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RESUMO

O café ¢ um dos produtos mais cultivados no mundo. Durante o
processamento semisseco do café, ¢ gerada uma quantidade significativa de
polpa e aguas residudrias geradas na desmucilagem do fruto. O objetivo deste
estudo foi avaliar a viabilidade de producdo de etanol e compostos volateis
aromaticos a partir da fermentagdo desses residuos, testando oito diferentes
estirpes de leveduras. Os experimentos de fermentagdo foram realizados em 100
mL de meio, composto por uma mistura de polpa de café¢ moida e agua
residudria. A estirpe Hanseniaspora uvarum UFLA CAF76 apresentou o melhor
desempenho fermentativo, razio pela qual foi selecionada para avaliar diferentes
composicdes de meio de cultura e de tamanho de indculo, visando o
aprimoramento do desempenho da fermentagdo. Os melhores resultados foram
obtidos com as seguintes condi¢des: 12% p/v de polpa de café, 1 g/L de extrato
de levedura e 0,3 g/L (peso seco) de inoculo. Utilizando essas condigdes foi
realizada outra fermentagdo em 1 L de meio de cultura, atingindo um alto
rendimento de etanol, alta produtividade e alta eficiéncia de conversdo de
agicares em etanol, com valores de 0,48 g/g, 0,55 g/L h e 94,81%,
respectivamente. Além disso, foram identificados vinte e um compostos
volateis, na fermentagdo com H. uvarum UFLA CAF76, correspondentes aos
grupos de alcoois superiores, acetatos, terpenos, aldeidos e 4cidos volateis. Tais
resultados indicaram que os residuos da industria de café tém potencial para
serem usados como substratos para a producdo de compostos de valor agregado.
O processo descrito neste trabalho podera ajudar tanto a conservagdo do meio
ambiente quanto a melhora da economia dos fazendeiros produtores de café. Por
outro lado, H. uvarum UFLA CAF76 demonstrou alta capacidade fermentativa
utilizando os residuos do café, sendo uma levedura interessante para posteriores
estudos.

Palavras-chave: Polpa de café. Bioetanol. Compostos volateis. Hanseniaspora
uvarum.



ABSTRACT

Coffee is one of the most cultivated products worldwide. The semi-dry
processing generated significant amounts of coffee pulp and coffee wastewater.
The objective of this study was to evaluate the feasibility of ethanol and volatile
compounds production by fermentation of these residues, testing eight different
yeast strains. Batch fermentation studies were performed in 100 mL, employing
ground coffee pulp mixed with coffee wastewater. The strain Hanseniaspora
uvarum UFLA CAF76 provided the best fermentation performance; hence it was
selected to evaluate different culture medium compositions and the inoculum
size for improving the fermentation performance. The best results were obtained
with the follow conditions: 12% w/v of coffee pulp, 1 g/L of yeast extract and
0.3 g/L of inoculum size. Using these conditions was carried out a fermentation
in 1 L of culture medium, achieving higher ethanol yield, ethanol productivity
and conversion efficiency with values of 0.48 g/g, 0.55 g/L h and 94.81%
respectively. Moreover, twenty-one volatile compounds corresponding to higher
alcohols, acetates, terpenes, aldehydes and volatile acids were identified in the
fermentation with H. uvarum UFLA CAF76. Such results indicated that coffee
residues have excellent potential as culture medium for value-added compounds
production, with this process would be attempted simultaneously conserving
environment and improving the economic return to coffee producer farmers.
Furthermore, H. uvarum UFLA CAF76 demonstrated high fermentative capacity
using these coffee residues, thus it is an interesting yeast for further studies.

Keywords: Coffee pulp. Bioethanol. Volatile compounds. Hanseniaspora
uvarum.



21
2.2
221
2.2.2
2.2.3
2.3
2.3.1
24
2.5
2.6

SUMARIO

PRIMERA PARTE

INTRODUGCAO ..o 10
REFERENCIAL TEORICO ..........coooooioimiinrineinesessieseses s 13
Generalidades do café ....................coooiiiiiiiiiii 13
Processamento semisseco do café e seus residuos............................. 16
Polpadecafé ..............coooiiiiii e 17
Mucilagem do café.................ooooiiiiiiiiiii e 18
Aguas residusrias da desmucilagem do café........................co.co........ 19
Bioetanol...............cocoiiiiiiie e e 20
Bioetanol de segunda eraciio.............ccccoeveeevieeiiieniienie e 22
Compostos volateis aromaticos................ccoocceveirieiiiniinieniereeees 24
Microrganismos fermentadores .................cccooeeeeiiieciiiniiienieeeeee e 28
Head-space Microextracio em fase solida (HS-SPME)..................... 31
CONSIDERACOES FINAIS.........ccocoooiioieeieeeeeeeeeeeeeeeeeee s 33
REFERENCIAS .......coooovoiiiiniiie e 34
SEGUNDA PARTE - ARTIGO.........c.cooooiiiiiiiieieeeeeeceee e 39

ARTIGO 1 Utilization of coffee residues obtained from
semi-dry process for production of value-added compounds........... 39



10

PRIMERA PARTE

1 INTRODUCAO

O café ¢ a bebida mais consumida e um dos cultivos mais importantes
no mundo. O Brasil, maior produtor mundial de café, gera grandes quantidades
de residuos agroindustriais ap6s a sua produ¢@o e processamento. Estima-se que
anualmente sdo geradas 225 milhdes de toneladas de residuos liquidos e 9,9
milhdes de toneladas de residuos sélidos em nivel mundial (DIAS et al., 2014).

A polpa do café ¢ um abundante residuo do processamento semisseco,
que representa aproximadamente 29% do peso seco do fruto inteiro. A
desmucilagem do grio de café utiliza grandes quantidades de agua, que se
convertem em aguas residudrias do processo, que junto com a polpa sdo
dispostas geralmente nos cursos de dgua ou no solo, sem o devido tratamento.
Assim estes residuos constituem uma importante fonte de contaminag¢do nos
paises produtores devido a presen¢a de uma grande quantidade de material
organico, além de quantidades consideraveis de compostos toxicos e
antinutricionais, como a cafeina, taninos e polifen6is (MUSSATTO et al., 2011).

Nos ultimos anos, existe crescente interesse em dar um uso econémico a
estes residuos através do desenvolvimento de processos biotecnologicos
eficientes. Dado que a polpa contém grandes quantidades de carboidratos, pode-
se considera-la como substrato interessante para a produgdo de compostos de
valor agregado, como o bioetanol e compostos volateis aromaticos.

Os problemas de mudancga climéatica e o desejo de reduzir a dependéncia
do petréleo tém gerado interesse no desenvolvimento do bioetanol como fonte
alternativa de energia, por este ter uma natureza renovavel, tecnologia de
producdo otimizada e potencial para mitigar os gases de efeito estufa. No

entanto, a maior parte do bioetanol é produzida a partir de matérias-primas
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utilizadas na alimenta¢do humana, sendo de suma importancia direcionar as
pesquisas para a producdo de bioetanol de segunda geragio, gerado a partir da
biomassa residual.

Por outro lado, os compostos volateis de aroma e sabor sdo muito
importantes nas industrias alimenticias, farmacéuticas e de cosméticos. No
mercado mundial, esses compostos t€ém um volume de 20 bilhdes de ddlares
anuais, com uma taxa de crescimento anual de 4 a 5%. A maioria dos compostos
de aroma atualmente disponiveis sdo produzidos através de sintese quimica. A
sua producdo por meio de processos biotecnoldégicos ¢ um mercado em
desenvolvimento e com um futuro promissor, devido a crescente escolha por
processos ecoldgicos, além de que os consumidores preferem produtos
"naturais". Esses aromas naturais s3o sintetizados em processos microbianos,
como a fermentacdo (sintese de novo) ou biocatalise (BERGER et al., 2009).

Apesar das consequéncias negativas dos residuos do café e de seu
grande potencial como matéria-prima, existe pouca informagdo quanto ao seu
aproveitamento na geracdo de produtos de valor agregado. Assim, ¢ importante
desenvolver pesquisas que ajudem a estabelecer condi¢des adequadas para o
processo fermentativo para obter os maiores rendimentos de tais produtos.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a produgdo
de bioetanol e compostos volateis, com oito estirpes de leveduras e utilizando a
polpa de café e as dguas residuarias da lavagem do grio do café como substratos
para a fermentagdo. Apos, avaliar o efeito da composi¢do do meio de cultivo e
do tamanho de indculo no desempenho fermentativo da levedura pré-
selecionada, além de determinar o seu perfil de compostos volateis produzidos
sob essas condigdes.

Desta maneira pode-se contribuir com a redu¢@o do impacto ecoldgico

nas regides cafeeiras e propor uma op¢ao biotecnoldgica para obter produtos em
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beneficio da sociedade, que ajudardo a melhorar a renda econdmica das familias

que vivem da producio do café e na criacdo de novos empregos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A geracdo de residuos e subprodutos é inerente a qualquer setor
produtivo. Os setores agroindustriais ¢ de alimentos produzem grandes
quantidades de residuos, tanto liquidos quanto so6lidos. O café ¢ o segundo maior
produto negociado no mundo, apenas depois do petroleo, portanto sua industria
¢ responsavel pela geracdo de grande quantidade de residuos (DIAS et al.,
2014). Com a preocupacdo do grave impacto ambiental que causam esses
residuos e pressdo das novas legislagdes ambientais, na ultima década, a
utilizacdo desses residuos tem sido objeto de varios estudos.

A polpa de café e as dguas residuarias da desmucilagem do fruto,
principais residuos do processamento semisseco do café, apresentam um
conteiido de nutrientes propicio para o crescimento microbiano, assim podem ser
usados como substratos para diferentes bioprocessos que produzam compostos
de interesse econdmico como sdo o bioetanol e os compostos volateis

aromaticos.
2.1 Generalidades do café

O café pertence a familia Rubiaceae, existem mais de 70 espécies, no
entanto duas sfo comercialmente produzidas, Coffea arabica L. (75% da
produgdo mundial) e Coffea canefora, também chamada de Robusta (25% da
producdo mundial). A primeira espécie apresenta melhores propriedades
sensoriais enquanto a segunda ¢ mais resistente as pragas (MUSSATTO et al.,
2011). A provincia de Kaffa, na Etiopia é considerada o habitat original do café
ardbica, enquanto que o café robusta ¢ nativo da Africa Central (MURTHY;

NAIDU, 2012).
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Atualmente sdo produzidas mais de 9 milhdes de toneladas anuais de
café em todo o mundo, sendo o Brasil o maior produtor com 3 milhdes de
toneladas ao ano, seguido do Vietnam e Colombia, como segundo e terceiro
produtores mundiais, responsaveis por mais da metade da oferta mundial de café
(INTERNATIONAL COFFEE ORGANIZATION, 2014).

De acordo com a produg@o atual de café, estima-se que sdo geradas
aproximadamente 225 milhdes de toneladas de residuos liquidos (25 t de aguas
residuarias por tonelada de grios de café) e 9,9 milhdes de toneladas de residuos
solidos, incluindo casca, polpa, mucilagem, pergaminho, pelicula prateada e
borra de café (1,1 t de residuos solidos por tonelada de graos de café) (DIAS et
al., 2014).

O fruto do café (Figura 1) € ovoide e € formado por (MUSSATTO et al.,
2011):

a) Epicarpo: formado pela casca do grio de café. A casca com o
amadurecimento passa de verde a vermelha ou amarela. O epicarpo ¢
constituido principalmente por material lignocelulosico;

b) Mesocarpo ou Mucilagem: E uma camada de espessura de 0,5 a 2
mm; ¢ um sistema coloidal liquido, um hidrogel. Quimicamente
constituido por agua, pectinas, agucares e dcidos organicos;

¢) Endocarpo: conhecido como pergaminho. E uma membrana
cartilaginosa que recobre a semente ou grao de café. Constituido
essencialmente de material celuldsico;

d) Espermoderma: conhecido como pelicula prateada, que rodeia o
endosperma, e ¢ eliminado quando o grio entra no processo de torra;

e) Endosperma: ¢ o grio de café, parte utilizada na preparagdo da
bebida de café. A dimensdo dos grios varia no comprimento de 7 a

15 mm, na largura de 6 a 8 mm e no peso de 0,1 ¢ 0,2 g.



15

Casca (polpa)

Mucilagem

Pergaminho

Grio de café Pelicula
Prateada

Figural Esquema de um corte longitudinal do fruto do café
Fonte: (MUSSATTO et al., 2011).

No processamento do café, existem principalmente dois métodos, um
por via seca e outro por via umida. Na via seca, os frutos frescos colhidos sao
espalhados uniformemente em um terreiro limpo (de terra ou concreto) até uma
espessura de 8 cm, onde sdo fermentados e secos com revolvimento constante. O
café cereja fica totalmente seco em 12 - 15 dias com boas condigdes
meteorologicas, dando origem ao café natural e gerando o subproduto conhecido
como casca (MURTHY; NAIDU, 2012). Esta pratica ¢ preferida na Etidpia,
Haiti, Indonésia e Brasil (DIAS et al., 2014).

Na via tmida, o café cereja colhido ¢ mecanicamente descascado,
despolpado, desmucilado e transferido para tanques de fermentagdo, onde é
digerida a camada de mucilagem que fica aderida no grdo. Este processo pode
durar de 24 a 72 horas a 30 - 35 °C. Finalmente os grdos com pergaminho sio

secos ao sol até uma umidade de 11 - 12% para continuar com o processamento.
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Este processo da origem ao café descascado, despolpado e desmucilado, gerando
como subproduto a polpa de café. A via umida ¢ utilizada na Colombia, paises
de América Central, Etiopia, Havai e [ndia (DIAS et al., 2014; MURTHY;
NAIDU, 2012).

2.2 Processamento semisseco do café e seus residuos

Existe um terceiro método, a via semiumida (também chamada
semisseca), que nos ultimos anos vem ganhando mais adeptos entre os
cafeicultores brasileiros (BRUNO; OLIVEIRA, 2008). Por meio dessa via, o
produto final, no mercado, tem precos mais elevados, além disso, este
processamento requerer uma menor area para a secagem, melhora a qualidade de
bebida e reduz gastos com energia e mao-de-obra (BRUNO; OLIVEIRA, 2008).

O processamento semisseco do café comega quando ele ainda esta
fresco, em estddio de cereja. A remogdo da casca e mucilagem ¢ realizada
mecanicamente, ¢ durante este processo se utiliza abundante quantidade de agua,
especialmente para retirar a mucilagem do grio de café. A diferenca com o
processamento por via umida ¢ a substitui¢do da fermentacdo submersa por um
desmucilador para eliminar a mucilagem. Depois os grios despolpados e
desmucilados sdo levados para os terreiros para fermentagdo e secagem,
continuando com o processo. No final do processo, ¢ gerada uma fragdo sdlida
que ¢ a polpa, ¢ uma fracdo liquida que ¢é a agua residuaria da desmucilagem do
grdo. (PANDEY et al., 2000; CAMPOS; PRADO; PEREIRA, 2010). Menos de
50% do fruto fresco ¢ utilizado na produgcdo do café comercializado

(ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).
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2.2.1 Polpa de café

A polpa ¢ considerada o residuo da despolpa umida do café cereja,
composta pela casca (epicarpo) e parte da mucilagem (mesocarpo). A diferenga
basica entre casca e polpa ¢ que a primeira ¢ obtida seca e contém o pergaminho,
e segunda ¢ umida e ndo possui o pergaminho, pois este fica envolto ao grdo de
café como forma de protegao.

Estima-se que em torno de 40% do peso do fruto fresco do café seja
constituido pela polpa. A polpa ¢ essencialmente rica em carboidratos, proteinas
e minerais (especialmente o potassio) (ULLOA et al., 2003).

A polpa do café apresenta uma média de 14% de agucares totais, 10% de
proteinas, 2,5% de lipideos, 6,5% de sustancias pécticas totais e 18% de fibras.
Além de conter compostos considerados toxicos e antinutricionais, como a
cafeina, taninos e compostos fendlicos (PANDEY et al., 2000), que podem
afetar a fauna e a flora, por exemplo, em animais diminuem a ingestdo de
alimentos e a absorcdo de nutrientes (ULLOA et al., 2003).

A cafeina ¢ um composto ativo, um dos estimulantes naturais mais
poderosos. Estd presente em uma concentragdo de 0,87% a 1,3% na polpa do
café (peso seco) (ULLOA et al., 2003). A concentragio deste alcaloide é de duas
a dez vezes menor na casca do que no grio (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

No caso dos taninos, os dados encontrados nos diferentes estudos sdo
contraditérios j4 que podem variar dependendo da metodologia de andlise
utilizada e da variedade do café. Eles podem estar em concentragdes de 1,80 a
8,56% (PANDEY et al., 2000), e sabe-se que sua concentragdo aumenta ao
longo da secagem da polpa e € maior em variedades de café amarelo do que nos
vermelhos (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

Os compostos fendlicos da polpa do café foram avaliados por Ramirez-
Martinez (1988), encontrando 4cido clorogénico (42,2% do total de compostos

fenolicos), epicatequina (21,6%), acido 3,5-dicafeoilquinico (19,3%), &cido 3,4-
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dicafeoilquinico (5,7%), acido 4,5-dicafeoilquinico (4,4%), catequina (2,2%),
rutina (2,1%), acido protocatequinico (1,6%) e acido ferulico (1,0%).

A polpa do café contém grandes quantidades de lignina, celulose e
hemicelulose (17, 30 e 3% respectivamente), também contém elementos
inorganicos como nitrogénio, fosforo e potassio, dentre outros (MURTHY;
NAIDU, 2012). Devido a sua composi¢do, a polpa de café tem um grande
potencial para ser utilizada na producdo de diferentes compostos de valor
agregado.

Nas fazendas produtoras de café, a polpa produzida ¢ geralmente
depositada em pilhas para permitir sua secagem e, assim, possibilitar seu
posterior uso como adubo organico na lavoura. Com o continuo uso destas areas
como deposito, os lixiviados produzidos por este material sdo uma fonte de
poluigdo para o solo e dguas subterraneas, provocando alteragcdes quimicas e
fisicas. Devido a sua umidade elevada, a polpa € propensa & decomposi¢do e
fermentacdo, gerando odores desagradaveis, proliferagdo de mosquitos, além de
dificultar a sua manipulagio (ASOCIACION NACIONAL DEL CAFE, 2005).

Com a finalidade de mitigar esses problemas, t€ém sido estudadas
alternativas de uso da polpa e casca do café, como compostagem, alimentagio
animal, cultivo de cogumelos, producdo de enzimas, compostos fenolicos,
biogéas, acidos organicos, pectina, metabodlitos secundarios (sustancias de aroma
e sabor), proteina unicelular (single cell protein SCP), processos de ensilagem,

preparag@o de meios de cultivo, dentre outros (PANDEY et al., 2000).

2.2.2 Mucilagem do café

A mucilagem ¢é a fragdo do café que permanece aderida ao grio no
processamento umido apds o despolpamento. Apresenta-se como um liquido

viscoso, translicido e incolor. A mucilagem ¢ composta de agua (84,2%),
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proteinas (8,9%), agtcares (4,1%), substancias pécticas (0,91%) e cinzas (0,7%)
(ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

O processamento de cada quilograma de café cereja produz 91 mL de
mucilagem pura que, por conter um consideravel teor de nutrientes, também &
considerada um substrato interessante em fermentagdes microbianas

(ZAMBRANO et al., 1999).

2.2.3 Aguas residuarias da desmucilagem do café

A agua residual gerada da remog¢do da mucilagem do café cereja adquire
componentes soliveis e insoluveis da polpa e da mucilagem (ASOCIACION
NACIONAL DEL CAFE, 2005). Portanto essas 4guas sdo ricas em matéria
organica, contendo aglcares (frutose, glicose e galactose), proteinas, pectinas,
celulose, hemicelulose, polifenois (4cidos clorogénico e caféico), taninos e
cafeina, pequenas quantidades de corantes naturais (antocianinas) e lipideos
(ZAMBRANO et al., 1999; DIAS et al., 2014).

As demandas quimica (DQO) e bioquimica (DBO) de oxigénio tém sido
encontradas com valores de 16.450 mg/L ¢ 9.010 mg/L respectivamente, valores
superiores aqueles permitidos pela legislagdo ambiental. Os compostos fenolicos
sdo encontrados em uma concentragdo de 954,2 mg/L. Estes compostos sdo
considerados toxicos porque atuam inibindo as atividades de microrganismos,
vegetais e animais. As dguas residuarias também apresentam uma salinidade de
2,56% (CAMPOS; PRADO; PEREIRA, 2010).

Todos estes compostos presentes nas aguas residudrias podem alterar e
degradar os solos, cursos de agua e poluir o ar, quando elas sdo dispostas sem
tratamento prévio. Se forem langadas em cursos de agua provocam a diminuigo
do oxigénio dissolvido no meio, uma vez que ¢ usado pelos microrganismos na
decomposi¢do aerdbia. A reducdo do oxigénio tem como consequéncias o

desequilibrio da fauna e flora aquaticas, eutrofizagdo e geracdo de odores
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desagradaveis, causando assim um grave impacto ambiental e degradando a
qualidade das aguas (FIA et al., 2007). As aguas residuarias também podem
produzir gases como o metano, dioxido de carbono, gas sulfidrico e amonia,
como resultado da atividade bacteriana, poluindo o ar. Além de existir o risco de
poluicio das 4guas subterrdneas (ASOCIACION NACIONAL DEL CAFE,
2005).

A ideia do aproveitamento dos residuos do processamento do café surge
da necessidade de minimizar seus efeitos negativos no ambiente, dando-lhes um
destino alternativo com geracdo de produtos com valor agregado (NAVIA;
VELASCO; HOYOS, 2011). Atualmente, a alta produtividade de café por
hectare, as rigorosas legislagdes ambientais, o alto custo dos combustiveis e dos
fertilizantes favorecem o uso desses residuos para sua transformagdo em

produtos de valor agregado (DIAS et al., 2014).
2.3 Bioetanol

No Brasil, o bioetanol obteve maior importancia desde o ano de 1929,
quando a grande crise internacional afetou a industria agucareira. Sobrava actcar
e cana e faltavam divisas para aquisi¢do de combustivel liquido. A primeira
destilaria de d4lcool anidro foi instalada em 1931 e o Governo Federal
estabeleceu a obrigatoriedade da mistura de 5% de etanol a gasolina, para
economizar na importacdo de combustivel e amparar a lavoura canavieira. Em
1974 com a crise internacional do petrdleo, o Brasil iniciou uma nova fase de
producdo de etanol com um grande investimento na tecnologia de producdo.
(LIMA; BASSO; AMORIN, 2001). Hoje, o Brasil é o pais com a tecnologia
mais avangada no processo fermentativo alcodlico do mundo e tem mercado

garantido, devido ao uso do alcool na frota brasileira seja puro ou misturado com
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gasolina, substituindo a gasolina em cerca de 40% do total (FERREIRA-
LEITAO et al., 2010).

O bioetanol ¢ obtido a partir da fermentagdo dos agucares que se
encontram nos vegetais, tais como cereais, cana-de-aglicar, beterraba ou na
biomassa vegetal (residuos). Estes agucares estdo combinados na forma de
sacarose, amido, hemicelulose e celulose (KRYLOVA; KOZYUKOV;
LAPIDUS, 2008).

A utilizagdo do bioetanol tem-se generalizado para substituir o consumo
de derivados do petréleo e por ser um combustivel renovavel e limpo. Este
alcool tem um conteudo de oxigénio em torno de 35% em massa, pelo que sua
combustdo € limpa, contribuindo na reducio das emissdes poluidoras de efeito
estufa (KRYLOVA; KOZYUKOV; LAPIDUS, 2008). Substituindo a utilizagio
de combustiveis fosseis pelo bioetanol reduzem-se as emissdes de carbono em
80%, enquanto elimina-se o efeito da chuva 4cida causado pelo didxido de
enxofre (MUSSATTO et al., 2010).

A demanda de bioetanol estd aumentando rapidamente nos paises
industrializados, interessados em desenvolver um mercado interno de
biocombustiveis, com seus planos e regulagdes de utilizagfo. Esse interesse se
deve a fatores como: 1) o aumento dos pregos do petroleo e consciéncia de que
as reservas mundiais do mesmo estdo se esgotando, 2) preocupagdo a respeito
das emissdes poluentes dos combustiveis fosseis, 3) os requisitos do Protocolo
de Quioto e o Plano de Ac¢fo de Bali sobre as emissdes de carbono, ¢ 4) a
provisdo de saidas alternativas para os produtores agricolas (MUSSATTO et al.,
2010).

A via fermentativa é a maneira mais importante de obtengdo de etanol
no Brasil, pelo grande ntimero de matérias-primas naturais existentes em todo o
pais, durante todo o ano. No processo de obten¢do, distinguem-se quatro fases:

preparo do substrato, fermentagdo, purificagdo e desidratacdo. O preparo do
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substrato consiste no tratamento da matéria-prima para extrair os agucares
fermentesciveis e difere dependendo da matéria-prima. A fermentagcdo é um
processo comum a todos os substratos agucarados e seu principio € a
transformagao dos agucares em etanol e CO,. A purificagdo ¢é feita geralmente
em duas operagdes: a primeira separa o etanol do substrato fermentado por
destila¢do, produzindo uma mistura hidroalcodlica impura contendo aldeidos,
ésteres, alcoois superiores e acidos organicos, e a segunda, separa o etanol
dessas impurezas através da retificacdo. Finalmente ¢é feita a desidratacdo para
levar o etanol a concentragdes superiores a 97,2% v/v (LIMA; BASSO;
AMORIN, 2001).

2.3.1 Bioetanol de segunda geraciio

Gragas aos avangos biotecnoldgicos, a maioria do etanol produzido no
mundo provém de produtos agricolas. Aproximadamente 40% do total do
bioetanol sdo produzidos a partir de matérias-primas diretamente
fermentesciveis como a cana-de-agticar e beterraba, e 60% com matérias-primas
amilaceas, como o milho, trigo e batata, cujo amido deve ser convertido em
acgucares (sacarificado) antes da fermentacdo (MUSSATTO et al., 2010). A
grande desvantagem de utilizar essas culturas como matérias-primas ¢ que todas
elas estdo destinadas para a alimentacdo humana e animal, fato que gera
polémica pelo tema de seguranga alimentar e do uso da terra, além de aumentar
o custo de producdo (NAVIA; VELASCO; HOYOS, 2011).

Nos ultimos anos, as pesquisas estdo sendo dirigidas a produgdo de
etanol a partir de matérias-primas lignoceluldsicas (biomassa), que sdo mais
baratas e abundantes. O bioetanol produzido a partir destas fontes ¢ chamado de
segunda geragdo. A importancia deste bioetanol decorre da possibilidade de
utilizar matéria-prima de baixo custo, evitar a concorréncia direta e indireta com

a alimentacdo humana e animal, seguranca de abastecimento de energia, reduzir
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as importagdes de petréleo e mitigar a produgdo dos gases de efeito estufa
(BALAT; BALAT, 2009).

A biomassa vegetal ¢ gerada como residuos nos processos produtivos de
setores agricola, florestal e industrial, como por exemplo, as gramineas,
madeiras, subprodutos de colheitas e processamento de frutas, da industria de
papel, residuos solidos municipais, etc. (CHEN, 2011). A utiliza¢do de residuos
impede sua acumulagdo e potencial contaminacdo de solos, rios e aguas
subterraneas (FERREIRA-LEITAO et al., 2010).

Com o avang¢o na pesquisa do etanol de segunda geragéo, também estio
sendo estudados microrganismos que possam usar eficientemente essas
matérias-primas como substratos. Especialmente leveduras que possam utilizar
tanto hexoses quanto pentoses para a produgéo de etanol e que sejam resistentes
as diversas condi¢des da fermentacdo (PANDEY et al., 2000; BALAT; BALAT,
2009; MUSSATTO et al., 2011).

Na literatura existem poucos estudos que tenham utilizado polpa de café
como substrato para fermenta¢do na produgio de etanol. No estudo de Kefale,
Redi e Asfaw (2012), foi utilizada polpa de café hidrolisada em agua destilada a
temperatura de ebuli¢do e fermentada com levedura comercial S. cerevisiae
durante 24 h, obtendo assim uma concentragdo maxima de etanol de 7,4 g/L. Os
autores concluiram que a polpa de café tem um grande potencial para produgéo
de bioetanol na Etidpia. Outro estudo relatou que a fermentacdo do hidrolisado
de polpa de café por S. cerevisiae alcangou um rendimento de etanol de 0,46 g/g
e apresentou um rendimento tedrico de 40% (SHENOY et al., 2011).

Em outro estudo realizado por Navia, Velasco e Hoyos (2011) foram
utilizadas polpa e mucilagem do café, submetidas a hidrdlise acida e posterior
fermentacdo com S. cerevisiae comercial, obtendo 25,44 g/L. de etanol a partir

de 64,40 g/L de agucares totais, o que equivale a um rendimento tedrico de
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77,29%, mostrando que ¢ vidvel a produgdo de etanol em pequenas cafeeiras
com matérias-primas de facil acesso.

Também existem trabalhos que relataram o uso de outros residuos da
industria do café, como o estudo de Mussatto et al. (2012), em que utilizaram a
borra e pergaminho do café, avaliando o metabolismo de agticares e a produgio
de etanol, por trés diferentes leveduras cultivadas em substratos hidrolisados por
hidrolise acida. A fermentagdo com S. cerevisiae resultou na maior produgio de
etanol a partir do hidrolisado acido da borra de café, sendo o teor de etanol de
11,7 g/L em um processo fermentativo com 50,2% de eficiéncia (MUSSATTO
etal., 2012).

Gouvea et al. (2009) utilizaram a casca de café e S. cerevisiae para
produzir etanol. As condigdes nas quais obtiveram os melhores resultados foram
utilizando as cascas inteiras, 3 g de levedura por litro de substrato e uma
temperatura de fermentagdo de 30 °C. Sob estas condi¢des, a producédo de etanol

foi de 13,6 g/L.

2.4 Compostos volateis aromaticos

Os compostos volateis influenciam no aroma e sabor dos produtos.
Esses compostos odoriferos (aromas) sdo moléculas de baixo peso molecular
(m<400 Dalton) cuja pressdo de vapor ¢é suficientemente alta para vaporiza-los
parcialmente a temperatura ambiente, produzindo estimulos olfativos (SOCCOL
et al., 2008).

A maioria dos aromas naturais € o resultado de misturas de compostos
quimicos, biologicamente ativos, que apresentam estruturas complexas de varios
grupos funcionais. Os compostos quimicos responsaveis pelos aromas
caracteristicos sdo alcoois, aldeidos, acidos, ésteres, terpenos, dicarbonilos,

acidos graxos de cadeia curta e mediana, cetonas, lactonas, compostos fenolicos



25

e sulfurados, dentre outros. Estes compostos conferem atributos organolépticos
agradaveis, como frutado, floral, picante, temperado, cremoso, etc., aos
alimentos, bebidas, pastas de dente, fragrancias, perfumes e outros artigos
perfumados (UENOJO; PASTORE, 2006; BERGER, 2009).

Os compostos de aroma podem resultar do metabolismo secundario das
plantas, mas existem inconvenientes para obté-los por esse processo. Por
exemplo: sdo geradas baixas concentragdes, os aromas podem estar ligados a
outros compostos, podem ser encontrados apenas em plantas exoticas e sua
produgéo depende dos fatores ambientais e das doengas que as plantas possam
adquirir, tornando custoso o processo de extragdo (UENOJO; PASTORE, 2006).
Uma vez que sua estrutura é elucidada, os aromas t€ém sido produzidos por
sintese quimica, um processo que afeta ao meio ambiente e que tem pouca
seletividade pelo substrato, causando a formagfo de misturas racémicas
indesejaveis, reduzindo assim a eficiéncia do processo (LONGO; SANROMAN,
2006).

Uma rota alternativa para a producdo de compostos de aroma ¢ a
biossintese microbiana (fermentacdo) ou a bioconversdo de precursores naturais
com células microbianas ou enzimas (biocatalise). Os métodos biotecnologicos
normalmente tém condigdes de processo menos prejudiciais para o ambiente e
produzem o enantidmero desejavel do composto aromatizante (VANDAMME,
2003).

Geralmente, os aromas de origem microbiana estdo presentes apenas em
pequenas concentragdes nos caldos de fermentagdo, o que pode resultar em
elevados custos de recuperacdo, mas isso é compensado pelo fato de que o valor
dos aromas naturais no mercado ¢ de 1-100 vezes maior que dos aromas
sintéticos. Isto significa que para ser competitivo, o preco dos aromas
produzidos com microrganismos deve estar entre 200 ¢ 2.000 USD/kg (DUBAL
et al., 2008).
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Existe uma marcada diferenga de precos entre as trés formas de
obtengdo. Por exemplo, o butirato de etilo, importante composto aromatizante
frutado, tem um custo de cerca de 180 USD/kg quando produzido
biotecnologicamente, enquanto que, sua obten¢do "natural” pela concentragdo de
sumos de fruta chega a um preco de 5.000 USD/kg. Produzi-lo sinteticamente
tem um custo de apenas 4 USD/kg (DUBAL et al., 2008).

Atualmente, a populagdo opta pelos alimentos e aditivos naturais, os
compostos de aroma produzidos por microrganismos entram nessa categoria,
uma vez que, segundo o Regulamento Europeu sobre aromas e sabores (EEC n°
1334/2008), o aromatizante natural ¢ definido como: “uma substincia
aromatizante obtida por processos fisicos, enzimaticos ou microbioldgicos a
partir de material de origem vegetal, animal ou microbioldgico no seu estado
bruto ou apos o processamento para o consumo humano por um ou mais dos
processos tradicionais de preparacdo de alimentos” (BERGER, 2009).

Certos fungos, leveduras e bactérias podem sintetizar aromas como
metabolitos secundarios durante processos fermentativos a partir de nutrientes
como agucares, aminoacidos e alcoois (UENOJO; PASTORE, 2006).

Algumas leveduras como P. anomala, K. marxianus, S. cerevisiae e
algumas ndo Saccharomyces mostraram um grande potencial na produgdo
industrial de compostos de aroma, como o 2-feniletanol, um dos aromas mais
importantes na induastria por possuir odor de rosas (LONGO; SANROMAN,
2006; VANDAMME, 2003). Este composto ¢ produzido a partir da L-
fenilalanina através da via de Ehrlich, em trés reagdes: transamina¢do da L-
fenilalanina produzindo fenilpiruvato, descarboxilacio do fenilpiruvato
formando fenilacetaldeido, e reducdo do fenilacetaldeido a 2-feniletanol. O
preco no mercado do 2-feniletanol natural (a partir de éleos essenciais de flores
e plantas) estd em torno de US $ 1,000/kg, e aquele sintetizado quimicamente

custa em torno de US $ 5/kg (KIM; CHO; HAHM, 2014).
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O fator mais importante que limita a viabilidade econdmica da produgdo
de compostos de aroma por microrganismos através de fermentagfo, ¢ a
necessidade de custosos componentes sintéticos para os meios de cultura.
Assim, uma alternativa seria a utilizagdo de residuos agroindustriais como
matéria-prima para esse processo, o que poderia trazer essa viabilidade
econdmica (BICAS et al., 2010).

Uma nova abordagem para dar valor agregado a casca/polpa de café ¢é
utiliz4d-la na producdo de compostos de aroma por leveduras e fungos. Por
exemplo, a levedura Pachysolen tannophilus tem sido utilizada em fermentagéo
em estado sdlido (SSF) com casca de café, resultando na producio de aromas de
abacaxi ¢ banana pela presenga de acetato de isoamilo e &lcool isoamilico,
também foram produzidos acetaldeido, acetato de etilo, isobutanol, acetato de
isobutilo e etil-3-hexanoato (PANDEY et al., 2000).

Kluyveromyces marxianus produz compostos de aroma frutado em SSF
utilizando como substrato bagaco de mandioca ¢ farelo de palma gigante
(Opuntia ficus indica). A analise mostrou a produg¢do de onze compostos
incluindo alcoois, ésteres e aldeidos. Os principais componentes produzidos
foram acetato de etilo, etanol e acetaldeido (MEDEIROS et al., 2001).

Na producdo de compostos de aroma a partir de varios tipos de residuos
agroindustriais, tem-se utilizado principalmente fungos filamentosos, como
Aspergillus sp., Neurospora sp., Trichoderma viride, Rhizopus oryzae, €
Ceratocystis frimbiata, que produzem grande quantidade de aromas frutados ou
florais (péssego, abacaxi, banana, citros, rosa, etc.) dependendo da cepa e das
condicdes de cultivo (MEDEIROS et al., 2001; SOARES et al., 2000).
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2.5 Microrganismos fermentadores

A microbiota de processos fermentativos tradicionais e industriais
constitui uma boa fonte de isolados microbianos com caracteristicas de
relevancia industrial. Especificamente, podem ser encontradas estirpes de
leveduras tolerantes ao estresse durante a fermentagdo alcoolica, nos quais a
levedura é submetida a varios estresses como o osmotico ¢ a concentragdo de
etanol. Tais isolados podem ser bons candidatos para novos esforgos de
engenharia genética e metabolica (MUSSATTO et al., 2010).

Atualmente, o microrganismo mais utilizado na producéo de etanol ¢ a
levedura Saccharomyces cerevisiae, por sua habilidade de crescer em meios
contendo altas concentragdes de aclcares e etanol. Esta levedura ¢é
rotineiramente utilizada em muitos processos biotecnoldgicos tradicionais, como
panificacdo e produg@o de varias bebidas alcodlicas. S. cerevisiae tem a
capacidade de hidrolisar sacarose em glicose e frutose, hexoses facilmente
utilizadas por ela, além da manose ¢ galactose, mas tem como limita¢do o fato
de ndo fermentar as pentoses (CHEN, 2011). Com a finalidade de tornar viavel a
produgdo de etanol de segunda geracdo, os pesquisadores tém se interessado na
procura de leveduras capazes de utilizar pentoses, que sejam termotolerantes,
tolerantes ao etanol, resistentes a inibidores liberados durante o pré-tratamento
do material lignocelulésico e capazes de utilizar um amplo espectro de
substratos (MUSSATTO et al., 2012). As pesquisas tém demonstrado que varias
espécies de leveduras sdo capazes de fermentar xilose em etanol, como Pichia
stipitis (MUSSATTO et al., 2012), Candida tropicalis (JAMALI et al., 2007), e
Kluyveromyces marxianus (CHEN, 2011).

P. stipitis ¢ uma levedura isolada da madeira em decomposicdo e das
larvas de insetos que habitam na madeira. O nicho ecologico desta levedura lhe

fornece capacidade para utilizar a maior parte dos agucares presentes na



29

madeira. Esta levedura fermenta xilose a etanol com elevado rendimento,
configurando-se como a mais promissora para aplicacdo industrial (AGBOGBO;
COWARD-KELLY, 2008).

Jamai et al. (2007) utilizaram C. fropicalis livre e imobilizada para
produzir bioetanol a partir de amido, em que o pré-tratamento do amido com a-
amilase foi suficiente para obter a fermenta¢do completa com esta levedura.

K. marxianus ¢ encontrada em alimentos fermentados. Apresenta uma
alta taxa de crescimento, pode sobreviver a 52 °C e sua eficiéncia fermentativa é
similar a S. cerevisiae. K. marxianus pode produzir etanol eficientemente a
temperaturas de 38 - 45 °C, sendo uma caracteristica interessante, uma vez que
as fermentagdes em grande escala podem atingir altas temperaturas. Ela pode
também metabolizar varios substratos contendo hexoses e pentoses (CHEN,
2011).

Existe uma grande variedade de leveduras que produzem compostos de
aroma durante as fermentagdes, algumas delas sdo citadas a seguir. C. tropicalis
e Yarrowia lipolytica degradam o acido ricinoleico em acidos de 16, 14 ¢ 12
carbonos, acumulando d-decalactona, que apresenta notas frutadas e oleosas
importantes na formulacdo de aromas de péssego, damasco ou morango
(LONGO; SANROMAN, 2006). Rojas et al. (2001) estudaram vérias leveduras
ndo-Saccharomyces de vinho produtoras de ésteres de acetato. Dentre elas,
Hanseniaspora guilliermondii e Pichia anomala foram consideradas como
fortes produtoras de acetato de 2-feniletilo e de acetato de isoamilo,
respectivamente. S. cerevisiae ¢ leveduras selvagens apresentam capacidade de
esterificacdo pronunciada e também possuem atividade de acoplamento carbono-
carbono (BERGER, 2009).

P. anomala pode crescer sob condi¢des ambientais estressantes como
pH extremo, baixa atividade de agua, ¢ condi¢des anaerdbias, produzindo etanol

e glicerol. Esta levedura é um dos microrganismos necessarios para a
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fermentacdo de cacau e café, podendo degradar a pectina. Além de contribuir
com ao aroma de bebidas fermentadas pela produgdo de compostos volateis
(KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011).

Outra levedura muito encontrada em fermentagdes ¢é Pichia
guilliermondii que tem a capacidade de produzir terpenos ou transformar
monoterpenoides aciclicos em linalol, carene ¢ o-terpeniol. Ela tem potencial
para producdo industrial de riboflavina e xilitol (KURTZMAN; FELL;
BOEKHOUT, 2011).

Torulaspora delbrueckii apresenta uma influéncia positiva sobre o sabor
e aroma de bebidas alcodlicas, € a0 mesmo tempo, exibe baixa producdo de
acetaldeido, acetoina, acetato, acetato de etilo ¢ acidos volateis que podem
conferir sabores indesejaveis. Em altas concentragdes de etanol e acido acético,
T. delbrueckii preserva a viabilidade mais do que S. cerevisiae, embora ndo seja
capaz de consumir frutose sob a mesma condicdo (AZZOLINI et al., 2012).

Hanseniaspora uvarum, também conhecida como Kloeckera apiculata,
na sua forma anamorfica, tem formato apiculado, esferoidal a ovoide, ou
alongado. As baixas temperaturas favorecem o seu crescimento. H. uvarum ¢é
uma espécie muito difundida e frequentemente isolada do solo, insetos, varias
frutas, mostos fermentados, processos de producdo industrial de alimentos, de
processamento de café por fermentacdo, entre outros. Vdrias estirpes de H.
uvarum de origem enoldgica apresentam enzimas com atividade [-D-
glucosidase e P-D-xilosidase, ambas as glicosidases sdo importantes para a
liberagdo de compostos aromaticos em vinificagdo (KURTZMAN; FELL;
BOEKHOUT, 2011).

H. uvarum encontra-se predominantemente no comeco das fermentagdes
naturais dos sucos de frutas, contribuindo com um aroma mais complexo na
bebida fermentada final, pela alta produgdo de compostos aromaticos, pequenas

quantidades de acidos e glicerol. Esta levedura pode produzir até 6% v/v de
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etanol a partir de glicose e frutose; no entanto, ela pode tolerar o etanol até
concentragdes de 4 a 7% v/v. Concentragdes acima dessa percentagem junto
com a redug¢do do potencial redox geram um ambiente que inibe o seu
crescimento (ESCALANTE et al., 2011; HUTKINS, 2006).

H  wuvarum ¢ uma levedura anaerdbia facultativa. Tolera altas
concentragdes de agucares fermentesciveis encontrados nos mostos de frutas,
uma vez que ela ndo apresenta o efeito Crabtree (metabolismo fermentativo na
presenga de altas concentragdes de glicose, embora com quantidade suficiente de
oxigénio no meio), ou seja, o aumento na concentragdo de glicose ndo afeta a
sua respiragdo; no entanto podem ser produzidas pequenas quantidades de
etanol, glicerol e acetato. Devido a esta caracteristica metabolica, H. uvarum é
considerada uma levedura oxidativa, que ap6s o esgotamento de oxigénio no

meio terda um metabolismo fermentativo (ESCALANTE et al., 2011).

2.6 Head-space Microextracio em fase sélida (HS-SPME)

A analise cromatografica de compostos organicos, que estdo presentes
em diferentes produtos, sempre exige um pré-tratamento da amostra, devido a
existéncia de macromoléculas (proteinas ou aglcares) que sdo incompativeis
com as colunas cromatograficas ou com a concentragdo de substincias trago. A
escolha de uma técnica de extragdo adequada ainda ¢ um desafio, porque os
compostos volateis sio muito instaveis e sujeitos a mudangas e perdas durante a
extragdo. Em alguns casos, torna-se necessario combinar técnicas de extragdo
para obter um extrato representativo dos volateis de uma amostra
(PIETROWSKI et al., 2012).

HS-SPME ¢ uma técnica de preparagdo da amostra que nfo usa solvente,
em que uma fibra de silica revestida com um polimero seletivo € introduzida no

espago livre em cima da amostra. Os analitos orginicos volatilizados sdo
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extraidos (adsorvidos) e concentrados no revestimento e, em seguida, sdo
transferidos ao instrumento analitico para sua dessor¢do e analise. E uma técnica
muito utilizada devido a sua simplicidade, velocidade, possibilidade de
automagdo e facilidade de uso. No entanto, as concentragdes detectadas dos
compostos de interesse sdo geralmente baixas e fortemente dependentes da
matriz, devido ao elevado nivel de etanol e de outros volateis majoritarios nos
meios fermentados, e ao fato de que os compostos alvo passam por uma fase de
adsor¢do e depois outra de dessor¢do. Para garantir a precisio, devem ser usados
padrdes internos adequados (ZAPATA et al., 2012).

A fibra mais comumente utilizada em fermentagdes tem recobrimento de
DVB/CAR/PDMS (divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane). Os
componentes reativos sdo o Carbowax (adsorvente moderadamente polar) e o
divinilbenzeno (suspendido no Carbowax, que tem uma elevada afinidade para
pequenas aminas). Carbowax/divinilbenzeno ¢ adequado para SPME de alcoois
e compostos polares e, portanto, ¢ adequado para os compostos volateis
produzidos geralmente nas fermenta¢des alcodlicas (PIETROWSKI et al.,
2012).

Em relagdo a temperatura de extrag@o, as temperaturas mais baixas (em
torno de 15 °C) favorecem a retencdo dos compostos mais volateis pelo
revestimento SPME. Em contraste, as temperaturas mais elevadas (em torno de
60 °C) permitem aumentar a concentracdo de compostos semivolateis no espago
superior da amostra. Por isso, geralmente ¢ adotada uma temperatura intermédia
(em torno de 40 °C) com a consequente reducdo na quantidade extraida de

elementos volateis e semivolateis (BIANCHIN et al., 2014).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, a polpa de café
juntamente com as aguas residuarias da desmucilagem do grio demostraram ser
um substrato adequado para o processo fermentativo de producdo de compostos
de valor agregado como o bioetanol e os compostos volateis aromaticos. A
levedura H. wvarum UFLA CAF76 apresentou o melhor desempenho
fermentativo, cujo aprimoramento foi conseguido com 12% p/v de polpa de
café, 1 g/L de extrato de levedura e 0,3 g/L (peso seco) de indculo. Sob essas
condigdes, foram obtidos altos valores de rendimento de etanol (0,48 g/g),
produtividade de etanol (0,55 g/L h) e eficiéncia de conversdo (94,81%). Além
disso, o perfil dos compostos volateis, produzidos por H. uvarum UFLA CAF76,
foi caracterizado pela produ¢do de 2-fenil-etanol, acetato de feniletilo, linalol e
b-citronelol, compostos muito utilizados na industria de alimentos, cosméticos,
perfumaria, farmaceéutica, etc.

H. uvarum UFLA CAF76 ¢ uma levedura promissora para diversos
bioprocessos utilizando residuos da industria do café, portanto, futuras pesquisas
sd0 necessarias para elucidar e maximizar seu potencial fermentativo.

Este estudo mostrou uma alternativa viavel para a obten¢do de bioetanol
e compostos volateis aromaticos nas cafeeiras utilizando matérias-primas baratas
e de facil acesso, por serem residuos que nio t€m usos definidos e podem ser
separados ¢ recolhidos facilmente para seu aproveitamento. Recomenda-se um
processo de avaliagdo em uma plantagdo de café realizando um estudo
econdmico e financeiro. Os proximos passos do presente estudo seriam realizar a
destilagdo do mosto fermentado para recupera¢do do etanol, posteriormente
executar os processos de retificag@o e desidratacéo para obter a pureza desejada
para a utilizacdo do etanol como combustivel e a recuperaco e a purificagdo dos

compostos volateis aromaticos de interesse.
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Abstract

The semi-dry processing of coffee generates significant amounts of
coffee pulp and coffee wastewater. This study evaluated the production of
bioethanol and volatile compounds by eight different yeast strains when
cultivated in a mixture of these residues. Hanseniaspora uvarum UFLA CAF76
provided the best fermentation performance; hence it was selected to evaluate
different culture medium compositions and inoculum size. The best results were
obtained with 12% w/v of coffee pulp, 1 g/L of yeast extract and 0.3 g/L of
inoculum. Using these conditions, a fermentation in 1 L of medium was carried
out, achieving higher ethanol yield, productivity and efficiency with values of
0.48 g/g, 0.55 g/L h and 94.85% respectively. Twenty-one volatile compounds
corresponding to higher alcohols, acetates, terpenes, aldehydes and volatile acids
were identified. Such results indicate that coffee residues have excellent
potential as substrates for value-added compounds production. H. wuvarum

demonstrated high fermentative capacity using these residues.

Keywords: coffee pulp, coffee wastewater, bioethanol, volatile compounds,

Hanseniaspora uvarum.

1. Introduction

Coffee is the most frequently consumed functional beverage worldwide
and the second largest traded commodity after petroleum (Mussatto et al., 2011).
According to the International Coffee Organization (ICO, 2014), global coffee
production during 2013 is estimated to be over 145 million of bags of 60 kg.
Therefore, large amount of residues are generated during the coffee processing.
Among these residues, coffee pulp is the first residue obtained during wet and
semi-dry processing of coffee and represents 29% dry-weight of the whole berry
(Murthy and Madhava Naidu, 2012). In the semi-dry processing, fruit pulp
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covering the seeds are removed by pulper, then the mucilage coating the grains
is washed for their subsequent solar drying (Navia et al., 2011; Esquivel e
Jiménez, 2012). Coffee pulp is essentially rich in sugars, proteins, minerals and
it also contains appreciable amounts of tannins, polyphenols and caffeine,
considered toxic in nature (Pandey, 2000). The water used for depulping and
demucilage of cherries is known as coffee wastewater and has high
concentration of organic pollutants (Haddis and Devis, 2008). Residues of the
coffee industry represent a serious environmental problem for coffee producing
countries, due to unsafe disposal of them causing water and land pollution
(Murthy and Madhava Naidu, 2012). There are few studies addressing to their
use in profitable applications. Since coffee pulp and coffee wastewater contain
considerable amounts of fermentable sugars and other nutrients (Mussatto et al.,
2011), these constitute interesting substrates for microorganisms’ growth, and
consequently, for producing value-added products such as bioethanol and aroma
compounds.

The emission of greenhouse gases as a result of consumption of fossil
fuels and the nonrenewable nature of them, encourage the search for new
sources of clean energy, which can be produces in a sustainable manner.
Burning ethanol instead of gasoline reduces carbon emissions by more than 80%
while eliminating the release of acid-rain-causing sulfur dioxide (Mussatto et al.,
2011). Furthermore, there is a growing interest worldwide to find out new and
cheap carbohydrate sources for production of second generation bioethanol. The
agricultural residues are attractive materials since they are abundant, inexpensive
feedstock, avoid direct and indirect competition with human food and animal
feed and provide an energy supply security (Balat and Balat, 2009). It is
considered that agroindustrial residues will become the main feedstock for

ethanol production in the near future. Recent studies indicate the excellent
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potential of coffee residues for bioethanol production (Kwon et al., 2013; Choi
et al., 2012; Mussatto et al., 2012; Shenoy et al., 2011).

On another hand, a novel approach on value addition of agroindustrial
residues is the production of aroma volatile compounds for industry application
using yeast and fungi (Murthy and Madhava Naidu, 2012; Medeiros et al., 2001;
Pandey et al., 2000). The chemical synthesis and direct extraction from plants of
aroma compounds present economic and environmental disadvantages.
Moreover, nowadays there has been a remarkable preference of consumers for
natural food additives (Medeiros et al., 2001). Hence, biotechnological
production of these compounds is a suitable alternative, since it occurs at mild
reaction conditions, presents high enantioselectivity, does not generate toxic
wastes and the products obtained may be labeled as "natural" (Bicas et al.,
2010). The utilization of agroindustrial wastes as feedstock could bring
economic feasibility for the commercial process, reducing costs in the culture
medium (Bicas et al., 2010).

Many yeasts have the capacity to produce specific single flavor
molecules by either de novo synthesis or converting an added substrate/precursor
molecule (Vandamme, 2003). During alcohol fermentations, yeasts can produce
alcohols (2-phenylethanol), terpenes (citronellol, linalol, geraniol), esters (2-
phenylethyl acetate) and others with fruity, floral and green odors. Specifically,
apiculate yeasts can impact on the sensory quality of wine owning to the higher
production of aroma compounds (De Benedictis et al., 2011; Moreira et al.,
2011).

Application of coffee residues in such bioprocesses would reduce waste
treatment costs, reduce environmental pollution, provide alternative substrates
and produce compounds economically important. The aim of this study was first
to evaluate the production of ethanol and volatile compounds by eight yeast

strain utilizing coffee residues (coffee pulp and coffee wastewater) as substrate
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for fermentation, and then to investigate the effects of culture medium
composition and the inoculum size on fermentation performance of pre-selected
yeast, besides to determine the volatile compounds produced under these

optimum conditions.

2. Materials and methods
2.1. Raw material

Coffee pulp and coffee wastewater from the depulping and demucilage
process of coffee beans (Coffea arabica L., variety Catuai 99 vermelho) were
supplied by a coffee-producing unit located in the Southern area of the state of
Minas Gerais (Brazil), during the 2012 harvest. As soon as obtained, the
materials were frozen at -20°C. The coffee pulp was dried at 60°C for 48 h until
constant weight, later coffee pulp was ground and stored in hermetical glass

flasks.

2.2. Physicochemical analysis

The physicochemical characteristics of coffee pulp and wastewater were
determined according to standard procedures. The parameters analyzed were:
water content, ash, lipids and protein (AOAC, 1970), reducing sugars, non-
reducing sugars and total sugar (Nelson, 1944), crude fibre (Van der Kamer and
Van Ginkel,1952), cellulose, hemicellulose, and lignin (Van Soest and Wine,
1968), soluble pectin, total pectin and solubility (Bitter and Muir, 1962), total
phenolic compounds by Folin—Ciocalteu method, pH, chemical oxygen demand
(COD) and biochemical oxygen demand (BOD) (APHA, 1992).

2.3. Yeasts strains
Eight strains isolated from coffee fermentation, cocoa fermentation,

sugar cane spirit (cachaga) fermentation and soil were evaluated in the present
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study. They were preselected according to their capacity to produce ethanol and
aroma compounds in published studies. The isolates involved were:
Saccharomyces cerevisiae UFLA CAl11 (Kwon et al., 2013; Mussatto et al.,
2012; Shenoy et al., 2011), Pichia anomala UFLA CAF70 (Longo and
Sanroman, 2006), Kluyveromyces marxianus UFLA CHI1-1 (Medeiros et al.,
2001; Goshima et al., 2013), Candida tropicalis UFLA CES-Y573 (Oberoi et
al., 2010), Pichia guilliermondi UFLA CAF725 (Ponzoni et al., 2008),
Haseniaspora uvarum UFLA CAF76 (Moreira et al., 2008, 2011), Torulaspora
delbruekii UFLA CAF58 (Azzolini et al., 2012) and Pichia stipitis NCYC 1541
(National Collection of Yeast Cultures, Norwich, UK) (Mussatto et al., 2012).
All strains, except P. stipitis, were from the microbial collection of the Microbial
Physiology Laboratory/Department of Biology from the Federal University of
Lavras (UFLA) in Brazil.

2.4. Inoculum preparation

Yeast strains maintained at -80°C were re-activated and multiplied using
YEPG medium (10 g/L yeast extract, 20 g/L peptone and 20 g/L glucose) as
described below. Using a platinum loop, yeast strains were inoculated into tubes
containing 1 mL YEPG and were incubated at 28°C. After 24 h, the content of
these tubes were transferred to new tubes containing 9 mL YEPG and incubated
for 24 h at 28°C. The resulting yeast cultures (10 mL) were transferred to
Erlenmeyer flasks containing 90 mL YPD, which were subsequently incubated
for 24 h at 28°C; for all steps the agitation was 135 rpm. Yeast cells were later
recovered from the medium by centrifugation (5000 rpm, 10 min, 20 °C) and
washed twice with sterile peptone water (Duarte et al., 2012). Finally, the
biomass obtained was inoculated in the fermentation medium containing coffee

residues.
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2.5. Screening of the yeast strains

Eight yeasts strains were screened, in pure culture, based on their
fermentation performance (sugar consumption, ethanol production and
fermentation kinetics). Fermentation experiments were performed using 250 ml
Erlenmeyer flasks containing a mixture of 10 g of coffee pulp and 100 mL of
coffee wastewater, this medium was sterilized at 121°C for 15 min. The flasks
were inoculated with an initial concentration of 0.3 g/L of cells (dry weight) of
each strain. The incubation was performed in a rotary shaker at 27°C and 105
rpm. The fermentation time was determined based on the maximum sugar
consumption, analyzed by HPLC. During the experiments, samples were taken
for sugars (sucrose, glucose and fructose), alcohols (ethanol and glycerol) and
volatile compounds determinations. All the assays were performed in duplicate.
After this preliminary test, the strain with higher ethanol yield, lower residual

sugar level and higher kinetic parameters was used in a new fermentation assay.

2.6. Evaluation of the effect of the culture medium composition and the inoculum
size on fermentation performance

At the second stage, three variables were tested aiming the improvement
of the fermentation performance with the selected yeast strain from the previous
stage (item 2.5). It was carried out a 2x3x2 factorial experiment. The variables
tested were: coffee pulp concentration (6 and 12 % w/v), yeast extract
concentration (0, 1 and 2 g/L) and inoculum size (0.3 and 1 g/L dry weight),
which combinations resulted in 12 assays.

The pre-selected yeast strain was inoculated in the culture medium
containing 100 mL of coffee wastewater and different concentrations of coffee
pulp and yeast extract as described above. The fermentation conditions were the
same as previously described (item 2.5). Samples were taken for determination

of sugars and alcohols. All the assays were performed in duplicate. The assay
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with significant and positive effect on the fermentation performance was chosen
to conduct the fermentation in 1 L of medium containing the coffee residues

(described below).

2.7. Fermentation with optimized conditions

The assay obtained in the last stage was reproduced on 1 L of culture
medium and incubated at the same fermentation conditions. This experiment
was carried out in triplicate. At initial and final time of fermentation, samples
were taken for determination of sugars, ethanol and volatile compounds. The
content of total phenolic compounds was determined (Folin—Ciocalteu method),
in the residual solid, after of fermentation, for its comparison with the

concentration of phenolic compounds in the coffee pulp.

2.8. Evaluation of fermentation performance

To evaluate fermentation performance some parameters were calculated.
The ethanol yield factor (Y, g/g) was determined as the ratio between the
maximum ethanol concentration (g/L) and total sugars consumed (g/L). Ethanol
volumetric productivity (Q,, g/l h) was defined as the ratio between the
maximum ethanol concentration (g/l) and the respective fermentation time (h).
The conversion efficiency of sugars to ethanol (£, %) was calculated as the ratio
between the obtained Y, (g/g) and the theoretical value (0.51 g/g) of this
parameter (Mussatto et al., 2012). The percentage of sugars consumed (Conv,
%) was defined as a ratio between the total sugars consumed (g/L) and the initial

sugar concentration (g/L).

2.9. HPLC analysis
The concentration of carbohydrates (sucrose, glucose and fructose),

ethanol and glycerol was determined by High-Performance Liquid
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Chromatography (HPLC). Analyses were carried out using a Shimadzu
chromatograph (Shimadzu Corp., Japan) that was equipped with a refractive
index detector (RID-10A). For carbohydrates quantification was used a
Shimadzu ion exclusion column (Shim-pack SCR-101C, 7.9 mm x 30 c¢m) that
was operated at a temperature of 80°C using ultrapure water as the eluent at a
flow rate of 0.6 mL/min. Ethanol and glycerol was determined using a Shimadzu
ion exclusion column (Shim-pack SCR-101H, 7.9 mm x 30 cm) that was
operated at 30°C using 100 mM perchloric acid as the eluent at a flow rate of 0.6
mL/min. The compounds were identified by comparison of their retention times
with the retention times of certified standards. The quantification of compounds
was performed using calibration curves constructed with different concentrations
of standard compounds, injected at the same conditions of samples (Duarte et

al., 2012; Duarte et al., 2011). All samples were examined in duplicate.

2.10. Extraction of volatile compounds and GC-FID analysis

The extraction of volatile compounds was performed by headspace
solid-phase microextraction (HS-SPME). A sample of 5 mL of fermented
medium was added in a 15 mL vial with 4-nonanol (internal standard) at a final
concentration of 249.5 pg/L. Extraction was performed by constant magnetic
stirring of sample during 10 min of equilibration at 60 °C. After this period, a
50/30 um DVB/CAR/PDMS fiber (Supelco, Belletonte, PA, USA) was exposed
into the sample headspace for 15 min with a constant stirring and the same
temperature. The time of volatiles desorption from the SPME fiber was fixed at
5 min.

The volatile compounds were analyzed using a gas chromatograph (GC)
Shimadzu model 17A, equipped with an flame ionization detector (FID) and
using a capillary column of silica DB Wax (30 m x0.25 mm i.d. x 0.25 pm)

(J&W Scientific, Folsom, Calif.,U.S.A.). The oven temperature was maintained
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at 50°C for 5 min, raised to 190°C by increments of 3°C/min, and then
maintained at 190°C for 10 min. Injector and detector temperatures were kept at
230 and 240°C, respectively. The carrier gas (N;) was maintained at a flow rate
of 1.2 mL/min. Injection was made in the split mode (1:10). The volatile
compounds were identified by comparing their retention times with those of
standard compounds injected under the same conditions. Quantification of the
volatile compounds was expressed as 4-nonanol (internal standard) equivalents.
The relative concentrations of the investigated compounds were calculated by
relating the area of the internal standard to the area of the compound of interest

(Duarte et al., 2011). Analyses were performed in duplicate.

2.11. Statistical analysis

The software SISVAR 5.1 (Lavras, MG, Brazil) was used for the Scott-
Knott test. Principal Component Analyses were performed with XLstat 7.5.2
software (Addinsoft’s, New York, NY, USA).

3. Results and discussion
3.1. Physicochemical analysis

Table 1 shows the composition of coffee pulp and coffee wastewater.
The majority of values found for coffee pulp were similar to those reported by
other authors (Esquivel e Jiménez, 2012; Navia et al., 2011; Ulloa et al., 2003;
Elias, 1979), with exception of proteins, which presented a relative higher
content (14.79%) if compared with others studies that found values from 7% to
12% of protein (Navia et al., 2011; Ulloa et al., 2003). The coffee pulp presented
significant sugars content (9.7%), which is expected given the origin of such
residue, i.e., fruit pulp. On the other hand, coffee wastewater presented lower
components values than coffee pulp but it had similar physicochemical

characteristics since the wastewater catches components from pulp and mucilage
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during depulping and demucilage process. The protein content in the wastewater
was also measured in a significant concentration (4.26%). According to
environmental regulations COPAM (2008), the values of COD and BOD are
higher than those permitted for effluent discharge in fluvial receptors (Table 1).
The chemical composition of coffee residues can differ widely
according to the altitude, crop variety, cultivation conditions, processing mode
and stage of development when the coffee cherries were harvested (Elias, 1979).
The presence of significant amounts of fermenting sugars, protein, lipids and
mineral components (ash) indicated that these residues seem quite promising for

biotechnological process.

Table 1

Physicochemical characteristics of coffee residues added to the culture medium

Parameter Coffee pulp Coffee wastewater
(dry matter)
Water content (%) 82.44 97.56
Total sugars (%) 9.7 1.21
Reducing sugars (%) 9.63 1.13
Non-reducing sugars (%) 0.07 0.08
Protein (%) 14.79 4.26
Lipids (%) 1.2 nd
Ash (%) 7.33 0.16
Crude fiber (%) 14.1 nd
Cellulose (%) 20.7 -
Hemicellulose (%) 3.6 -
Lignin (%) 14.3 -
Solubility (%) 6.19 -
Total pectin (g 100 g™) 11.37 -
Soluble pectin (g 100 g™ 0.7 -
Total phenolic (g 100 g™) 2.62 0.022
Chemical oxygen demand (mg L™) - 10,259
Biochemical oxygen demand (mg L™) - 6,500
pH - 5.25

nd not detected
Maximum permitted values according to COPAM: DQO = 180 mg/L, DBO = 60 mg/L (COPAM, 2008).
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3.2. Screening of eight yeast strains

All yeasts strains were able to grow and ferment the culture medium
containing coffee pulp and coffee wastewater. The sugars (sucrose, glucose and
fructose) content was almost totally consumed after 24 h of fermentation, except
fermentations with P. guilliermondi UFLA CAF725 and P. stipitis NCYC 1541
that required a longer fermentation time (48 h) (Table 2). The total initial sugar
concentration was 35.23 g/L. As consequence of sugar consumption, the yeasts
produced levels of ethanol ranging from 10.79 g/L (P. anomala UFLA CAF70)
to 14.67 g/L (H. uvarum UFLA CAF76), with significant differences (Table 2).
The ethanol content was higher (letter a in the Scott-Knott test) for the strains S.
cerevisiae UFLA CAI11, T. delbruekii UFLA CAF58, C. tropicalis CES-Y573,
UFLA CAF76 and P. stipitis NCYC 1541, with concentrations ranging from
13.47 to 14.67 g/L. These strains also showed higher ethanol yield factors Y,
higher conversion efficiencies (£,) and higher ethanol productivities (Q,) (Table
2). The last parameter was lower only for P. stipitis NCYC 1541. The strains P.
anomala UFLA CAF70, K. marxianus UFLA CHI1-1, P. guilliermondi UFLA
CAF725 and P. stipitis NCYC 1541 were the most efficient in sugar consumed
with values of Conv from 99.19 to 99.39% (Table 2). This result means that
probably the last strains used more of their carbon source for either biomass
production or other metabolites than for ethanol production (Sobocan and
Glavic, 2000).

H. uvarum UFLA CAF76, an apiculate yeast, produced the highest
ethanol concentration of 14.67 g/L (1.86% v/v). Previous studies reported that
H. uvarum produced until 6% v/v of ethanol in fermented beverages (Estela
Escalante et al., 2011), and it can tolerate ethanol until concentrations of 4-7%
(Moreira et al. 2011; Fleet, 2003). H. uvarum UFLA CAF76 had the highest
value for the ethanol yield factor Y, of 0.42 g/g, thus it converted sugar to

ethanol more efficiently, based on the theoretical maximum value of 0.51 g/g.
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Furthermore, this strain was the most efficient producer of ethanol per unit time
with a O, of 0.61 g/L h. Although H. uvarum UFLA CAF76 had a slightly lower
percentage of sugars consumed (Conv) of 98.86% (letter b in the Scott-Knott
test), the £, value was the highest with 82.57 % (Table 2), indicating that this
yeast was able to convert more of the consumed sugar into ethanol than the other
ones. These results showed that H. wvarum UFLA CAF76 had a good
performance in the fermentation process; hence it was selected for the
subsequent step of this work.

Since the most studies for ethanol production from agroindustrial
residues used S. cerevisiae, the results found here are quite interesting, regarding
that the fermentation performance was better with H. uvarum UFLA CAF76
than with S. cevevisiae UFLA CA11. These findings were probably due to H.
uvarum UFLA CAF76 has been isolated from coffee fermentation during semi-
dry processing (Vilela et al., 2010), hence it is adapted to the components and
conditions present in this medium. This yeast is commonly found in
fermentations of natural and pulped coffee (Vilela et al., 2010; Avallone et al.,
2001).
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3.3. Volatile compounds profile of eight yeast strains in coffee residues
fermentation

Other purpose of this work was to test the coffee residues for the
production of aroma/flavor compounds that could be interesting for food,
cosmetics or perfume industry. The GC-FID analysis of the samples, belonging
to the uninoculated medium and the medium after the fermentations by the eight
yeasts strains, allowed the identification of thirty-five compounds corresponding
to six groups of volatile compounds, higher alcohols, acetates, ethyl esters,
aldehydes, terpenes and volatile acids (Table 3). The highest concentration of
higher alcohols was found in the fermentation with P. guilliermondi UFLA
CAF725 (712.87 pg/L). Among these compounds 2-phenylethanol is
industrially interesting because of its rose-like odor, the production of this
compound was higher in the fermentations carried out with the strains P.
anomala UFLA CAF70, P. guilliermondi UFLA CAF725 and H. uvarum UFLA
CAF76. The strain K. marxianus UFLA CH1-1 had the highest concentration of
acetates (100.11 pg/L). In relation to ethyl esters, only was produced ethyl
butyrate by two strains S. cerevisiae UFLA CAll and P. stipitis NCYC 1541
(Table 3). Acetates and ethyl esters are positive aromatic descriptors
contributing with fruity notes (Salgado et al., 2012).

Terpenes are derived from the raw material and could have their
concentration increased by enzymatic process during fermentation; they are
considered positive aromas because supply floral and fruity notes and have
commercial interest (Salgado et al., 2012). The fermentation with H. uvarum
UFLA CAF76 produced the highest concentration of terpenes, which increased
from 21.54 pg/L (uninoculated medium) until 51.40 pg/L.

Volatile acids were the group more abundant in the medium fermented
by P. stipitis NCYC 1541 (17.53 pg/L), which have odor descriptors of fatty-

rancid, cheesy and sweaty. Furfural was the most abundant aldehyde in the
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uninoculated medium with 46.14 g/L, this concentration enabled cell growth of
all yeast strains. Besides, this compound was not detected in the medium after
the fermentation by all yeasts. Therefore, furfural was likely either degraded
during the fermentation or reduced into furfuryl alcohol and esterified to furfuryl
acetate (Duarte et al., 2005). Furfural is undesirable because it can affect the
specific growth rate of cells, the cell-mass yield on ATP and the volumetric and
specific ethanol productivities, depending on its concentration in the

fermentation medium (Palmqvist and Hahn-Hégerdal, 2000).
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Figure 1 shows the Principal Component Analysis (PCA) performed on
the data from Table 3, it indicates the relationship between the composition of
the volatile compounds and the yeast strains. PCA reduces the dimensionality of
a data set consisting of a large number of interrelated variables, while retaining
as much as possible of the variation present in the data set. This is achieved by
transforming to a new set of variables, the principal components (PCs), which
are uncorrelated and ordered so that the first few retain most of the variation
present in the original variables (Jolliffe, 2002). The first two principal
components, PC1 and PC2, accounted for 55.35 % of total variance (34.61 and
20.71 %, respectively). The PC1 enabled the differentiation between the yeasts
strains (Fig. 1b). In the positive side of PC1 and the negative side of PC2, the
strains H. uvarum UFLA CAF76 and P. P. guilliermondi UFLA CAF725 were
correlated with higher concentrations of octanal (21), 1-butanol (8), furfuryl
acetate (16), trans-3-hexen-1-ol (9), ethyl acetate (14), acetaldehyde (19), 2-
methyl-1-propanol (3) e 1-propanol (2) (Fig. 1a, b). P. stipitis NCYC 1541 was
positively characterized in PC1 and PC2 by butyric acid (30), isobutyl acetate
(12), ethyl butyrate (18), 3-methyl-1-butanol (5) and verbenone (25). In the
negative side of PC1 and the positive side of PC2, the strains H. uvarum UFLA
CAF70 and K. marxianus UFLA CHI1-1 were correlated mainly with isoamyl
acetate (13) and propyl acetate (15). The uninoculated medium is located at
negative values of PC1 and PC2, characterized by the contribution of furfural

(Fig. 1a, b).
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Fig. 1. Principal component analysis of volatile compounds (A) in coffee
residues fermented by eight yeast strains (B). The numbers 1-35 correspond to

the volatile compounds detailed in Table 3.
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3.4. Evaluation of the effect of the culture medium composition and the
inoculum size on fermentation performance

Three variables were tested for the improvement of fermentation
performance with the yeast H. uvarum UFLA CAF76. The variables were coffee
pulp concentration, yeast extract concentration and inoculum size (Table 4). The
higher ethanol concentrations were achieved in the assays 5, 6, 9 and 10 with
values ranging from 20.39 to 21.02 g/L (letter a in the Scott-Knott test), these
assays also had the best productivities (0,). These assays contained the higher
concentration of coffee pulp (12%), the yeast extract varied between 1 and 2
g/L, as well as, the inoculum size (0.3 and 2 g/L). Therefore, the greater coffee
pulp concentration and the addition of yeast extract enhanced the ethanol
production. Regarding the ethanol yield (Y,,) and the efficiency (£)), the assays
4 to12 showed the higher values, varying within the range of 0.459-0.479 g/g
and 90.3-93.8%, respectively (Table 4).

The selection of the best assay was made according to economic aspects.
For 1 or 2 g/L of yeast extract, there were no significant differences among the
values of each parameter, hence to reduce costs in the process can be chosen 1
g/L. Likewise, the parameters were not influenced by the inoculum size, since
there were no significant differences between the assays whose coffee pulp and
yeast extract concentrations were kept constants. Thus, the lower concentration
of inoculum (0.3 g/L) may be used for optimizing time and lowering the costs.
Therefore, the assay 5 was selected for the fermentation in 1 L. The assay 5 had
high ethanol concentration, high ethanol yield (Y,), high productivity (Q,) and
high conversion efficiency (£,) with values of 20.39 g/L, 0.474 g/g, 0.849 g/L h
and 92.89%, respectively (Table 4). These values were greater than those
achieved in the screening step by the same yeast (UFLA CAF76), probably due
to the addition of yeast extract and increase of coffee pulp to 12%, consequently

the sugar content increased, improving the fermentation parameters.
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The ethanol yield obtained with assay 5 was greater than reported in
previous studies that used different coffee wastes as substrate. For example,
Mussatto et al. (2012) achieved 11.7 g/L of ethanol from 54 g/L of initial sugars,
in a fermentation of spent coffee ground hydrolysates. A mixture of coffee pulp
and mucilage underwent to acid hydrolysis and fermented with commercial
baker’s yeast showed an ethanol yield of 25.44 g/L, from 64.40 g/L of total
sugars (Navia et al., 2011). For coffee residue waste, Choi et al. (2012) found
that fermentation with S. cerevisiae KCTC 7906, produced 15.3 g/L of ethanol
from 40.2 g/L of fermentable sugars, after a popping pretreatment and enzymatic

hydrolysis.
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3.5. Fermentation with optimized conditions

The fermentation in 1 L of medium was performed with 12% of coffee
pulp, 1 g/L yeast extract and 0.3 g/L (dry weight) of inoculum size. In this
fermentation, H. uvarum UFLA CAF76 achieved the highest ethanol yield factor
(Y,) in all stages of this study, with a value of 0.48 g/g. Consistent with Y,, the
E, value was also higher (94.81 %), as well as, the Conv value (96.55 %). The
ethanol productivity (Q,) was 0.55 g/L h. These values are better than those
found in other studies of ethanol production from different coffee raw materials.
For example, fermentation of spent coffee grounds hydrolysates by S. cerevisiae
RL-11 yielded an Yps 0of 0.26 g/g, Op 0f 0.49 g/l h, and E,of 50.2% (Mussatto et
al., 2012). Another study reported that fermentation of wet coffee pulp
hydrolysate by S. cerevisiae achieved an ethanol yield of 0.46 g/g and showed
an efficiency of 40% (Shenoy et al., 2011). Fermentation of coffee residue waste
treated with enzymatic hydrolysis obtained a maximum ethanol yield of 89.9%
(Choi et al., 2012). Kwon et al. (2013) after fermentation with S. cerevisiae
found ethanol yields of 0.46 g/g for hydrolyzate of spent coffee grounds and
0.43 g/g for hydrolyzate of lipid extracted coffee grounds.

It can be observed that our production of ethanol by fermentation of
coffee pulp and wastewater was quite satisfactory in comparison to literature
data, since all those studies used acid or enzymatic hydrolysis of raw material.
With this in mind, a possibility to further improve ethanol production obtained
in this study would be to add pretreatment steps (i.e. acid or enzymatic
hydrolysis/saccharification) to release more fermentable sugars. On another
hand, it can be note that all those authors used S. cerevisiae in the fermentation.
This study found that H. uvarum UFLA CAF76 was able to produce ethanol
from coffee residues in similar or better yields. Therefore, further research
should be carried out on the potential of this strain for ethanol production from

these residues. Coffee residues could be used widely for fermentation process,
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since fermentable sugars are available in high concentration and high ethanol
production may be achieved.

After the fermentation, sucrose, glucose and fructose remained in
concentrations of 0.26 g/L, 0.53 g/L and 0.19 g/L, respectively. It had been
reported that H. wuvarum strains showed a fructophilic character, having a
preferential consumption of fructose respect to glucose (De Benedictis et al.,
2011), which was confirmed with our results.

Table 5 shows the twenty-one volatile compounds found in coffee
residues fermented with a pure culture of H. uvarum UFLA CAF76. Apiculate
yeasts have been reported as producers of aroma compounds, mainly in
winemaking (Hong et al., 2013; De Benedictis et al., 2011; Moreira et al., 2011;
Fleet, 2003). Here the volatile profile obtained was similar to that found in the
screening stage, with a slight decrease in concentrations, probably due to the
different origin of coffee wastewater that was discussed previously. Following
the most commercially interesting volatile compounds will be addressed.

The group more abundant was the higher alcohols; the oxygenation by
stirring contributes to their production (Estela Escalante et al., 2011). One of the
most interesting higher alcohols is the 2-phenylethanol, an aromatic alcohol with
a rose-like odor widely used in perfumery, cosmetics and food industry. This
aroma compound was produced during the fermentation with H. uvarum UFLA
CAF76 (14.56 pg/L) as well as phenylethyl acetate (16.42 pg/L), a derivative
with rose, honey and apple odors. The ability of apiculate yeasts to produce
these compounds was reported previously (Moreira et al., 2008, 2011).
Currently, most of consumers prefer natural food additives and since the 2-
phenylethanol extracted from plants has high price in the market (US$ 1,000 per
kg), the microbial fermentation is a good and efficient alternative for its
production in a relatively inexpensive method (Eshkol et al., 2009). The

production cost could be even lower if the raw materials are agroindustrial
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residues. The 2-phenylethanol is produced naturally by various yeast strains
from the catabolism of 2-phenylalanine via Ehrlich pathway (Longo and
Sanroman, 2006). It had been reported that the presence of ethanol and 2-
phenylethanol in the medium resulted in a synergistic inhibition, which reduced
the tolerance of yeast to 2-phenylethanol and thus its production (Eshkol et al.,
2009; Longo and Sanroman, 2006). Hence, in a further study with the purpose of
producing 2-phenylethanol, this compound could be removed in situ with
specialized resins for increase its production.

Other interesting group of aroma compounds for industry are the
terpenes found mainly in plants, but fungi belonging to the ascomycetes and
basidiomycetes also synthesize several important terpenes (Longo and
Sanroman, 2006). These compounds were characterized by the production of
linalool (sweet, fresh, citrus odor) and b-citronellol (fresh, rose-like odor) in
concentrations of 11.61 pg/L and 9.50 pg/L, respectively. They are two of the
most flavor-active compounds due to their low sensory threshold (Longo and
Sanroman, 2006). Terpenes can be present as free molecules or non-aromatic
glycosylated precursors, and non-Saccharomyces species can release enzymes
(e.g., P-glucosidase) with the capacity to hydrolyze these precursors producing
their active aromatic forms useful for flavor and fragrance industries (Maturano
etal., 2012).

There are no reports in the literature addressing the value addition to
agroindustrial residues using H. wvarum. However, the most of volatile
compounds produced by H. uvarum UFLA CAF76 in fermented coffee residues
have been identified by several authors in wine fermentation (Hong et al. 2013;
Duarte et al., 2012; De Benedictis et al., 2011; Moreira et al. 2011; Moreira et al.

2008), indicating the potential of this yeast for natural production of aromas.
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Table 5
Concentrations (ng/L) of volatile compounds in coffee residues fermented by H.
uvarum UFLA CAF76
No. Compounds Uninoculated medium  After fermentation
Higher alcohols
1 Methanol 108.69 + 1.95 98.24 +5.14
2 1-propanol nd 17.47 £1.04
3 2-methyl-1-propanol nd 57.46 = 1.69
4 2-methyl-1-butanol nd 111.53 +£2.48
5 1-butanol 6.60 +0.51 9.11 +1.46
6 Trans-3-hexen-1-ol 7.74+£0.28 12.07 £ 0.55
7 Furfuryl alcohol nd 2.33+0.24
8 2-phenylethanol nd 14.56 £ 0.89
Total higher alcohols 123.03 322.77
Acetates
9 Ethyl acetate 14.91+0.10 15.63 £ 0.49
10 Furfuryl acetate 1.29+0.22 3.67+0.36
11 Phenylethyl acetate 5.56 +0.49 2198 £1.19
Total acetates 21.76 41.28
Aldehydes
12 Acetaldehyde 31.65+2.08 30.44 + 1.55
13 Butyraldehyde nd 2.95+043
Total aldehydes 85.80 33.39
Terpenes
14 Linalool 5.61+0.04 17.22+0.76
15 a-Terpeniol 2.75+0.16 3.90+0.42
16 Verbenone 1.85+0.10 3.26 + 0.65
17 b-Citronellol 2.74+£0.26 12.24 £ 0.66
18 Geraniol 1.54+0.23 2.27+0.20
Total terpenes 15.12 33.89
Volatile acids
19 Nonanoic acid 5.72+0.19 320+ 0.44
20 Decanoic acid 3.57+0.10 6.17+0.57
Total volatile acids 15.18 9.37
Others
21 2,3-butanedione 0.88+0.08 1.63+£0.26
Total others 0.88 1.63




67

According to Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2013),
the state of Minas Gerais (Brazil) produce about 1.44 ton of coffee per hectare.
According to this production, it is estimated the generation of 0.58 tons of coffee
pulp in that area. Therefore, using the coffee pulp and coffee wastewater
produced per hectare, as substrate for fermentation, it could be produced 125.67
L of bioethanol, 71.05 mg of 2-phenylethanol, 79,36 mg of phenylethyl acetate,
56.12 mg of linalool and 45.9 mg of b-citronellol, with the process described in
this study.

On the other hand, phenolic compounds present in coffee pulp may
produce lower absorption of amino acids and glucose, reduce food intake and
lower digestibility of nutrients in ruminants, depending of the concentration
(Waghorn and McNabb, 2003). These compounds were measured in the residual
solid after the fermentation and it was found a concentration of 0.13 g/100 g of
dry material. Compared with the concentration in the coffee pulp (2.62 g/100 g
in dry matter), it can be noted a substantial decrease of total phenolic
compounds. This means that the fermentation process could detoxify the coffee
pulp and this solid residue could have a possible application in animal feed.

This was an initial work for test the potential of coffee residues to
produce value-added compounds, so there are many aspects that can be studied
and improved, as operational conditions (e.g. temperature, agitation, pH, oxygen
availability, etc), hydrolysis pretreatments and production of other value-added
compounds (e.g. single-cell protein, phytochemicals, antioxidant compounds,
enzymes, organic acids). This work proposes a low-cost fermentation process
that could be of industrial value for coffee processing industries, generating
extra incomes from value-added compounds. Likewise, this technology could be
a proper alternative for waste disposal and recovery, minimizing the negatives

effects to the environment.
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4. Conclusions

Coffee residues have a large potential as raw material for bioethanol and
volatile compounds production. H. uvarum UFLA CAF76 presented the best
fermentation performance, which improvement was achieved with 12% w/v of
coffee pulp, 1 g/L of yeast extract and 0.3 g/L of inoculum. Under these
conditions, interesting results of ethanol yield (Y,4), productivity (Q,) and
efficiency (£,) were obtained. The profile of aroma compounds was
characterized by the production of 2-phenylethanol, phenylethyl acetate, linalool
and b-citronellol. H. uvarum demonstrated to be quite promising yeast for
fermentations from coffee residues, further researches are necessary to elucidate

and maximize their potential.
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