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RESUMO

Neste trabalho avaliou-se técnica e economicamente um maior aproveitamento da
lactose proveniente do soro de leite das industrias de laticinios da regido oeste do
Parana para desenvolver um produto que venha suprir, a0 menos em parte, a
necessidade de uma fonte renovavel de biocombustiveis, o etanol. Para cada litro de
soro sao desperdicados cerca de 50 g de lactose e 10 g de proteina, além de 0,5 a
0,7% de sais minerais com elevado valor nutricional e funcional, criando condicbes
para poder pensar-se num processo de valorizagdo do soro com simultanea redugéo
da carga poluente e aumento da diversidade de oportunidades para agregar valor e
aproveitamento dos residuos de pequenos e médios laticinios. Muitos produtores se
interessam pela questdo do alcool a partir desta fonte para abastecer a sua frota e
reduzir a logistica de transporte, no entanto dependem de um custo, equiparando-se
com O preco pago atualmente para outras empresas que aproveitam O SoOro.
Pensando nesta realidade, desenvolveram-se testes experimentais com rotas
econbmicas para a producao de etanol a partir de processos fermentativos. Avaliou-
se pré-tratamento quimico para hidrélise da lactose e fermentagdo convencional e
processo com leveduras que fermentam diretamente a lactose nas mesmas
condi¢cdes operacionais e nutricionais de fontes de micronutrientes e extratos
proteicos. Primeiramente, avaliou-se para diferentes rotas a conversdo da lactose
em etanol. Posteriormente, com a definicdo de uma rota adequada monitorou-se o
comportamento celular associado ao consumo de substrato e formacao de produtos.
Observou-se que é possivel altas conversbes de substrato e melhoria na
produtividade do processo de producao de etanol. A melhor opc¢éo foi pela rota que
utiliza levedura e co-culturas de leveduras com a capacidade de realizar diretamente
a assimilacao de lactose e formacao de etanol em uma Unica etapa, ao invés de pré-
tratamento quimico, o qual ndo trouxe vantagens significativas. Do ponto de vista
econdbmico, partindo-se do soro in natura, seria possivel obter um retorno de R$
1.560,00 por més para uma capacidade de processamento de 17.000 litros por
semana, o0 que mostra uma agregacao de valor no caso da opcéo do etanol.

Palavras-chave: soro, lactose, hidrélise acida, Kluyveromyces marxianus.



1 INTRODUCAO

Nas industrias de laticinios, entre os principais efluentes encontra-se 0 soro
provindo da producao de queijos. Soro € o nome dado ao liquido remanescente das
etapas de precipitacdo e remocdo da caseina do leite, durante a fabricacdo do
queijo. As industrias de laticinios o produzem diariamente em grandes quantidades.
Para 1 kg de queijo produzido gera-se, em média, 9 kg de soro. Na regido oeste do
Parand, segundo nossas pesquisas nos laticinios da regido, estdo em
funcionamento 15 indastrias de laticinios de pequeno e médio porte que produzem
cada uma, em média, de 30 a 50 mil litros de soro por dia, perfazendo um total de
600 a 800 mil litros dia, estas empresas geralmente vendem o soro por 0,03 R$ L™
para o processamento do soro em po. Por se tratar de um subproduto de baixo valor
econdmico, antigamente o soro era simplesmente langado nos cursos d’agua sem
nenhum tratamento prévio. A producdo de queijo € deste modo, responsavel pela
geracdo de grandes quantidades de efluentes, tornando-se um grave problema
ambiental devido a sua elevada carga organica de dificil biodegradabilidade. Sua
alta Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) dificulta significativamente a eficiéncia de
qualguer tratamento de efluente. Portanto hd uma necessidade do estudar
alternativas de utilizacdo da lactose presente no soro de queijo.

Um dos caminhos mais promissores € utilizar a lactose do soro como fonte de
carbono para a producdo de acidos organicos por fermentacdo. A lactose néo é
usada diretamente nos processos fermentativos convencionais que empregam
Saccharomyces cerevisiae.

Apesar de a levedura Saccharomyces cerevisiae fermentar uma grande
variedade de agucares, ndo € capaz de metabolizar a lactose, devido a auséncia da
enzima a-galactosidase (que hidrolisa este agucar em glucose e galactose) e da
permease da lactose, que permite a entrada da lactose para o interior das células.
Isto s6 seria possivel indiretamente através da glicose e da galactose produzidas
pela hidrolise de sua molécula através da 3-D-galactosidase (obtida comercialmente)
ou da hidrolise acida a alta temperatura, geralmente a 150° C e curto tempo.

Outro aspecto em que os processos de fermentacdo da lactose séo passiveis
de melhoramento ndo se prende com 0 processo prévio enzimatico ou acido em si,

mas com o microrganismo utilizado na fermentacdo alcodlica da lactose.



O microrganismo mais utilizado é a levedura do género Kluyveromyces, que
fermenta naturalmente este aclcar apresentando, no entanto, problemas de inibicdo
por etanol. Apesar da possibilidade de utilizar uma rota mais simples, o problema
maior reflete em altos volumes com baixa concentracéo de etanol.

A avaliacédo de alternativas para a producédo de etanol por fermentacéo, se
por rota prévia quimica, enzimatica ou unicamente por levedura Kluyveromyces
depende ainda das condicbes operacionais de temperatura, pH e suprimentos
nutricionais para acelerar a fermentacao.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver estudos técnicos e econdmicos para
maior aproveitamento da lactose proveniente do soro de leite das industrias de
laticinios da regido oeste do Parana para elaboracdo de um produto que venha
suprir, a0 menos em parte, a necessidade de uma fonte renovavel de
biocombustiveis, o etanol. Quanto a matéria prima, utilizou-se soro em p6 cedido
pela Sooro de Marechal Candido Rondon, com alta concentragdo de lactose e soro
liquido cedido pelo Laticinio La Salle de Palotina - PR. Para ambas as matérias
primas, procurou-se avaliar rotas envolvendo tratamento acido a alta temperatura
com correcdo do meio e posterior fermentacdo com S. cervisiae, Kluyveromyces
marxianus e co-culturas dos dois microrganismos. Apesar de apresentarem reacdes
lentas e produtividade moderada, a op¢ao pelo processo envolvendo co-culturas de
Kluyveromyces e S. cervisiae mostrou-se mais eficiente, obtendo-se concentragoes

de etanol superiores a alguns experimentos verificados na literatura.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SORO: DEFINICOES E CARACTERISTICAS

Em decorréncia dos problemas enfrentados pelas industrias para efetuarem o
tratamento do soro como residuo industrial, adequando-o as exigéncias dos 6rgaos
de inspecdo e saude publica, comecaram na década de 60 os testes de
aproveitamento para o soro de queijo (KOSIKOWSKI, 1967; NELSON; BROWN,
1969). O soro de queijo pode ser definido como a parte liquida do leite, apos a
precipitacdo da caseina, seja para fabricacao desta, seja na confeccado de queijos. O
soro engloba aproximadamente metade dos solidos contidos no leite, dos quais a
lactose € o constituinte presente em maior quantidade (RAMOS, 1985).

Nas Tabelas 1 e 2 observa-se as composic¢oes do leite e extrato seco do soro,

além de outros componentes importantes.

TABELA 1 - Composi¢édo média do leite bovino

Componentes Composicao (%)
Agua 86

Proteina 3,5 (85% caseina)
Gordura 4,0
Lactose 5,0
Minerais 0,7
Fosfolipidios 0,03
Calcio 0,1

Fonte: (BOBBIO; ORSATTI, 1992)

TABELA 2 - Principais componentes do extrato seco do soro de queijo in natura

Componentes Composicao (%)
Lactose 70 a 80
Compostos nitrogenados 10a 14
Sais minerais 15a4
Lipideos 0,05a0,6

Fonte: (SANTIAGO, et al., 2004)



Aproximadamente 50% de produgdo mundial de soro de queijo passa por
algum tratamento e é transformado em varios produtos alimenticios, sendo que 45%
deste total € utilizado diretamente na sua forma liquida, 30% na forma de soro de
queijo pulverizado, 15% como lactose e subprodutos delactosados e o restante
como queijo (MARWAHA; KENNEDY, 1988).

Dentre os subprodutos da industria de laticinios, o0 soro € que se encontra em
maior quantidade, tanto em volume gerado, como pela carga poluidora, podendo
causar graves problemas ambientais se lancado na natureza. Quase todo o volume
do leite se transforma em soro de queijo que contém metade do extrato seco,
representado por lactose, proteinas sollveis e sais (PAULUCCI, 1991).

O soro jogado diretamente no solo causa problemas ambientais, pois
compromete a estrutura fisico-quimica do solo e diminui o rendimento das colheitas
(PONSANO et al., 1992). Possui alta DBO, variando de 30.000 a 50.000 mg L™
(MAWSON, 1994). Embora vérias possibilidades de utilizacdo tenham sido
pesquisadas nos ultimos 50 anos, até o ano de 1995, a metade do soro produzido
em todo o mundo ainda era descartado como um efluente (SISO, 1996).

Segundo ATHANASIADIS et al., 2004, o soro de leite contém em média de
4,8 a 5,3% de lactose, possuindo uma elevada carga organica de 40-70 g L™
representando um importante problema ambiental. Cerca de 9 kg de soro de leite
sdo gerados durante a producéo de 1 kg de queijo, totalizando mais de 160 milhées
de toneladas de soro de leite produzidos no mundo a cada ano (GUIMARAES et al.,
2010).

O Brasil € o0 sétimo maior produtor de queijos do mundo com uma produc¢ao
total em 2005 de 480 mil toneladas, gerando aproximadamente 4,3 milhdes de
toneladas de soro de queijo (USDA, 2006).

Na regido oeste do Parana estima-se que sejam produzidos 1,0 milhdo de
litros por dia dos quais 10% sdo destinados a alimentacdo animal e 90% sé&o
vendidos para empresas.

O soro de queijo torna-se um grande problema se descartado no meio
ambiente, devido sua alta carga poluidora, possui elevada DBO, em torno de 30-60
kg m™ e é constituido principalmente de alta concentracéo de lactose, em torno de 4
a 8% (p/v) (HATZINIKOLAU et al., 2005).



O soro de leite jogado diretamente no solo, causa problemas ambientais, pois
compromete a estrutura fisico quimica do solo e diminui o rendimento das colheitas
(PONSANO et al., 1992).

A lactose esta presente no leite e no soro, em média 5% no estado molecular
em solugdo verdadeira, com particulas de didmetros inferiores a 1 nm. E formada
por dois monossacarideos, uma molécula de D-glicose e uma de molécula de B-D-
galactose. O grupo no carbono anomérico da porcéo glicose ndo esta envolvido na
ligacdo glicosidica, ficando livre para reagir com agentes oxidantes, sendo assim a

lactose é considerada um acucar redutor (BECKER, 2009).

2.2 FERMENTACAO ALCOOLICA DO SORO

Quanto a fermentacdo do soro de leite para fins de producdo de etanol,
trabalhos tem sido relatados a partir de meados da década de 70, estimulados pela
crescente necessidade mundial de energia, além de representar uma forma simples
de tratamento e disposicdo de grandes quantidades de soro de leite produzido pelos
laticinios (KOSIKOWSKI, 1979).

Com os crescentes precos dos combustiveis automotores, tem-se chamado a
atencado para a possibilidade de produzir etanol a partir de outras fontes renovaveis.
Neste contexto, o soro de queijo vem surgindo como uma alternativa viavel na
producao de etanol (DEMOTT et. al., 1981; CHEN; ZALL, 1981).

A hidrélise da lactose ja € estudada a longo tempo, na producdo de alimentos
ou como substrato para fermentacao alcodlica para producdo de etanol (GEKAS;
LOPES-LEIVA, 1985). Inicialmente, foi como rota acida-fermentativa a ser explorada
e neste caso, severas condi¢Oes de pH e temperatura faziam a converséo de 80%
de hidrélise em 3 min., a temperatura de 150° C e pH igual a 1 ou 2 (GEKAS, 1985).
Em outro trabalho, sugere-se como alternativa mais viavel o método enzimaético,
utilizando a enzima [B-galactosidase (GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985; MAHONEY,
1997).

Na fermentacdo, a escolha do microrganismo a ser usado na producdo de
etanol depende do processo empregado, do substrato em questdo e dos objetivos a
serem alcancados, é desejavel que as leveduras produtoras de alcool apresentem

certos requisitos para que a eficiencia do processo seja adequada, tais como o



fornecimento de alta taxa de fermentacao e alto rendimento do produto (MENESES,
1980; JONES et al., 1983; KOSARIC et al., 1983).

No trabalho de Vinhal (2001), aspectos fisico-quimicos importantes para a
fermentacdo a partir da hidrolise da lactose envolvendo modificacdes fisicas e

quimicas sao levantados pelo autor, Quadro 1.

QUADRO 1: Propriedades comparativas da lactose e da lactose 90% hidrolisada

LACTOSE .
PROPRIEDADES LACTOSE REFERENCIA
HIDROLISADA
Solubilidade g/100 ml a 25° C 17 55 TALLEY; HUNGER (1952)
; ; = 5
Viscosidade cP de solugéo a 50% 17 105 HEMME et al., 1979
az25°C
Fermentabilidade Limitada Boa -
Taxa relativa de escurecimento 1 3,4 POMERANZ et al.1962
Dogura relativa a solugéo de GUYE; EDMONSON (1978);
sacarose 30-40 65-90 AMERINE et al.
Propriedades umectantes - Comparavel a SHAH ; NICKERSON (1978)
sacarose

Fonte: VINHAL, 2002

Trabalhos recentes na producdo de etanol tém utilizado rotas enzimaticas-
fermentativas. Em Andrade (2005,p.35) experimentos foram realizados empregando
fermentacao simultanea a hidrolise enzimatica, variando as quantidades de soro de
gueijo, quantidade de nutrientes (na forma de extrato de levedura e sulfato de
amonio), quantidade de enzima, quantidade de indculo e agitacdo. As condi¢bes de
temperatura e pH para todos os ensaios foram afixadas em 30° C e 4,5.

Atualmente esforgos estdo sendo direcionados em rotas que utilizam
leveduras capazes de hidrolisar a lactose e fermentar simultaneamente. Em trabalho
recente de DRAGONE, et al.,, (2009), o presente estudo visou a producdo e
caracterizacdo da producéo de etanol através da fermentacdo descontinua do soro
de queijo e posterior destilacdo do produto fermentado. Os ensaios fermentativos
foram conduzidos a 35° C e 150 rpm por 92 h, em um biorreator de 7 litros (volume

total) empregando a levedura Kluyveromyces fragilis.



No caso acima, a fermentacao da solucdo de soro de queijo em p6 com uma
alta concentracdo inicial de lactose (200 g L™) permitiu obter um fermentado

alcoolico com um teor de etanol de 9,6% v/v, apos 92 h (Figura 1).

FIGURA 1. Variacdo das concentragbes de lactose, etanol e biomassa durante a
fermentacdo da solucdo de soro de queijo em po pela levedura Kluyveromyces
fragilis a 35° C e 150 rpm.
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Fonte: DRAGONE, et al., (2009)

Alguns autores tém relatado que a utilizacdo de soro de queijo em p6 em vez
do soro de queijo bruto (sem tratamento) proporciona uma fonte concentrada de
lactose e de outros nutrientes que permitem um processo mais econdémico para a
producéo de etanol (OZMIHCI; KARGI, 2007b; c).

Segundo esses autores, 0os custos da destilacdo podem ser reduzidos
mediante a fermentagcéo de solugbes concentradas de soro de queijo em po (até 200
g L™ de lactose) que possibilitam teoricamente alcancar elevadas concentracées de
etanol (10-12% v/v).

De acordo com OZMIHCI; KARGI (2007a), o custo de producdo do soro de
queijo em pé a partir do soro de queijo pela secagem por pulverizacdo ou em tambor
varia entre U$S 0,20 e 0,40 kg™ de soro, o que permite compensar os custos da

destilacao para a producéo de etanol puro.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 DESCRICAO DA ROTA ENVOLVENDO HIDROLISE E FERMENTACAO

O fluxograma da Figura 2 mostra o procedimento realizado desde o preparo
da matéria prima até o produto final, passando pelo processo de fermentacdo e
monitoramento das variaveis de interesse, bem como o calculo dos fatores de
rendimento. Inicialmente o soro liquido recém adquirido e conservado a baixa
temperatura em geladeira, € concentrado a 50%, filtrado e caracterizado para
determinar o teor de lactose (principal fonte de carbono do processo),
posteriormente para realizacdo da hidrolise acida, o pH € levado a 2 com HCI
concentrado hidrolisado e submetido a 150° C por 4 min em tubos de ensaio no
bloco digestor com controle de temperatura. Em seguida, apos resfriamento,
neutraliza-se com hidroxido de sédio e faz-se a corre¢cdo do meio com nutrientes e
extrato de levedura. Novamente o pH € corrigido para 4,5 com &cido sulftrico P.A. e
a temperatura é ajustada a 30° C. O volume de fermentac&o € corrigido para 200 ml
com agua destilada e adicionado em erlenmeyer. Determinados experimentos nado
eram agitados com frequéncia e observou-se periodos de reacdes lentas, devido ao
acumulo de CO; e limitacGes de transferéncia de massa. Posteriormente, optou-se
por submeter a agitacdo em banho-maria, agitador do tipo Doubnoff a uma
frequéncia de 100 rpm visando a retirada do CO, e permitir maior aeracao visando o
crescimento celular, o que trouxe maior velocidade de reagcdo e tempos mais curtos
de fermentacdo. Nos processo agitados, fermentacdo ocorreu por tempo suficiente
para conversdo dos acgUcares, até baixa concentracdo final constante. Durante o
processo, monitorou-se a biomassa, liberagdo de didéxido de carbono, Brix e
acucares redutores. Com os valores da biomassa e variacdo da concentracdo de
acucares redutores obteve-se o fator de rendimento em relacdo ao substrato. No
caso do etanol, apos a fermentacdo, o volume total de fermentado foi medido e
destilado. Destilou-se a amostra em um microdestilador Kjedal modificado, obtendo-
se um volume de destilado, no qual foi medido o teor e a massa de 4alcool,
possibilitando, através de calculos, avaliar-se a concentracdo de etanol no

fermentado e posteriormente o fator de rendimento etanol/substrato do processo.



FIGURA 2. Fluxograma do processo envolvendo hidrélise quimica e fermentacao
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Fonte: Elaboracéo do autor, 2013.
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3.2 MATERIA PRIMA

O soro de leite in natura e em po6 foram disponibilizados por empresas da
regido oeste do Parana. Os experimentos e caracterizagcdes das matérias primas
foram executados nos laboratorios do bloco de quimica e multidisciplinar da
Universidade Federal do Parand, Setor Palotina. Inicialmente, procedeu-se a
determinacdo da concentracdo inicial de lactose do soro visando o
acompanhamento da conversdo de massa ao longo do tempo. Para determinacéo
da concentracdo da lactose e estimativa da concentracdo inicial de substrato
procedeu-se ao ajuste da curva de calibracdo pelo método dos minimos quadrados
de um modelo linear envolvendo absorbancia e concentracdo de lactose P.A. O
método utilizado para obtencédo da curva de calibracdo envolveu o preparo de uma
solucdo padrdo de 5 g L™ e sucessivas diluicdes, seguindo-se o procedimento para
determinacdo de acuUcares redutores através do método espectrofotométrico com
reagente DNS (MILLER, 1959). A Equacéao (01) foi obtida das leituras a 540 nm com
espectrofotometro Edutec EEQ 9023.

Lactose(g L'1) = 2,658 ABSz.qnmfpR? = 0,993 (01)
A Equacgédo (01) foi validada para amostras comerciais de leite e soro de
queijo. Foram analisadas amostras de soro apoOs tratamento térmico por
autoclavagem, centrifugacdo e filtracdo, para fatores de diluicdo de 20 vezes. As
concentracfes foram medidas em termos de acucares redutores (AR).
Obteve-se os teores de lactose calculados proximos aos reais observados na

faixa de 4 a 5% para ambos os casos, Tabela 3

TABELA 3: Validacado do modelo para estimativas de concentracao de soro em po e
soro liquido pelo método DNS ( MULLER, 1959).

Lactose(g L™) ABS fd Literatura (g L) Produto
53,80804 1,012 20 40-50 leite
50,88369 0,957 20 40-50 sSoro

3.3 PREPARO DO INOCULO

Amostras de levedura comercial de S. cerevisiae em pé foram conservadas

em geladeira em baixa temperatura enquanto a levedura Kluyveromyces marxianus
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CCT 4086 cedida pelo curso de engenharia quimica da Unioeste-Campus Toledo foi
repicada (Figura 3), em placas de petri com agar BDA e mantida em estufa de

crescimento biologico a temperatura a 28° C.

FIGURA 3: Preparo do in6culo envolvendo propaga¢do para tubos de ensaio de
Kluyveromyces .marxianus CCT 4086 a partir de placas com 4gar BDA

Fonte: Elaboracéo do autor, 2013

Posteriormente preparou-se varios tubos de ensaio com solucédo de lactose
P.A. e condi¢cdes corrigidas com fontes de nitrogénio, fosforo, proteinas e sais
minerais. Os tubos foram autoclavados e posteriormente levados para inoculagao
em bancada sob condi¢cdes assépticas empregando alca de platina e bico de
bunsen. Mediu-se a densidade o6tica inicial e incubou-se em estufa a 30°C para
posterior utilizagdo. Fez-se verificacdes diarias a absorbancia a 660 nm. A inicial foi
de 0,3 e ap06s 48 horas chegou a maxima de 1,6 nm. Tentativas de aumento da
concentracdo foram feitas adicionando mais lactose P.A.

Procedeu-se a leitura em cémera de Neubauer da amostra diluida,
possibilitando quantificar a concentracéo inicial nos biorreatores.



12

3.4 METODOS DE DETERMINACAO DA CONCENTRACAO CELULAR

A guantificacdo da concentracdo celular em um meio de cultura é essencial
para a determinacdo da cinética e estequiometria do crescimento da biomassa. Os
métodos podem ser classificados em duas categorias: diretos e indiretos. Em muitos
casos 0s métodos diretos ndo sdo possiveis devido a presenca de sélidos
suspensos ou outros compostos interferentes no meio. Massa celular é preferivel
determinar ao invés de numero de células, mas a combinacdo de ambas as medidas
é desejavel, (STREMEL, 2013, p.49).

3.4.1 Contagem em camara

O numero de células pode ser determinado através da contagem ao
microscopio, utilizando-se uma camara de Neubauer, também conhecida como

Hemacitometro ou Camara de Contagem.

FIGURA 4: Area e volume do quadrado de contagem.
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Fonte: (VIERA, 2000)

Cada camara possui nove quadrados de contagem, cada um com 1mm? de
area, resultando em uma area total de 9 mm?. Na Figura 4, cada milimetro quadrado
esta dividido em 16 quadrados de 1/16 mm2, exceto quatro laterais. O da area
central, nimero 5, esta dividido em 25 quadrados de 1/25 mm? sendo cada um
destes, subdivididos em 16 quadradinhos de 1/1400 mm?, totalizando quatrocentos
quadradinhos na area central (STREMEL, 2013, p.49).

(Nimero de células m1')=[N]25 (10)*fy (02)
Onde [N] = média das células contadas nos 16 quadrados menores presentes

nos 25 centrais da area 5 da Figura 4.
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FIGURA 5: Kluyveromyces marxianus CCT 4086 em camara de Neubauer vista
em um microscoépio 6tico em aumento de 40 X.

Fonte: Elaboracéo do autor, 2013.

3.4.2 Andlise espectrofotométrica da Densidade Optica (D.0O.) de uma cultura
microbiana

A avaliacdo da turbidez de uma cultura microbiana constitui um método
rapido, embora indireto, de estimar a concentracao celular. Um feixe de luz focado
numa suspensdo microbiana € parcialmente desviado (dispersdo da luz) pelas
células, e a percentagem de luz ndo desviada (transmitancia, T) € medida por
recurso de um espectrofotometro. A quantidade de luz que atravessa a suspensao
celular depende da concentracdo de células na suspensao e do tamanho destas, do
comprimento de onda e da intensidade (lg) da luz incidente e do diametro do tubo
que contém a suspenséo celular. A Densidade Optica (D.O.) da cultura corresponde
a absorbancia, que é determinada com base na expressao D.O = log (l¢/l), onde I, €
a intensidade da luz incidente e | é a intensidade da luz transmitida através da
suspensao de células. Comprimentos de onda frequentemente usados para medicao
da Densidade Optica de suspensées de células de bactérias ou leveduras incluem
540, 600, 640 ou 660 nm. Existe, dentro de certos limites, uma relacéo linear entre a
absorbancia ou D.O. da cultura e o numero total de células por mililitro de
suspensao, ou seja a concentragdo celular. Contudo, para suspensodes celulares
muito densas (por exemplo, com D.O.sgp superior a 0,4) é frequentemente
necessario diluir as culturas de modo a que todos os valores de D.O. medidos

estejam incluidos na parte linear da curva D.O. versus concentracao celular.
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Este método ndo permite distinguir entre células viaveis e células mortas e
ndo permite obter diretamente valores absolutos da concentracéo de células, sendo
especialmente utilizado quando se pretende confirmar se uma dada cultura se
encontra em crescimento ou para acompanhar o crescimento microbiano com base
no aumento da D.O. medida a um comprimento de onda particular

A curva de calibracdo relaciona densidade 6tica (D.O.) a medida de massa.
Tal curva pode ser ndo linear a altos valores de D.O > 0,3 e depende da extensao do
estado fisiolégico da célula.

Na Figura 6, pode-se observar o crescimento celular em efluente da agua de
maceracao do arroz e meios sintéticos medido em termos de densidade 6tica (D.O).
Este procedimento facilita a determinacdo da velocidade especifica constante (W)
para cada cultivo, durante a fase exponencial para um sistema batelada Para isto,
admite-se que as concentracdes celulares proporcionais a D.O. Os parametros ;
sdo constantes durante a fase exponencial e independentes da concentracdo de
substrato, sdo importantes para identificar o comportamento da populacdo da
biomassa durante o crescimento exponencial. Dependendo das condicdes
nutricionais estes parametros podem variar consideravelmente indicando o potencial

do nutriente para o crescimento.

FIGURA 6: Crescimento experimental de Bacilus subtilis PR 29 em meio sintético
(BHI) e semissintético (BHI)
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Fonte: (STREMEL et al, 2008)
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3.4.3 Estimativa da biomassa seca

Envolve a pesagem das células microbianas. Corresponde frequentemente a
determinacdo do peso seco das células presentes num determinado volume de
cultura. As células séo filtradas ou centrifugadas, lavadas e secas numa estufa
(usualmente a 80°C) até peso constante. Este processo € moroso. E usado em
circunstancias especificas, como por exemplo, quando se pretende obter o

rendimento em biomassa do crescimento.

3.5 FERMENTACAO

No caso da hidrélise acida, tentativas a baixa temperatura resultaram
dificuldade na conversdo da lactose em glicose e galactose, optando-se por
condi¢cdes mais severas a tempos curtos: Rotas 1, 2 e 3, Tabelas 4, 5 e 6. Apds a
hidrélise de amostras de soro em po6 ou liquido, corrigiu-se o pH para 4,8 e
adicionou-se nutrientes para fermentacdo com S. cerevisiae a 10% em base seca.
No caso da Rota 4 Tabela 7, inoculou-se em torno de 10 ml de solucéo repicada e
previamente adaptada de Kluyveromyces marxianus CCT 4086 em solucdo de
lactose P.A. Na Rotas 5 Tabela 8, utilizou-se uma co-cultura de leveduras, visando
eliminar o problema da inibicdo da enzima lactase pela glicose e também da
levedura Kluyveromyces pelo etanol. Na Rota 6 Tabela 9, apds centrifugacdo do
fermentado, reutilizou-se a co cultura da Rota 5

Monitorou-se para as Rotas 1 a 4 a evolugao da formagéo de CO; e perda de
massa do sistema. Uma vez que as condi¢des iniciais eram conhecidas, e com base
na estequiometria da reacao, determinou-se a conversao da lactose em etanol.

Para as Rotas 5 e 6, Tabelas 8 e 9, como o desempenho para as co-culturas
foi superior, optou-se por determinar com mais precisédo as conversoes de substrato,
producéo de etanol e crescimento, atraveés de curvas de calibracdo ART e células.

Os processos de producdo de etanol a partir da lactose envolveram a
execucao de seis rotas, trés rotas empregaram Sacharomyces cerevisiae comercial
a 10% em base seca, a quarta rota utilizou a levedura Kluyveromyces marxianus.
Nas trés primeiras rotas, desenvolveu-se hidrolise acida com temperatura controlada
de 150° C em bloco digestor com pH em torno de 1 a 2. Posteriormente as amostras
foram resfriadas e o pH elevado para 4,8 com NaOH 1N. Para todas as amostras,
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antes da fermentacdo os meios foram supridos com sais minerais e extratos
proteicos, de acordo com formulacdes estabelecidas para fermentagcdo submersa
com Saccharomyces cerevisiae (PULITANO, 1990) visando acelerar o metabolismo

celular. As Tabelas 4 a 9 trazem uma sintese das rotas desenvolvidas.

TABELA 4 - Rotal: proposta para conversao de lactose em etanol a partir do soro

em p6-60gL*

Pré Tratamento
Matéria prima
Hidrolise
Correcao de pH
Correcao do meio
Microrganismo

Condicdo Operacional

Quimico com HCI e fermentag&o convencional

Soro em pé

Acidificacdo até pH 1 a 2 com H,SOy4; 5 min. a 150° C
Até 4,8

Micronutrientes e extrato de proteina

Levedura de panificagéo

Temperatura de 32° C e tempo de 42,5 horas

Fonte: Elaboracéo do autor, 2013.

TABELA 5 - Rota 2: proposta para conversao de lactose em etanol a partir do

lactose P.A.-50 g L™

Pré Tratamento
Matéria prima
Hidrdlise
Correcao de pH
Correcao do meio
Microrganismo

Condicdo Operacional

Quimico com HCI e fermentag&o convencional

Lactose P.A.

Acidificagcdo até pH 1 ou 2 com H,SOy; 5 min. a 150° C
Até 4,5

Micronutrientes e extrato de proteina

Levedura de panificacéo

Temperatura de 32° C e tempo de 26 horas

Fonte: Elaboracéo do autor, 2013.

TABELA 6 - Rota 3 para conversao da lactose em etanol a partir de p6 diluido - 150

gL?

Pré Tratamento
Matéria prima
Hidrolise
Correcao de pH
Correcao do meio
Microrganismo

Condicdo Operacional

Quimica com HCI e fermenta¢&o convencional
Soro em p6 diluidoa 50 g L™

Acidificacdo até pH 1 ou 2 H,SO,4; 4 min a 150° C
Até 4,5

Micronutrientes e extrato de proteina

Levedura de panificacéo

Temperatura de 32° C e tempo de 24,5 horas

Fonte: Elaboracéo do autor, 2013.
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TABELA 7- Rota 4 para converséo da lactose em etanol a partir da lactose P.A. - 50

gL®

Pré Tratamento
Matéria prima
Correcao de pH
Correcao do meio
Microrganismo

Condicdo Operacional

Nao ha

Lactose P.A. diluidaa50 g L™

Até 6,0

Micronutrientes e extrato de proteina
Kluyveromyces marxianus

Temperatura de 32° C e tempo de 46,5 horas

Fonte: Elaboracéo do autor, 2013.

TABELA 8 - Rota 5 para fermentacéo do soro em etanol a partir de co-culturas de

leveduras

Pré Tratamento
Matéria prima
Correcao de pH
Correcao do meio
Microrganismo

Condicdo Operacional

Autoclavagem 121° C

Soro liquido, 12,8 °BRIX, 86,7 g Lt

Até 4,8

Micronutrientes e extrato de proteina
Kluyveromyces marxianus e levedura de panificagdo

Temperatura de 40° C e tempo de 29,5 horas

Fonte: Elaboracéo do autor, 2013.

TABELA 9 - Rota 6 para fermentacéo do soro em etanol a partir de co-culturas de

leveduras

Pré Tratamento
Matéria prima
Correcao de pH
Correcao do meio
Microrganismo

Condicdo Operacional

Autoclavagem a 121° C

Soro liquido, 12,6 °BRIX, 79,5 g L™

Até 4,8

Micronutrientes e extrato de proteina
Kluyveromyces marxianus e levedura de panificacédo

Temperatura de 40° C e tempo de 21,5 horas

Fonte: Elaboracéo do autor, 2013.
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3.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE ETANOL
3.6.1 Procedimento experimental

O etanol foi determinado apos destilacdo e determinacdo da densidade a 20°
C, seguindo a metodologia do Manual do Instituto Adolf Lutz (LUTZ, 2008, p. 413).
Um conjunto de destilagdo foi montado, acoplando-se um baldo de destilacdo com
boca esmerilhada a um aparelho de Soxhlet e este conectado a um condensador de
bolas (Figura 7). A temperatura do vapor foi controlada em torno de 70 a 80° C
através de um termémetro adaptado no aparelho e o aquecimento ocorreu de forma
manual regulando-se uma manta de aquecimento no seu maximo durante a

evaporacao e condensacao na faixa de temperatura desejada.

FIGURA 7: Destilador adaptado para determinacao do teor de etanol e concentracéo
na amostra fermentada.

Fonte: Elaboracéo do autor, 2013.
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3.6.2 Procedimento de calculo para determinac&o da concentracao de etanol

O volume do destilado foi coletado destilando-se em torno de % do
fermentado e o valor final foi medido com precisdo. O destilado foi submetido a um
controle de temperatura a 20° C em um banho de gelo e 4gua e determinado a sua
densidade relativa, utilizando-se o volume através de uma micropipeta calibrada e a
massa em uma balanca analitica com precisao de 0,0001 g.

O valor de n; é uma relacdo de massas especificas em g ml™. Como a massa
especifica da agua a 20° C é 1 g ml™, praticamente, ao se determinar a massa
especifica do destilado, fornece-se diretamente o valor da densidade, Equagé&o 03.

dfhs 20oc =n1 (conhecido) (03)
Conhecendo-se ni, obtém-se o valor de %V, na Tabela A3, Anexo 1 e
calcula-se o volume de alcool puro V, (ml) pela Equacgéo 04.

%V,
va{mn:fﬁvd (04)
De posse da massa especifica do etanol puro, Equacao 05 e do volume de

alcool puro, Equacéo 04, calcula-se a massa de alcool puro total obtida, Equacao 06

p, (gm1)=079074 (05)

m, (g) =V, (m1)0,79074 (g m1*) (06)
Finalmente, a concentracdo de etanol é encontrada, dividindo-se a massa de

etanol pelo volume fermentado, Equacéo 07.

[F (EL-I)] =" l:g}/vf:er'mentadn (L) (07)



4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CURVA DE CALIBRACAO DESENVOLVIDA PARA O MONITORAMENTO
CELULAR DURANTE A FERMENTACAO DA LACTOSE.

Para avaliagdo da biomassa, primeiramente desenvolveu-se uma curva de
calibracéo celular, este procedimento envolve o preparo de uma solucdo de 2 g L™
de levedura comercial e diluicbes sucessivas, para posterior leitura em
espectrofotometro a 660 nm. As concentragcdes sao plotadas contra a absorbéancia e
os dados séo ajustados a um modelo linear para posterior utilizacdo, Figura 8.
Somente para a fermentacdo das Rotas 5 e 6 procurou-se avaliar o crescimento
celular através da absorbancia, para isto procedeu-se a centrifugacdo das amostras
coletando-se dois eppendorf e centrifugando-se a 7.500 rpm durante 2 min. O
sobrenadante era utilizado para determinacdo de ART pela Equagéo (01), enquanto
0 precipitado era diluido em agua destilada e o volume completado para 10 ml em
bal6es volumétricos calibrados. Ap6s homogeneizacdo, amostras de 2 ml eram lidas
contra o branco (dgua destilada) em espectrofotdbmetro e a concentracdo celular

determinada com a equacao linear obtida na Figura 8.

FIGURA 8 - Curva de calibrac&o obtida com células de levedura.

X(g/L) x Abs
| - 2 ]
[3+}
5 15
Q
o__ 1 X(g/L)= 1,527 Abs
Q
g !
$30° R®= 0,994
x 0 . . .
g 0,000 0,500 1,000 1,500
§ Absorbancia (660 nm)

Fonte: Elaboracéo do autor, 2013.
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4.2 RESULTADOS DO CULTIVO DO INOCULO

No procedimento para propagacao do inéculo de Kluveromyces marxianus, a
primeira etapa envolveu tubos preparados com lactose P.A. e nutrientes, cultivados
em estufa. A contagem inicial em camara foi de 5,95x10° células ml™. Apés 9 dias de
fermentacdo em tubos, o crescimento médio passou para 16,95x10° células ml™.
Dois mililitros desta cultura foram utilizados para 50 ml de fermentacéo,
posteriormente o meio foi centrifugado e as células separadas para nova
fermentacdo. Este procedimento também foi importante para verificar que o meio
nutricional contribuiu pouco para um crescimento exponencial e mostra uma
dindmica lenta do fungo, requerendo outras alternativas para producdo de um

in6culo satisfatorio para o processo.

4.3 DESEMPENHO PARA ROTAS UTILIZANDO HIDROLISE ACIDA

Para o caso da Rota 1, Figura 9, se considerando um crescimento associado
a producdo de etanol, verifica-se uma fermentacdo lenta, por 20 horas e com
tendéncia a uma fase exponencial pequena das 20 até as 28 horas de reacao, esta
fase exponencial foi favorecida pela agitacdo intensa do processo em condicao de

anaerobiose e liberacdo do CO, acumulado, favorecendo a transferéncia de massa.

FIGURA 9 - Fermentacdo com S. cerevisiae ap0s hidrolise acida de soro liquido.
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Fonte: Elaboracéo do autor, 2013
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No caso do processo mostrado na Figura 9, o desempenho poderia ser
melhorado, aumentando o tempo de hidrélise acida, a corre¢cdo de nutrientes e a
agitacdo para aumentar a velocidade de reacéao.

Para a Rota 2, Figura 10, os resultados foram semelhantes com o da Rota 1,
novamente, com uma tendéncia lenta no metabolismo de conversdo de substrato e
formacao de produtos, neste caso o desempenho foi pior, mostrando que h4d uma
limitacdo na hidrélise acida, a sugestdo seria melhorar a hidrélise aumentando o
tempo a altas temperaturas, aumentar o suprimento de nutrientes para acelerar a

fase inicial e diminuir a fase lag implementando maior agitagao.

FIGURA 10 - Fermentacdo com S. cerevisiae apos hidrolise acida de uma solugéo
de lactose P.A.
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Fonte: Elaboracéo do autor, 2013.

Situacdo semelhante a das Rotas 1 e 2 pode ser observada com a Rota 3,
Figura 11. Se admitirmos crescimento associado a formacdo de produtos, neste
caso, € nitida a fase lag observada de quase 4 horas, com posterior fase de
aceleracdo. Neste caso 0 soro em po apresenta maior quantidade de nutrientes do
que a lactose, favorecendo uma aceleragdo no metabolismo. O decréscimo da
velocidade de converséo pode ser explicado pela reducdo de concentracdo de
lactose, ou da fonte de carbono. Uma vez que a velocidade de reacdo depende da
concentracdo de substrato € natural que fases menos acentuadas ocorram apos a

fase de aceleracéo.
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FIGURA 11: Fermentacdo com S. cerevisiae apoés hidrélise acida de uma solugéo de
soro em po.
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Fonte: Elaboracéo do autor, 2013.

4.4 DESEMPENHO PARA ROTAS UTILIZANDO Kluyveromyces

Na Figura 12 verifica-se auséncia de fase lag e um comportamento lento para
a conversdo, consequéncia da baixa velocidade de crescimento celular. Apesar da
reacao ser lenta, a conversao é satisfatoria a periodos longos. Pode-se reduzir este
tempo e melhorar a velocidade de reacdo, aumentando a concentracdo do inéculo
inicial e aspectos nutricionais, aliando a presenca de outra levedura com melhor

capacidade de fermentacdo e menor inibigcao pelo etanol.

FIGURA 12: Fermentacdo com Kluyveromyces marxianus, evolucao do processo foi
determinado em funcéo da conversao da lactose.
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4.5 DESEMPENHO PARA ROTAS UTILIZANDO CO-CULTURAS

As Figuras 13 e 14 mostram o desempenho de uma co-cultura de duas
espécies de leveduras fermentando simultaneamente. Neste caso o0 objetivo foi
desenvolver o processo em condicbes de menor inibicho da enzima lactase,
produzida pela Kluveromyces, ja que a glicose, pode reprimir a reacédo de hidrélise.
Os perfis de Biomassa seca ao longo do tempo foram obtidos de acordo com o
procedimento descrito em 4.1, enquanto os perfis de acUcares redutores pelo

método DNS, Equacéo 01.

FIGURA 13 Desempenho da Rota 5: fermentacédo com Kluyveromyces marxianus e
Saccharomyces cerevisae de acordo com a Tabela 5. Perfil de etanol calculado.
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Fonte: Elaboracéo do autor, 2013.

O fator de rendimento em etanol foi obtido de acordo com o descrito no item
4.5.1 e assim foi possivel ajustar os perfis das Figuras 13 e 14. Observa-se que 0
comportamento celular € muito parecido com o perfil da concentracdo de etanol, isto
ocorre, porque considerou-se um crescimento associado e relagdes lineares para a
determinacdo do etanol ao longo do tempo. Os resultados tedricos e experimentais
sao muitos satisfatérios se considerando trabalhos da literatura envolvendo processo
enzimatico com levedura Saccharomyces cerevisiae, onde em Andrade (2005)

obteve-se valores variando de 18,65 gL a30,39g L™
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FIGURA 14 - Desempenho da rota 6: fermentagdo com Kluyveromyces marxianus e
Saccharomyces cerevisiae de acordo com a Tabela 6. Perfil de etanol calculado.
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Fonte: Elaboracéo do autor, 2013

4.5.1 Determinagao do fator de converséo etanol-substrato

O fator de conversdo Yps foi determinado com os dados iniciais e finais de
fermentacdo. A variacao de etanol foi obtida através do procedimento descrito no
item 3.5.1

AP [F1-[R]

Voo = .

75 = S T 5o~ [5] (08)
AP 27gL™t -0 gP

¥Yoe = = =0,3473 —

PS = NG~ 79 5g1-1 —1,32g1 (09)

as

4.5.2 Determinacéo do fator de conversao microrganismo-substrato.

O fator de conversao Yxs foi determinado ajustando um modelo linear da
concentracdo de células pela concentracdo de substrato em diferentes tempos do
processo. Este valor é importante para comparar com dados da literatura visando

avaliar o crescimento desejado durante 0 processo.



26

Desmembrando o fator de conversao e colocando em termos de X versus S
AX  [X]-[Xe]

s = RS T I - ] (10)

[X1 = [Xol + [So1¥ss — [S1Y5s (11)
a partir da Equacéo 10, obtém-se o modelo linear:

[X]1 = —[51¥xs[Xo] + b onde b = [Xo] + [Sp]¥xs (12)

Pode-se observar que a Equacéo 11 tem coeficiente angular negativo quando
plota-se [X1por[5]. O valor de Yxs é obtido procedendo-se a um ajuste pelos
minimos quadrados, Figuras 15 e 16.

A Equacéo de [X]lpor[5] obtida acima permite calcular a concentracdo de
célula ao longo do tempo, conhecendo-se o valor de ART inicial e o consumido
instantaneamente. Neste caso admite-se que o fator de conversdo celular é
aproximadamente constante e valido para um processo em que o consumo de
substrato contribui para o crescimento celular de forma associada. No caso da
Figura 15, Yxs=0,006 g célula g* ART e Figura 16, Yxs=0,005 g célula g*ART.

FIGURA 15 - Estimativa de Yxs para o processo de fermentacdo com S, =86 g L™
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Fonte: Elaboracéo do autor, 2013.
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FIGURA 16 - Estimativa de Yxs para o processo de fermentacdo com Sy =79,5 g L
1.
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Fonte: Elaboracéo do autor, 2013.

4.5.3 Rendimento e produtividade

Para o calculo da produtividade e rendimento e foram utilizadas as Equacfes

13 e 14, respectivamente.
PigL™)

tg(h) (13)

Produtividade{g L™ h™1) =

Plglt)

0,5368 ARTcnnsumidn(g L_i:l (14)

Rendimento(%) =

O valor de 0,5368 refere-se ao valor tedrico para a conversao da lactose a

etanol, como apresenta a Equacéo 15.

CyzHy20,, — 4 C,H;OH + 4CO, (15)

TABELA 10 - Desempenho do rendimento, produtividade e concentragéo para co-
culturas e comparagéo com dados da Literatura (Andrade, 2005) para 60 g L™.

Desempenho Rota 5 Rota 6 Literatura
Rendimento 65% 72% 77 a93%
Produtividade 0,96 g L*h 1,34gLth 1,43a2,85gL*h
Concentracéo 28¢g L™ 29¢gL* 18a30gL*

Fonte: Elaboracéo do autor, 2013.
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4.5.4 Avaliacao econémica do potencial de producéo de alcool de segunda geracao

A importancia na producéo de etanol a partir do soro, passa pela questao de
se utilizar um residuo ao invés de um produto alimenticio, ou nobre, sendo assim,
apesar do custo significativo de producdo, a avaliacdo econdmica pode ser
aprimorada com melhorias das condi¢bes de conversao, produtividade, rendimento,
além das oportunidades de tecnologias que empreguem o soro hidrolisado na
preparacdo de meios de fermentacao para correcdo de mostos.

Aqui pretende-se avaliar o custo de producédo e as possibilidades de lucro
para pequenas producdes com excedente deste produto.

Fez-se um levantamento das necessidades de implantacdo de uma unidade
de producéo de 150 m?, com um laboratério de microbiologia e controle de qualidade
acoplado, além dos equipamentos para o desenvolvimento de uma unidade de
producédo de &lcool com uma producdo semanal de 450 litros de &lcool a 82%, o que
daria em torno de 1.800 litros por més. Isto consumiria apenas 17.000 litros de soro
puro por semana, que deve ainda ser reduzido em 50% em um processo de
evaporacdo para concentracdo em torno de 60 a 100 g L™ de lactose. Devido a
capacidade de fermentacdo, seriam possiveis em torno de 3 fermentacdes por
semana, o que traria uma demanda de pelo menos 4 dornas de 5.000 litros e uma
dorna de 100 litros para o preparo do _noculo, Tabela Al.

Na Tabela A2, observa-se o lucro somente da producdo de alcool se nao
fosse vender o soro de processamento, o valor de R$ 1.560,00 quase nao justifica a
implantacédo da unidade, pois teria de contratar funcionarios capacitados para operar

a planta.



5. CONCLUSOES

O desempenho das rotas que empregaram hidrolise acida permitiram mostrar
que o tempo de hidrélise € um fator a ser otimizado. Neste caso aliando-se o
aspecto nutricional pode-se levar a maiores velocidades de reacgfes e finalmente a
conversdes proximas a 100%, no entanto, em termos de processo, a produtividade
de todas as etapas seria baixa se comparado a outras alternativas que nao
empregam rotas quimicas. A utilizacdo de leveduras que fermentam diretamente a
lactose permite altas conversdes e produtividades. Resultados mostraram que se
bem adaptadas e com concentracdes adequadas, leveduras do género
Kluyveromyces sdo adequadas para o processamento, possibilitando ainda que co-
culturas ndo sintam tanto o processo de inibicdo pelo etanol. Quanto a implantacéo
de uma unidade de producdo, o alto custo da mesma mostra que estudos de
viabilidade técnica e econbmica sdo um desafio, isto se deve a baixas

produtividades e concentracées no produto final.
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APENDICE

TABELA Al - Simulacao de custos e lucros para uma planta com laboratério

CRONOGRAMA DO ORGAMENTO

MATERIAL DE CONSUMO Justificativa Valor_Unitario Unidades Valor Dolar Valot Total
Reagentes, microorganismos, padrdes R$  10.000,00
Micropipetas, Dispensadores, Buretas, etc R$ 5.000,00
Bibliografia R$ 5.000,00
Subtotall R$  20.000,00
PLANTA DE PRODUGAO Justificativa Valor Unitario Unidades Valor Dolar [ Valot Total
ar, agua, energia, bancadas,
100 M2 de area de construgao civil divisdrias, acabamento, | R$ 1.500,00 100 R$ 150.000,00
mobiliario basico
HPLC, Espectrofotdmetro Anélises ndo destrutivas R$ 72.000,00 1 2,2 R$ 158.400,00
Moinho, Centrifuga, Estufa, etc R$ 50.000,00 1 2,2 R$ 110.000,00
Deionizador, Refrigerador, liofilizador R$ 100.000,00 1 R$ 100.000,00
Biorreatores e shakers, BOD'S, autoclaves Desenvolimento de pesquisa R$ 150.000,00 1 R$ 150.000,00
Capela de fluxo laminar e capela com exaustéo pesq R$ 60.000,00 1 R$  60.000,00
Microscépio com camera acoplada R$ 10.000,00 1 R$  10.000,00
Computador, Impressora, méveis R$ 10.000,00 1 R$  10.000,00
Propagacdo de inéculo e
Laboratério de Microbiologia e Preparo de Meios preparo meio R$ 200.000,00 1 R$ 200.000,00
Fermentador de 100L R$ 20.000,00 1 R$ 200.000,00
Fermentadores de 5000L R$ 45.000,00 4 R$ 180.000,00
Sistema de Instrumentag&o R$ 19.000,00 1 R$  19.000,00
Caldeira e Transmisséo de vapor R$ 60.000,00 1 R$  60.000,00
Sistema de ar comprimido R$ 60.000,00 1 R$  60.000,00
Centrifuga ) 150 a 600L R$  1.000.000,00 R$ 1.000.000,00
Evaporador a Vacuo 1
Tubulagdes inox, bombas, instalacdes eléticas e hidraulicas R$ 500.000,00 1 R$ 500.000,00
Trocadores de calor e recuperacgéo de dgua reducédo de energia na caldeira | R$ 100.000,00 1 R$ 100.000,00
Subtotal2 4800 R$ 2.319.000,00
_ RECEITA COM SUBPRODUTOS Justificativa Valor Unitario(R$) Unidades Valor Dolar Valot Total
Alcool a 82%( 8400L soro por semana fermentado), 17 000 450 L de destilado/semana
Litros de soro diluido ou 17000 L de soro diluido R$ 2,00 1800 RS 3.600,00
Soro excedente (200000 litros por semana) R$ 0,03 732000 R$  21.960,00
Subtotal3 R$  25.560,00
RESUMO DOS CUSTOS VALOR TOTAL
MATERIAL DE CONSUMO R$ 20.000,00
PLANTA DE PRODU(;AO R$ 2.319.000,00
RECEITA COM SUBPRODUTOS R$ 25.560,00
Receitas - Despesas -R$ 2.339.000,00
TABELA A2 - Lucro somente da venda do alcool em relagédo ao soro.
RECEITAS COM ALCOOL PRODUZIDO
_ RECEITA COM SUBPRODUTOS Justificativa Valor_Unitario(R$) Unidades Valot Total
Alcool a 82%( 8400L soro por semana fermentado), 17 000 450 L de destilado/semana
Litros de soro diluido ou 17000 L de soro diluido R$ 2,00 1800 R$ 3.600,00
Soro para processamento de &lcool (17000 litros por semana) R$ 0,03 68000 R$ 2.040,00

Lucro mensal adicional

R$ 1.560,00




ANEXOS

TABELA A3 — Porcentagem de alcool em volume a 20° C(%v/v) correspondente a
densidade relativa

D D D D
20°C/20°C | % vlv  20°C/20°C | % viv  20°C/20°C | % viv  20°C/20°C | % ViV

0,89689 66,0 0,89401 67,2 0,89109 68,4 0,88814 69,6
0,89665 66,1 0,89376 67,3 0,89085 68,5 0,88789 69,7
0,89641 66,2 0,89352 67,4 0,89061 68,6 0,88765 69,8
0,89617 66,3 0,89328 67,5 0,89036 68,7 0,88740 69,9
0,89593 66,4 0,89304 67,6 0,89012 68,8 0,88715 70,0
0,89569 66,5 0,89280 67,7 0,88987 68,9 0,87437 75,0
0,89545 66,6 0,89255 67,8 0,88963 69,0 0,86082 80,0

0,89521 66,7 0,89231 7,9 0,88938 09,1 0,84639 85,0
0,89497 66,8 0,89207 68,0 0,88913 69,2 0,83071 90,0
0,89473 66,9 0,89183 68,1 0,88889 69,3 0,81288 95,0

0,89449 7,0 0,89158 68,2 0,88864 69,4 0,79074 100,0
0,89425 67,1 0,89134 68.3 0,88839 69,5 - -

Fonte: (LUTZ, 2008, p. 413)



