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Resumo. A destinacdo de residuos industriais tem se tornado um grande desafio, por
este motivo cada vez mais existem investimentos em processos que tragam retorno financeiro
com foco em sustentabilidade. Atualmente o recheio da bolacha fora dos pardmetros de
qualidade é descartado, nesse trabalho foi avaliado a possibilidade de producéo de alcool
utilizando o recheio como matéria-prima por meio do processo de fermentacdo. Foram
testados alguns tipos de leveduras a partir do processo fermentativo convencional e em
seguida as amostras foram submetidas a analises para deteccdo do alcool,em todas as
amostras foi possivel a deteccdo do pico caracteristico do etanol.
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Introducéo
No ano de 2016, cerca de 425 mil toneladas de biscoitos recheados foram vendidos no
Brasil segundo dados da ABIMAPI. Presume-se que cerca 8% a cada 70 toneladas representa
a perda na producéo deste produto, o biscoito que viria a ser um residuo, é utilizados na area
de nutricdo animal para a producéo de racdo, porém o recheio dificilmente encontra uma
destinacdo rentavel, viabilizando a producao de etanol utilizando-o como matéria prima.

O élcool tem sido utilizado em diversas areas, conhecido quimicamente como etanol
ou alcool etilico € aplicado em producdo de bebidas, alimentos, medicamentos, combustiveis
entre outros. Existem dois tipos de processos para a obtencdo do etanol: a Reacdo de
Hidratacdo do Etileno e Fermentacao de acUcares.

A fermentacdo € um processo de transformacdo de uma determinada substancia em
outra, produzida através de microrganismos, ela ocorre através das leveduras e algumas
bactérias que fermentam os agucares, transformando em alcool etilico e gas carbonico. Pode
ser realizada por qualquer tipo de monossacarideo, a producdo do etanol e o rendimento da
reacdo dependem de ajustes no sistema, estes feitos primeiramente em menor escala
(laboratorio) e posteriormente em escala industrial.

No Brasil, o etanol é produzido pelo processo de fermentacéo utilizando
principalmente a cana-de-agUcar como matéria prima, este processo é o mais empregado
devido a vasta disponibilidade de matéria prima e por ser o método mais viavel para a
producéo de alcool. Ele é caracterizado na utilizagcdo de um fermento que contém enzimas
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para quebrar as moléculas de acucar e desta forma obtém-se como produto da reagédo
estequiométrica duas moléculas de etanol e duas moléculas de gas carbonico.

Defini¢do dos Alcodis

De acordo com Feltre (2004),”alcodis sdo compostos organicos que contém um ou
mais grupos hidroxila (OH) ligados diretamente a &tomos de carbono saturados.”

O grupo hidroxila € responsavel pelas propriedades deste tipo de compostos organicos,
porém sé sdo considerados alcodis se os grupos funcionais ndo estdo ligados a um carbono
insaturado ou a um anel benzénico.

Os alcoois séo classificados em trés grupos, esta classificacdo esta baseada no grau de
substituicdo do carbono onde o grupo hidroxila esta ligado.

Figura 1: Classificacdo dos alcodis
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Se o carbono encontra-se onde grupo funcional tem apenas uma ligacdo com outro
carbono, ou seja, o grupo funcional esta ligado a um carbono primério, este alcool é
denominado alcool primario, esta regra também ¢é utilizada para carbonos secundarios e
terciarios.

Método de Classificacdo dos Alcodis

Existem varios métodos para classificagdo dos Alcodis, entre eles os mais conhecidos
sédo: teste de Jones e de Lucas.

O teste de Jones baseia-se na oxidacdo de alcodis primarios e secundarios pelo acido
crébmico a é&cido carboxilicos e cetonas. A oxidacdo € acompanhada de formacdo de
precipitado sulfato cromico.
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O teste de Lucas consiste na formacdo de cloretos de alquilo por reacdo de alcodis
com uma solucdo de cloreto de zinco em &cido cloridrico concentrado.

Sob as condicdes extremamente &cidas do teste, os alcodis geram carbocations
intermediarios que reagem com o ion cloreto , assim a reatividade aumenta na ordem alcool
primario < secundario < terciario < alilico < benzilico. O teste de Lucas é muito limitado e
indicado somente para alcoois razoavelmente soluveis em agua.

Beneficios da utilizacdo do etanol

O etanol, principalmente utilizado como combustivel, traz inumeros beneficios dentre
eles a reducdo de emissdo de gases responsaveis pelo efeito-estufa.

Sua produgdo pode apresentar um rendimento de aproximadamente 90% e é
empregado em muitas industrias.

Conforme nos lembra Francisco Pereira ; Pedro Guimardes ; José Teixeira ; Lucilia
Domingues (2010) “ o bio-etanol é considerado uma energia alternativa promissora” esta
afirmacado ¢ feita a partir da capacidade de menor polui¢do, respeitando 0 meio ambiente e por
ser uma forte renovavel.

Processos de producéo de alcool

O élcool pode ser obtido através de: destilacdo de liquidos alcodlicos, por sintese e
através da fermentagéo.

Para Caldas;Borén;Santos (2012), o processo por destilacdo de liquidos alcodlicos é
utilizado apenas em casos excepcionais, quando ocorrem superprodugfes ou quando
acontecem infeccGes em grandes quantidades de bebidas alcodlicas.

A obtencéo por sintese utiliza como matéria prima, por exemplo o eteno, etino, etileno,
gases de petroleo entre outras substancias.

De acordo com Castro (2013), a escolha entre os processos de obtencdo de etanol é
feita a partir da disponibilidade da matéria prima e do desenvolvimento técnico-econémico,
fatores estes de extrema importancia para o sucesso do processo.

Fermentacéo alcodlica

Levenspiel (2000) define a fermentagdo como “reagdes em que uma matéria-prima
orgénica ¢ convertida em produto pela agdo de enzimas”.

A glicose é a molécula mais empregada para a fermentacdo, a reacdo consiste em
degradar estes compostos e liberar energia, o chamado ATP.



Figura 2: Fermentacéo alcodlica %
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Resumidamente, a molécula de glicose é convertida em piruvato. A partir da enzima
descarboxilase, o piruvato sofre a descarboxilacdo, com a eliminacdo de um grupo carboxilico.

Apbs a reacao de eliminacdo de didxido de carbono, a enzima desidrogenase auxilia na
reducdo do acetaldeido & etanol. Esta tem producdo final de 2 ATPs.

De acordo com Pedro O. Volpe (1996), as reacGes catabdlicas, ou seja, reacdes onde
ocorrem degradagdo de matéria organica para a obtengdo de energia, “ acontecem com uma
grande diminuicdo na energia livre, a qual junto com a subsequente hidrolise do ATP,
transporte € manutencao, resulta na produgao de calor.”

Estequiometria da reagéo

De acordo com a equacdo formulada por Gay Lussac é possivel quantificar o
rendimento tedrico de conversdo da glicose,de acordo com a Eq.1 :

C¢H,,05 = 2CH;0H + 2C0, (1)
Glicose Etanol Diéxido de carbono

(2 Fonte:<http://www.portalsaofrancisco.com.br>



A principio é necessério ter conhecimento do peso molecular dos componentes da
reacao e relaciona-los com a estequiometria.

Ilha et al (2008) apud (Jackman,1991) destaca que no mecanismo quantificado por
Gay- Lussac, 100 g de glicose produz 51,1 g de etanol e 48,9 g de didxido de carbono, onde o
rendimento em teoria é de 51,1%.

Vale ressaltar que este rendimento baseia-se apenas na literatura pois em um processo
fermentativo existem diversos fatores que sdo capazes de influencia-lo.

Conforme Gutierrez (1991) cita que, durante a fermentacdo 0s microrganismos
envolvidos também produzem alguns compostos secundario, como é o caso do glicerol,
alcoois superiores e acidos piravico.

Industrias de fermentacéo

O processo de fermentacdo é conhecido desde as culturas primitivas. Atualmente ele é
amplamente empregado para a producdo de substancias quimicas como, por exemplo, a
acetona, acido acético e antibidticos.

Seu controle depende do entendimento da atividade dos microrganismos empregados.
Existem diversas leveduras, cada uma tem uma atuacdo diferente e que reage de forma
distinta dependendo da condi¢do do meio em que estéo expostas.

O principal interesse esta na alimentacdo que certos fungos, bactérias ou leveduras,
que recebem os alimentos e séo capazes de crescer, multiplicar-se e principalmente alterar os
alimentos, ou seja, converte-los em outra substancia quimica.

Tipos de Micro-organismos

A levedura Saccharomyces e a bactéria Zymomonas mobilis sd0 0s microrganismos
mais estudados para a producdo de etanol. No Brasil é mais comum o uso de leveduras, sendo
as mais importantes, a Saccharomyces cerevisiae, a Saccharomyces cerevisiae M-300 e
Saccharomyces cerevisiae 1Z2-1904 (Gutierrez, 1991).

As leveduras apresentam o chamado “efeito Pasteur”, onde em condi¢des aerdbicas
sdo capazes de produzir biomassa em maior quantidade e menor quantidade de etanol, ja em
condicdes anaerdbicas produzem mais etanol comparado a biomassa.

A escolha adequada do tipo de microrganismo empregado no processo € essencial para
um rendimento vantajoso, onde um tipo de levedura que possui uma velocidade de
fermentacdo maior em relacdo a outras otimiza o processo pois diminui 0s riscos de uma
possivel contaminacdo e ainda é responsavel por reduzir a capacidade volumétrica necessaria.

Fatores que exercem interferéncia no processo

Temperatura, pH e aeragdo-agitacdo sao exemplos de fatores criticos que devem ser
controlados durante o processo. Os microrganismos necessitam de uma alimentacao especial e
de um ambiente propicio para assegurar sua atividade.

Durante o primeiro estagio, conhecido como crescimento, deve estar presente ndo sé a
alimentagcdo por meio de monossacarideos, as leveduras necessitam de alguns nutrientes
especificos, os mais empregados sdo fosfatos e compostos nitrogenados.

Segundo Caldas;Borén;Santos (2012), “fontes adequadas de nitrogénio sao
importantes para a sintese de aminoacidos e proteinas, o crescimento e a fisiologia das
leveduras”.



A contaminacgdo bacteriana é um fator que pode colocar em risco o rendimento do
processo, uma vez que é a principal responsavel pela floculacdo do fermento, de acordo com
Ludwig et al.(2001), o fendmeno de floculagdo pode causar o assentamento dos micro-
organismos no fundo das dornas de fermentacéo, dificultado o contato entre as leveduras e o
mosto, consequentemente reduzindo a conversao em etanol. Para Amorim et al. (1996) apud
Paschoalini ; Alcarde (2009) uma das principais perdas no processo de fermentacdo esta
relacionada a contaminagédo bacteriana, afetando diretamente a producéo de alcool .

Tipos de processo fermentativos

Existem diversos tipos de processos fermentativos, eles podem ser classificados
descontinuos e continuos, com ou sem reutilizacdo do inoculo.

Processo descontinuo

Este processo também conhecido como Processo Batelada € realizado com intervalos.
O fermento é alimentado na dorna em seguida o mosto é adicionado e apenas ao final da
fermentacdo o produto final conhecido como vinho é encaminhado para a destilacéo.

Este tipo de processo apresenta uma grande desvantagem quanto ao tempo comparados com
0s processos de alimentacdo continua.

Existem processos descontinuos que empregam o reciclo do in6culo por meio de
decantacdo ou centrifugagdo. “Segundo Caldas; Borén; Santos (2012),” comparado com o0s
continuos, as produtividades dos descontinuos sdo menores, pois 0s tempos improdutivos na
batelada nao existem nos continuos”.

Processo descontinuo sem reciclo do indculo

A dorna € alimentada com um inéculo puro. Ao final do processo fermentativo, o
fermentador é lavado e recebe o in6culo da dorna, este necessariamente deve ser puro.

Este processo tem vantagem referente as possiveis contaminacdes, porém nao tem
vantagem econdmica. Este sistema ¢ conhecido como “cultura pura”.

Figura 3: Fermentacdo em processo descontinuo sem reciclo de inoculo 3l
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Processo descontinuo por cortes

Neste sistema, a primeira dorna vai receber o inoculo e a alimentacdo de fermentagédo
até completar o volume de trabalho e realizar 50% em concentracdo da fermentacdo. Metade
do volume da dorna 1 é encaminhado para a dorna 2 e ambos recebem o mosto até completar
0 volume atil e assim sucessivamente.

Figura 4: Fermentacdo em processo descontinuo por cortes. &l
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Processo Melle-Boinot

Este processo consiste em utilizar centrifugas para que ocorra a separacao das
leveduras presentes no vinho antes mesmo deste ser encaminhado para a coluna de destilacéo.
Apbs a separacdo, o inoculo é diluido em agua e ocorre uma pequena adi¢do de acido
sulfarico, depois de um determinado tempo de agitacdo e em seguida repouso este pode ser
utilizado em um novo processo fermentativo.
A alimentacéo pode contar com intervalos ou pode ser continua.
Algumas das vantagens do processo sdo menor perda do fermento, maior eficiéncia de
fermentacdo, menor tempo de processo. Atualmente este € o processo mais utilizado no Brasil
para a producdo de etanol.

B! Fonte:<http://www.eq.ufrj.br>



Figura 5: Processo Melle-Boinot !

Processos continuos

Neste tipo, a alimentacdo do mosto e a producdo do vinho sdo continuas, a vazao de
alimentacdo ndo se altera. Ao ser comparado com 0s processos descontinuos, este tipo
apresenta elevada produtividade.

Os fermentadores empregados séo do tipo mistura completa e os reatores sdo utilizados
em série. O primeiro reator é alimentado com o0 mosto e 0s reatores seguintes sdo alimentados
com o mosto parcialmente fermentado vindo do reator anterior. Suas principais vantagens sao
maior capacidade de producdo, maior homogeneidade e menor tempo gasto.

B! Fonte:<http://www.eq.ufrj.br>



Figura 6: Processo de fermentagéo continuo

Técnica de Anélise

Um espectrometro de massas pode ser entendido, como um instrumento contendo
uma fonte de ions, um separador ou filtro de massas (massa/carga (m/z)) e um detector. A
etapa de ionizacdo € aquela com o maior numero de diferentes estratégias,i sso se deve a
grande variedade de tipos de amostras e espécies de interesse. Amostras sélidas, liquidas ou
gasosas contendo espécies volateis ou nao e com interesses voltados desde a analise elementar
até a composicdo de proteinas requerem diferentes processos de ionizacdo. Uma vez gerados
0s ions, os processos de separacdo e deteccdo podem ser escolhidos de acordo com
caracteristicas mais ou menos comuns como sensibilidade, resolucdo e precisao de m/z e custo.

Objetivo

Este trabalho tem como objetivo a definicdo de um método para obtencao do Etanol
através do agUcar do recheio de bolacha, analisando o residuo retirado da destilacdo simples
depois de fermentado para a identificacdo e classificacdo do alcool.



Metodologia

O ensaio em laboratorio foi realizado com o intuito de determinar o produto desta
fermentacdo e a melhor condicéo para que a mesma ocorra.

Foram utilizadas leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae de diferentes marcas.

O recheio de bolacha foi gentilmente cedido pelo professor/orientador André
Beati,estes provenientes da empresa Amaral Nutri, localizada em Bragancga Paulista-SP.

Para um posterior estudo de otimizacdo e quantificacdo do processo,determinou-se
primeiramente a concentracdo de acUcar existente na amostra de recheio através do Método de
determinacdo DNS.. Para a curva de calibracdo foram preparadas solucdes de glicose com as
seguintes concentragdes 0,2 g.L™%; 0,4 g.L™; 0,6 g.L 0,8 g.L™" e 1,0 g.L?, o branco foi
composto por agua e o reagente DNS.

Aproximadamentelg da amostra de recheio foi diluida em um bal&o de 100 mL e uma
aliquota de 0,5 desta solucdo foi diluida em um baldo de 10 mL para a determinacdo de
acucares redutores e de agucares totais, apenas para acgucares totais foi utilizado 2 mL de
acido cloridrico durante o preparo e uma posterior neutralizacdo com hidroxido de sédio para
a inversdo da sacarose.

A partir da andlise quantitativa de concentracdo de agUcar, passou-se para a etapa de
fermentacdo e andlise qualitativa da mesma.

Seis amostras foram submetidas ao processo de fermentacéo:

Tabela 1: Relagdo das Amostras com o Fermento utilizado

Nome da amostra Fermento utilizado
Al Fermento Bioldgico Fleischmann
A2 Fermento Bioldgico de padaria
e levedura Saccharomyces cerevisiae

A3 Fermento Bioldgico de padaria e fermento bioldgico
Fleischmann

A4 Levedura Saccharomyces cerevisiae

A5 Fermento comercial para producédo de cerveja

A6 Levedura Saccharomyces cerevisiae e fermento Bioldgico
Fleischmann

O mosto foi composto por solugdes com 10% em massa de recheio, que entdo foi
submetido a um aguecimento sob agitacdo de aproximadamente 80°C por 2 horas para a
homogeneizacdo da solucdo . Apenas a Levedura Saccharomyces cerevisiae importada foi
submetida & um processo prévio de ativagdo para obtencdo de um melhor aproveitamento da
mesma. Ao todo, o processo fermentativo durou cerca de 5 dias, finalizada esta etapa as
amostras foram filtradas e destiladas em equipamentos de destilagdo simples contando apenas
com o controle de temperatura. A solucdo foi aquecida a uma temperatura de ebulicdo do
etanol aproximadamente 78 C°.

Foi determinado um pré-teste antes do uso do Espectrometro de Massa para a
caracterizagcdo da amostra de produto de topo,o objetivo do mesmo foi a identificagdo do tipo
de alcool ali presente. Mais conhecido como Teste de Lucas, onde o reativo principal de
mesmo nome foi preparado pela dissolucdo de cloreto de zinco em &cido cloridrico; este teste
consistiu na adicdo de 3 gotas do reagente na amostra desejada com posterior agitacdo e



verificacdo visual e em casos de nenhuma modificacdo, as amostras sdo submetidas a um
aquecimento em banho maria de aproximadamente 50°C.

Para a analise qualitativa a amostra foi encaminhada para um cromatografo liquido com
o0 intuito de verificar a presenga de picos com caracteristicas semelhantes a do etanol. As
mesmas foram adequadamente extraidas e em seguida analisadas por HPLC, em um
Espectrébmetro de Massa com moédulo de ionizacdo por Eletrospray(ISE) da Apllied
Biosystems modelo Q-trap Triplo Quadrupolar hibrido com trap linear em Q3.

A determinag&o do teor alcoolico tedrico foi calculado atraves do resultado em Brix do
produto de topo medido pelo refratometro, partindo do pressuposto que o Brix é a escala de
indice de refracdo de uma solucdo,utilizada para determinar a quantidade de compostos
solGveis em uma solucéo de sacarose e que apenas 60% desse acucar € convertido em etanol.

Resultados e Discussao
Determinacéo da concentracéo de acucares redutores e totais

Através do Método DNS juntamente com a curva de calibragdo preparada com
concentragfes conhecidas de glicose, foi possivel fazer a leitura da absorbancia de agucares
redutores e totais do recheio de bolacha, 0,014 A e 0,162 A respectivamente, estes valores
juntamente com a curva de calibragdo foram organizados em um grafico ABS X Concentracao
e a partir dele determinou-se a equacdo para determinar a concentragdo dos mesmos a partir
da absorbéancia lida no comprimento de onda de 540 nm.

Gréfico 1 : ABS X Concentragao
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De acordo com a leitura do grafico e utilizacdo da Eq(2) ,concluiu-se que a amostra foi
diluida 20 vezes, desta forma para agucares totais ABS= 3,24 e agucares redutores ABS =
0,28 e concentragdo de 5,27 g.L " 0,43 g.L™ respectivamente.

ABS =0,612 X Concentracdo + 0,026 (2)
Caracterizacéo do produto de topo da destilacéo
Foi realizado o teste de Lucas nas amostras pés-destiladas para a determinacédo do tipo

de alcool presente porém nao foi possivel a analise visual, uma vez que as amostras deveriam
apresentar uma turvacdo imediata caracteristica para alcool terciario e uma turvacdo mais



lenta e apos banho-maria para alcool secundario, apenas para o alcool primario ndo existe
uma reacdo visual, neste caso amostras em questdo apresentara apenas uma mudanca na
coloracdo, de transparente para alaranjada, caso este pode estar relacionado a presenca de
outros tipos de substancias indesejadas que interferem neste tipo de teste.

A partir da analise em Espectrometro de Massa foi identificado o pico de referencia do
etanol,primeiramente,antes da analise das amostras fermentadas e destiladas, foi injetada uma
amostra referencial do Etanol (C,HgO) no Espectrometro de Massa .

Gréfico 2: Amostra de referencia do Etanol modo positivo de ionizacdo (ES+)
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Gréfico 3: Amostra de referencia do Etanol modo negativa de ionizagdo (ES-)
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Os ions de massa/carga (m/z) 47 e 45 observados, respectivamente em modo positivo
e negativo de ionizagdo, nos espectros das mostras destiladas 01 a 07, possivelmente

correspondem a molécula de Etanol de massa molar 46,06 g/mol e Formula Molecular C,HgO.

Assim que definimos as massa do Etanol onde ES+(adiciona um proéton) e ES-(retira
dois prétons), podemos pesquisar dentro das amostras se possui 0 valor de 47 m/z em positivo
e 45 para negativo , representando esses valores nossa molécula de Etanol.

As amostras retiradas do laboratorio foram analisadas pelo HPLC, em um
Espectrémetro de Massa com modulo de ionizagdo por Eletrospray , demonstrando abaixo as
massas/carga que encontramos dentro da amostra apés o teste.

mass



Gréfico 4: Amostra Laboratorial 01 modo positivo de ionizacdo (ES+)
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Gréfico 5: Amostra Laboratorial 01 modo negativo de ionizacao (ES-)
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Graéfico 6: Amostra Laboratorial 05 modo positivo de ionizacdo (ES+)
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Gréfico 7: Amostra Laboratorial 05 modo negativo de ionizagdo (ES-)
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Cada valor numérico apresentado nos picos do grafico representa um tipo diferente de
substancias encontradas na nossa amostra de destilado, o valor representado é referente a
massa molar do componente .

Em todas as amostras analisadas foi possivel verificar a ocorréncia de picos
correspondentes ao etanol ES+(47,04) e ES-(45,50 e 45,10), algumas com mais ou menos
intensidade.

Em comparacdo com as outras amostras, a Al e A5 apresentaram 0s melhores
resultados tanto no ES+ quanto no ES- que os demais.

Foram encontrados diversos picos correspondentes a outras substancias, consequéncia do
processo de destilacdo utilizado,pois o controle foi feito apenas utilizando a temperatura como
variavel o que inviabiliza no caso de misturas azeotrdpicas e no caso de pontes de hidrogénio.



Tabela 3: Possiveis Substancias encontradas na Amostra

Substancias Massa Molar g.L™
Metanol 32,04
Etanol 46,05
Propanol 60,09
Diacetilo 86,08
Acido butanoico 88,11
Etoxipropano 88,14
Metanoato de Butila 102,12

Teor alcodlico teorico

Através da determinagdo do teor alcodlico foi possivel confirmar os resultados
apresentados no Espectrometro de Massa, uma vez que 0s picos maiores e caracteristicos do
etanol estdo presentes nas amostras Al e A5, ambas apresentaram o0s maiores teores de alcool
de acordo com a tabela apresentada abaixo.

Tabela 4: Teor alcodlico

. Teor alcoolico
Amostra Brix final

(%)
Al 13,9 8,34
A2 12,5 7,5
A3 5,3 3,18
A4 11,0 6,6
A5 16,3 9,78
Ab 8,8 5,28

Conclusoes

O estudo da fermentacdo no recheio de bolacha contou com diversos testes para
verificacdo qualitativa do tipo de fermento empregado relacionando-o a producdo ou ndo do
etanol.

A partir das analises em Espectrometro de Massa é possivel concluir que em todos 0s
casos existe a producdo de etanol, alguns casos com mais ou menos impurezas porém ainda
ndo é possivel determinar se este fator esta relacionado ao fermento utilizado ou ao controle
de temperatura na destilacdo simples, a qual ndo ¢ ideal para este tipo de mistura.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem uma oportunidade de utilizacdo de
residuos de recheio de bolacha, uma vez que o mesmo apresenta uma producdo significativa
no pais.

Mais estudos devem ser feitos relacionados a otimizagdo do processo, obtengdo de
menos impurezas e reproducdo do mesmo em escala industrial.
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