do soro de queijo Munari et al. (2013)
alcancaram uma reducdo de aproximadamente 45% em 24 horas de fermentacdao.
No presente trabalho, nesse mesmo periodo, foi possivel atingir uma reducédo de
63% da DQO para fermentacdo da lactose em permeado de soro de queijo e em
soro de ricota uma reducéo de 52,8%. A maior reducao observada com permeado

de soro de queijo e soro de ricota pode ser relacionada ao tipo de tratamento
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empregado para preparacdo da fermentacdo e a matéria-prima ter passado por

diferentes tratamentos.

A DQO mais elevada no permeado de soro de queijo no inicio da fermentacdo
pode ser relacionada com a quantidade de lactose que era de 71,36 g/L, quando
comparada ao soro de ricota, que apresentava lactose de 63,54 g/L. A reducao da
DQO nos dois meios de cultura pode ser relacionada com a fermentacao da lactose,
gue é o principal precursor da DQO elevada nos residuos lacteos.

4.8Estimativa de investimento para instalacdo e operacédo de ETE para o

setor lacteo

Ao analisar o setor lacteo, um dos problemas mais aparentes esta relacionado
aos residuos gerados pelos laticinios, entre eles o soro de ricota e permeado de
soro de queijo. Esses residuos ndo séo tratados separadamente nas ETEs, sendo
incorporados nas aguas de lavagem dos equipamentos e a outros residuos para
tratamento. Segundo Matcalf e Eddy (2004), o custo de energia estimado para
tratamento dos residuos de laticinios € de aproximadamente R$ 0,11/m3. Uma
empresa que gera 100 m3 de residuo/dia em 30 dias tera um custo estimado de R$
330,00 ao més, acumulando em um ano R$ 3.960,00, com gastos em energia
elétrica, sendo negligenciado nesse caso mao de obra e produtos quimicos

empregados no tratamento.

O investimento em instalacdo e em manutencédo de ETE para tratamento de
residuos lacteos demanda de recursos financeiros e ndo gera receita para industria
(GOMES 2006). O mesmo autor, ao comparar investimento de dois sistemas para
tratamento para 80.000 a 120.000 litros/dia de residuos, considerou o sistema mais
caro e o mais barato, que estdo entre os quatro mais empregados mundialmente
Tabela 1. Ao comparar os valores de investimento mais os valores de operacdo ao
longo de 10 anos, Gomes (2006) constatou que o tratamento com filtro anaerdbico

se torna viavel, mesmo sendo mais cara a sua implantacdo Tabela 11.
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Tabela 11 — Diferenca de valores da implantacdo mais custo operacional
durante 10 anos.

Sistema Tratamento Investimento Instalacéo Custo Tratamento Total 10 anos
10 anos
Filtro Anaerdébico com 1.197.134,78 R$ 317.436,20 1.514.570,98
Filtro Bioldgico e
Percolador
Lodo Ativado 665.116,60 R$ 1.143.346,60 1.808.463,20

Fonte: adaptado pelo autor de (Gomes 2006). Valores atualizados segundo Fundag&o
Economia Estatistica (FEE) 2014.

A estimativa de custo é uma etapa importante para se conhecer a viabilidade
de um processo industrial através da analise econémica que deve estar aliada a
analise técnica do processo. A analise econdémica de um processo estima 0s custos
envolvidos no projeto, como: instalagdo, matéria-prima, mao de obra e utilidades
(FORTUNATO 2012). A otimizacdo mais eficiente deve incluir sempre custos de
investimento e de operacdo de todas as unidades operacionais, iSso € possivel

através da estimativa dos custos (SANTO 2007).

Segundo Nascimento e Ferrero (2007), na implantacdo de um sistema de
tratamento de efluentes € necessario considerar diferentes aspectos para se obter
uma eficiéncia favoravel para a industria. Entre os quais deve estar relacionada a
area onde sera instalada a ETE juntamente com outros fatores importantes como
topografia do terreno e localizacdo, pois deve estar prOxima de um corpo receptor
para o lancamento dos residuos tratados, o solo tem que ser favoravel a
compactacdo para evitar maiores gastos com transposicdo. Além da analise da
viabilidade econbmica, que € fator extremamente importante no estudo, sendo

necessario avaliar o tipo de residuo e o custo para operacao.

4.9 Estimativa de investimento em equipamentos para producdo de

etanol

A producdo de etanol a partir da lactose presente no soro de ricota e

permeado de soro de queijo surge como uma nova alternativa ao setor lacteo.
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Diante disso foi realizada estimativa de investimento em equipamentos e instalagéo
para fermentacdo de 100.000 litros/dia de soro de ricota ou permeado de soro de
queijo para producao de etanol, que € apresentado na Tabela 12. A estimativa para
instalacdo de usina para producao de etanol foi realizada conforme método sugerido
por Peter e Thimerhaus (1991). Foi considerado que a usina deve ser instalada nos
arredores da indUstria, para evitar despesas com compra de terreno, desapropriacao
e transporte de residuos.

No Anexo 1 é apresentada lista de equipamentos de laboratério pra
manutencdo da levedura, para o preparo do inéculo e equipamentos para
implantacdo da usina com um investimento estimado de R$ 2.567.279,33. Ja Araujo
(2001) estimou o valor para implantacdo de usina semelhante e os valores
atualizados pela FEE (2014) foram de R$ 2.851.979,16, sendo possivel observar
uma diferenca nos valores, de R$ 284.699,83, porém essa diferenca pode ser

considerada aceitavel por ser uma estimativa.

A estimativa para instalacdo da usina para producao de etanol foi realizada a
partir do método proposto por Peter e Thimmeraus (1991), conforme Tabela 5, a
partir de valores obtidos em pesquisa de precos realizada com fornecedores de

equipamentos, conforme Anexo 1.
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Tabela 12 — Estimativa de investimento necessario para instalar uma usina

para fermentag&o de 100.000 litros/dia de residuos lacteos

Componentes Porcentagem Custo R$
Compra de equipamentos* 100 R$ 612.715,83
InstalagcBes dos equipamentos 0,47 R$ 287.976,44
Instrumentacé&o e controles 0,18 R$ 110.288,85
Tubulacgéo instalada 0,66 R$ 40mic4.392,74
Instalacao elétrica 0,11 R$ 67.398,74
Edificacbes 0,18 R$ 110.288,85
InstalagBes para utilidades 0,7 R$ 428.901,08
Custo com engenharia e supervisdo 0,33 R$ 202.196,22
Despesas de Construcao 0,41 R$ 251.213,49
Contingéncia 0,1 R$ 61.271,58
Despesas com empreiteiros 0,05 R$ 30.635,79
Total Investimento R$ 2.567.279,33

Fonte: Adaptado ao método de Peter e Timmerhaus (1991).

Se considerar a fermentacéo diaria de 100.000 litros/dia com uma producao
maxima de 37 mL/litro de etanol conforme resultado obtido em biorreator com
permeado de soro de queijo, é possivel produzir 3.700 litros de etanol/dia e
1.110.000 litros de etanol/més. Estimando um lucro bruto de R$ 0,20 por litro geraria
uma receita de R$ 22.200,00 més. Em 10 anos a receita gerada atingiria R$
2.660.400,00. Com soro de ricota e uma fermentacdo de 100.000 litros/dia a
producédo de etanol seria de 3.200 litros, considerando que em biorreator foram
produzidos 32 mL/litro etanol por litro de soro. Com uma producdo de 30 dias a
producdo de etanol atingiria 960.000 litro/etanol com uma receita mensal de R$
19.200,00 més.

A implantacdo do projeto baseado nas estimativas apresentadas se torna
viavel ao longo de 10 anos, para uma empresa que produz aproximadamente
100.000 litros de residuo dia, mas € importante ressaltar que Sao necessarios
estudos mais detalhados quanto aos valores de investimento. O presente trabalho
apresenta uma estimativa comparando valores da literatura para implantacdo de
ETE e valores reais para a implantagdo da usina para producdo de etanol.

Apontando, ainda, a viabilidade do projeto na producgéo de etanol.
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5 CONCLUSOES

Diante dos resultados no presente trabalho foi possivel concluir que:

- As variacdes observadas em relacdo a composicédo fisico-quimica dos
diferentes lotes analisados de soro de ricota podem ser consequéncia da

composicao do leite empregado para fabricacédo do queijo e da ricota.

- A levedura Kluyveromyces marxianus (ATCC 46537) teve a melhor resposta

na conversao da lactose do soro de ricota e permeado de soro de queijo em etanol.

- A fermentacao da lactose presente no soro de ricota e permeado de soro de

gueijo apresentou melhor rendimento com meio de cultura autoclavado.

- Tanto para o soro de ricota como para o permeado de soro de queijo a
melhor resposta da fermentacdo ocorreu em temperaturas entre 35 e 45° C com pH
inicial entre 4 e 5, nessas condi¢cdes a fermentacdo da lactose foi mais rapida e a

producéo de etanol foi maior.

- A fermentacdo da lactose em etanol no biorreator de bancada diminuiu

consideravelmente a DQO do soro de ricota e do permeado de soro de queijo.

- A estimativa de investimento em uma ETE é inferior em relacdo a estimativa
de implantacdo de uma usina para producdo de etanol, porém a usina pode ser
viavel pela possibilidade de geracdo de receita, na ETE os residuos sao tratados e
descartados, a usina os residuos sdo beneficiados e transformados em novos

produtos.
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ANEXO 1

Equipamento Quantidade | Investimento R$
Tanques de fermentacdo aco ASI 316 3 390.000,00
Biorreator laboratorial 1 94.364,00
Destilador alcool 1 76.000,00
Espectrofotometro 1 19.173,00
Capela de fluxo 1 12.586,27
Autoclave 1 5.550,85
Destilador alcool laboratorial 1 4.372,00
Geladeira it 3.861,47
Pipetadora automéatica de 1 mL i 1.279,30
Agitador tubos 1 1.195,00
Balanca 1 1.205,71
Destilador agua 1 868,83
Banho-maria 1 603,35
Estufa bacteriologica 1 603,35
Barrilete para agua destilada (capacidade 10 L) 1 362,00
Provetade vidrode 1 L 5 210,55
Erlenmeyers de vidro (1000 mL) com tampa 5 176,00
Proveta de vidro (300 mL) 5 109,75
Erlenmeyers de vidro (250 mL) 10 66,90
Ponteiras para pipetadora automatica de 1 mL 1000 45,00
Espatulas de pesagem 6 42,00
Alca de drigalski 3 24,00
Tubos de ensaio de vidro (20 mL) 10 16,50
Total: 612.715,83



