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Resumo

Muita da nossa necessidade energética primaria é fornecida por fontes de origem fassil.
Infelizmente, o uso continuado de combustiveis fosseis para obtencdo de energia deu
origem a poluigdo atmosférica e emissdes de gases de efeito estufa. Para alem disso, as
reservas de petroleo atuais ndo sdo extraiveis ou as dificuldades associadas a sua
extracdo fazem com que o0s seus custos aumentem significativamente. Previsdes
apontam para que as reservas de petroleo existentes esgotem daqui a 50 anos. Assim €
necessaria uma busca e desenvolvimento de fontes de energia renovaveis, sendo este um
dos maiores desafios da humanidade neste momento.

Com este trabalho, pretende-se produzir bioetanol utilizando residuos agroindustriais
existentes na regido do Algarve. Neste processo de producdo foram efetuados estudos
sobre a fermentacdo de extratos de acUcares sollveis de residuos agricolas e industriais
para otimizacdo do rendimento etanolico. A fonte de carbono foi batata-doce.

Foi possivel obter um maximo de 32,9 g/l de etanol a partir de uma concentracdo de
76 g/l de acucares totais em ensaio batch de “erlenmeyer”, o que corresponde a um
rendimento de produto/substrato de 43% e uma produtividade maxima de etanol de

0,83 g/(1.h). No entanto, o maior valor de rendimento produto/substrato foi de 50% em
ensaio batch com reator bioldgico, correspondendo a producdo de 10,7 g/l de etanol a
partir de uma concentracdo de 26 g/l de acucares totais e uma produtividade maxima de
etanol de 0,26 g/(l.h).

Palavras-chave:  Bioprocessamento;  Batata-doce;  Bioetanol;  Fermentacdo;

Saccharomyces cerevisae

Vi



Abstract

Much of our need for primary energy is given by fossil fuels. Unfortunately, the
sustained use of fossil fuels for energy has given origin to atmospheric pollution and
greenhouse gas effect. Even more, current existent oil reserves are not extractable or its
difficulties of extraction increase significantly the costs of extraction. Previsions
indicate that the existent oil reserves lasts for more 50 years. So, a search and
development of renewable sources of energy is needed, being this one of the highest
challenge of mankind nowadays.

This work intends to produce bioethanol using agro-industrial wastes existent in the
region of Algarve. In this production process, soluble sugar fermentative extract studies
have been made with agriculture and industrial wastes for optimization of ethanolic
yield. The carbon source used was sweet potato.

It was possible to obtain a maximum of 32,9 g/l of ethanol from a concentration of 76
g/l of total sugars in an erlenmeyer batch assay, which corresponds to a
product/substrate yield of 43% and maximum ethanol productivity of 0,83 g/(l.h) .
However, the maximum product/substrate yield was 50% in a batch assay performed on
biological reactor, corresponding to the production of 10,7 g/l of ethanol from an initial
concentration of 26 g/l total sugars and maximum ethanol productivity of 0,26 g/(l.h).

Keywords: Bioprocess; Sweet potato; Bioethanol; Fermentation; Saccharomyces

cerevisae
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1. Introducéo

A energia desempenha um papel vital no nosso quotidiano, sendo preponderante no
desenvolvimento sécio econdmico de cada pais. A energia é definida como a capacidade de
realizar trabalho e fornecer calor. As fontes de energia podem ser classificadas em trés
grupos: fossil, renovavel e nuclear (Gupta & Demirbas, 2010). Os combustiveis fosseis
formaram-se ha muito tempo atrds e ndo sdo renovaveis (Demirbas & Demirbas, 2010). A
energia fossil inclui petrdleo, carvdo, betume, gas natural, xisto betuminoso e areias de
alcatrdo. As fontes de energia renovaveis incluem biomassa, hidrica, vento, solar, geotermal
e marinha. As principais fontes de energia de fissdo sdo o urénio e o torio, e apesar de
existirem algumas reservas destes minerais, algumas classificacbes consideram-nos como
fonte ndo renovavel (Gupta & Demirbas, 2010).

Durante cerca de dez mil anos, 0 Homem tem usado biomassa como fonte de energia. A
madeira € usada como fonte de calor para cozinhar e aquecimento. As primeiras tecnologias
de energia renovavel que surgiram eram mecéanicas e ndo alcancavam grandes eficiéncias
energéticas. As energias renovaveis tém sido a fonte de energia primaria na historia da
humanidade. No entanto, nestes Gltimos duzentos anos, a fonte de energia foi alterada para
os combustiveis fosseis. A industrializacdo modificou o uso de fontes renovaveis para
fontes fésseis com uma maior capacidade energética, como o carvao e o petrdleo. Durante o
ultimo século, a ideia de combustiveis fosseis ilimitados tornou-se mais aliciante e o rapido
progresso e evolucgdo tecnoldgica converteu o uso industrial de petréleo e carvao vantajoso
economicamente.

O petréleo é a fonte de energia mais consumida pela populacdo mundial (cerca de 4,8
barris/ano/pessoa), superando o carvao, gas natural, nuclear ou hidroelétrica (Gupta &
Demirbas, 2010). Apesar de os combustiveis fosseis serem ainda atualmente gerados pelo
calor e pressao exercidos no interior do planeta, a sua taxa de consumo €é superior a taxa a
que sdo originados. Assim, 0s combustiveis fosseis sdo considerados ndo renovaveis, uma
vez que ndo sdo repostos a mesma velocidade que sdao consumidos. O petréleo crude esta
em risco de se tornar escasso, passando o futuro pela utilizacdo de fontes alternativas de
energia. Felizmente, os desenvolvimentos tecnologicos estdo a tornar essa transicdo

possivel.



Um dos grandes problemas com o petroleo é a sua distribui¢cdo ndo uniforme no mundo,
uma vez que cerca de 2% da populacdo mundial que vive no médio oriente tem 63% das
reservas de petréleo (Gupta & Demirbas, 2010). As fontes de energias renovaveis, por sua
vez, estdo melhor distribuidas que as fosseis ou nucleares e encontram-se em quantidade

suficiente para satisfazer as necessidades energéticas globais.

Para além do problema da escassez de combustiveis fosseis, atualmente, a humanidade
depara-se com problemas ambientais como o aquecimento global e poluicdo do ar, estando
ambos relacionados com o uso a larga escala de combustiveis fosseis. O uso de energia esta
a ser reavaliado devido ao rapido aumento do preco do petréleo, consciencializacdo da
poluicdo relacionada com a sua geracgdo e a possibilidade de mudancgas climéticas. Assim,
tem-se assistido a um melhoramento significante de eficiéncia energética em todos 0s
setores, incluindo industria, geracdo de energia, iluminacgdo, eletrodomésticos, transporte e
gestdo energética em edificios (Gupta & Demirbas, 2010).

A poluicéo do ar deve-se a substancias nocivas (naturais ou produzidas pelo homem) que
respiramos, incluindo particulas finas (produzidas pela queima de combustiveis fdsseis),
ozono (uma forma reativa de oxigénio que € um dos componentes do “smog” urbano), ¢
gases como mondxido de carbono, vapores quimicos, éxidos de azoto e diéxido de enxofre.
Os efeitos nocivos dos poluentes do ar sdao conhecidos ha cerca de 30 anos e para além de
prejudicarem plantas e animais, afetam a salde humana através de doencas
cardiovasculares, asma, capacidade pulmonar e alergias (Gupta & Demirbas, 2010).

O gas natural é o combustivel féssil menos poluente e a lenhite o mais poluente em termos
de emissGes de CO,. Atualmente, o carvdo é responsavel por 30-40% das emissdes
mundiais de CO, (Gupta & Demirbas, 2010).

Devido as atividades humanas, a concentracdo atmosférica de CO, aumentou em mais de
33% nos altimos 100 anos (Gupta & Demirbas, 2010). Este aumento é considerado por
diversos cientistas como a causa do efeito de aquecimento global.

A producdo de combustiveis a partir de biomassa contribui para a redugdo do consumo de
combustiveis fésseis tendo como consequéncia uma diminuicdo na poluicdo ambiental. E
expetavel que se venham a expandir rapidamente nos préximos anos e que a sua producdo

ofereca novas perspetivas relativamente a diversidade dos combustiveis trazendo
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beneficios, como sustentabilidade, reducdo de emissdes de efeito estufa, desenvolvimento
regional, um aumento de empregos em &reas rurais e seguranga no fornecimento de energia
(Gupta & Demirbas, 2010).

A grande diferenca entre biocombustiveis e combustiveis derivados de petroleo é o
conteddo em oxigénio. Os biocombustiveis possuem 10-45% (fragdo de massa) de oxigénio
e 0s combustiveis derivados de petroleo aproximadamente zero, tornando assim as
propriedades quimicas de ambos diferentes. Atualmente, existem dois biocombustiveis
liqguidos no mercado que podem substituir o petroleo: o etanol, que pode substituir a
gasolina e o biodiesel, que pode substituir o diesel.

Os biocombustiveis de primeira geracdo — bioetanol e biodiesel, sdo derivados de hidratos
de carbono e 6leos vegetais, respetivamente. Os biocombustiveis de segunda geracdo sdo
derivados de formas de biomassa (material lignoceluldico), incluindo madeira e relva.
Atualmente o bioetanol é o biocombustivel liquido mais usado. E produzido por
fermentacdo de agUcares, que podem ser obtidos por agucares naturais, amido ou biomassa
celulésica. A matéria-prima mais utilizada € a cana-de-aglcar ou beterraba-sacarina e a
segunda mais usada é o amido de milho. O uso de biomassa celuldsica é limitado devido as
despesas de pré-tratamento que Sdo necessarias para quebrar as estruturas cristalinas de
celulose.

O bioetanol pode ser utilizado como aditivo da gasolina ate 10%, sem necessitar de
modificagdes no motor. No entanto, com algumas modifica¢bes de motor, o bioetanol pode
ser utilizado em maior percentagem, como por exemplo o E85 (85% de etanol).

E expetavel que o bioetanol seja um dos principais biocombustiveis renovavel no setor dos
transportes dentro dos préximos vinte anos. Atualmente corresponde a mais de 94% da
producdo de biocombustiveis (Mojovic et al., 2009).

O desenvolvimento de tecnologias e a busca de novas fontes de matéria-prima, mais
rentaveis e que ndo compitam com a alimentagdo humana continua a ser a prioridade de

muitas instituicdes publicas e privadas por todo 0 mundo.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Biocombustiveis Existentes

Os biocombustiveis podem ser classificados de primeira geracdo e de segunda geracdo. Os

de primeira geracdo sdo produzidos por meio de fermentacdo de amido, aglcares ou 6leos

vegetais a partir de produtos alimenticios como alguns cereais.

A segunda geracdo refere-se a combustiveis obtidos atraves de produtos que ndo competem

com a alimentacdo, como a celulose, sobras agricolas, madeira, arvores, residuos

alimentares ou aproveitamento de outra materia organica.

De acordo com o decreto-lei n® 62/2006, sdo considerados biocombustiveis os seguintes

produtos indicados:

Bioetanol — etanol produzido a partir de biomassa e ou da fracdo biodegradavel de
residuos para utilizacdo como biocombustivel;

Biodiesel — éster metilico produzido a partir de 6leos vegetais ou animais, com
qualidade de combustivel para motores diesel, para utilizacdo como biocombustivel;
Biogds — gas combustivel produzido a partir de biomassa e ou da fracdo
biodegradavel de residuos, que pode ser purificado até a qualidade do gas natural,
para utilizacdo como biocombustivel, ou gas de madeira;

Biometanol — metanol produzido a partir de biomassa para utilizagdo como
biocombustivel,

Bioéter dimetilico — éter dimetilico produzido a partir de biomassa para utilizacédo
como biocombustivel,

Bio-ETBE (bioéter etil-ter-butilico) — ETBE produzido a partir do bioetanol,
sendo a percentagem volumétrica de bio-ETBE considerada como biocombustivel
de 47%;

Bio-MTBE (bioéter metil-ter-butilico) — combustivel produzido com base no
biometanol, sendo a percentagem volumétrica de bio-MTBE considerada como

biocombustivel de 36%:;
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» Biocombustiveis sintéticos — hidrocarbonetos sintéticos ou misturas de
hidrocarbonetos sintéticos produzidos a partir de biomassa;

» Biohidrogénio — hidrogénio produzido a partir de biomassa e ou da fracdo
biodegradavel de residuos para utilizacdo como biocombustivel;

= Oleo vegetal puro produzido a partir de plantas oleaginosas — 6leo produzido
por pressdo, extracdo ou métodos comparaveis, a partir de plantas oleaginosas, em
bruto ou refinado, mas quimicamente inalterado, quando a sua utilizagdo for

compativel com o tipo de motores e 0s respetivos requisitos relativos a emissoes.

2.2. Bioetanol

2.2.1. Caracterizacdo Quimica

O etanol (C,HsOH), também chamado de alcool etilico e em linguagem corrente
simplesmente alcool, é um liquido incolor e inflam&vel com um ponto de ebulicdo de 78,4
°C, ponto de fusdo de -114,3 °C e uma densidade de 0,79 g/cm®. O etanol é usado em
bebidas alcodlicas, solventes, perfumes, aromatizantes, tintas, medicamentos, compostos
quimicos e termémetros. Devido ao seu poder calorifico, o etanol, tem um longo historial
de uso como combustivel para aquecimento ou iluminacdo, e mais recentemente como
combustivel para motores. A fermentacdo de aclcares em etanol é uma das mais antigas
reacOes organicas realizadas pelo Homem (Gupta & Demirbas, 2010).

Quando comparado com a gasolina, o etanol tem um maior nimero de octanas, amplo
limite de inflamabilidade, maior velocidade de chama e maior calor de vaporizacéo. Estas
propriedades permitem uma maior taxa de compressdo, menor tempo de queima e uma
maior eficiéncia de combustdo. O etanol € um combustivel oxigenado que contém 35% de
oxigeénio, reduzindo as emissdes de particulas e 0xidos de azoto geradas na combustdo. As
desvantagens do etanol incluem uma menor energia especifica que a gasolina, maior
corrosdo, dificuldade de arranque devido a baixa pressdo de vapor, baixa luminosidade de
chama, miscibilidade com agua e alguma toxicidade para os ecossistemas (Gupta &
Demirbas, 2010). A tabela 1 apresenta algumas dessas propriedades do bioetanol

comparadas com as da gasolina.
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Tabela 1 - Propriedades do bioetanol e da gasolina (Larsen et al., 2009).

Propriedade Bioetanol Gasolina
Peso Molecular (g/mol) 46,07 100-105
Carbono (% maéssica) 52,2 85-88
Hidrogénio (% maéssica) 13,1 12-15
Oxigénio (% massica) 34,7 0
Densidade, 20°C (Kg/l) 0,792 0,72-0,78
Viscosidade (cST) 1,52 (20°C) 0,4-0,9 (16°C)
Temperatura de ebulic¢do, 1 atm (°C) 78,4 27-225
Temperatura de autoignicdo (°C) 423 257
Calor de vaporizacdo (KJ/Kg) 910 330-400
Calor de combustéo (MJ/I) 21,3 32,45
Poder calorifico inferior (MJ/Kg) 26,9 42-44
NUmero de octanas 108 90-100

2.2.2. Misturas de Bioetanol

Devido ao seu alto valor em octanas, o etanol € adequado como combustivel quando
misturado com gasolina. Essa adicdo faz com que haja um aumento de octanas no
combustivel, protegendo o motor de igni¢cdes prematuras. No entanto, ndo é apropriado
para motores a diesel, devido ao seu baixo valor em cetano e alto calor de vaporizacdo que
impede a autoignicéo.

O etanol pode ser geralmente produzido com dois tipos de pureza: anidro, o que significa
que o teor de agua é inferior a 1%, ou hidratado, quando tem um teor de agua entre os 5% e
0s 10%. O etanol usado como aditivo € normalmente anidro, a fim de evitar a separacéo de
fases da agua e da gasolina.

No Brasil, é usado o etanol puro (E100) ou misturado com gasolina que é o E20 (cerca de
20% etanol e 80% gasolina). O E100 tem a vantagem de apresentar um menor custo na sua
producdo, uma vez que ndo requer do gasto energético que € necessario para se obter etanol
anidro. No entanto, o E20 apresenta uma melhor capacidade de arranque a frio e maior
valor energético por litro.

Em algumas partes dos Estados Unidos é usado o E10 (10% etanol e 90% gasolina) assim
como outras misturas com maior teor em etanol (E85). Para além do Brasil e Estados
Unidos, também o Canada (E10 e E85), Suécia (E5 e E85), india (E5), Australia (E10),
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Tailandia (E10), China (E10), Colémbia (E10), Peru (E10) e Paraguai (E7) utilizam
veiculos com misturas de etanol e gasolina (Gupta & Demirbas, 2010).

2.2.3. Producéo de Bioetanol no Mundo

O bioetanol é o biocombustivel com maior produ¢do no mundo, com aproximadamente 74
bilides de litros produzidos em 2009. Na tabela 2 encontram-se os valores da producédo de
bioetanol em todo 0 mundo no ano de 2009. Os principais produtores mundiais de bioetanol
sdo os EUA, com uma producdo estimada em mais de 40 bilides de litros (54%), seguidos
do Brasil, com 25 bilides de litros (34%). A UE no seu total produziu um total de 3,7
bilides de litros, enquanto que a Asia, especialmente a China, Tailandia e India, embarcou
numa producdo em larga escala de producdo de bioetanol e apresenta-se atualmente como
uma grande potencial produtora de bioetanol nos préximos anos. Sendo a China a maior
produtora Asiatica com uma producdo de aproximadamente 2 bilides de litros de producéo
(Biofuels Platform, 2011).

Como fonte de biomassa para a producao do bioetanol, é usada principalmente a cana-de-
acucar no Brasil e o milho nos EUA. No caso da EU, a escolha evidencia uma maior
heterogeneidade de matérias-primas para cada pais.

Tabela 2 - Produgdo global de bioetanol em milhdes de litros em 2009 (Fonte: Biofuels Platform, 2011).

Pais Producéo (Ml) Producéo (%)

EUA 40130 54

Brasil 24900 34
China 2050 3
Canada 1348 2
Franca 1250 2
Alemanha 750 1
Espanha 465 1
Tailandia 401 1
india 350 -
Colémbia 310 -
Australia 220 -
Austria 180 -
Suécia 175 -
Polonia 166 -
Hungria 150 -
Restantes Paises 1110 2

Total Mundial 73954 100

15



2.3. Processos de Producéao de Bioetanol

2.3.1. Fermentacéo

O bioetanol pode ser produzido a partir de qualquer matéria-prima de origem bioldgica que
contenha quantidades apreciaveis de agucar ou de materiais que possam ser transformados
em acucar, como o amido e a celulose. Os agUcares podem ser diretamente fermentados
usando leveduras para produzir etanol. O amido e celulose tem que ser convertidos em
acucar por um processo de hidrolise ou pré-tratamento para serem fermentaveis.

A fermentacdo de sacarose € realizada usando leveduras. Primeiro, a enzima invertase
presente nas leveduras converte a sacarose em glucose e frutose. Segundo, o0 metabolismo
fermentativo converte a glucose e frutose em etanol e CO,. Ou seja, a glucose e frutose séo
usadas pela levedura para produzir energia celular, produzindo-se etanol e CO, como
produtos metabolicos residuais. De uma maneira geral a fermentacdo é realizada na
auséncia de oxigénio. Contudo a levedura S. cerevisiae, sendo uma estirpe de natureza
facultaiva, necessita de ligeira oxigenacao para a sintese dos lipidos da parede celular.

A producdo de etanol pode ser realizada através de quatro diferentes modos de operacao:
cultura descontinua (batch), cultura continua, fed-batch e cultura semicontinua (Caylak &
Sukan, 1998).

Nas fermentac@es batch, o substrato e levedura sdo colocados no biorreator juntamente com
0s nutrientes. Atualmente, a maior parte das producdes de etanol s&o realizadas deste modo,
ja que os custos de investimento sdo baixos, ndo requerendo muito controlo durante o
processo e pode ser efetuado sem grandes qualificacGes.

No processo continuo, 0 meio de cultura e outros nutrientes sdo introduzidos continuamente
num recipiente agitado, onde se encontram 0s microrganismos ativos. O produto é retirado
do topo do biorreator, contem etanol, celulas e agucar residual.

A operacdo em fed-batch, que pode ser considerada como uma combinagdo de batch e
cultura continua € muito popular na indastria de etanol. Nesta operacdo a solugédo
alimentada, que contém substrato, levedura, minerais e vitaminas, € adicionada a intervalos

constantes enquanto que o efluente é removido de forma descontinua. A maior vantagem do
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sistema fed-batch € que a inibicdo e repressdo catabolica sdo prevenidas pela alimentacédo
intermitente de substrato. Se o substrato tem um efeito inibitério, a adi¢do intermitente
aumenta a produtividade da fermentagdo mantendo uma concentragio baixa de substrato. E
essencial manter o volume da cultura constante na operacdo continua enquanto existe uma
variacdo de volume no processo fed-batch.

No processo semicontinuo, uma parte da cultura € removida periodicamente e meio novo é
adicionado ao sistema. No processo continuo é essencial manter o volume da cultura
constante, enquanto existe uma variacdo de volume no processo semicontinuo. Este método
tem algumas das vantagens das operacdes continuas e em batch. Ndo ha necessidade de
separar o indculo, exceto no inicio do processo. Nao existem perdas de tempo em limpeza e
esterilizacdo. Outra vantagem desta operacdo é que ndo requer muito controlo durante o
processo. No entanto, existe um risco grande de contaminac@es e mutagdes devido ao longo
periodo de cultura e manuseamento.

Tradicionalmente, a fermentagdo é realizada em reatores batch, onde o microrganismo é
exposto a altas concentragdes de etanol (inibidor da fermentagdo) quando o processo se
aproxima do final. Assim, sdo necessarios microrganismos com grande tolerancia ao etanol
gue possam ser usados para fermentar substratos de baixo custo.

Os parametros mais importantes da fermentacdo séo o intervalo de temperatura e de pH,
tolerdncia ao alcool, tolerancia osmdtica e tolerdncia de inibicdo, taxa de crescimento,
produtividade, especificidade, rendimento e estabilidade genética. Esforcos significantes
foram investidos para encontrar as condi¢des ideais e microrganismo. Um microrganismo
de escolha é a levedura Saccharomyces cerevisiae, também conhecida como levedura de
padeiro.

2.3.1.1.Saccharomyces cerevisiae
A levedura Saccharomyces cerevisiae € um organismo eucariota unicelular que pertence ao
Reino dos Fungos. Existem duas formas celulares: uma haploide e outra diploide. Na forma

haploide possuem um ciclo de vida de mitose e crescimento, morrendo em condigdes de

grande stress. Em diploide, que é a sua forma preferencial, possuem um ciclo de mitose e
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crescimento, mas em condicdes de stress reproduzem-se por esporulagdo, entrando em
meiose e produzindo esporos haploides.

E uma levedura amplamente utilizada em industrias, principalmente do p&o e de cerveja.

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um produtor eficiente de etanol a partir de hexoses
(monossacarideos formados por uma cadeia de seis atomos de carbonos, como € o caso da
frutose e glucose), mas € incapaz de fermentar pentoses (monossacarideos formados por
uma cadeia de cinco &tomos de carbono). N&o necessita de oxigenagdo, necessita de pH
baixo e é relativamente resistente ao etanol e outros inibidores.

A producéo de etanol é diretamente relacionada com o crescimento das células de levedura
(biomassa), indicando que a levedura deve ser produzida como um coproduto (figura 1). A
fermentac&o de glucose usando S. cerevisiae decorre por glicolise, sendo uma molécula de
glucose metabolizada e produzidas duas moléculas de piruvato. O piruvato, em condigdes
anaerdbicas, através de reacdes de oxi-reducdo, forma etanol e CO,. O balanco tedrico do
rendimento de etanol e CO, a partir de glucose é de 51,1% e 48,9%, respetivamente (Bai et
al., 2008). Durante a glicolise, duas moléculas de adenosina trifosfato (ATPs) sdo
produzidas, que irdo ser usadas para as necessidades energéticas das células de levedura. O
uso de ATP € necessario de modo a continuar a fermentacdo sem interrupgdo. Assim, a

producdo de etanol é dependente do crescimento celular (Bai et al., 2008).
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Figura 1 - Via metabdlica da fermentacdo etandlica em S. cerevisiae (Bai et al., 2008). Abreviagdes: HK —
hexoquinase; PGI: fosfoglucoisomerase; PFK: fosfofrutoquinase; FBPA: frutose bifosfato aldolase; TPI:
triose fosfato isomerase; GAPDH: gliceraldéido-3-fosfato desidrogenase; PGK: fosfoglicerato quinase; PGM:
fosfogliceromutase; ENO: enolase; PYK: piruvato quinase; PDC: piruvato descarboxilase; ADH: alcool

desidrogenase.

2.3.2. Separacdo e Purificacdo

A fermentacéo apenas permite obter uma solugdo com uma concentragdo de 10% de alcool,

mas para ser aplicavel como combustivel é necessario que esteja no seu estado puro, de

100% etanol. Assim, é necessario um significante esforco energético para remocao da agua

existente na solucdo proveniente da fermentacdo. No primeiro passo é usada uma coluna de

destilacdo, havendo uma grande quantidade de &gua que é removida juntamente com 0s

solidos, obtendo-se etanol a 37%. Este produto € posteriormente concentrado numa coluna

de retificacdo até uma concentracdo de aze6tropo (95%). Na concentracao de azedtropo, em

que existe uma mistura de duas ou mais substancias, possuindo um ponto de ebuli¢do

constante e fixo, como se fosse uma substancia pura, ndo é possivel separar 0s seus

componentes por um processo de destilacdo simples. Assim, para se remover a agua dos

95% de etanol, existem varias técnicas que podem ser aplicadas: secagem com cal (6xido
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de célcio) ou sal (halita); secagem com uma peneira molecular; destilacdo azeotropica;
destilacdo sob pressdo reduzida.

Na secagem com cal, o éxido de calcio é misturado com a mistura de etanol/agua. A cal, ao
reagir com a agua forma hidréxido de célcio, que pode ser separado, havendo assim a
remocao da agua. O hidréxido de célcio pode ser regenerado a cal através de aquecimento
(Gupta & Demirbas, 2010).

Na secagem com peneira molécular, que é o método mais utilizado, sdo utilizadas peneiras
zedlitas com poros de 3-angstrom (1 angstrom = 107 m). Os poros sdo suficientemente
largos para a passagem das moléculas de agua (cerca de 2,8 angstrom), mas demasiado
pequenos para as moléculas de etanol (4,4 angstrom), o que faz com que haja retencdo do
etanol (Gupta & Demirbas, 2010).

Na destilacdo azeotrdpica, uma pequena quantidade de benzeno é adicionado para criar um
azeotropo terciario, que é mais volatil que o azebtropo composto por etanol — agua. O
azeotropo tercidrio é destilado, removendo-se praticamente toda a &gua no processo,
juntamente com o benzeno residual. Devido a sua toxicidade, o benzeno foi substituido
pelo ciclo-hexano nos Gltimos anos.

Na destilacdo sob pressdo reduzida, utiliza-se uma pressdo mais baixa que a atmosfeérica, o
que faz com que o azeo6tropo da mistura de etanol — agua se altere para uma mistura mais
rica em etanol. Assim, obtém-se uma destilacdo com mais de 96% de etanol. Em seguida,

realiza-se uma nova destilacdo a pressao atmosférica obtendo-se etanol puro.

2.4. Batata-doce

2.4.1. Caracterizacao

A batata-doce (Ipomoea batatas) é uma planta dicotiledonea que pertence a familia das
convolvulaceas. Pensa-se que serd originaria da regido entre a Peninsula do México e o rio
Orinico na Venezuela. E cultivada em regides de clima tropical ou quente, desde que haja
agua suficiente para o seu crescimento, encontrando-se por toda a faixa tropical do globo
terrestre. De acordo com a Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacéo
(FAQO) a produgdo mundial de batata-doce em 2004 foi de 127 milhdes de toneladas. A
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maioria provém da China, com a produc&o de 105 milhdes de toneladas em 49 mil km?
(FAO, 2004).

A batata-doce é de fécil cultivo, relativamente rustica, alta tolerancia a seca e baixo custo
de producdo, embora apresente algumas limitacbes edafo-climaticas.A batata-doce
apresenta multiplos usos, tal como alimentacdo humana ou animal e matéria-prima para
industria. E uma raiz rica em hidratos de carbono (principalmente amido), com teores de
13,4 a 29,2%, acUcares redutores de 4,8 a 7,8%, fornecendo em cada 100 gramas, 110 a 125
calorias (Souza, 2005). No entanto, a sua composicao quimica varia conforme a espécie,
condicdes climaticas, época de colheita, tratos culturais, duracdo e condicdes de

armazenamento.

2.4.2. Batata-doce como Fonte de Bioetanol

A industria de producdo de etanol necessita de materia-prima barata em quantidade
suficiente de modo a reduzir os custos de producdo, que tém sido apontados como um
ponto critico na producéo de etanol (Zhang & Feng, 2010).

Vérias culturas tém potencial para a producdo de etanol, destacando-se as que armazenam
acucares e amido. A cana-de-acucar e 0 milho séo as culturas mais utilizadas, no Brasil e
Estados Unidos, respetivamente. No entanto, estas possuem um baixo valor energético e
competem com o uso alimentar, pela ocupacéo de terrenos agricolas e consumo de produtos
destinados para a alimentacdo. Assim, é necessario procurar novas matérias-primas para a
producdo de etanol, que possam ter um rendimento energético mais elevado e nao
compitam com alimentacéo.

A batata-doce pode ser uma matéria-prima alternativa a cana-de-aglcar, uma vez que € uma
cultura de grande potencial produtivo e energético. E caracterizada pela rusticidade e alta
produtividade de energia (hidratos de carbono) por area, sendo uma principal fonte de
alimento em paises com baixo indice de desenvolvimento. E uma cultura que pode ser
incorporada em projetos agricolas, criando-se genotipos especificos para energia que nao

compitam com a producao de alimentos.
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Os rendimentos dos processos fermentativos de batata-doce variam entre 87 e 93 %, de
acordo com a cultivar e com o teor de matéria seca das raizes (Wu, 1988), que estdo
proximos dos 88 % obtidos no processo fermentativo do milho (Wall et al., 1983).

2.5. Hidrolise Enzimatica

2.5.1. a-amilase e Amiloglucosidase

O amido é o principal constituinte da batata-doce e € um polissacarideo constituido por
varias unidades de glucose ligadas entre si através de ligagcdes glicosidicas. Forma uma
mistura de amilose e amilopectina, que sdo polimeros de glucose e encontra-se na natureza,
insoltvel, em granulos ndo dispersos, resistentes a quebra enzimatica.

A enzima o-amilase, € uma endo-amilase, que rompe as liga¢des glicosidicas a-1,4 da
amilose originando uma mistura de maltose, amilopectina e glicose. Rompe também as
ligagdes o-1,4 da amilopectina, originando uma mistura de polissacarideos denominados
dextrinas. Apods a a¢do da a-amilase, obtém-se um substrato de menor tamanho molecular.
Assim, a acdo da enzima amiloglucosidase, uma exo-amilase que atua nas extremidades das
moléculas, torna-se mais eficiente, ja que esta hidrolisa as dextrinas e maltose em glucose.
A amiloglucosidase quebra as ligagdes glicosidicas a-1,4 da amilose e amilopectina, assim

como as ligagdes a-1,6 formando glucose.

2.5.2. Estratégias de Hidrdlise Enzimatica e Fermentacao

Existem vérias estratégias de hidrolise enzimatica e fermentacdo. As mais utilizadas,
especialmente, para hidrolises de celulose e hemicelulose séo a hidrolise e fermentacéo
separadas (SHF) e mais recentemente a sacarificagdo e fermentagdo simultaneas (SSF).

No método de SHF, primeiramente é realizado o processo de hidrélise enzimatica, obtendo-
se monossacarideos que serdo adicionados a fermentacdo. O rendimento de glucose neste
método é tipicamente baixo devido a inibicdo por parte da glucose. A grande vantagem &,
devido ao facto da hidrolise e fermentacdo serem processos separados, se poder realizar

ambos 0s processos nas suas proprias condi¢bes 6timas (Taherzadeh & Karimi, 2007).
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O método de SSF tem como vantagem o facto de ndo ocorrer inibi¢do por glucose durante a
hidrélise, uma vez que esta esta a ser consumida na fermentacdo, ja que estes processos
estdo a decorrer em simultaneo. Como desvantagem, a temperatura 6tima para a hidrolise
enzimatica é tipicamente superior do que aquela que seria 6tima para a fermentacdo usando
levedura. Assim, as condi¢cOes de temperatura e pH tem que ser ajustadas e praticaveis para
ambos 0s processos de sacarificacdo e fermentacao.

H& ainda um outro método, que é a sacarificacdo e fermentacdo em simultdneo ndo
isotérmica (NSSF). Neste método, a sacarificacdo e fermentacdo ocorrem simultaneamente,
mas em reatores separados com diferentes temperaturas. Deste modo, ndo existe o
problema de a hidrélise enzimatica ndo se realizar & sua temperatura ideal como ocorria
com o método de SSF (Taherzadeh & Karimi, 2007).

3. Material e Métodos

3.1. Caracterizacao da Mateéria-prima

A batata-doce utilizada neste trabalho é proveniente do concelho de Aljezur e foi cedida
pela Associacdo de Produtores de Batata-doce de Aljezur. Estas batatas-doces, devido ao
seu reduzido tamanho ndo sdo comercializaveis para consumo humano, sendo por isso
consideradas um residuo de producdo. A parte utilizada é a raiz adventicia da planta
Ipomoea batatas L., que possui a forma piriforme alongada, cor purpura ou castanho-
avermelhada e polpa amarela.

A tabela 3 apresenta caracteristicas analiticas da batata-doce de Aljezur, de acordo com 0
caderno de especificagOes elaborado pela Direcdo Regional de Agricultura do Algarve
(DRAAIg.) no ambito do programa INTERREG II Projeto “Melhoramento da batata-doce
de Aljezur”.
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Tabela 3 - Caracteristicas quimicas da batata-doce de Aljezur (Batata-doce de Aljezur — Indicacdo Geografica
Protegida; Caderno de especificacdes, 2008)

Caracteristicas Valores (%)
Humidade 65a 67
Acucares redutores 1,3al5
AcuUcares totais 1,8a3,7

Cinzas 0,73a0,81

Amido 11,2a12,9

3.2. Quantificacdo de Acgucares Redutores

3.2.1. Métodos Analiticos de Cromatografia Liquida de Elevada
Pressdo (HPLC)

As amostras de acucares e etanol provenientes das extracdes e fermentacGes foram
analisadas num cromatégrafo HPLC (high pressure liquid chromatography) equipado com
um detetor RI (Hitachi L-2490, Elite LaChrom), Bomba (Hitachi L-2130, Elite LaChrom),
Forno (Hitachi L-2300, Elite LaChrom) e Injetor Automatico (Hitachi L-2200, Elite
LaChrom). As colunas cromatogréaficas utilizadas foram: OH AY Merck KGaA e Aminex
HPX 87P, 0,5 ml/min a temperatura ambiente, num sistema isocratico, com o eluente
H,SO, a 0,002 N. O software usado para quantificar e qualificar os acucares e etanol foi o
EZ Chrom Elite. Foram utilizados padrdes de frutose, glucose e sacarose com uma gama de
concentracdes de 5 a 40 g/L. O padrdo de etanol abrangeu uma concentracdo de 5 a 110
g/L.

Antes de serem analisadas, todas as amostras foram primeiro centrifugadas em
“eppendorfs” durante 2 minutos a 11000 rpm e posteriormente 0s seus sobrenadantes

filtrados para “vials” usando filtros de 0,2 pm de poro através de seringas.

3.2.2. Metodo DNS

O método de Bernfeld (1955), consiste na reducdo em meio alcalino do &cido 3,5-

dinitrossalicilico (DNS) a 3-amino-5 nitrossalicilico, por acdo dos agUcares redutores. Esta
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reducdo origina um complexo acastanhado, que é doseado colorimetricamente, no

comprimento de onda de 540 nm.
3.2.2.1.Preparacao de Reagente DNS

Pesaram-se, numa balanca (XT 2200C IP65, Precisa), 300 g de tartarato de sddio e potassio
4-hidratado num “erlenmeyer” de um litro. Adicionou-se 16 g de hidroxido de sédio e 500
ml de dgua destilada. Em seguida, dissolveu-se a solucéo através de calor moderado. Apds
a dissolucdo, adicionaram-se 10 g de acido 3,5-dinitrossalicilico. Arrefeceu-se a
temperatura ambiente, protegendo a solugdo da luz, e perfez-se até um litro com &gua
destilada. Guardou-se num frasco cor de ambar.

3.2.2.2.Curva Padrao e Amostras

Para quantificar os agUcares é necessario realizar uma curva padrdo, atraves da qual se vai
comparar os resultados obtidos nas amostras.

Pesou-se numa balanca (XB 120A, Precisa), 0,2 g de glucose e perfez-se o volume com
agua destilada num baldo volumétrico de 100 ml. Foram medidos volumes de 0,2; 0,4; 0,6;
0,8 e 1 ml da solucdo padréo em tubos de ensaio, aos quais se adicionaram 1,8; 1,6; 1,4; 1,2
e 1 ml de agua destilada, respetivamente. Adicionou-se 1 ml do reagente DNS a cada tubo.
Foi feito um tubo para o branco contendo 2 ml de agua destilada e 1 ml de DNS. Em
seguida, colocaram-se os tubos em &gua a ferver durante 15 minutos. Apos este tempo,
arrefeceram-se os tubos até temperatura ambiente. Adicionaram-se 9 ml de agua destilada
em cada tubo de ensaio. Misturou-se o conteldo dos tubos com ajuda de um vortex e
retirou-se 1 ml de cada tubo para as suas respetivas cuvettes. Leram-se as absorvancias para
cada concentracdo a 540 nm.

A figura 2 apresenta a curva padrdo de glucose determinada pelo método de DNS e o

respetivo coeficiente de correlagédo (R?), declive e ordenada na origem.
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y =0,9501x + 0,0118
R? = 0,9876

0,9

Absorvancia (540 nm)
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Concentragdo Glucose (g/l)

Figura 2 - Curva padrdo para quantificagdo de glucose pelo método de Bernfeld (1995).

Um procedimento semelhante foi realizado para as amostras de hidrélise enzimatica. Das
solugdes de hidrolise enzimética centrifugadas retirou-se 1 ml e colocou-se em tubos de
ensaio. Adicionou-se 1 ml de DNS em cada tubo e colocaram-se 0s mesmos em agua a
ferver durante 15 minutos. Arrefeceu-se até temperatura ambiente e adicionou-se 10 ml de
agua destilada em cada tubo. Misturou-se com ajuda de um vortex e removeu-se 1 ml para
cuvettes, em que se leram as respetivas absorvancias a 540 nm. Com base na curva-padréo

determinou-se a concentracdo de acucares redutores.
3.3. Extracdo Aquosa de Aclcares

A primeira etapa deste processo de obtencdo de etanol compreende a extracdo de agUcares
soluveis da batata-doce. Com este processo pretende-se retirar todos os aglcares solaveis,
como € o caso da sacarose, glucose, frutose e maltose. Estes aglcares serdo posteriormente
metabolizados no processo fermentativo obtendo-se etanol como produto final.

Inicialmente determinou-se o racio da quantidade de batata-doce por volume de solvente
que permitiu obter valores mais elevados de agUcares extraidos. A seguir, testaram-se
varios métodos de extracdo, escolhendo-se aquele em que foi possivel alcancar melhores

resultados.
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3.3.1. Otimizacdo do Réacio de Extracdo Solido-Liquido (Batata-doce:
Agua)

Tendo por base um método utilizado em alfarroba, descrito por Manso et al., (2010),
testaram-se 0s seguintes racios de peso de batata-doce por volume de &gua: 0,5:10 (5 g de
batata-doce em 100 ml de &gua destilada); 1:10 (10 g de batata-doce em 100 ml de agua
destilada); 2:10 (20 g de batata-doce em 100 ml de agua destilada); 3:10 (30 g de batata-
doce em 100 ml de agua destilada).

As raizes de batata-doce foram cortadas e trituradas numa picadora (Pikatti 1705, Flama) e
posteriormente secas numa estufa durante 24 horas a 60 °C.

Incubou-se a mistura de batata-doce seca com &gua, a 25 °C durante 1 hora em
“erlenmeyers” de 250 ml, de acordo com os racios estabelecidos. Centrifugou-se o
conteddo dos “erlenmeyers”, utilizando uma centrifuga (Universal 320, Hettich
Zentrifugen) a 5000 rpm durante 20 minutos. Filtraram-se os sobrenadantes provenientes da
centrifugacdo utilizando uma bomba de vacuo (DOA-P104-BN, Gast), funil de Buchner e
filtros Whatman 55 mm. Os filtrados foram centrifugados em eppendorfs durante 2 minutos
a 11000 rpm, com uma centrifuga (5415D, Eppendorf). Analisou-se a quantidade de
acucares obtida pelo método de HPLC, descrito no ponto 3.2.1.

3.3.2. Otimizacdo do Método de Extracéo

Para se selecionar o melhor método de extracdo, foram testados dois métodos de extracdo
em que se utilizou um com maior aquecimento, na tentativa de aumentar a eficiéncia de
extracao de agucares. Estes dois métodos foram: aquecimento em refluxo e liquefacéo a alta
temperatura e pressdo. No caso do meétodo por extracdo por aquecimento em refluxo,
usaram-se varios solventes como a dagua, acido sulfurico, acido cloridrico e uma

combinagdo de 4gua com &cido sulfirico, na tentativa de achar o melhor solvente.
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3.3.2.1.Extracéo por Aquecimento a Refluxo

Cortaram-se e trituraram-se as raizes de batata-doce. Realizou-se um aquecimento a
refluxo, colocando o racio de 2:10 (200 g batata-doce em 1000 ml de solvente), em balGes
de fundo redondo. Foram testados como solventes a agua destilada, acido sulfurico (H,SO,)
a 0,2 M e &cido cloridrico (HCI) a 6 M. O aquecimento foi feito por uma manta de
aquecimento a 90 °C durante 7 horas. Ap6s 0 aquecimento, centrifugaram-se 0s meios a
5000 rpm durante 20 minutos. Filtraram-se 0s sobrenadantes obtidos. Centrifugou-se em
“eppendorfs” durante 2 minutos a 11000 rpm e analisou-se a quantidade de acUcares, pelo

método de HPLC, descrito no ponto 3.2.1.

3.3.2.2.Extracdo por Liquefacdo a Altas Temperatura e Pressdo (Autoclave)

Este método foi baseado no trabalho realizado por Zhang & Feng (2010), em que é
realizada uma liquefagéo de batata-doce durante 3 horas. Neste trabalho, foi utilizada a
autoclave para realizar esta extracdo a 110 °C durante 1 hora e pressao de 110 bar.

Tal como na extracdo por aquecimento a refluxo, cortou-se e triturou-se a batata-doce e
colocou-se em “erlenmeyers” de 2000 ml as quantidades necessarias de batata e dgua de
modo a realizar um racio de 2:10 (200 g batata-doce em 1000 ml de agua destilada).
Centrifugou-se a 5000 rpm, durante 20 minutos. Filtrou-se com funil de Buchner e filtros
Whatman 55 mm. Centrifugou-se durante 2 minutos a 11000 rpm e foi feita a analise da

quantidade de agutcares por HPLC, cujo método é descrito no ponto 3.2.1.

3.4. Hidrolise Enzimatica da Matéria Fibrosa de Batata-doce

O amido, que é um polissacarideo constituido por varias unidades de glucose ligadas entre
si através de ligagdes glicosidicas, & o principal constituinte da batata-doce. N&o é
metabolizado pela S. cerevisiae, 0 que faz com que seja necessario decomp6-lo nas suas
unidades basicas que é a glucose, e que por sua vez ja é passivel de ser consumida pela
levedura. Essa decomposi¢do ou hidrolise pode ser realizada através de enzimas. Neste

trabalho, foram utilizadas duas enzimas, a a-amilase e a amiloglucosidase.
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A o-amilase é uma enzima que hidrolisa a ligacdo glicosidica a-1,4 formando glucose e
maltose (dissacarideo formado por duas glucoses), mas ndo € capaz de hidrolisar a ligacao
a-1,6. A amiloglucosidase é uma enzima que quebra ambas as ligacdes glicosidicas a-1,4 e
a-1,6, formando glucose (Russo et al., 2009). A utilizacdo destas duas enzimas é um dos

varios métodos que podem ser aplicados para a hidrolise de amido (Russo et al., 2009).

3.4.1. Otimizacdo da Mistura Enzimética

Foram testadas vérias concentracdes e associagdes das enzimas a-amilase (Sigma A3403-
500KU; 853 U/mg proteina) e amiloglucosidase (Sigma A7095-50 ml; 300 U/ml), no
sentido de escolher a melhor combinacdo de enzimas para a realizacdo de hidrolise
enzimatica.

A hidrolise foi realizada em tubos de ensaio, nos quais se colocou 1 g de batata-doce
previamente utilizada em extracdo de acucares e 10 ml de tampé&o fosfato de sddio 0,02 M
com cloreto de sodio 0,006 M, pH 6,9. Adicionaram-se quantidades varidveis de a-amilase
aos tubos de ensaio e incubaram-se 0os mesmos a 20 °C durante 20 minutos. As
concentragdes de a-amilase utilizadas foram: 0,2; 1,8; 18,1; 90,6; 181,2; 452,9; 905,8;
1811,6 U/ml. Em seguida, acertou-se o pH da mistura para 4,5 e acrescentaram-se também
concentracdes variaveis de amiloglucosidase. As quantidades de amiloglucosidase usadas
foram: 0,3; 0,51; 1,5; 3; 5,1; 7,5; 10,5; 15; 30 U/ml. Incubaram-se os tubos a 55 °C durante
30 minutos. Este procedimento foi realizado em duplicado. As temperaturas e pH utilizados
foram os recomendados pela empresa fabricante.

Apdbs a hidrolise enzimética, cada amostra foi centrifugada para separacdo do meio
hidrolisado, para posteriormente se realizar a quantificacdo de acUcares redutores presentes
em cada combinagdo enzimaética, atraves do método descrito no ponto 3.2.2.

Apds a andlise dos resultados obtidos para cada combinacdo de enzimas, a melhor
combinacdo foi escolhida para a realizacdo da fermentagdo alcoolica fed-batch em reator

bioldgico.
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3.5. Fermentacéo Alcoolica com Batata-doce

A fermentacdo é o processo metabolico que vai permitir a obtencdo de etanol a partir dos
acucares extraidos anteriormente. Esta metabolizacdo de agucares em etanol é levada a
cabo por uma levedura. Foram realizadas trés tipos de fermentacGes: batch em
“erlenmeyer”, batch em reator bioldgico e fed-batch em reator biolégico.

Antes de se iniciar um processo fermentativo é necessario, para além da extracdo de
acucares, ter uma cultura do microrganismo adequada para a producdo de etanol, preparar
um pré-inoculo e determinar o nimero de células desse microrganismo no pré-inoculo para

finalmente se inocular e iniciar a fermentagéo.
3.5.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado neste trabalho foi a Saccharomyces cerevisiae, F13A que é uma
estirpe autoctone com tolerancia a toxicidade ao etanol. Foi isolada a partir do mosto de uva
em Laboratério do ISE da Universidade do Algarve, pela Prof. Célia Quintas e adaptada a
elevadas concentracdes de etanol no Laboratério de Engenharia e Biotécnologia Ambiental
(LEBA-CIMA/Ualg).

Esta levedura foi mantida numa incubadora (Incuterm, Raypa) a 30 °C, em placas de petri,
sendo necessario efetuar repicagens periodicas para novas placas de petri contendo meio
YEPD solido (20 g/l de glucose, 20 g/l de peptona, 15 g/l de agar e 10 g/l de extrato de
levedura).

3.5.2. Pré-indculo

Efetuaram-se os pré-indculos da levedura de Saccharomyces cerevisiae F13A antes das
fermentacdes, para que houvesse uma adaptacdo ao meio e crescimento da levedura. Os
pré-indculos foram feitos retirando-se com uma ansa esterilizada por chama, uma coldnia
de levedura, em crescimento na placa de petri, e transferindo-se para um “erlenmeyer” de
250 ml contendo 50 ml de meio YEPD liquido (10 g/l de extrato de levedura, 20 g/l de
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peptona e 20 g/l glucose). Na fermentacdo em reator biologico, transferiu-se para um
“erlenmeyer” de 250 ml com 50 ml de extrato de batata-doce contendo 10 g/l de extrato de
levedura e 20 g/l de peptona.

Para se conhecer a concentracdo a que se encontra a levedura antes de se inocular e iniciar a
fermentacdo, realiza-se uma contagem direta de células num microscépio, utilizando uma

camara de contagem tipo Neubauer também conhecida como hemacitometro.

3.5.3. Determinacgdo do Numero de Celulas

O numero de células totais foi quantificado para saber qual a concentracdo celular e avaliar
a viabilidade celular do pré-inoculo para possibilitar a reprodutibilidade das condi¢des da
fermentacdo alcodlica. A contagem de células pelo microscopio com camara de Neubauer
permite obter uma resposta rapida, uma observacdo de células vivas e presenca de
contaminantes.

A camara de Neubauer consiste de uma lamina de microscopia, mais espessa do que as
normais, com um quadrante quadriculado. Observando ao microscopio, percebe-se que
existem trés tipos de quadrantes denominados A, B e C, que juntos formam um quadrado

maior. A figura 3 representa essa lamina de microscopia.
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Figura 3 - Representacdo de uma Iamina de microscopia vista numa cdmara de Neubauer.

E possivel verificar que estes quadrantes tém sub-divisdes diferentes. Usualmente células
ou esporos de pequenas dimensfes sao contados no quadrante C, de tamanho intermediario
no quadrante B e de grande dimensdo no quadrante A. Para se contar as células de S.
cerevisiae, apenas se utilizou o quadrante C. Neste quadrante, existem sub-divisfes, que
por sua vez sdo constituidas por quadrados de menor dimensdo, perfazendo um total de
vinte e cinco quadrados por sub-divisdo. A contagem é feita, na sub-divisdo do topo a
esquerda, contando-se cinco quadrados na diagonal de cada sub-divisdo. Apds esta
contagem, inicia-se a contagem na sub-divisdo do topo direito, contando-se igualmente
cinco quadrados por sub-divisdo, fazendo um total de quarenta quadrados. Como a lamina
possui dois quadrantes tipo C, um na parte de cima e outro e na parte de baixo, realiza-se a
mesma contagem para os dois, perfazendo no final uma contagem de oitenta quadrados.

Para saber o nimero estimado de células/ml utiliza-se a equagé&o 1:

necelulas _ células contadas

— = 80 quadrados X fator diluicdo X volume total quadrados (Equagdo 1)

32



3.5.4. Inoculagéo

A inoculacéo realizou-se transferindo em condicGes de assepsia, um volume conhecido do
pré-inoculo para o “erlenmeyer” ou reator contendo extrato de batata-doce. Esse volume foi

calculado usando a equagéo 2:
Ci XxVi=Cf XVf (Equagdo 2)

Em que Ci corresponde a concentracdo de células/ml obtida na equacdao 1, Cf a
concentracdo de células/ml que se deseja ter de inoculo para iniciar a fermentacdo (cujo
valor foi de 1 x 107 células/ml para todas as fermentacdes), Vf o volume de meio em que se

pretende inocular e Vi o volume necessario de inoculo a colocar.

3.5.5. Fermentacao Batch em “Erlenmeyer”

Utilizaram-se meios em que a fonte de carbono era extrato de batata-doce, obtido através de
liqguefacdo a alta temperatura e pressdao (concentracdo inicial de 76 g/l de acgUcares), ou
através da extracdo por aquecimento em refluxo (concentracdo inicial de 60 g/l de
acucares), a um récio de 2:10 (20 g batata-doce e 100 ml de &gua destilada), que foram
designados por BE-ATP e BE-REF, respetivamente. A estes extratos foi adicionado 20 g/l
de peptona e 10 g/l extrato de levedura. Foram retiradas amostras dos meios antes de se
proceder a inoculacdo, que foram usados como branco na leitura das absorvancias.

Foi feito um ensaio controlo para esta fermentacdo com glucose (20 g/l) como fonte de
carbono, utilizando um “erlenmeyer” de 250 ml com meio YEPD liquido (10 g/l de extrato
de levedura, 20 g/l de peptona e 20 g/l glucose) que foi designado por BE-GLU.

A concentracéo inicial de inéculo de Saccharomyces cerevisiae foi de 1 x 107 células/ml.
Apbs a inoculacdo, retiraram-se amostras periodicas de 1 e 2 ml durante 3 dias (63 horas)
para andlise de peso fresco, peso seco, agucares e etanol e amostras de 100 pl para leitura

de absorvancia. A leitura da absorvancia das amostras foi feita a 600 nm num
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espectrofotometro (Cintra 202, GBC). Utilizou-se como branco ou referéncia, meio de
cultura. Para algumas amostras foi necesséario realizar dilui¢oes.

As fermentacOes decorreram numa incubadora orbital a 30 °C e agitacdo de 150 rpm.

3.5.6. Fermentacao Batch em Reator Bioldgico

Foi usado nesta fermentacdo um reator de trés litros (ADI 1010/1025, Applikon, Holland),
agitado mecanicamente com uma turbina do tipo Rushton e munido com dispersor de ar em
formato de L. As fermentagGes foram monitorizadas com um biocontrolador ADI 1010,
consola ADI 1025, associado a um agitador ADI P100, um medidor de oxigénio, um
elétrodo de pH (Applisens) e bomba de arejamento Newair 1 IPX4 de caudal 60 I/h.

A fermentacdo foi realizada a temperatura de 30 °C, agitacdo de 250 rpm e arejamento de
0,13 vvm.

Usou-se como fonte de carbono, extrato de batata-doce obtido por liquefacdo a alta
temperatura e pressao (concentragdo inicial de 26 g/l de acUcares), a um racio de 2:10 (400
g de batata-doce em 2000 ml de agua destilada). Ao meio foi adicionado 20 g/l de peptona,
10 g/l extrato de levedura e anti-espuma na proporc¢éo de 0,1 ml para cada litro de meio.

A concentracéo inicial de inéculo de Saccharomyces cerevisiae foi de 1 x 107 células/ml.
Retiraram-se amostras periodicas de 7 ml em duplicado durante 3 dias (72 horas) para
anélise de peso fresco, peso seco, aglicares e etanol e amostras de 100 ul para leitura de

absorvancias.

3.5.7. Fermentacdo Fed-batch em Reator Biologico

Realizou-se a fermentacdo num reator de trés litros, ja descrito em 3.5.6., nas mesmas
condigdes de temperatura, agitacao e arejamento, e um volume de trabalho de 1,5 litros.
Usou-se como fonte de carbono, extrato de batata-doce obtido por liquefacdo a alta
temperatura e pressao (concentragéo inicial de 25 g/l de aglcares), a um racio de 2:10 (400
g de batata-doce em 2000 ml de agua destilada). Ao meio foi adicionado 20 g/l de peptona
e 10 g/l extrato de levedura.

A concentracéo inicial de inéculo de Saccharomyces cerevisiae de 1 x 107 células/ml.
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Adicionou-se 0,1 ml de anti-espuma para cada litro de meio.

Foi realizada uma adi¢cdo de meio proveniente de hidrélise enzimética apds 10 horas de
fermentacdo. A adigdo foi de 700 ml de meio com um concentragdo de 3 g/l de agUcares,
tendo a hidrolise enzimatica sido realizada num “erlenmeyer”” de 4000 ml contendo batata-
doce previamente liquefeita a alta temperatura e pressdo a um racio de 2:10 (400 g de
batata-doce em 2000 ml de agua destilada) com 20 g/l de peptona e 10 g/l extrato de
levedura.

Retiraram-se amostras periodicas de 6 ml durante 3 dias (70 horas), em triplicado para
analise de peso fresco, peso seco, agucares e etanol e amostras de 100 ul para leitura de

absorvancias.

3.6. Estratégias de Hidrolise Enzimatica e Fermentacgéao

Na tentativa de se obter uma maior concentracdo de agUcares, a partir da mesma materia-
prima, procedeu-se a um estudo de vérias estratégias em que se combinaram hidrolise
enzimatica e fermentacdo. Essas estratégias visaram a hidrolise enzimatica da fibra da
batata-doce, apds a extracdo dos acucares sollveis, de forma a se obterem as melhores
condigdes que maximizassem a obtenc¢éo de etanol.

Realizaram-se trés métodos diferentes em “erlenmeyer”, os quais foram designados por:
NSSF I, NSSF Il e SHF, representados nas figuras 4, 5 e 6 respetivamente.

No método NSSF I, procedeu-se a uma extracdo de agUcares solUveis a partir de batata-
doce, seguindo-se uma hidrolise enzimética, do meio previamente extraido, com duas
enzimas (primeiro pela a¢do de a-amilase e posteriormente de amiloglucosidase, cada uma
com as suas condicBes especificas de temperatura e pH). O meio foi centrifugado para
remocao de residuos de batata-doce existentes no meio e procedeu-se a fermentacdo com o
meio resultante destas duas operacoes.

O método NSSF Il consistiu quase inteiramente ao método anterior, 0 NSSF I, com a
excecdo de que ndo se realizou a operagdo de centrifugacdo e realizou-se a fermentacédo
com residuos de batata-doce incorporados no meio.

O ualtimo método, o SHF, tal como 0s anteriores, iniciou-se com uma extracdo de agtcares

solveis. Efetuou-se uma centrifugacdo para remoc¢do dos residuos de batata-doce e a
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hidrélise enzimatica, primeiro com a-amilase e em seguida com amiloglucosidase em
diferentes condicOes de temperatura e pH. Fez-se uma nova centrifugacdo do meio e
iniciou-se a fermentagéo.

Para estes trés métodos, fez-se um pré-inoculo na concentracio de 1 x 10 celulas/ml, em
“erlenmeyers” de 250 ml, utilizando 20 g/l de peptona e 10 g/l de extrato de levedura
dissolvidos em 50 ml de meio de batata-doce previamente extraido a alta temperatura e
pressdo durante 1 hora.

As fermentacdes decorreram a 30 °C nos trés casos e recolheram-se amostras em duplicado
para cada “erlenmeyer”, para analise de peso fresco, peso seco, absorvancia, agucar e

etanol.

3.6.1. NSSF |

Operou-se uma extracdo de acUcares a alta temperatura (121 °C) e pressdao de 1 atm
durante 1 hora. Utilizou-se um racio de 2:10 (20 g de batata-doce em 100 ml de &gua
destilada) em “erlenmeyers” de 250 ml, contendo 43 g/l de acUcares totais. Adicionou-se ao
meio 20 g/l de peptona e 10 g/l de extrato de levedura.

Ap0s a extracdo, acertou-se o pH da mistura para 6,9 adicionando gotas de uma solucéo de
hidroxido de s6dio (NaOH) a 5 M. Efetuou-se a hidrdlise adicionando aos “erlenmeyers”
18116 U/ml de a-amilase. Incubaram-se os “erlenmeyers” a 20 °C durante 20 minutos. Em
seguida, acertou-se o pH com solucéo de acido cloridrico (HCI) a 5 M até se atingir um pH
de 4,5. Adicionou-se 300 U/ml de amiloglucosidase e incubou-se a 55 °C durante 30
minutos. Obteve-se 15 g/l de acucares neste processo de hidrolise.

Transferiu-se o conteudo dos “erlenmeyers” para “falcons” de 50 ml e centrifugou-se a
4500 rpm durante 7 minutos. O sobrenadante foi posto em novos “erlenmeyers”,
previamente autoclavados. Inoculou-se S. cerevisiae da estirpe F13A nos mesmos para se

proceder a fermentacdo, confome apresentado na figura 4.
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Figura 4 - Esquema representativo do procedimento utilizado para o método de hidrélise enzimatica e

fermentacdo NSSF 1.

3.6.2. NSSF 11

Este método é praticamente igual ao anterior, com a excecdo de que ndo existe a

centrifugacdo e remocdo do meio hidrolisado. Assim, a fermentacdo € realizada

imediatamente apds o final da hidrolise enzimatica, utilizando-se os mesmos “erlenmeyers”

para inoculagdo da levedura.

As condi¢des operacionais do ensaio foram semelhantes as descritas anteriormente, para o

sistema

NSSF |, obtendo-se 39,3 g/l na extracdo e 22,2 g/l de aglcares totais na hidrélise

enzimatica.
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Figura 5 - Esquema representativo do procedimento utilizado para o método de hidrélise enzimatica e
fermentacdo NSSF 1.

3.6.3. SHF

Neste método, tal como nos anteriores, foi realizada uma extracdo de aglcares a altas
temperatura e pressdo durante 1 hora, em que se extraiu 37,2 g/l de acUcares totais.
Centrifugou-se 0 meio a 12000 rpm e 4 °C durante 20 minutos.

O sobrenadante foi colocado em novos “erlenmeyers”, adicionando-se 20 g/l de peptona e
10 g/l de extrato de levedura. Efetuou-se uma autoclavagem para esterilizacdo e
homogeneizagdo dos meios.

Do “pellet” resultante da extragdo, retirou-se 1 g e transferiu-se para dois “falcons”
autoclavados, aos quais se acrescentou ainda 10 ml de tampéo fosfato de sddio 0,02 M com
cloreto de sédio 0,006 M, a pH 6,9, e 905,8 U/ml de a-amilase. Incubou-se a 20 °C durante
20 min e apds esse periodo de tempo, acertou-se o pH para 4,5 com uma solu¢édo de acido
cloridrico (HCI) 5 M e adicionaram-se 15 U/ml de amiloglucosidase. Da hidrolise
enzimatica resultaram 7,4 g/l de agucares totais. Os “falcons” foram colocados a 55 °C
durante 30 minutos. Centrifugou-se a 4500 rpm durante 7 minutos. Os sobrenadantes foram
adicionados aos “erlenmeyers” ja autoclavados. Inoculou-se 0 meio com S. cerevisiae
F13A.
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Figura 6 - Esquema representativo do procedimento utilizado para o método de hidrélise enzimatica e
fermentacdo SHF.

4. Resultados e Discussao

4.1. Extracdo Aquosa de Acucares da Batata-doce

Nesta primeira etapa do processo de obtencdo de etanol, cujo objetivo é extrair 0s agucares
presentes na batata-doce, para posteriormente se utilizar oS mesmos no processo
fermentativo, inicialmente definiu-se o racio ideal de extracdo e o seu método mais eficaz
para a remocdo dos aglcares. Com este processo pretende-se retirar todos os agucares

sollveis, como é o caso da sacarose, glucose, frutose e maltose.
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4.1.1. Otimizacao do R4cio de Extracéo

Os resultados obtidos para as extracdes de batata-doce seca com agua, a 25 °C durante 1
hora em “erlenmeyers” de 250 ml, usando os racios de 0,5:10 (5 g de batata-doce em 100
ml de agua destilada), 1:10 (10 g de batata-doce em 100 ml de agua destilada), 2:10 (20 g
de batata-doce em 100 ml de agua destilada) e 3:10 (30 g de batata-doce em 100 ml de agua

destilada) encontram-se representados na tabela 4:

Tabela 4 - Resultados das extragdes realizadas em diferentes racios, com 0s agUlcares identificados,
concentracdo de acUcar (g/l), acucar total (g/l), liquido recuperado (%) e o respetivo tempo de duracdo da
extracdo (min).

Racio Acucar Concentracao Acucar Liquido Tempo de
Identificado Acucar (g/) Total (g/) Recuperado (%) | Extragdo (min)

Frutose 7,2

0,5:10 Glucose 0,7 115 90 60
Sacarose 3,6
Frutose 7,8

1:10 Glucose 2,3 15,1 84 60
Sacarose 4,9
Frutose 9,5

2:10 Glucose 6,9 23,7 62 60
Sacarose 7,3
Frutose 10,8

3:10 Glucose 11,6 31,7 12 60
Sacarose 9,3

De acordo com estes resultados, o racio de 0,5:10 (p/v) teve a maior percentagem de
liquido recuperado, contudo, a sua concentracdo de acUcares totais, tal como seria de
esperar, foi a mais baixa de todos os racios analisados. O récio de 1:10 (p/v) a semelhanga
do racio visto anteriormente, também tem uma elevada percentagem de liquido recuperado,
mas uma concentracdo de acgUcares baixa. O racio 3:10 (p/v) foi agquele que obteve a
percentagem de acgUcares totais mais elevada neste estudo, no entanto, a sua percentagem de
liquido recuperado é a menor de todos os réacios. Assim, o racio de 2:10 (p/v) foi
selecionado como o melhor devido a relacdo entre acucares totais obtidos e percentagem de
liguido recuperado, que neste caso foram de 23,7 g/l de acucares e 62% de liquido

recuperado.
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4.1.2. Otimizacao do Metodo de Extragao

Foram estudados varios métodos de extracdo para o racio escolhido, 2:10 (p/v). Esses
métodos encontram-se na tabela 5, juntamente com os correspondentes tempos de extracéo,

temperatura e aglcares totais.

Tabela 5 - Resultados obtidos para a otimizacdo do método de extracdo, com os diferentes tipos de extracéo
realizados, para diferentes solventes, tempos de extracdo (min), temperaturas (°C) e os respetivos acglcares
totais (g/l) obtidos.

. ~ Tempo de Temperatura | AguUcar Total
Tipo de Extracéo Solvente Extragao (min) (°C) (/)
Aquecimento a refluxo H,O 180 90 238
Aquecimento a refluxo H,O 420 90 60,2
Aquecimento a refluxo H,0 + H,SO, 270 90 14,1
Aquecimento a refluxo H,SO, 120 90 15,3
Altas temperatura e pressao H,0 60 110 75,8
Agitacéo a temperatura ambiente (batata-doce seca) H,0 60 25 237
Agitacdo a temperatura ambiente (batata-doce fresca) H,0 60 25 6,7
Aquecimento a refluxo HCI 120 90 16,4

Os métodos de extracdo em que se atingiram os valores mais elevados de concentracdo de
acucares totais sdo o método de liquefacdo a altas temperatura e pressao e 0 aguecimento
em refluxo a 90 °C durante 3 horas.

Para a extracdo a altas temperatura e pressao, o valor de agUcares totais foi de 75,8 g/l, em
que se identificaram como sendo 68,6 g/l de maltose, 5,8 g/l de glucose e 1,4 g/l de
galactose.

A concentracdo de agUcares totais na extragdo por aquecimento em refluxo com agua foi de
60,2 g/l, cuja composicdo foi determinada como 55,9 g/l de maltose, 0,7 g/l de galatose e
3,7 g/l de glucose. De referir que as concentracBes de acUcar total extraido pode ser
variavel utilizando os mesmos métodos, pois dependerd do teor em agucares existente na
variedade e no lote de batata-doce utilizado.

De acordo com Gore (1923), em batatas-doces porto-riquenhas cozinhadas, o amido
transforma-se quase todo em dextrinas e maltose. Tal deve-se ao facto de possuirem
enzimas que hidrolisam o amido em maltose. Este facto pode explicar a presenca de
grandes quantidades de maltose nos resultados obtidos.
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Escolheu-se como melhor método a extracédo a altas temperatura e pressdo (em autoclave)
devido a maior quantidade de agucares totais extraidos e ao facto de ser um método mais
simples e rapido do que o método de extracdo por aquecimento em refluxo. Assim, o
método de extracdo de agucares solUveis usado para todas as fermentacdes seguintes foi o

de liquefacdo a altas temperatura e presséo.

4.2. Fermentacdo Batch do Extrato da Batata-doce em

“Erlenmeyer”

Neste ensaio foram usados dois meios de cultura diferentes, um suplementado com extrato
de batata-doce e outro com glucose, sendo este ultimo designado como ensaio controlo
(BE-CON). Usaram-se duas concentracdes de acUcares extraidos da batata-doce. No ensaio
BE-ATP utilizaram-se 76 g/l e no ensaio BE-REF 60 g/l. Realizaram-se fermentacfes em
“erlenmeyer” de 250 ml ao longo de 63 horas, nas condi¢Ges referidas em materiais e
métodos (3.5.), sendo monitorizados a producdo de etanol, da biomassa e 0 consumo de
acucares totais. Os resultados encontram-se representados nas figuras 7, 8 e 9.

Para analisar o parametro da biomassa, utilizou-se o peso seco, podendo-se utilizar também
0 peso fresco ou a absorvancia a A= 600 nm. Analisando a figura 7, que apresenta os dados
do ensaio BE-CON, verifica-se que partindo de uma concentracdo baixa de fonte de
carbono convencional (20 g/l de glucose), o crescimento da estirpe utilizada ocorreu em
Otimas condi¢bes e sem inibi¢do, como € visivel pela producéo de biomassa (peso seco). A
concentracdo de glucose foi totalmente consumida as 20 horas, ocorrendo nessa altura o
inicio da fase estacionaria, justificando assim a baixa producao de biomassa (9,19 g/l) e de
etanol (11,33 g/l). Para esta baixa concentracdo de glucose o metabolismo de S. cerevisiae
estd direcionado para a producdo de energia usando a cadeia respiratdria que se encontra
ativa, pelo que o processo fermentativo é inibido (Deken, 1966). Na figura 7 observa-se um

acumular de biomassa ao longo da fermentacao e diminui¢do do processo fermentativo.
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Figura 7 - Producdo de etanol (A) e biomassa (¢), e consumo de aglcares (=) numa fermentacdo batch
realizada em “erlenmeyer” de 250 ml, com S. cerevisiae F13A, utilizando meio YEPD como substracto (20
o/l de concentracdo da fonte de carbono). A fermentagéo foi realizada a 30 °C e 150 rpm.

A figura 8, indica os resultados do ensaio BE-REF, em que se utiliza o extrato da batata-
doce (60g/l) como fonte de carbono e observa-se que a cultura ndo atinge a fase
estacionaria até cerca das 60 horas, sugerindo que a atividade respiratéria estava ainda ativa
e com disponibilidade da fonte de carbono. A biomassa méxima atingida foi de 21,88 g/l, o
etanol alcancado no inicio da fase estacionéaria foi cerca de 20g/l e o agUcar total cerca de
10g/1.

N&o se verificou o consumo total de acUcares, mas estes foram consumidos rapidamente
nas primeiras 20 horas de fermentacdo, mais lentamente até cerca das 40 horas e depois o
contetdo de acUcares manteve-se constante ao longo da curva de crescimento, sugerindo
gue os agucares restantes ndo sdo fermentaveis pela S. cerevisiae F13A. Assim ao longo da
producdo de biomassa e consumo de acUcar verifica-se a producdo de etanol, sendo o seu
maximo de 26,4 g/l as 23 horas. Entre as 23 horas e cerca das 40 horas, o consumo de
acucar é muito mais lento até cerca de 5 g/l, permitindo que a biomassa aumente, embora
com menor taxa de crescimento, mas a producdo de etanol comega a diminuir. Esta
diminuicdo de etanol acentua-se a partir das 40 horas, comprovando uma fase diduxica na
curva de crescimento, em que o etanol passa a ser fonte de carbono para que biomassa se

mantenha em crescimento.
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Figura 8 - Producdo de etanol (A) e biomassa (#), e consumo de aglcares (=) numa fermentacdo batch
realizada em “erlenmeyer” de 250 ml, com S. cerevisiae F13A, utilizando extrato de batata-doce como
substracto (60 g/l de concentracdo da fonte de carbono). A fermentacéo foi realizada a 30 °C e 150 rpm.

A figura 9, para os dados do ensaio BE-ATP, mostra um inicio na fase estacionaria as 34
horas, sendo a biomassa méxima atingida de 15,69 g/l as 63 horas e 0 maximo de etanol de
32,9 as 40 horas de fermentacdo. O etanol atingido no inicio da fase estacionaria € de 26,4
o/l quando o acucar total é 9,4 g/l. Tal como no ensaio BE-REF, ndo se verificou o
consumo total dos acgucares, mas estes foram consumidos rapidamente nas primeiras 20
horas de fermentacdo e posteriormente de forma mais lenta até cerca das 40 horas. ApGs
esse tempo, o conteldo em aglcares manteve-se constante ao longo da curva de
crescimento, indiciando que os acUcares restantes ndo sdo fermentaveis pela S. cerevisiae
F13A.

Apesar de ter ocorrido uma reducdo de cerca de 10 g/l em etanol a partir das 40 horas, a
fase diauxica embora existente, ndo € tao significativa como no ensaio de 60 g/l de agucar
inicial, sugerindo que a concentracdo de etanol produzida tenha tido um maior efeito

inibitdrio do que nesse ensaio.
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Figura 9 - Producéo de etanol (A) e biomassa (¢), e consumo de agucares (=) numa fermentagdo batch
realizada em “erlenmeyer” de 250 ml, com S. cerevisiae F13A, utilizando extrato de batata-doce como
substrato (76 g/l de concentracdo da fonte de carbono). A fermentagéo foi realizada a 30 °C e 150 rpm.

Na tabela 6, apresentam-se os valores da taxa especifica de crescimento (pg), peso seco
maximo (Xmax), rendimento de biomassa (Yxss), maximo de etanol (Emax), rendimento de
etanol pelo substrato (Ygs), produtividade de etanol (Pg) e rendimento de etanol pela
biomassa (Ygx), para as trés fermentacOes batch realizadas em “erlenmeyer” com
diferentes concentracfes iniciais de acucares (S;). A taxa especifica de crescimento foi

calculada usando o software DMFIT modeling (http://modelling.combase.cc).

Tabela 6 - Pardmetros cinéticos das fermentacGes em batch (BE-CON, BE-REF e BE-ATP) realizadas em
“erlenmeyer” de 250 ml, para diferentes concentra¢@es iniciais de aglcares (S;) resultante do extrato da

batata-doce.

, S Hg Ximax Yxis Emax Yesis Pe Yex
Método 1
(/) (h™) (/) (9/9) (/) (9/9) [9/(1.h)] (9/9)
BE-CON 20 0,368 + 0,043 9,2 0,444 +0,061 | 11,3 | 0,354+0,089 | 0,380+0,065 | 1,087 +0,121
BE-REF 60 0,471+0,086 | 21,9 | 0,324+0,041 | 26,4 | 0,363+0,029 | 0,831+0,223 | 1,140 +0,126
BE-ATP 76 0,391 +0,064 | 15,7 | 0,199+0,015 | 329 | 0,426 £0,029 | 0,833+0,192 | 2,129 +0,228

Valores + EP; BE-CON - fermentacdo batch em “erlenmeyer” para o controlo (concentragdo inicial de 20 g/l
de glucose); BE-REF — fermentacdo batch em “erlenmeyer” para matéria proveniente de extracdo por
aquecimento a refluxo (concentracdo inicial de 60 g/l de acUcares); BE-ATP — fermentacdo batch em
“erlenmeyer” para matéria proveniente de extracdo a elevada temperatura e pressdo (concentragdo inicial de

76 g/l de acucares)

45



Ao analisar as figuras 7, 8 e 9, e a tabela 6, verifica-se que 0 ensaio com mais producgéo de
etanol foi o BE-ATP, tendo atingido o valor maximo de 32,9 g/l, seguido por BE-REF com
26,4 g/l e por dltimo, devido a concentracdo de agucar consideravelmente mais baixa, o
BE-CO que obteve apenas 11,3 g¢/l. Este resultado era o esperado, pois 0 ensaio BE-ATP
tinha uma maior concentracdo de agucares, havendo assim uma maior conversdo pela
estirpe de aglcares em etanol. O consumo de agUcares verifica-se durante as primeiras 23
horas, periodo esse em que se da a producdo de etanol.

Nos ensaios BE-REF e BE-ATP, pode-se observar que ambos tém uma concentracdo mais
elevada de substrato inicial (60 e 76 g/l, respetivamente), levando a crer que neste caso
ocorre o efeito de Crabtree, onde o substrato é facilmente utilizado pela S. Cerevisiae, para
a fermentacéo visto a glucose ser superior a 20g/l. No ensaio BE-REF a biomassa é elevada
e a producdo de etanol baixa ao contrario do ensaio BE-ATP em que se tem uma producédo
de etanol maior para uma biomassa inferior. Este facto verifica a capacidade da S.
cerevisiae, um microrganismo facultativo, de seguir as duas vias metabodlicas possiveis,
respiratoria e fermentativa, dependendo pois como se observa na tabela a cima, houve
producdo de etanol e biomassa. Os rendimentos de biomassa diminuem com o aumento da
concentracdo de acucar inicial.

Num processo fermentativo, em presenca de elevadas concentragcdes de substrato em meios
arejados, os microrganismos facultativos tém vantagens em relacdo aos microrganismos
aerobios. Assim, normalmente o0s processos fermentativos sdo favorecidos versus a
producdo de biomassa. Através do controlo, que foi feito para poder verificar a viabilidade
celular, uma vez que reunia as condi¢fes em que se sabia que a estirpe de S. cerevisiae
F13A teria um bom crescimento celular e boa producdo de etanol, foi possivel constatar
uma boa adaptacédo da estirpe S. cerevisiae F13A ao meio com extrato de batata-doce como

fonte de carbono.
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4.3. Fermentacdo Batch do Extrato da Batata-doce em Reator

Biologico

Nesta fermentacdo foi realizado o estudo da producgéo de etanol, biomassa e consumo de
acucares totais, a partir de extrato aquoso de batata-doce, utilizando S. cerevisiae F13A, em
reator biologico agitado com um volume total de 3 litros, uma turbina Rushton e um
dispersor de ar em forma de L. Utilizou-se um volume de trabalho de 2,4 litros, com uma
concentracdo de agucares inicial de 26 g/l. A fermentacdo foi realizada nas seguintes
condigdes: 30 °C, agitagdo de 250 rpm e arejamento de 0,125 vvm (300 ml/h). De referir
gue a monitorizacdo de pH nao foi registada devido a um problema no medidor de pH.

Ao analisar a figura 10, verifica-se que a acumulacdo de biomassa estabiliza ao fim de
aproximadamente 24 horas, iniciando-se a fase estacionaria ateé cerca das 48 horas. A partir
deste ponto da curva até ao final do crescimento (72 horas) existe um ligeiro aumento da
biomassa, tal como nos ensaios de “erlenmeyer” anteriormente descritos. Observa-se
igualmente que os agucares sao consumidos e a0 mesmo tempo ocorre producdo de etanol.
Esta acontece ao longo da fase exponencial de crescimento (figura 10), bem como o
consumo de agucares até cerca das 24 horas de fermentacdo. Entre as 24 horas e as 48 horas
de fermentacdo, a producdo de etanol, tal como a producdo de biomassa entram em fase
estacionaria. Constata-se que ap0s as 48 horas de fermentacdo o etanol diminui até as 60
horas, sugerindo que este se tornou a fonte de carbono disponivel para o crescimento
celular nesta Gltima fase denominada fase diduxica, Esta observacdo esta de acordo com 0s
resultados obtidos nas fermentacGes de batata-doce em “erlenmeyer” e com os resultados
obtidos com extrato de alfarroba como fonte de carbono para producédo de bioetanol (Lima-
Costa et al., 2012).
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Figura 10 - Producdo de etanol (A) e biomassa (¢), e consumo de aglcares (=) numa fermentacdo batch
realizada em reator bioldgico agitado com um volume total de 3 litros, uma turbina Rushton e um dispersor de
ar em forma de L, com S. cerevisiae F13A, utilizando extrato de batata-doce como substrato (26 g/l de
concentragdo da fonte de carbono). A fermentacdo foi realizada a 30 °C, 250 rpm e arejamento de 0,125 vvm.
Os valores de biomassa correspondem & média de 3 amostras + EP.

O méximo de etanol produzido foi de 10,7 g/l as 48 horas de fermentacdo, com um
rendimento de 49,5% (tabela 7), muito proximo do valor tedrico (51,1%), indicando que a

via fermentativa se encontrava ativa.

Tabela 7 - Valores de taxa especifica de crescimento (L), peso seco maximo (Xmsx), rendimento de biomassa
(Yxss), maximo de etanol (Enax), rendimento de etanol pelo substrato (Ygs), produtividade de etanol (Pg) e
rendimento de etanol pela biomassa (Ygx) a partir de uma concentragdo inicial de acUcar (S)), para a
fermentacdo em batch realizada em reator biol6gico agitado com um volume total de 3 litros, uma turbina
Rushton e um dispersor de ar em forma de L, a 30 °C, 250 rpm e arejamento de 0,125 vvm.

S Hg Ximax Yxis Emax Yess Pe Yex
Meétodo
(o) (h™) (CI)] (9/9) (o (9/9) [9/(1.h)] (9/9)
BR 26 0,102 + 0,021 48 0,126 +0,013 | 10,7 | 0,495+0,047 | 0,263 +£0,058 | 2,502 + 1,316

Valores + EP; BR — fermentag&o batch em reator biolégico (concentragdo inicial de 26 g/l de agucares)

A acumulacdo de biomassa, taxa especifica de crescimento (calculada através do software
DMFIT modeling disponivel em http://modelling.combase.cc) e o rendimento de biomassa
(tabela 7) s&o menores do que os obtidos nos ensaio em “erlenemeyer” (BE-CON). Como a

concentracédo de glucose era superior a 20 g/l ndo houve repressdo dos genes que codificam
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0s citocromios da via respiratéria, pelo que em simultdneo ha respiracdo e fermentagédo
enquanto existe fonte de carbono disponivel para tal. Contudo a producdo de etanol é
inferior & que ocorre no ensaio controlo (BE-CON) (tabela 6) com uma quantidade
semelhante de fonte de carbono, mas a produtividade de etanol em reator biologico (0,263

0/(1.h)) é inferior aos valores calculados para o ensaio em “erlenmeyer”.

4.4, Hidrolise Enzimatica da Matéria Fibrosa da Batata-doce

Estes ensaios foram realizados para se estudar a reacdo enzimatica de transformacdo da
materia celuldsica presente na batata-doce em moléculas de glucose. Para tal, combinaram-
se duas enzimas diferentes, a a-amilase e a amiloglucosidase em diferentes concentragdes
no sentido de se obter a combinacao que permitisse transformar mais moléculas de celulose
em glucose atendendo as concentraces de enzimas usadas no processo.

A glucose formada a partir da hidrdlise de matéria fibrosa de batata-doce (tabela 8), foi
quantificada pelo método de DNS (Bernfeld, 1955), em que se relacionou com a curva-
padréo: y = 0,9501x + 0,0118, com R* = 0,9876.

Analisando a tabela 8, verifica-se que a combinagdo de 1811,6 U/ml de a-amilase e 30
U/ml de amiloglucosidase é aquela em que se obtém maior eficiéncia hidrolitica da mistura
enzimatica e portanto o valor mais elevado de glucose, sendo 6,62 g/l, segue-se como
segunda melhor a combinacdo de 905,8 U/ml de a-amilase e 15 U/ml de amiloglucosidase
com o valor de 5,91 g/l. Uma vez que a diferenca de valores de glucose ndo é assim tdo
grande e a sua diferenca em termos de volume de enzima gasta é o dobro, considerou-se
como melhor combinagdo os volumes de 905,8 U/ml de o-amilase e 15 U/ml de
amiloglucosidase, dado que sera o mais eficiente em termos de aglcar convertido por
enzima consumida, isto € capacidade hidrolitica associada ao custo do processo.

No entanto, este valor obtido apresenta-se muito aquém do apresentado no trabalho de
Souza (2005), cujo valor foi de 122,76 g/l de glucose, utilizando batata-doce e condigdes de
trabalho semelhantes, mas um método de analise de glucose diferente, uma vez que foi

usado o método de Somogyi-Nelson (NS), em vez de o0 método de Bernfeld (1955).
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Tabela 8 - Concentracdes de glucose obtidas através de hidrélise enzimatica de material amilaceo de batata-
doce, utilizando varias combinages das enzimas a-amilase e amiloglucosidase (U/ml).

a-amilase (U/ml) | Amiloglucosidase (U/ml) Abijz\;é;zua Concentracéo de Glucose (g/l)
1811,6 30 0,641 6,62
905,8 15 0,573 5,91
452,9 7,5 0,391 3,99
4529 3 0,381 3,89
4529 15 0,381 3,89
4529 0,3 0,377 3,84
181,2 7.5 0,329 3,34
181,2 3 0,342 3,47
181,2 1,5 0,327 3,32
181,2 0,3 0,300 3,03
90,6 75 0,286 2,89
90,6 3 0,312 3,15
90,6 15 0,263 2,64
90,6 0,3 0,257 2,58
18,1 10,5 0,415 4,24
18,1 75 0,338 3,44
18,1 3 0,380 3,87
18,1 1,5 0,287 2,90
18,1 0,3 0,285 2,87

1,8 51 0,242 2,42
0,2 0,5 0,216 2,15

4.5. Estratégias de Hidrolise Enzimética e Fermentacdo em

Simultaneo

A finalidade deste estudo foi selecionar um método em que se conseguisse obter uma maior
concentragdo de agucares fermentaveis utilizando a hidrolise enzimatica da fibra celulosica
de batata-doce e fermentacdo em simultaneo ou sequencial. Foram realizados trés métodos
diferentes em vaso reacional de pequena escala (250 mL): NSSF I, NSSF Il e SHF. Os trés
métodos foram efetuados em duplicado.
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As fermentacdes decorreram a 30 °C nos trés casos e recolheram-se amostras em duplicado
para cada “erlenmeyer”, para andlise de peso fresco, peso seco, absorvancia, acglcar e
etanol.

Os resultados obtidos para 0 método NSSF 1, cuja extracdo e hidrdlise foram realizadas em
simultaneo seguido de fermentacao do sobrenadante obtido (descrito em 3.6.1.), encontram-
se representados na figura 11, em que é visivel que partindo de uma concentracdo de 58 g/l
de acucares totais obteve-se uma concentracdo maxima de 17,7 g/l de etanol as 10 horas de
fermentacdo. ApOs este tempo a concentracdo de etanol diminui. O facto de a biomassa
aumentar ligeiramente a partir das 10 horas quando existe uma baixa concentracdo de
acucares no meio, suporta o facto de que, a partir deste ponto, as leveduras utilizam o
etanol existente no meio para crescer. O maximo de biomassa atingido foi de 11,3 g/l para

as 24 horas.
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Figura 11 - Producdo de etanol (A) e biomassa (¢), e consumo de aglcares (=) numa fermentacdo batch
realizada em “erlenmeyer” de 250 ml, com S. cerevisiae F13A. A extracdo e hidrolise foram realizadas em
simultaneo e a fermentacgdo apos centrifugagdo. A concentragdo inicial de aglcares totais, neste método NSSF
I, foi de 58 g/I. Os valores de biomassa correspondem a média de 3 amostras + EP.

No método NSSF Il (descrito em 3.6.2.), a extragdo, hidrdlise e fermentacdo foram
realizadas em simultaneo, partindo-se de uma concentragdo de 61,5 g/l de agucares totais e
obteve-se uma concentracdo maxima de 15,6 g/l de etanol as 10 horas de fermentacédo

(figura 12). O etanol continua a ser produzido ao longo de toda a fermentacdo até as 28
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horas, embora a partir das 10 horas diminua a concentracdo de etanol e existe um aumento
de biomassa, cujo méximo foi de 21,4 g/l as 28 horas, apesar de a fonte de carbono se
encontrar praticamente esgotada no meio, uma vez que a concentracdo de agucares esgotou
a partir das 8 horas, o que a semelhanca do método anterior indica que o etanol é

consumido pelas leveduras como fonte de carbono disponivel.
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Figura 12 - Producdo de etanol (A) e biomassa (¢), e consumo de aclcares (=) numa fermentacdo batch
realizada em “erlenmeyer” de 250 ml, com S. cerevisiae F13A. A extracdo, hidrolise e fermentacdo foram
realizadas em simultaneo. A concentracdo inicial de agUcares totais, neste método NSSF 11, foi de 61,5 g/l. Os
valores de biomassa correspondem a média de 3 amostras + EP.

Os resultados obtidos para 0 método SHF (descrito em 3.6.3.), em que a extracdo, hidrolise
e fermentacdo foram realizadas em separado, estdo representados na figura 13. Obtém-se
uma concentracdo maxima de 10,5 g/l de etanol apds 20 horas de fermentacéo, partindo de
uma concentracdo inicial de 44,6 g/l de agUcares totais. A concentracdo de etanol diminui
ligeiramente com o aproximar do final da fermentagdo. A biomassa aumenta
constantemente até ao final da fermentagéo, sugerindo um efeito diduxico a partir das 20
horas em que ocorre esgotamento dos agucares. A biomassa méaxima foi de 9,5 g/l as 28
horas de fermentagdo. O metabolismo respiratorio encontra-se ativo durante toda a

fermentacéo.
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Figura 13 - Producdo de etanol (A) e biomassa (¢), e consumo de aglcares (=) numa fermentacdo batch
realizada em “erlenmeyer” de 250 ml, com S. cerevisiae F13A. A extracdo, hidrélise e fermentacdo foram
realizadas em separado. A concentracdo inicial de aglcares totais, neste método SHF, foi de 44,6 g/l. Os
valores de biomassa correspondem a média de 3 amostras + EP.

Analisando a tabela 9, que apresenta os valores iniciais de acucares totais, valor maximo de
biomassa e etanol maximo dos trés métodos de hidrélise enzimatica e fermentacdo, e as
figuras 11, 12 e 13, verifica-se que o método em que se obtém um valor mais elevado de
etanol € o NSSF IlI, seguido pelo NSSF | e por ultimo o SHF. Estes resultados sdo
esperados, uma vez que o NSSF Il é aquele em que se parte de uma concentragdo superior
de acUcares totais, seguindo-se 0 NSSF | e o SHF. O valor de biomassa maximo segue essa
mesma ordem, devido aos agucares totais iniciais de cada meio, mas no entanto, o valor de
biomassa maximo para o NSSF Il é quase o dobro do obtido no método NSSF 1. Este valor
explica-se pelo facto de no método NSSF II, a hidrdlise enzimatica e fermentacéo
ocorrerem em simultaneo sem a existéncia de uma centrifugacéo pelo meio, o que faz com
que ndo tenha ocorrido uma remocdo de partes sélidas de batata-doce, que durante a
amostragem foram também recolhidas e posteriormente influenciaram os valores do peso
seco das amostras, conduzindo a esse erro experimental que indica a formacéo do dobro da
biomassa por este método. Este factor pode ainda explicar os valores obtidos para a taxa
especifica de crescimento, no método NSSF 1l, uma vez que esta é calculada a partir dos
valores obtidos de biomassa utilizando o software DMFIT  modeling
(http://modelling.combase.cc).
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Tabela 9 - Valores de taxa especifica de crescimento (lg), peso seco maximo (Xmsx), rendimento de biomassa
(Yxys), maximo de etanol (Ensx), rendimento de etanol pelo substrato (Ygs), produtividade de etanol (Pg) e
rendimento de etanol pela biomassa (Ygx) a partir de uma concentragdo inicial de aglcar (S,)dos trés métodos
de hidrdlise enzimatica e fermentago: NSSF I, NSSF Il e SHF.

; Sy M Kinax Yxis Emax Yess Pe Yeix
Metodo | g () (/) (9/g) (@) (9/9) [9/(L.h)] (9/9)
NSSF | 58,2 1,203 + 0,035 11,3 | 0,143+0,020 | 17,7 | 0,286 0,043 | 1,934 +0,296 | 1,716 £0,224
NSSF Il | 61,5 | 2,690 + 1,522 21,4 | 0,471 +0,075 | 156 | 0,280+£0,032 | 1,830+0,255 | 0,836 £ 0,212

SHF 446 | 0,509 +0,156 9,5 0,183+0,019 | 10,5 | 0,259+0,042 | 0,601 +0,143 | 1,629 + 0,264
Valores + EP; NSSF | — extracdo, hidrolise e fermentagcdo sequenciais com centrifugacdo a preceder a
fermentacdo (concentracdo inicial de 58,2 g/l de glucose); NSSF Il — extracdo, hidrélise e fermentacgdo

sequenciais sem centrifugacdo a preceder a fermentacdo (concentragéo inicial de 61,5 g/l de glucose); SHF —
extracdo, hidrolise e fermentacdo por etapas (concentracdo inicial de 44,6 g/l de agUcares).

Apesar de o método SHF ter sido aquele em que se conseguiu identificar menor quantidade
de etanol, a sua diferenca de resultados pode ser explicada pela sua menor quantidade de
acucares totais inicial em relagcdo aos outros dois métodos. Considerando que a diferenca de
etanol dos métodos NSSF | e NSSF 1l ndo € muito significativa comparativamente com o
método SHF, atendendo as suas diferencas na concentracdo de agUcares totais inicial e as
dificuldades associadas a recolha de amostras pelo método NSSF I1, somando a vantagem
gue o método SHF possui de se poder realizar a hidrélise e fermentacdo as suas
temperaturas ideais, optou-se pelo método SHF para se realizar uma fermentacdo fed-batch
em reator bioldgico.

Comparando estes resultados (tabela 9) com os resultados obtidos nas fermentacdes
anteriores (tabelas 6 e 7), verifica-se que apesar de as concentracGes de agucares totais
nestes métodos de NSSF I, NSSF Il e SHF, serem de 58,2, 61,5 e 44,6 g/l respetivamente,
os rendimentos de etanol por substrato obtidos foram inferiores aqueles encontrados para as
fermentacdes batch em “erlenmeyer” (tabela 6) e reator bioldgico (tabela 7). Os
rendimentos de biomassa foram também inferiores aos de batch em “erlenmeyer”, mas
superiores ao de reator bioldgico. Pode-se dizer, no entanto, que houve um maior
favorecimento do processo fermentativo nestes métodos, embora ndo seja muito acentuado.
As produtividades dos métodos de NSSF | e NSSF |1 foram bastante elevadas relativamente
ao BE-ATP e BR, indicando que neste caso a metabolizacdo de aclcares e formacdo de

etanol foi realizada num espaco de tempo inferior a outras fermentagdes (BE-ATP e BR).
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4.6. Fermentacao Fed-batch em Reator Biologico

A fermentacdo fed-batch foi realizada em reator bioldgico agitado com um volume total de
3 litros, munido com uma turbina Rushton e um dispersor de ar em forma de L. Foi
realizado o estudo da producédo de etanol, biomassa e consumo de agUcares totais, a partir
de extrato aquoso de batata-doce, utilizando S. cerevisiae F13A e um volume de trabalho de
1,5 litros, com uma concentracdo de agUcares inicial de 25 g/l. A fermentacgdo foi realizada
nas seguintes condigdes: 30 °C, com uma agitacdo de 250 rpm, arejamento de 0,125 vvm
(300 ml/h) e pH 5,5. A adicdo de material amilaceo hidrolisado pelas enzimas a-amilase e
amiloglucosidase ocorreu apds 10 horas de fermentacao.

Através dos resultados apresentados pela figura 14, € possivel ver que existe um
decréscimo na concentracdo de agUcares totais até as 10 horas de fermentacdo, sem que
exista producdo de etanol neste periodo de tempo. Verifica-se no entanto o aumento de
biomassa, que podem ser confirmadas pelas curvas de peso seco e densidade Otica. Este
facto sugere que a levedura durante este intervalo de tempo ndo tinha ativa a via
fermentativa mas sim a via respiratoria.

As 20 horas obteve-se o pico maximo de etanol, que foi de 7,5 g/l ao qual corresponde a

extincdo de agucares presentes no meio.
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Figura 14 - Valores de etanol (A), peso seco (), densidade 6tica (x) e consumo de agUcares (=) para uma
fermentacdo fed-batch em reator bioldgico agitado com um volume total de 3 litros, uma turbina Rushton e
um dispersor de ar em forma de L, com S. cerevisiae F13A, utilizando extrato de batata-doce como substrato
(25 g/l de concentragdo da fonte de carbono). A fermentagdo foi realizada a 30 °C, 250 rpm e arejamento de
0,125 vwvm. A adicdo de meio amilaceo hidrolisado foi efetuada apds 10 horas de fermentacdo. A — indica a
adicdo de 3 g/l de meio hidrolisado &s 10 horas de fermenta¢do. Os valores de peso seco correspondem a
média de 3 amostras + EP.

A tabela 10, compara os valores das fermentacdes batch (BE-ATP) realizada em
“erlenmeyer” de 250 ml, batch efetuada em reator bioldgico (BR) e fed-batch em reator
bioldgico (FR) serve em termos de taxa especifica de crescimento (lg), peso seco maximo
(Xmax), rendimento de biomassa (Y xss), madximo de etanol (Emax), rendimento de etanol pelo
substrato (Ygs), produtividade de etanol (Pg) e rendimento de etanol pela biomassa (Yg/x)
para uma dada concentracdo inicial de acglUcares (S;). A sua analise indica que a taxa
especifica de crescimento é superior no caso da fermentacdo batch em “erlenmeyer”, mas
no entanto o rendimento de biomassa é superior no caso da fermentacdo fed-batch quando
comparada com a batch em “erlenmeyer”. De acordo com o que foi referido anteriormente
de que em condicGes aerdbicas a S. cerevisiae aumenta a sua biomassa em vez de produzir
alcool a ndo ser que a concentracdo de glucose seja elevada e ocorra o efeito de Crabtree, 0
que ndo se verifica em ambas as fermentacGes em reator bioldgico, seria de esperar que 0
rendimento em biomassa e a taxa especifica de crescimento (calculada usando o software
DMFIT modeling, disponivel em http://modelling.combase.cc) fossem superiores nas

fermentacdes em reator biologico do que em “erlenmeyer”. Uma operacdo em fed-batch
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controla a taxa especifica de crescimento a um valor inferior a taxa de crescimento critica,
para que o metabolismo fermentativo seja suprimido. A concentracdo de glucose é mantida
entre 0,1 e 0,25 g/l. Concentrages de glucose superiores a 0,25 g/l, fazem com que o
metabolismo se torne fermentativo, ja que a taxa de crescimento aumenta e ocorre o efeito
de Crabtree ou constrangimento respiratorio (Beck & Meyenburg, 1968; Barford and Hall,
1979; Rieger et al., 1981; Rieger et al., 1983; Sonnleitnerd & Kfippeli, 1986). Neste caso,
operou-se com uma concentracao inicial de aglcares composta por 21 g/l de sacarose, 2 g/l
de glucose e 2 g/l de frutose, sendo possivel a existéncia de mais aclicares no meio, mas no
entanto apenas estes foram identificados. Posto isto, seria esperado que o metabolismo se
tornasse fermentativo, devido ao efeito de Crabtree.

O peso seco méximo e valor maximo de etanol foram superiores na fermentacdo em
“erlenmeyer”, mas uma vez que esta possui valores iniciais de acglcares totais superiores,
este valor é esperado. A fermentacdo fed-batch obteve um valor superior de peso seco
maximo em relacdo & fermentacdo batch em reator, mas no entanto o seu valor de etanol
maximo € inferior. A produtividade de etanol foi superior na fermentacdo batch em
“erlenmeyer”, seguindo-se da fermentacdo fed-batch em reator bioldgico e por ultimo a

batch em reator.

Tabela 10 - Comparagdo das fermentacfes batch (BE-ATP) realizada em “erlenmeyer” de 250 ml, batch
realizada em reator biol6gico (BR) e fed-batch em reator bioldgico (FR) em termos de taxa especifica de
crescimento (Hg), peso seco maximo (Xms), rendimento de biomassa (Yxss), maximo de etanol (Ems),
rendimento de etanol pelo substrato (Ygs), produtividade de etanol (Pg) e rendimento de etanol pela biomassa
(Ygix) para uma dada concentracdo inicial de aglcares (S)).

S Hg Ximax Yxis Emax Yesis Pe Yex
Método
(9 (h™) (CI)) (9/9) CID) (9/9) [9/(1.h)] (9/9)
BE-ATP 76 0,391 +0,064 | 15,7 | 0,199+0,015 | 32,9 | 0,426 £0,029 | 0,833 +0,192 | 2,129 +0,228
BR 26 0,102 + 0,021 4.8 0,126 +0,013 | 10,7 | 0,495+0,047 | 0,263 +0,058 | 2,502 + 1,316
FR 25+3 | 0,296 +0,018 6,7 0,230+0,016 | 75 | 0,310+0,014 | 0,368 +0,114 | 1,438 +0,219

Valores + EP; BE-ATP — fermentacdo batch em “erlenmeyer” para matéria proveniente de extracao por altas
temperatura e pressdo (concentracao inicial de 76 g/l de aglcares); BR — fermentacdo batch em reator
biologico (concentracdo inicial de 26 g/l de agUcares); FR — fermentagdo fed-batch em reator bioldgico

(concentracdo inicial de 25 g/l com uma adicdo de 3 g/l de agUcares apds 10 horas de fermentacao)
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Comparando os resultados obtidos neste trabalho com alguns resultados de outros autores,
como Zhang et al., (2011), em que através de fermentagdo de batata-doce em “erlenmeyer”
usando S. cerevisiae, alcangou um maximo de etanol (Ems) de 128,5 g/l, uma
produtividade de etanol (Pg) de 4,76 g/(l.h) e rendimento de etanol pelo substrato (Ygss) de
91,4 % (0,91 g/g); Lima-Costa et al., (2012), utilizando extrato de alfarroba como fonte
carbono e S. cerevisiae F13A, nos seus trabalhos em “erlenmeyer” (Emsx = 106,5 g/l; Pe =
1,9 g/(.h); Ygis = 0,45 g/g), em batch com reator biologico (Emsx = 110,6 ¢/l; Pe = 2,0
0/(1.h); Ygis = 0,45 g/g) e fed-batch em reator biolégico (Emsx = 126,7 g/l; Pe = 0,7 g/(1.h);
Yeis = 0,50 g/g); Cot et al., (2007), que em fermentagdo fed-batch com glucose como fonte
de carbono e usando S. cerevisiae atingiu Pe = 3,1 g/(l.h), Ygs = 0,43 g/g e uma
concentragéo final de 147 g/l de etanol verifica-se que em termos de rendimento de etanol
pelo substrato os valores encontram-se proximos dos apresentados na literatura, mas em
termos de etanol maximo e produtividade de etanol encontram-se aquém do esperado
(tabela 11).

Tabela 11 - Comparacdo de resultados de varios autores com os resultados obtidos neste trabalho, para
diferentes fermentacdes batch em “erlenmeyer”, batch em reator biolégico e fed-batch em reator biol6gico em
termos de taxa especifica de crescimento (L), peso seco maximo (Xms), rendimento de biomassa (Y xss),
méaximo de etanol (Ens), rendimento de etanol pelo substrato (Ygs), produtividade de etanol (Pg) e
rendimento de etanol pela biomassa (Yg/x) para uma dada concentragdo inicial de aguUcares (S)).

SI u% Xméx YX/S Eméx YE/S PE

(9/l) (h=) | (@M | (9/9) | (@/) | (9/9) | (9/l.h)
BE-ATP 76 0,391 15,7 0,199 | 32,9 0,43 0,8
Zhang et al., (2011)-BE n.d. n.d. n.d. n.d. 1285 | 0,91 4,8
Lima-Costa et al., (2012)-BE 248 0,100 11,5 0,055 | 106,5 | 0,45 1,9
BR 26 0,102 4,8 0,126 | 10,7 0,50 0,3
Lima-Costa et al., (2012)-BR 255 0,133 8,1 0,052 | 1106 | 0,45 2,0
FR 25+ 3 0,296 6,7 0,230 7,5 0,31 0,4
Cot et al., (2007)-FR n.d. 0,430 16,0 0,041 | n.d. 0,43 3,1
Lima-Costa et al., (2012)-FR 249 0,011 5,8 0,007 | 126,7 | 0,50 0,7

BE — fermentacdo batch em “erlenmeyer”; BR — fermentacgdo batch em reator bioldgico; FR — fermentagédo

fed-batch em reator bioldgico; n.d. — dados nao disponiveis.

A baixa quantidade de acucares totais usados nestas experiéncias pode explicar este facto,
levando a crer que seria necessario realizar testes com diferentes cultivares de batata-doce
para se tentar extrair uma quantidade superior de acUcares, uma vez que esta depende das

cultivares, da época do ano em que a batata-doce é cultivada e as suas condigdes de cultivo.
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O facto de se ter utilizado batatas-doce de dimensdes reduzidas pode explicar o baixo teor

em acUcares e amido.

5. Conclusdes e Perspetivas Futuras

Pode-se dizer que o extrato de batata-doce é viavel para producdo de etanol, utilizando
Saccharomyces cerevisiae estirpe F13A, obtendo-se rendimentos de producdo préximos
dos maximos tedricos, tanto em ensaios em reator biolégico como em ensaios em
“erlenmeyer”.

No ensaio batch com reator bioldgico produziu-se 10,7 g/l de etanol a partir de uma
concentracdo de 26 g/l de acucares totais, um rendimento de produto/substrato cerca de
50% e uma produtividade maxima de etanol de 0,263 g/(l.h) e no ensaio em fed-batch 7,5
g/l de etanol a partir de uma concentracdo de 25 g/l de agucares totais, um rendimento de
produto/substrato de 31% e uma produtividade maxima de etanol de 0,368 g/(l.h). Os
valores mais elevados de producédo de etanol, no entanto, foram de 32,9 g/l a partir de uma
concentracdo de 76 g/l de acUcares totais, um rendimento de produto/substrato de 43% e
uma produtividade méxima de etanol de 0,833 g/(l.h) em ensaio batch de “erlenmeyer”.

A quantidade de aclcar extraido para a realizacdo das fermentacdes foi notoriamente
inferior aquela que se tinha obtido anteriormente nos ensaios batch em “erlenmeyer”,
apesar de o método de extracao ter sido o0 mesmo. Este facto pode ser justificado através de
um decréscimo da qualidade da batata-doce que se encontrava armazenada, uma vez que
com o decorrer do tempo a sua composi¢do de acucares vai diminuindo. O mesmo pode ser
aplicado para o seu teor em amido, que resultou numa baixa conversdo de aclcares na
hidrolise enzimatica ou entdo em aclcares ndo fermentaveis que nao sdo passiveis de ser
metabolizados pelo microrganismo Saccharomyces cerevisiae.

Conclui-se com este trabalho, que a batata-doce pode ser utilizada para obtengéo de etanol.
No entanto, a sua aplicabilidade seria bastante mais viavel em complemento com residuos
de outros produtos agricolas existentes na regido, como seria 0 caso da alfarroba, de licor
de citrinos e outros. Deste modo, existiria uma maior fonte de aclcares fermentaveis para a

producéo de etanol, aumentando-se assim consequentemente a producao deste.
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Em estudos futuros deve ser desenvolvida mais investigacdo sobre a hidrélise enzimatica de
amido, para otimizar a extracdo de maiores quantidades de agUcares. Este estudo poderé ser
complementado com hidrolise enzimatica da fibra celul6sica de batata-doce, utilizando
enzima celulase e B-glucosidase, ou uma mistura enzimatica, de Ultima geracdo, com as
diferentes capacidades hidroliticas de polissacarideos potenciadas (a-amilase e
amiloglucosidase, celulase e B-glucosidase) hidrélise de amido. Uma vez otimizada a
hidrolise enzimatica, poderia ser interessante rentabilizar as mesmas, utilizando residuos
industriais de batata provenientes da industria alimentar, dado que a batata é rica em amido,
realizando-se assim uma combinacdo de residuos de batata-doce com batata e,
eventualmente, outros residuos agro-alimentares ricos em acucares ou celulésicos. Estes
residuos podem constituir uma matéria-prima de elevado potencial para uma biorrefinaria
de bioetanol de 22 geracdo a implementar no nosso pais, sem competir com a producao

alimentar.
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