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Resumo
O etanol, como biocombustível, tem recebido um grande interesse nas últimas décadas devido ao seu potencial como combustível alternativo e o facto de contribuir significativamente para a redução do impacto ambiental negativo gerado pelo uso dos combustíveis fosseis. Os resíduos da alfarroba (Ceratonia Siliqua L.) aparecem como uma fonte de carbono barata para a produção de etanol, uma vez que contem um elevado conteúdo de açúcares, como glucose, frutose e sacarose. Elementos como carbono e o azoto são necessários no metabolismo da levedura. O azoto desempenha um papel importante na biossíntese de proteínas e funções enzimáticas e a sua entrada na célula afecta o seu metabolismo. 
O presente trabalho teve como objectivo optimizar o conteúdo de azoto no meio de fermentação da Saccharomyces cerevisiae para a produção de etanol. Diferentes fontes orgânicas e inorgânicas de azoto, como extracto de levedura (YE), peptona, sulfato de amónia, nitrato de amónia e a ureia, foram testadas em erlenmeyer, utilizando o extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono. Comparando as diferentes fontes de azoto em termos de produção e rendimentos de etanol verificou-se que a ureia foi a que obteve melhores resultados, demonstrando ser facilmente assimilada pela S. cerevisiae. A ureia estabelece também uma melhor relação de custo-beneficio em relação às outras fontes de azoto estudadas.
Numa segunda fase, foram testadas duas concentrações de peptona, 5 g/L e 20 g/L, suplementadas com extracto levedura, 3 g/L e 10 g/L, respectivamente, num reactor agitado mecanicamente de 3 L, a operar em sistema descontínuo. Ao qual demonstrou que a diminuição da fonte de azoto de 20 g/L para 5 g/L e extracto levedura, de 10 g/L para 5 g/L, não só não afectou a produção de etanol, como apresentou um rendimento um pouco maior, o que representa uma melhoria no custo-beneficio deste processo. 
Numa terceira fase, foi realizada uma fermentação semi-contínua para o meio que obteve melhores resultados no estudo anterior, a fim de aumentar a eficiência do bioprocesso. Nesta fermentação, o extracto da polpa de alfarroba fresco foi adicionado periodicamente quando a glucose foi consumida. Esta adição aumentou a produção final de etanol comparado com a fermentação descontínua.
Palavras-chave: Etanol, polpa de alfarroba, Saccharomyces cerevisiae, fermentação, peptona, ureia
Abstract
Ethanol, as biofuel, has received great interest in the latest decades due to its potential as an alternative transport fuel, and that significantly contributes to the reducing of negative environmental impact generated by the use of fossil fuels. The residues of carob (Ceratonia siliqua L.) pod appears as a cheap carbon source for ethanol production since there is a large content of carbohydrates, such as glucose, fructose and sucrose. Elements such as carbon and nitrogen are both required in yeast metabolism. Nitrogen plays an important role in protein biosynthesis and enzymatic functions and its input affects yeast metabolism.

The present work aims to optimize nitrogen content for Saccharomyces cerevisiae fermentation medium to produce ethanol, from sugar-rich carob extract. Different organic and inorganic sources of nitrogen, such as yeast extract (YE), peptone, ammonium sulphate, ammonium nitrate and urea, were tested in shake flasks, using the extract of carob pulp as carbon source. Comparing the different sources of nitrogen in terms of production and yields of ethanol was found that urea was the one that obtained the best results, proving to be easily assimilated by S.cerevisiae. Urea also provides a better cost-benefit in relation to other sources of nitrogen. 

In second step, two concentrations of peptone, 5 g/L and 20 g/L, supplemented with yeast extract, 3 g/L and 10 g/L, respectively, were tested in 3 L stirred tank reactor, operating as batch. The decrease of nitrogen source from 20 g/l to 5g/L and yeast extract from 10 g/l to 3 g/l not only did not affect ethanol production, but furthermore, a slightly higher ethanol yield was observed which represents an enhancement in the cost-effectiveness of this process.

In a third phase, we performed a fed-batch fermentation for the better results in the previous study, in order to increase the efficiency of the bioprocess. In this fermentation, the fresh carob pulp extract was added, periodically when glucose had been consumed. This addition increased the final ethanol production compared to the batch fermentation.  
Key words: ethanol, carob pulp, Saccharomyces cerevisiae, fermentation, peptone, urea. 
Índice 
	1. Introdução………………………………………………………………....................
	14

	    1.1. Energias renováveis………………………………………………………………..
	14

	          1.1.1. Fontes de biomassa…………………………………………………………..
	15

	    1.2. Cultura da alfarrobeira (Ceractonia siliqua L.)……………………………………. 
	16

	          1.2.1. Aplicações e importância económica………………………………………...
	17

	    1.3. Biocombustíveis………………………………………………………………........
	19

	          1.3.1. Produção de bioetanol………………………………………………………..
	19

	    1.4. Leveduras Saccharomyces cerevisiae……………………………………………...
	20

	          1.4.1. Aspectos morfológicos e ciclo de vida………………………………….........
	20

	          1.4.2. Aspectos metabólicos………………………………………………………...
	22

	                   1.4.2.1. Metabolismo dos açúcares…………………………………………...   
	24

	          1.4.3. Toxicidade do etanol na levedura Saccharomyces cerevisiae……………….
	28

	   1.5. Processos fermentativos industriais de produção de etanol………………………..
	30

	2. Objectivos……………………………………………………………………………     
	33

	3. Material e Métodos………………………………………………………………..
	34

	    3.1. Extracção aquosa dos açúcares da polpa de alfarroba…………………………….
	34

	    3.2. Microrganismo…………………………………………………………………….
	35

	    3.3. Preparação do inóculo…………………………………………………………….
	35

	    3.4. Condições da fermentação ………………………………………………………..
	36

	3.4.1. Fermentação descontínua do extracto da polpa de alfarroba para a produção de etanol, em erlenmeyer………………………………………………………
	36

	3.4.2. Fermentação descontínua e semi-contínua do extracto da polpa de alfarroba para a produção de etanol, num reactor agitado mecanicamente (STR)………..
	37

	           3.4.1.2. Arranque da fermentação…………………………………………
	38

	4. Métodos analíticos…………………………………………………………………
	40

	    4.1. Quantificação da biomassa…………………………………………………………
	40

	           4.1.1. Medição do peso seco……………………………………………………….
	40

	4.1.2. Analise espectrofotométrica da densidade óptica……………………… …
	40

	    4.2. Doseamento dos açúcares………………………………………………………….
	41

	    4.3. Quantificação do etanol……………………………………………………………
	41

	    4.4. Determinação dos rendimentos de fermentação e produtividade………………….
	42

	          4.4.1. Taxa específica de crescimento máximo e biomassa máxima……………….
	42

	          4.4.2. Rendimento de biomassa…………………………………………………….
	42

	          4.4.3. Rendimento de etanol…………………………………………………….....
	43

	          4.4.4. Produtividade máxima de etanol……………………………………………
	44

	          4.4.5. Taxa específica de produção de etanol e biomassa…………………………
	44

	          4.4.6. Açúcares consumidos e açúcares fermentados……………………………...
	45

	          4.4.7. Conversão de açúcares……………………………………………………...
	46

	5. Resultados e discussão …………………………………………………………
	47

	     5.1. Fermentação em sistema descontínuo do extracto da polpa de alfarroba para a produção de etanol, em erlenmeyer………………………………………………………

          5.1.1. Optimização da fonte de azoto no meio de produção de etanol…………....
	47
47

	     5.2. Fermentação em sistema descontínuo do extracto da polpa de alfarroba para a produção de etanol, em STR……………………………………………………………..
	54

	          5.2.1. A ureia como fonte de azoto na produção de etanol……………………….
	54

	          5.2.2. Efeito de diferentes concentrações de peptona na produção de etanol…....
	57

	     5.3. Fermentação em sistema semi-contínua do extracto da polpa de alfarroba para a produção de etanol, em STR……………………………………………………………..
	61

	6. Conclusão…………………………………………………………………………...  
	66

	7. Referências bibliográficas…………………………………………………………
	67


Índice de Tabelas
Tabela I: Exemplos de fontes de biomassa……………………………………………….  16
Tabela II: Os micronutrientes essenciais ao metabolismo fúngico e a respectiva função... 22
Tabela III: Os macronutrientes essenciais ao metabolismo fúngico e a respectiva função..23
Tabela IV:Produção de etanol por Saccharomyces cerevisiae em fermentações descontínuas e semi-contínuas, com diferentes substratos……………………………………………….32  

Tabela V: Composição dos meios de cultura com diferentes fontes orgânicas e inorgânicas de azoto utilizadas para a produção de etanol……………………………………………...37
Tabela VI: Composição dos meios de cultura utilizados nas fermentações descontínuas e semi-contínuas……………………………………………………………………………...39
Tabela VII – Taxa específica de crescimento máxima, biomassa máxima, rendimento de biomassa, conversão de açúcares, etanol máximo, rendimento de etanol e produtividade máxima, da Saccharomyces cerevisiae F13A no meio com diferentes fontes orgânicas e inorgânicas de azoto, com 230 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono inicial………………………………………….50
Tabela VIII – Taxa específica de crescimento máxima, biomassa máxima, rendimento de biomassa, conversão de açúcares, etanol máximo, rendimento de etanol e produtividade máxima, da Saccharomyces cerevisiae F13A, no meio com 3 g/L de ureia, utilizando 230 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono inicial, em erlenmeyer. E na fermentação descontínua num STR de 3L com 240 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba……………56
Tabela IX – Taxa específica de crescimento máxima, biomassa máxima, rendimento de biomassa, conversão de açúcares, etanol máximo, rendimento de etanol e produtividade máxima, da Saccharomyces cerevisiae F13A, no meio com 5 g/L peptona e 3 g/L extracto levedura, e 20 g/L peptona e 10 g/L extracto levedura, utilizando 240 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono inicial, num STR de 3 L…………………………………………………………………………………59

Tabela X – Taxa específica de crescimento máxima, biomassa máxima, rendimento de biomassa, conversão de açúcares, etanol máximo, rendimento de etanol e produtividade máxima, da Saccharomyces cerevisiae F13A, em fermentação descontínua, com 240 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba, 5 g/L de peptona e 3 g/L extracto levedura. E em fermentação semi-contínua, com 249 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba, 5 g/L de peptona e 3 g/L de extracto levedura; dividido em três fases de crescimento: FB1: 0 h-19 h, FB2: 20 h-49 h, FB3: 50 h-120 h. As fermentações descontínuas e semi-contínuas foram realizadas num STR de 3 L……………………………………………………………………………………………63
Índice de figuras 
Figura 1: Alfarrobeira e alfarroba……………………………………………………….....17
Figura 2: Fluxograma dos componentes da alfarroba……………………………………..18
Figura 3: Representação da estrutura molecular da galactomanana………………………19
Figura 4: Imagem obtida por microscopia electrónica e esquema da célula Saccharomyces cerevisiae…………………………………………………………………………………..21
Figura 5: Reacção de hidrólise da sacarose pela invertase………………………………...25
Figura 6: Diagrama do catabolismo da glucose em células de S. cerevisiae………………26
Figura 7: Reacção de redução do piruvato a glucose……………………………………...28
Figura 8: Bioreactor………………………………………………………………………..29
Figura 9: Curva típica de crescimento celular. A: fase “lag” ou latência, B: fase exponencial de crescimento, C: fase estacionária, D: fase de morte ou declínio……………………….30
Figura 10: Polpa da alfarroba……………………………………………………………...33
Figura 11: Cultura fresca da Saccharomyces cerevisiae F13A tolerante ao etanol……….34
Figura 12: Sistema de fermentação constituído por um reactor agitado mecanicamente, Applikon Holanda e um módulo de controlo, Biocontroller ADI 1010…………………..37
Figura 13: HPLC Elite LaChrom Hitachi…………………………………………………41
Figura 14 – Concentração de açúcares totais (
[image: image1]), concentração de etanol (
[image: image2]) e densidade óptica (
[image: image3]) ao longo da fermentação em erlenmeyer, utilizando a Saccharomyces cerevisiae F13A, para diferentes fontes orgânicas de azoto, a. YEP (3 g/L extracto levedura e 5 g/L de peptona), b. extracto alfarroba, c. peptona (5 g/L) e d. ureia (3 g/L), utilizando 230 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono inicial. A cultura foi realizada a 30 ºC e 150 rpm. Os ensaios foram realizados em triplicado e as barras verticais indicam o desvio padrão…………………………………...48
Figura 15 – Concentração de açúcares totais ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


), concentração de etanol ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


) e densidade óptica ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


) ao longo da fermentação em erlenmeyer, utilizando a Saccharomyces cerevisiae F13A, para diferentes fontes inorgânicas de azoto, a. YEP (3 g/L extracto levedura e 5 g/L de peptona), b. extracto levedura (3 g/L), c. sulfato amónia (3 g/L) e d. nitrato de amónia (3 g/L), utilizando 230 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono inicial. A cultura foi realizada a 30 ºC e 150 rpm. Os ensaios foram realizados em triplicado e as barras verticais indicam o desvio padrão……49

Figura 16: Perfil semi-logarítmico do crescimento da S. cerevisiae F13A, num reactor agitado mecanicamente (STR), com 240 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba. A linha contínua foi calculada pela modelação DMFit (http://modelling.combase.cc), usando um modelo bifásico, sem fase de latência………...51
Figura 17: Correlação da concentração molar dos açúcares consumidos e dos açúcares fermentados ao longo do tempo de fermentação para o meio YEP, 5 g/L peptona e 3 g/L extracto levedura (a) e para o meio contendo 3 g/L ureia (b). Açúcar consumido (
[image: image7]) e açúcar fermentado (
[image: image8])……………………………………………………………………...52
Figura 18: Correlação da produção de etanol e consumo de açúcar ao longo do tempo de fermentação, para o meios contendo 3 g/L de sulfato de amónia (a) e 3 g/L de nitrato de amónia (b) suplementados com ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


 e x) e sem 3 g/L de extracto levedura ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


 e  SHAPE  \* MERGEFORMAT 


), respectivamente…………………………………………………………………………….53

Figura 19 – Concentração total de açúcares ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


), concentração de etanol ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


) e densidade óptica ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


) na fermentação descontínua da Saccharomyces cerevisiae F13A, num reactor agitado mecanicamente (STR), utilizando 240 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono inicial e 3 g/L de ureia como fonte de azoto. A cultura foi realizada a 30 ºC, 250 rpm e 0,13 vvm……………………………54

Figura 20: Perfil semi-logarítmico do crescimento da S. cerevisiae F13A, num reactor agitado mecanicamente (STR), com 240 g/L de concentração de açúcar proveniente da polpa de alfarroba e 3 g/L de ureia. A linha contínua foi calculada pela modelação DMFit (http://modelling.combase.cc), usando um modelo bifásico, sem fase de latência………...55
Figura 21: Consumo total de açúcares (x), sacarose ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


), glucose ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


) e frutose ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


) num STR de 3 L, utilizando 260 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono inicial e 3 g/L de ureia, como fonte de azoto………..57
Figura 22: Concentração total de açúcares ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


), concentração de etanol ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


) e densidade óptica ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


) na fermentação descontínua da S. cerevisiae F13A, num STR de 3L, utilizando 240 g/L de concentração de açúcares proveniente do extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono inicial, para uma concentração de peptona e extracto levedura de 5 g/L e 3 g/L (a) e 20 g/L e 10 g/L (b), respectivamente. A cultura foi realizada a 30 ºC, 250 rpm e 0,13 vvm……………………………………………………………………………………58
Figura 23: Correlação da concentração molar dos açúcares consumidos com os açúcares fermentados ao longo do tempo de fermentação para a concentração de 5 g/L peptona e 3 g/L extracto levedura (a) e 20 g/L peptona e 10 g/L extracto levedura (b). Açúcar consumido ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


) e açúcar fermentado ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


)………………………………………………….................................................................60
Figura 24: Correlação da taxa específica de produção (qE) com a concentração de etanol, para a concentração de 5 g/L de peptona e 3 g/L de extracto levedura ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


) e 20 g/L de peptona e 10 g/L extracto levedura ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


)…………………………………………………………………………………………….61

Figura 25: Concentração total de açúcares (
[image: image25]), concentração de etanol (
[image: image26]) e densidade óptica (
[image: image27]) ao longo da fermentação semi-contínua da S. cerevisiae F13A, num STR de 3L, utilizando 250 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono inicial, 5 g/L de peptona e 3 g/L de extracto levedura. As setas representam a adição do meio nutriente (250 g/L de açucares totais) às 20 h e às 50 h…...62
Figura 26: Consumo total de açúcares (x), sacarose (
[image: image28]), glucose (
[image: image29]) e frutose (
[image: image30]) num reactor agitado mecanicamente de 3 L, utilizando 250 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono inicial, 5 g/L peptona e 3 g/L extracto levedura. As setas representam a adição do meio nutriente (250 g/L de açucares totais) às 20 h e às 50 h…………………………………………………………...64
Lista de abreviaturas 
	ADP
	adenosina difosfato

	ATP
	sdenosina trifosfato

	C6
	sexto carbono

	Ccrit
	concentração crítica

	CH4
	metano

	C6H12O6
	glucose

	CO2
	dióxido de carbono

	CuSO4  
	sulfato de cobre

	EtOH   
	etanol

	FeCl3
	cloreto de ferro

	FeSO4
	sulfato de ferro

	H+                                             
	ião de hidrogénio

	HFCs
	hidrofluorcarbonetos

	HPLC
	cromatografia líquida de alta eficiência

	HXT
	transportador de hexoses

	H2O
	Água

	KCl   
	cloreto de potássio

	K2HPO4  
	fosfato de potássio

	K2SO4
	sulfato de potássio

	LBG
	goma de alfarroba

	MnCl2
	cloreto de magnésio

	N2
	azoto

	NaNO3   
	nitrato de amónia 

	Na2MoO4
	molibdato de sódio

	NH4+
	Amónia

	NO2
	óxido nítrico

	NO3
	nitrato

	NO2-
	nitrito

	NADH
	nicotinamida-adenina-dibucleotídeo-hidrogénio

	NH4Cl
	cloreto de amónia 

	(NH2)2CO                              
	ureia

	(NH4)2NO3                            
	nitrato de amónia 

	            (NH4)2SO4                             
	sulfato de amónia 

	-OH                                        
	ião hidroxila

	PFCs
	Perfluorcarbonetos

	SF6  
	hexafluoreto de enxofre

	SO2
	dióxido enxofre

	STR
	reactor agitado mecanicamente

	TCA
	acido tricarboxílico

	YE
	extrato de levedura

	YEP
	meio nutriente com extrato levedura-peptona

	           YEPD
	meio nutriente com extrato levedura-peptona e-glucose

	ZnCl2
	cloreto zinco


Lista de símbolos
	E
	concentração de etanol

	EMáx
	concentração de etanol máximo

	PMáx                                                             
	produtividade máxima 

	qE
	taxa específica de produção de etanol

	(
	taxa específica de crescimento

	Qs
	taxa específica de consumo de açúcares  

	S
	concentração de açúcar total

	t
	tempo

	TAçuC
	conversão de açúcares

	X
	concentração de biomassa

	XMáx
	biomassa máxima

	YE/S                                              
	rendimento de etanol

	YX/S                                               
	rendimento de biomassa

	(E
	diferença da concentração de etanol

	(t
	diferença de tempo

	(X
	diferença da concentração de biomassa

	(Max                                              
	taxa específica de crescimento máximo 


ÍNDICES
             i                                                             inicial

            f                                                             final
1.Introdução
1.1 Energias renováveis 
A maior parte do consumo mundial de energia provêm de recursos energéticos não renováveis, os combustíveis fósseis, como o carvão, o petróleo bruto e o gás natural, que existem na natureza em condições limitadas. O petróleo é um recurso extremamente valioso que fornece 40 % das necessidades energéticas mundiais. A situação actual do petróleo é bastante crítica e são vários os factores que têm contribuído para o aumento dos seus preços, dentre eles podemos citar o aumento do consumo mundial do petróleo, a instabilidade política nas regiões produtoras e os reduzidos investimentos no processo de exploração e produção a nível global (Sivakumar et al, 2010, e Mata et al, 2010).  

Os avanços tecnológicos e o crescimento populacional implicam directamente um aumento do consumo dos combustíveis fósseis, que têm grande influência no meio ambiente. O aumento do efeito de estufa gerado pela emissão de gases poluentes, como o dióxido de carbono (CO2), dióxido enxofre (SO2), óxido nítrico (NO2), metano (CH4), hidrofluorcarbonetos (HFCs), perfluorcarbonetos (PFCs) e hexafluoreto de enxofre (SF6) resultantes da combustão dos combustíveis fosseis, são os responsáveis pelo aquecimento global. Mata et al, relataram que devido a esse processo acelerado de mudanças climáticas, em 1997, alguns países entre os quais Portugal ratificaram o protocolo de Quioto, o que levou a que fosse assumido um conjunto de medidas, tais como: o aumento da eficiência energética em sectores relevantes da economia nacional; a protecção de florestas e outras áreas verdes; a promoção de formas sustentáveis de agricultura; o aumento do uso de formas novas e renováveis de energia, de tecnologias de isolamento do dióxido de carbono e de tecnologias ambientalmente seguras; promoção de políticas e medidas que reduzam a emissão de gases de efeito estufa; redução das emissões de metano através da recuperação e utilização no tratamento de resíduos, bem como na produção, no transporte e na distribuição de energia. O cumprimento dos compromissos de redução das emissões de gases efeito estufa estabelecido no protocolo de Quioto permite reduzir as emissões em 5 % até 2012 relativamente ao ano base de 1990 (Protocolo de Quioto, 1997).

As fontes alternativas de energia têm sido apontadas como uma solução para minimizar o problema do aquecimento global. Energias renováveis, que não geram CO2, como a energia solar, eólica, geotérmica, hidráulica, das ondas, do hidrogénio e em particular a biomassa, vai de encontro as medidas instituídas no protocolo de Quioto (Mata et al, 2010; Sakuragi et al, 2011). 

1.1.1 Fontes de biomassa
A biomassa representa a fracção biodegradável de produtos, resíduos ou detritos de origem biológica provenientes dos sectores agrícola, florestal, industrial e dos sólidos urbanos. A tabela I indica vários exemplos de biomassa. A vantagem desta forma de energia é o aproveitamento de resíduos sem grande valor económico e ainda a utilização de culturas agrícolas não destinadas ao uso alimentar, para a geração de energia. Na última década, a biomassa tem sido utilizada para a produção de biocombustíveis, como o bioetanol e o biodiesel, que contribuem para a redução global dos custos de produção (Decreto-Lei nº 117/2010 de 25 de Outubro; European Commission, 2005). 
O interesse na polpa de alfarroba tem aumentado nos últimos anos. Esta tem sido explorada como uma matéria-prima disponível, barata e com um elevado teor em açúcar para a produção de dextrano e frutose (Santos et al, 2005), ácido cítrico (Roukas et al, 1999) e bioetanol (Raposo et al, 2009). Neste trabalho a polpa de alfarroba foi utilizada como matéria-prima para a produção de etanol, devido a enorme disponibilidade no Algarve.
 Tabela I – Exemplos de fontes de biomassa (European Commission, 2005)
	
	Categoria

	
	Culturas agrícolas e florestais
	Subprodutos e resíduos



	Exemplos
	Culturas agrícolas: beterraba, cana-de-açúcar, colza;

Florestas de curta rotação: eucalipto, salgueiro;

Culturas perenes: miscanthus;


	Madeira do desbaste florestal;

Resíduos de madeira; 

Palha de cereais;

Resíduos de cultura alimentar e industrial: cana-de-açúcar, chá, café, palma;

Serradura e resíduos da indústria da madeira;

Estrume;

Lamas de esgoto;

Fracção orgânica dos resíduos sólidos urbanos;

Óleos vegetais usados e gorduras;




1.2 Cultura da alfarrobeira (Ceratonia siliqua L.)

A Ceratonia siliqua L. popularmente conhecida como alfarrobeira (figura. 1a) é  uma planta xerófita adaptada a ambientes de clima seco, possui diversos mecanismos de adaptação, pode crescer em diversos tipos de solos, requer pouca manutenção e assegura preços sustentáveis. Ela pertence à família das leguminosas (Fabaceae), uma das maiores famílias de plantas com flor cujas sementes crescem em vagem e encontram-se distribuídas na região do mediterrâneo. A alfarrobeira pode atingir cerca de 10 metros de altura, apresenta um tronco áspero e grosso, ramos resistentes e folhas perenes. O fruto da Ceratonia. siliqua é a alfarroba (figura. 1.b), uma vagem comestível, de cor castanha e sabor adocicado, que pode ter entre 10 a 30 centímetros de comprimento, 1,5 a 3,5 centímetros de largura e 1 centímetro de espessura (Batlle et al, 1997; e Biner et al, 2005). 
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Figura 1 – Alfarrobeira (a) uma alfarroba (b) (alfarrobeira, 2010; alfarroba – o cacau do Algarve, 2010).

1.2.1 Aplicações e importância económica 

A produção mundial de alfarroba esta estimada em cerca de 400 mil toneladas por ano, sendo os principais produtores e exportadores a Espanha com 42 %, seguido da Itália, 16 %, Portugal, 10 %, Marrocos, 8 %, Grécia, 7 %, Chipre, 6 % e a Turquia, 5 %. Portugal é considerado o terceiro maior produtor e exportador de alfarroba do mundo, com uma produção de 50 mil toneladas por ano, que contribuem para a sua economia. Apesar de dispersas por todo o país, é na região do Algarve nomeadamente no barrocal algarvio, região entre a serra e a orla litoral, que a cultura da alfarroba assume especial atenção (Biner et al, 2005, e Manso et al, 2010). 

ccccActualmente, existem dois tipos de indústria de transformação da alfarroba, a indústria de 1ª transformação que separa a polpa e a semente, e a indústria de 2ª transformação que separa a semente em endosperma e embrião. No Algarve, existe apenas uma fábrica de transformação da semente de alfarroba, a Victus Industrial Farense, e quase toda a sua produção é exportada para países industrializados como o Japão, EUA, Dinamarca, Alemanha e Holanda (Manso et al, 2010). 

A alfarroba (figura. 2) é constituída por 90 % de polpa de alfarroba e 10 % de sementes. Vários autores têm demonstrado que a polpa de alfarroba contém um elevado teor de açúcares, essencialmente sacarose, frutose e glucose. Os valores citados por eles foram 20-50 % (Petit e Pinilla, 1995), 45 % (Avallone et al, 1997), 48-56 % (Yousif e Alghzawi, 2000) e 28-82 % (Biner et al, 2006). Alem dos açúcares, a polpa de alfarroba contém também em menor quantidade, fibras (hemicelulose e celulose), proteínas, lípidos, pinitol, lenhinha e cinzas. As suas possíveis utilizações incluem a alimentação animal, a preparação de produtos farmacêuticos e dietéticos, e ainda a sua utilização como substituto do cacau, no sector de panificação e pastelaria (Santo et al, 2005). 
[image: image100.png]B
: “
I
2 4 6

16

Tempo (horas)





                                                         Alfarroba  

[image: image101.png]


[image: image102.jpg]@ UAlg

UNIVERSIDADE DO ALGARVE




[image: image103.png]1,4
0,4
0.2

o d

S o
(W) 12303 2@2N:

<

40 60 80 100

20

Tempo (h)




[image: image104.png]=+

a o~ % 9 1 oa o
o S 3 s <

(N 1¥30) Teansy

40 60 80 100

20

Tempo (h)





                                                 Polpa (90%)                       Semente (10%)
[image: image105.png]Tempo (h)




[image: image106.png]0 20 40 60
Tempo (h)




[image: image107.png]20

40 60
Tempo (h)

80

100

100

80

60

40

[EtOH] (g/L)




[image: image108.png]Acucar total (M)

40
Tempo (h)

60

80




[image: image109.png]- % 9 1

(VD) 110 TIN5V

60 80

40
Tempo (h)




                                                      

[image: image110.png]w o

[SRNERNSCY

20 40 GO 80 100 120 140 160
Tempo (h)

s 200

100 3

SeP (z1)

50

0




                                                                        Revestimento    Embrião    Endosperma
                                                                            (30-33%)       (23-25%)      (42-46%)

Figura 2 – Fluxograma dos componentes da alfarroba (Manso et al, 2010).
As sementes são formadas por três partes distintas: o revestimento, o endosperma e o embrião. A partir do endosperma é extraída a goma de alfarroba conhecida por “Locust bean gum” (LBG), constituída por polisssacarídeos (galactomananos). A estrutura molecular dos galactomananos está representada na figura 3. As unidades de D-manose se repetem ao longo da cadeia principal, enquanto as D-galactose ocorrem na cadeia como substituinte do carbono 6 da D-manose em ligação ((1-6). A goma de alfarroba é caracterizada por possuir uma elevada viscosidade em água, a uma vasta gama de temperaturas e pH, o que a torna comercialmente útil principalmente como espessante e gelificante. Esta apresenta diversas aplicações industriais, principalmente no ramo alimentar, na indústria têxtil, de papel, química, farmacêutica, cosmética, petróleo e explosivos. O embrião é utilizado apenas na alimentação animal e humana devido ao seu alto teor em proteínas (Batlle et al, 1997, e Manso et al, 2010). 
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 Figura 3 – Representação da estrutura molecular do polissacarídeo galactomanano (Locust bean gum).
1.3 Biocombustíveis 

Os biocombustíveis são actualmente uma alternativa aos combustíveis convencionais no sector dos transportes e apresentam inúmeras vantagens, como a redução da emissão de poluentes, a diminuição da dependência ao petróleo, a geração de energia eléctrica através da queima dos resíduos de produção do etanol ou biodiesel e ainda proporcionam empregos nas regiões rurais. A sua produção está a aumentar em resposta aos elevados preços do petróleo, e é apoiada através de incentivos governamentais (Mata et al, 2010). 

O etanol pode ser utilizado como aditivo em mistura com o petróleo, etanol anidro, ou em estado puro como substituto da gasolina, etanol hidratado. A directiva n.º 2009/28/CE Europeia, aprovada em 25 de Outubro de 2010, promove a utilização de biocombustíveis ou de outros combustíveis alternativos em substituição da gasolina ou do gasóleo no sector dos transportes. De acordo com esta directiva, os biocombustíveis devem representar 10 % do consumo de energia no sector dos transportes, ate ao ano de 2020 (Decreto-Lei nº 117/2010 de 25 de Outubro).
1.3.1 Produção de bioetanol

O etanol ou álcool etílico é um composto orgânico pertencente ao grupo funcional dos álcoois de fórmula molecular CH3CH2OH. O grupo hidroxila (-OH) na sua estrutura fornece as suas propriedades químicas. Quando utilizado como combustível apresenta as mesmas propriedades químicas da gasolina, ou seja, quando queima na presença de oxigénio, é convertido em dióxido de carbono, água e energia.

De acordo com Seo et al, o etanol pode ser obtido através de vários processos, sendo o processo de fermentação o mais utilizado, por alcançar maiores concentrações de etanol no meio de cultura final. Este processo envolve três fases distintas, a preparação do substrato, a fermentação e a destilação. A preparação do substrato consiste no tratamento da matéria-prima para dela se extraírem os açúcares fermentáveis. A fermentação é o processo comum a todos os substratos, cujo princípio baseia-se na transformação dos açúcares num produto estruturalmente relacionado e mais valioso, o etanol. A destilação é um dos processos mais utilizados na indústria química e envolve duas etapas, a separação do substrato fermentado e a separação das impurezas do etanol.

Na fermentação alcoólica de açúcares, os principais produtos obtidos em proporções equimolares são o etanol e o dióxido de carbono. Este mecanismo foi quantificado pela primeira vez por Gay-Lussac, em 1810. No entanto, em 1863, Louis Pasteur após investigações detalhadas concluiu que a fermentação é o mecanismo utilizado pelos microrganismos, nomeadamente as leveduras para produzir energia na ausência de oxigénio (Pretorius, 2000).

1.4 Leveduras Saccharomyces cerevisiae

1.4.1 Aspectos morfológicos e ciclo de vida  

As leveduras constituem um grupo de microrganismos explorado pelo homem há milhares de anos. Existem aproximadamente 350 espécies diferentes de leveduras agrupadas em cerca de 39 géneros, sendo a Saccharomyces cerevisiae a que possui maior interesse. Industrialmente, tem sido utilizada no processo de fermentação para a produção bebidas alcoólicas, incluindo o vinho e a cerveja (Albertin et al, 2011), pão (Bell et al, 2001) e etanol (Raposo et al, 2009). 

A Saccharomyces cerevisiae é um microrganismo não patogénico, eucariótico, unicelular, pertencente ao reino Fungi e a classe dos Saccharomycetes. A sua dimensão típica é de 1 a 5 µm de diâmetro e 5 a 30 µm de comprimento, apresentando uma forma oval ou esférica. O seu tamanho e largura variam de acordo com as condições ambientais e nutricionais em que se encontra. Na figura 4 é apresentado um esquema da célula Saccharomyces cerevisiae e uma imagem obtida por microscopia electrónica. 
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Figura 4 – Imagem obtida por microscopia electrónica (a) e esquema da célula da Saccharomyces cerevisiae (b) (Ramos; Wang e Sun, 2010).
As células da levedura possuem uma parede celular rígida constituída principalmente por polissacarídeos, como glucanas, nanoproteínas e quitina, que conferem a célula uma maior resistência a alterações da pressão osmótica. Na superfície interna da parede celular encontra-se o periplasma, um local onde podem ser encontradas algumas enzimas específicas, como a invertase e a fosfatase ácida. A membrana plasmática é constituída principalmente por proteínas e lípidos. Esta membrana é de grande importância pois determina quais as espécies químicas que podem ser transferidas entre a célula e o meio ambiente. Ela circunda o citoplasma que é organizado estruturalmente por um citoesqueleto e está dividido em vários compartimentos ligados a membrana, incluindo um núcleo envolvido por uma membrana nuclear, mitocôndrias, vacúolos, reticulo endoplasmático, grânulos de reserva e o complexo de Golgi. 

A reprodução das leveduras pode dar-se vegetativamente por gemulação (assexuada) ou por esporulação (sexuada). Em condições normais de crescimento as leveduras reproduzem-se por gemulação que consiste na formação de uma gema na superfície da célula mãe dando origem a uma nova célula. Tanto a célula filha como a célula mãe continuarão a repetir o processo de gemulação. A reprodução sexuada é induzida em condições adversas ao crescimento vegetativo, através da produção de ascósporos vegetativos. Estes são produzidos através de um asco (zigoto diplóide) formado pela fusão das células haplóides. Os ascósporos (no interior do asco) permitem a Saccharomyces cerevisiae sobreviver durante longos períodos em condições de secagem e elevadas temperaturas. 
1.4.2 Aspectos metabólicos 
As células de leveduras apresentam necessidades nutricionais durante o processo de fermentação, influenciando directamente o crescimento celular e a produção de etanol. As suas necessidades podem ser divididas em duas grandes categorias: os micronutrientes (Tab. I) que são necessários em todas as células em quantidades mínimas, 10-6 mol/L, sendo responsáveis pelas funções enzimáticas e estruturais das biomoléculas; e os macronutrientes (Tab. II) que são necessários em grande quantidade, 10-3 mol/L, e apresentam um papel importante na estrutura e metabolismo fúngico. Muitos destes nutrientes podem ser encontrados em maior quantidade na composição dos microrganismos e devem ser suplementados ao meio de cultura (Rodrigues, 2006).

Tabela II – Os micronutrientes essenciais ao metabolismo fúngico e a sua respectiva função (Rodrigues, 2006).
	Elemento
	Fonte
	Função

	Cobre
	CuSO4
	Activação enzimática

	Ferro
	FeCl3,FeSO4
	Citocromos, Apoenzimas



	Manganês


	MnCl2
	Actividade enzimática e 
síntese de ácidos nucleicos



	Molibdénio
	Na2MoO4
	Actividade enzimática e 
metabolismo do nitrato



	Zinco
	ZnCl2
	Actividade enzimática, metabolismo de ácidos orgânicos e outros intermediários


CuSO4: Sulfato de cobre, FeCl3: Cloreto de ferro, FeSO4:Sulfato de ferro, MnCl2: Cloreto de magnésio, Na2MoO4: molibdato de sódio, ZnCl2: Cloreto de zinco. 
Tabela III – Os macronutrientes essenciais ao metabolismo fúngico e a sua respectiva função (Rodrigues, 2006).
	        Elemento


	      Fonte
	                       Função 

	         Enxofre
	K2SO4, KH2PO4
	Síntese de aminoácidos e vitaminas


	         Fósforo
	NaNO3, NH4Cl
	Síntese de ácidos nucleícos, transferência de energia e 
metabolismo intermediário


	          Azoto
	      NaNO3
	Síntese de proteínas, ácidos nucleícos, peptídeos e vitaminas


	       Magnésio
	        MgCl2
	Actividade enzimática e síntese de ácidos nucleícos


	         Potássio
	  KCl, K2HPO4
	Actividade enzimática e metabolismo de carbohidratos


          K2SO4: Sulfato de potássio, KH2PO4: fosfato de potássio, NaNO3: nitrato de sódio, NH4Cl: cloreto

            De amónia, MgCl2: Cloreto de magnésio, KCl: Cloreto de potássio, K2HPO4: fosfato dipotássio
O azoto é um dos principais elementos presentes nas leveduras além do carbono, sendo necessária a síntese de proteínas, ácidos nucleícos, peptídeos e vitaminas (Petrorius, 2000). Ribeiro et al, destacou a importância da presença de azoto no meio de cultura, de modo a que ocorra uma produção contínua de novas células. O azoto pode ser fornecido ao meio sob a forma de amónia (NH4+), nitrato (NO3-), ou ainda, na forma de compostos orgânicos, sendo a amónia o ponto de partida do metabolismo do azoto nos fungos. A assimilação do nitrato é mediada pelas enzimas nitrato redutase (equação 1) e nitrito redutase (equação 2) responsáveis, respectivamente, pela redução sequencial do nitrato a nitrito (NO2-) e do nitrito a amónia (Rodrigues, 2006).

                                NO3- + 2H+ + 2e-           NO2- + H2O                     (equação 1)

                                NO2- + 8H+ + 6e-           NH4+ + 2H2O              (equação 2)
Os compostos acima mencionados são degradados por um conjunto de reacções químicas que ocorrem no interior da célula, o metabolismo. O metabolismo da Saccharomyces cerevisiae, bem como de qualquer outro ser vivo, pode ser dividido em dois grupos: anabolismo e catabolismo. O processo anabólico diz respeito a reacções de síntese de material celular, que requerem energia. No catabolismo, as moléculas mais complexas são degradadas e oxidadas, sendo que a energia química produzida nessas reacções é acumulada sobre a forma de adenosina trifosfato (ATP) (Quintas et al, 2008).
1.4.2.1 Metabolismo dos açúcares 
Os açúcares representam a maior fonte de carbono e energia para as leveduras. A Saccharomyces cerevisiae tem a capacidade de metabolizar uma grande variedade de açúcares, como a glucose, frutose, sacarose, maltose, maltotriose e a galactose, sendo a glucose o substrato preferencial (Glazer e Nikaido). O extracto da polpa de alfarroba foi o substrato utilizado neste trabalho. Este substrato contem glucose, frutose e sacarose, tal como referido em 1.2.1.

 O passo inicial na utilização dos açúcares pela levedura pode ser tanto a passagem directa do açúcar através da membrana celular ou a sua hidrólise fora da membrana celular. A glucose e a frutose são dois monossacarídeos que entram directamente na célula por difusão facilitada, enquanto a sacarose (dissacarídeo) é hidrolisada (Fig. 6) em glucose e frutose, pela enzima extracelular β- fructosidase, também designada por invertase. Os monossacarídeos formados são transportados para o interior da célula por meio de dois transportadores de hexoses, codificados pelos genes HXT1 e HXT7 (Atiyeh e Duvnjak, 2003, e Otterstedt et al, 2004). 

               Figura 5 – Reacção de hidrólise da sacarose pela invertase (Novaki, 2009).
No interior da célula, a molécula de glucose é consumida pela levedura com o objectivo de gerar energia sob a forma de ATP, através de um processo designado de glicólise (figura 6). Este processo baseia-se numa sequência de reacções enzimáticas que ocorrem no citoplasma, na qual a molécula de glucose é transformada e clivada originando duas moléculas de piruvato, com libertação de energia sob a forma de ATP.
No primeiro passo, a glucose é fosforilada no grupo hidroxilo do sexto carbono (C6) originando glucose-6-fosfato, através da acção da enzima hexocinase. A glucose-6-fosfato é de seguida isomerizada a frutose-6-fosfato, pela fosfo-glucose isomerase. A frutose-6-fosfato é fosforilada no primeiro carbono pela fosfofrutocinase-1, a frutose-1,6-bifosfato. Na primeira e na terceira reacção, os grupos fosfatos resultam da transferência do γ-fosforilo do ATP para as moléculas de glucose e frutose-6-fosfato. No quarto passo da via glicolítica, a frutose-1,6-bifosfato é clivada por uma aldolase em gliceraldeido-3-fosfato e a fosfato de di-hidroxiacetona, uma aldose e uma cetose, respectivamente. A fosfato de di-hidroxiacetona formada na reacção anterior é isomerizada a gliceraldeido-3-fosfato, através da acção da fosfato de triose isomerase. As duas moléculas de gliceraldeido-3-fosfato sofrem uma fosforilação oxidativa originando duas moléculas de 1,3-bifosfoglicerato e duas moléculas de NADH e H+, reacção catalisada pela enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. No passo seguinte, as duas moléculas de 1,3-bifosfoglicerato são desfosforiladas a 3-fosfoglicerato, através da acção da enzima fosfoglicerato cinase. As duas moléculas de 3-fosfoglicerato formadas sofrem uma isomerização a 2-fosfoglicerato, sendo a reacção catalisada pela fosfoglicerato mutase. As duas moléculas de 2-fosfoglicerato sofrem uma desidratação originando o fosfoenol-piruvato, através da enzima enolase. No último passo da via glicolítica, as duas moléculas de fosfoenolpiruvato transferem um grupo fosforilo para o ADP, formando-se 2 moléculas de ATP e duas moléculas de piruvato (Quintas et al, 2008).
No entanto, a frutose entra directamente na via glicolítica através da hexocinase que a fosforila no sexto carbono. Seguindo depois as mesmas reacções que a glucose, até ao produto final, o piruvato. 

Figura 6 – Diagrama do catabolismo da glucose em células de Saccharomyces cerevisiae (Retorri e Volpe, 2000).
Dependendo da capacidade respiratória da célula e da disponibilidade do oxigénio, o piruvato ou segue uma via aeróbia (equação 1) e entra no ciclo dos ácidos tricarboxílicos (TCA) e na cadeia respiratória, ou segue uma via anaeróbia (equação 2) de formação de etanol e CO2. A energia obtida pela metabolização de uma molécula de glucose pela via anaeróbia (2 ATPs) é contudo menor que a obtida pela via aeróbia (32 ATPs).
                       C6H12O6 + 6 O2          6 CO2 + 32 H2O + 32 ATP       (equação 1)
                       C6H12O6           2 EtOH + 2 CO2 + 2 ATP                   (equação 2)
A levedura Saccharomyces cerevisiae é um microrganismo anaeróbio facultativo, sendo capaz de crescer aerobiamente, na presença de oxigénio, e anaerobiamente, na ausência de oxigénio (Otterstedt et al, 2004). A concentração de açúcar no meio apresenta uma importante função reguladora no metabolismo. Na presença de concentrações de glucose acima das concentrações críticas (Ccrit), o piruvato segue uma via anaeróbia, mesmo na presença de oxigénio. Esse comportamento designa-se por efeito de Crabtree, sendo a glucose nestas condições responsável pela repressão da actividade das enzimas respiratórias e pela inibição da expressão genética das enzimas constituintes da via respiratória, fazendo com que parte do piruvato que não pode ser oxidado no ciclo de Krebs seja reduzido a etanol no processo fermentativo. No entanto, quando a concentração de glucose se encontra abaixo da Ccrit e na presença de oxigénio, o piruvato segue uma via aeróbia e entra no ciclo TCA (Barnett e Entian, 2005; Retorri e Volpe, 2000).
Neste trabalho foram utilizadas elevadas concentrações de açúcar, de modo a direccionar o metabolismo para a via anaeróbia de fermentação. Na fermentação alcoólica (figura 7) a molécula de piruvato obtida no processo de glicólise é descarboxilada pela acção da enzima piruvato descarboxilase, a CO2 e acetaldeido, sendo este subsequentemente reduzido com produção de etanol e com oxidação do NADH a NAD+, através da enzima álcool desidrogenase. 
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           Figura 7 – Reacção de redução do piruvato a etanol (glicólise).
O etanol é um subproduto resultante do crescimento da levedura. O rendimento teórico máximo do etanol a partir da glucose é 0,51 g/g. O substrato representa o maior componente do custo de produção de etanol. Pequenas melhorias na eficiência de conversão podem ter um impacto significativo nos seus custos.
1.4.3 Toxicidade do etanol na levedura Saccharomyces cerevisiae 
Segundo Nevoigt, a Saccharomyces cerevisiae é um dos microrganismos mais utilizados para a produção de etanol, devido a sua elevada tolerância a elevadas concentrações de etanol e açúcar, e a baixos valores de pH, que contribuem para uma diminuição dos riscos de contaminação na fermentação. Alem disso também é resistente aos inibidores presentes nos hidrolisados de biomassa
No entanto, os estudos realizados por Hyeon-Beom et al, demonstraram que na presença de concentrações acima de 100 g/L o crescimento celular e a produção de etanol diminuem, devido a perda da integridade da membrana celular, à substituição dos lípidos da membrana por etanol, à inactivação ou desnaturação das proteínas de membrana e à inactivação de algumas reacções intracelulares. O que nos indica que a Saccharomyces cerevisiae é resistente a concentrações de etanol inferiores a 100 g/L, e acima dessas concentrações o etanol torna-se inibitório (Seo et al, 2009, e Pretorius, 2000). 
1.5 Processos fermentativos industriais de produção de etanol
Os biorreactores (figura 8) são elementos muito importantes nos processos biotecnológicos, utilizados amplamente desde a década de 40 para a produção industrial. Estes suportam um ambiente biologicamente activo e controlado, adequado ao crescimento e à actividade microbiana e têm como objectivo, a obtenção de uma quantidade de biomassa suficiente para assegurar os níveis de produtividade economicamente atractivos. O sucesso de um processo fermentativo depende da existência de determinadas condições que devem ser mantidas constantes e controladas ao longo de todo o processo, como a temperatura, o pH, o grau de agitação e a concentração de oxigénio no meio de cultura (Vaz et al).
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                Figura 8 – Reactor agitado mecanicamente (fermentation development).
O etanol pode ser produzido através de três modos de operação industrial, em biorreactor: descontínuo (“batch”), contínuo e semi-contínuo (“fed-batch”). Nas fermentações descontínuas, o número de células vivas presentes no meio liquido ao longo do tempo, permite obter uma curva de crescimento. Esta curva é formada por quatro fases distintas, ilustradas na figura 9. A fase A designada de fase “lag” ou latência ocorre após a inoculação e corresponde a um período de adaptação durante o qual as células sintetizam as enzimas necessárias ao seu metabolismo. Nesta fase não existe crescimento celular (( = 0) e a sua duração depende da concentração do inóculo, da idade do microrganismo e do seu estado fisiológico. Se o inóculo se encontrar numa fase exponencial de crescimento e se o seu meio de crescimento for idêntico ao meio nutriente a sua fase de latência será muito curta, ou poderá nem existir. 
A fase B corresponde à fase exponencial de crescimento, em que os nutrientes se encontram em excesso e as células crescem atingindo uma taxa específica de crescimento máxima e constante (( = (Max). A velocidade de crescimento é directamente proporcional à concentração celular. A fase C é a fase estacionária caracterizada pela ausência de crescimento (( = 0) devido a escassez de nutrientes e à acumulação de metabolitos. Nesta fase o número de células que se divide é igual ao número de células que morre. A fase D corresponde à fase de declínio ou morte, onde o valor da concentração celular diminui a uma velocidade que excede a velocidade de produção de células novas (( < 0) (Stanbury et al, 1995).


Figura 9 – Curva típica de crescimento celular. A: fase “lag” ou latência, B: fase exponencial de crescimento, C: fase estacionária, D: fase de morte ou declínio (curva de crescimento celular).
As fermentações descontínuas são as mais utilizadas na produção de etanol, pelo facto de apresentarem custos mais baixos e não exigirem muito controlo ao longo do processo. Esta fermentação é um sistema fechado, em que o substrato e as leveduras são adicionados inicialmente ao reactor, evitando qualquer risco de contaminação. As desvantagens desta fermentação são os fenómenos de inibição pelo substrato, produto e outros metabolitos; e ainda o facto de obter uma produtividade menor quando comparada aos outros processos, em que o substrato é adicionado constantemente a medida que é necessário. Na fermentação descontínua não podem ser obtidas elevadas densidades celulares devido à elevada taxa respiratória dos microrganismos em crescimento rápido exceder a capacidade de transferência de oxigénio no meio de cultura.

A fermentação semi-contínua representa uma combinação do processo descontínuo e do processo contínuo. Nesta fermentação, o substrato é adicionado continuamente ou em intervalos de tempo, onde o substrato foi completamente consumido, mantendo uma concentração baixa e constante de substrato. Prevenindo deste modo os fenómenos de inibição pelo substrato, ou seja, a formação de subprodutos que podem contaminar o produto de interesse e prejudicar o crescimento das células reduzindo o tempo de fermentação. A fermentação semi-contínua é a mais popular na indústria do etanol, pelo facto de apresentar uma maior eficiência de produção de etanol quando comparado a fermentação descontínua. 

Na fermentação contínua, tanto a alimentação do meio como a retirada dos produtos são realizadas de forma contínua. Este processo é um sistema aberto em que as populações celulares atingem um estado de equilíbrio caracterizado pela ausência de alterações metabólicas. Em relação ao sistema descontínuo, o sistema contínuo permite uma maior precisão na determinação das constantes cinéticas, coeficiente de manutenção e factores de rendimento. A produtividade neste sistema é maior, pelo facto de operar por longos períodos de tempo (Çaylak e Sukan, 1998).
Em estudos anteriores foi relatado por diferentes autores o uso de fontes de carbono convencionais e resíduos industriais para a produção de etanol, utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae. Na tabela IV estão resumida a concentração de etanol máxima, produtividade máxima e o rendimento de etanol, obtidos nas fermentações descontínuas e semi-contínuas, a partir de estudos recentes.
Tabela IV – Produção de etanol por Saccharomyces cerevisiae em fermentações descontínuas e semi-contínuas, com diferentes substratos.   

	Substrato
	Sistema de produção
	Microrganismo
	Si
(g/L)
	EMáx
(g/L)
	PMáx
(g/L.h)
	YP/S

(g/g)
	Referência

	Extracto de beterraba
	descontínuo
	S. cerevisiae
	140
	63,12
	0,61
	0,42
	Pavlecic et al, 2010

	Extracto de beterraba
	semi-contínuo


	S. cerevisiae
	75
	97,99
	0,50


	0,50
	Pavlecic et al, 2010

	Extracto de Sorgo
	descontínuo
	S. cerevisiae
	200
	78,57
	2,04
	0,39
	Laopaiboon et al, 2007

	Extracto de Sorgo
	descontínuo
	S. cerevisiae
	233
	89,47
	1,87
	0,40
	Laopaiboon        et al, 2007

	Extracto de Sorgo


	descontínuo
	S. cerevisiae
	  267    
	   100,37
	     1,68
	  0,42 
	Laopaiboon        et al, 2007

	Extracto de Sorgo
	semi-contínuo
	S. cerevisiae
	267
	118,87
	1,10
	0,48
	Laopaiboon        et al, 2007

	Extracto de alfarroba

Extracto de
alfarroba


	descontínuo

descontínuo
	S. cerevisiae

S. cerevisiae


	197,5

 115,3
	95,00

42,60                


	-

      3,37
	0,48

0,45


	Sanchez-segado et al, 2010

Turhan et al, 2010


Si: substrato inicial; EMáx: etanol máximo; PMáx: produtividade máxima, YP/S: rendimento etanol.
2. Objectivos 
O objectivo principal deste trabalho é optimizar a fonte de azoto no meio de fermentação da Saccharomyces cerevisiae para a produção de etanol, a partir da polpa de alfarroba, de forma a melhorar os custos-benefícios do bioprocesso. Para isso, este trabalho abrangeu os seguintes objectivos específicos:
· Analisar o efeito de diferentes fontes de azoto orgânicas e inorgânicas e de diferentes concentrações de peptona e de extracto levedura na produção de etanol, em fermentações descontínuas (“batch”) realizadas em pequena escala.
· Analisar e optimizar num reactor de 3 L agitado mecanicamente e arejado, em sistema descontínuo (STR), o meio de produção de etanol que obteve melhores resultados no estudo anterior.

· Desenvolver uma fermentação semi-contínua (“fed-batch”), em reactor de 3 L agitado mecanicamente e arejado, de forma a aumentar o tempo de produção e a acumulação de etanol e o seu rendimento

3. Material e Métodos 
Este trabalho foi realizado no Laboratório de Engenharia e Biotecnologia Ambiental (LEBA), pertencente ao Centro de Investigação Marinha e Ambiental (CIMA), da Faculdade de Ciências e Tecnologia (FCT) da Universidade do Algarve (UALG).

3.1 Extracção aquosa dos açúcares da polpa de alfarroba

O estudo foi realizado utilizando a polpa de alfarroba (figura 10) fornecida pela fábrica Victus Industrial Farense do Algarve (Cooperativa AGRUPA) e ao abrigo do contrato de co-promoção entre esta cooperativa e a Universidade do Algarve – projecto Alfaetílico, financiado pelo QREN,  para promoverem a produção de bioetanol a partir de resíduos de alfarroba.. A composição química da polpa de alfarroba (expresso em g/100 g de polpa de alfarroba seca) utilizada foi a seguinte: açúcares totais (frutose, 8 %; glucose, 9 %; e sacarose, 27 %), 44 %; fibras (hemicelulose e celulose), 14,8 %; proteínas, 5,4 %; lipidos, 2 %; pinitol, 4,4 %; lenhina, 21 %; e cinzas, 4 %. 
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Figura 10 – Polpa de alfarroba.
Inicialmente, a polpa de alfarroba foi triturada num moinho eléctrico, de modo a facilitar a extracção dos açúcares solúveis. A polpa de alfarroba moída em grão fino foi suspensa em água destilada, com um rácio alfarroba/água de 3/10 peso/volume (p/v), num erlenmeyer de 2 litros. O rácio utilizado foi o que obteve melhores resultados num estudo efectuado anteriormente no LEBA com diferentes rácios, 0,5/10, 1/10, 3/10 e 5/10 (p/v). A suspensão obtida foi homogeneizada numa incubadora IKA 4S 4000, a uma agitação de 150 rpm, a temperatura ambiente (25 ºC), durante 1 hora, tal como referido por Manso et al., 2010. Após a homogeneização, a suspensão foi distribuída por seis frascos de centrífuga e centrifugada a 12000 rpm, a uma temperatura de 4 ºC, durante 20 minutos, utilizando a centrífuga Beckman Coulter, modelo Avanti J-26 XPI e o rotor JA-14. O pellet obtido foi removido e o sobrenadante foi filtrado a vácuo de modo a reter as partículas sólidas ainda existentes e submetido a um processo de concentração no evaporador rotativo Heidolph 94200, a uma temperatura de 60 ºC. A análise de açúcares extraídos da polpa de alfarroba foi determinada por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) Hitachi, Elite LaChrom. Esses açúcares foram utilizados como fonte de carbono para a produção de etanol.
3.2 Microrganismo
O microrganismo utilizado foi a Saccharomyces cerevisiae F13A tolerante ao etanol, isolada em laboratório da UALG. A estirpe F13A (figura 11) foi mantida em meio sólido YEPD, cuja composição foi 10 g/L extracto levedura, 20 g/L peptona, 20 g/L glucose e 10 g/L agar, a temperatura ambiente, sendo sujeita a repicagens periódicas de modo a manter a sua viabilidade.
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Figura 11 – Cultura fresca da Saccharomyces cerevisiae F13A tolerante ao etanol.

3.3 Preparação do inóculo
Para o inóculo foram preparados 50 mL de meio YEP líquido em erlenmeyers de 250 mL, contendo 3 g/L de extracto levedura e 5 g/L peptona, suplementado com extracto alfarroba, com uma concentração total de açúcares de 240 g/L. Os compostos foram pesados na balança analítica Precisa XB 120 A e o volume aferido com água destilada. Posteriormente, os erlenmeyers foram esterilizados na autoclave, a uma temperatura de 121 ºC, durante 45 minutos. A composição do meio de cultura foi semelhante a composição dos meios utilizados para a produção de etanol, de modo a garantir uma melhor adaptação das células as condições de crescimento. Após a esterilização, os meios foram retirados da autoclave e inoculados com uma ansa de células retiradas da placa YPD Saccharomyces cerevisae F13A (4.2). Posteriormente, foram colocados na incubadora IKA 4s 4000, a uma agitação de 150 rpm, a uma temperatura de 30 ºC, ate a cultura atingir uma fase exponencial. Os inóculos preparados foram utilizados para inocular os ensaios em erlenmeyers e reactor (fermentação descontínua e semi-descontínua). O volume de inóculo a adicionar aos meios de cultura, para uma concentração inicial de 1 x 107 células/mL, foi determinado através da contagem ao microscópio do número de células presente no inóculo, utilizando a câmara de Neubauer.
3.4 Condições de fermentação 
3.4.1 Fermentação descontínua do extracto da polpa de alfarroba para a produção de etanol, em erlenmeyer 
As fermentações descontínuas foram realizadas em escala laboratorial, em erlenmeyers de 250 mL, contendo 150 mL de meio, suplementados com diferentes fontes orgânicas e inorgânicas de azoto (tabela V), com e sem extracto de levedura. O extracto de alfarroba foi utilizado como fonte de carbono, com uma concentração inicial de açúcares de aproximadamente 230 g/L. Os ensaios foram realizados em quadruplicado, sendo três utilizados para a recolha de amostras e um para a medição do pH.
Tabela V – Composição dos meios de cultura com diferentes fontes orgânicas e inorgânicas de azoto utilizados para a produção de etanol.

	Composto
	Concentração (g/L)

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	Extracto alfarroba
	240
	240
	240
	240
	240
	240
	240
	240
	240

	YE
	3
	-
	3
	-
	-
	-
	-
	3
	3

	Peptona
	5
	-
	-
	3
	-
	-
	-
	-
	-

	(NH4)2SO4
	-
	-
	-
	-
	3
	-
	-
	3
	-

	(NH4)2NO3
	-
	-
	-
	-
	-
	3
	-
	-
	3

	(NH2)2CO
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	3
	-
	-


      YE: Extracto levedura, (NH4)SO4: Sulfato de amónia, (NH4)NO3: Nitrato de amónia e (NH2)2CO: Ureia. 
Após a sua preparação, os erlenmeyers foram tapados com papel de alumínio e esterilizados juntamente com o meio na autoclave, a uma temperatura de 121 ºC, durante 45 minutos. Terminada a esterilização, os meios foram inoculados com uma concentração inicial de 1x107 células por mililitro da suspensão anteriormente preparada (3.3) e colocados numa incubadora IKA 4s 4000, a uma agitação de 150 rpm, a uma temperatura de 30 ºC, durante aproximadamente 100 horas. As amostras foram retiradas imediatamente após a inoculação e em intervalos de tempo regulares, para a medição da densidade óptica, pH, consumo de açúcares e produção de etanol, descritos nos métodos analíticos.
3.4.2 Fermentação descontínua e semi-contínua do extracto da polpa alfarroba para a produção de etanol, num reactor agitado mecanicamente (STR)
As fermentações contínuas e semi-contínuas foram realizadas num reactor agitado mecanicamente (STR), ADI 1010/1025, Applikon, Holanda. O reactor e constituído por um vaso de vidro com uma capacidade máxima de 3 litros, e está equipado com uma manta de controlo de temperatura, uma turbina Rushton, agitador radial com 6 pares de pás verticais, um motor de agitação e um dispersor em L perfurado na base, responsável pelo arejamento. Inclui ainda sondas de oxigénio, temperatura e pH. O reactor encontra-se ligado a uma unidade de controlo designado de Bio controller ADI1010 que permite monitorizar vários parâmetros. Este módulo permite a comunicação com um computador responsável pelo registo de todos os dados do processo através do programa BioXpert, versão 2.1. A monitorização do processo é muito importante, pelo facto de fornecer informações relativamente ao progresso da fermentação, indicando os casos de contaminação, morte celular ou fermentações que ocorram fora do esperado. A figura 12 mostra uma fotografia do sistema de fermentação utilizado para a realização dos ensaios.
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Figura 12 – Sistema de fermentação constituído por um reactor agitado mecanicamente Applikon, Holanda (a) e um módulo de controlo, Biocontroller ADI 1010 (b).
Durante os ensaios foram controlados os seguintes parâmetros: velocidade de agitação (250 rpm), temperatura (30 ºC) recorrendo a uma sonda térmica e a uma manta de aquecimento, pH (4,0) recorrendo ao eléctrodo de pH e o arejamento (0,125 vvm) recorrendo a uma bomba regulada por um rotâmetro. Antes de passar pelo injector, o ar foi esterilizado por filtração através de um filtro de membrana de 0,22 (m.
3.4.2.1 Arranque da fermentação 
Uma vez montado o reactor agitado mecanicamente (STR), ADI 1010/1025, Applikon, Holanda, de 3 L, procedeu-se a transferência do meio de cultura previamente preparado (tabela VI). Nas fermentações descontínuas o volume de trabalho utilizado foi 2400 mL. Enquanto nas fermentações semi-continuas foi de 1600 mL. De seguida foi adicionado 0,1 mL/L de anti-espuma B (Sigma A-5757) ao meio. O eléctrodo de pH foi calibrado recorrendo a duas soluções tampão a pH 7.0 e 4.0. Enquanto, o eléctrodo de oxigénio foi calibrado no próprio meio de fermentação, ajustando o zero através de uma corrente de azoto (N2) responsável pela desoxigenação do meio; e o 100 % foi ajustado após a saturação do meio com oxigénio. Após a calibração dos eléctrodos, o biorreactor foi esterilizado juntamente com o meio de cultura na autoclave, a uma temperatura de 121 ºC, durante 45 minutos. Terminada a esterilização, as sondas de pH e oxigénio, o sensor de temperatura e o tubo de arejamento foram ligados a unidade de controlo. Foi também ligado os tubos de refrigeração do reactor e do condensador. A sonda de oxigénio foi novamente calibrada. O meio de cultura foi inoculado com uma concentração de 1 x 107 células por mililitro, em condições de assépsia.  
As amostras foram recolhidas imediatamente após a inoculação e em intervalos de tempo regulares, para a determinação da densidade óptica a 600 nm, peso seco e concentração de açúcares e etanol, descritas nos métodos analíticos.
A alimentação da fermentação semi-contínua foi realizada duas vezes, as 20 e as 50 horas de fermentação, quando se verificou que a glucose tinha sido completamente consumida. A alimentação do substrato limitante foi realizada com a adição de 750 mL de meio YEP contendo 250 g/L do extracto da polpa de alfarroba, através de uma bomba peristáltica. 

Tabela VI - Composição dos meios de cultura utilizados nas fermentações em sistema descontínuo e semi-contínuo.
	   Fermentação
	Meio
	Composto
	Concentração 

(g/L)

	Descontinua
	       1
	Peptona, YE
	5, 3

	
	2
	Peptona, YE
	20, 5

	
	3
	CO(NH2)2


	3

	  Semi-continua 
	
	Peptona, YE
	5, 3


                                                 YE: extracto levedura, CO(NH2)2: ureia.
4. Métodos analíticos  
Os resultados obtidos utilizando as técnicas descritas nesta secção encontram-se descritos no capítulo 6. 

4.1 Quantificação da biomassa

A concentração de biomassa e um parâmetro muito importante numa cultura microbiana, para a determinação de rendimentos, balanços mássicos e produtividade. 
4.1.1 Medição do peso seco

Nas fermentações em pequena escala, a medição do peso seco foi realizada em duplicado para um volume de 1,2 mL de meio, em eppendorfs previamente pesados. Estes foram centrifugados a 11000 rpm, durante 4 minutos, na centrífuga 5415 D. Enquanto nas fermentações em reactor, a medição do peso seco foi realizada em triplicado para um volume de 7 mL de meio, em falcons previamente pesados. Os falcons foram centrifugados a 5000 rpm, durante 5 minutos na centrífuga universal Hettich 320.

O sobrenadante obtido foi separado para a determinação da concentração de etanol e açúcar e o pellet foi colocado na estufa Binder, a uma temperatura de 60 ºC, durante aproximadamente 24 h, arrefecido e pesado numa balança de precisão XB 12A Precisa. O valor desta pesagem subtraído ao peso seco do tubo de centrífuga resulta na biomassa em peso seco. 

4.1.2 Análise espectrofotométrica da densidade óptica
A determinação da concentração de biomassa das amostras foi efectuada, em triplicado, através da leitura da densidade óptica a 600 nm (A600) num espectrofotómetro UV-Vis, Cintra 202 (GBC), controlado por um computador com um software GBC Spectral. A leitura das amostras foi efectuada em cuvettes com 1 cm de percurso óptico, utilizando como branco o meio nutriente. As amostras foram diluídas com água destilada (1:20), de modo a adequar a medição a gama linear de absorvância (0 a 0.9 unidades de absorvância).
4.2 Doseamento dos açúcares
A concentração de açúcares (sacarose, frutose e glucose) foi determinada por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), utilizando o HPLC Elite LaChrom Hitachi (figura 13), equipado com uma bomba de duplo pistão L-2130, injector automático L-2200 e um detector de índice de refracção L-2490. As amostras foram previamente filtradas (filtro de 0,2 (m) e injectadas numa coluna Purospher Star NH2 (Merck KGaA, Alemanha), aquecida a 35 ºC através de um forno com controlador de temperatura e eluídas com uma solução de acetonitrilo: agua (75:25 v/v) filtrada e desgaseificada por ultra-sons. O caudal do eluente utilizado foi de 1 mLmin-1 debitado por uma bomba L-2130. A corrida tem uma duração de 18 minutos.
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Fígura 13 - HPLC Elite LaChrom Hitachi

O detector de índice de refracção L-2490 produz um sinal eléctrico proporcional a concentração de açúcares. Para converter os valores da área do sinal para uma concentração expressa em gramas por litro (g/L) foi necessário preparar uma recta de calibração, utilizando padrões adequados. A recta de calibração foi obtida pela representação gráfica das áreas em função das concentrações já conhecidas de cada padrão. Os açúcares foram identificados por comparação dos seus tempos de retenção com os dos padrões.
O HPLC LaChrom Elite foi controlado por um software EZChrom Elite, que permite definir directamente todos os parâmetros do sistema e possibilita a monitorização on-line das análises. 

4.3 Quantificação do etanol
A concentração de etanol foi determinada por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), utilizando a mesma metodologia e material acima descritos (5.2) excepto a coluna. Utilizou-se assim, a coluna Polyspher AOHy Merck, a temperatura ambiente, com um caudal de 0,5 mLmin-1, utilizando o H2SO4 0,002 N, filtrado e desgaseificado, como eluente.
4.4 Determinação dos rendimentos da fermentação e produtividades 
4.4.1 Taxa específica de crescimento máximo e concentrarão de biomassa máxima
A taxa específica de crescimento máximo, (Max e a biomassa máxima, XMax foram determinadas através do programa DMFit modelling Tool (http://modelling.combase.cc), que consiste na aplicação on-line do logaritmo do peso seco em função do tempo. 
4.4.2 Rendimento de biomassa
O rendimento de biomassa (YX/S) fornece uma relação linear entre a quantidade de biomassa (X) produzida e a quantidade de açúcar total (S) consumido. O YX/S foi determinado pela seguinte equação:
  YX/S= [image: image39.png]
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 (g biomassa/g glucose)              (equação 3)
Sendo, 

YX/S – Rendimento de biomassa (g/g);
(X – Diferença da concentração de biomassa final (Xf) e concentração de biomassa no inicio da fermentação (Xi);

(-(S) – Diferença da concentração de açúcar inicial (Si) e concentração de açúcar no final da fermentação (Sf);

O mesmo parâmetro foi também calculado a partir do coeficiente angular da recta: (X vs (-(S).
4.4.3 Rendimento de etanol 
O rendimento de etanol (YE/S) fornece uma relação linear entre a quantidade de etanol (E) produzido e a quantidade de açúcar total (S) consumido. O YE/S foi determinado pela seguinte equação:
YE/S = [image: image43.png]


 [image: image45.png]


 (g etanol/g glucose)              (equação 4)
Sendo, 

YE/S – Rendimento de etanol (g/g);

(E – Diferença entre a concentração de etanol final (Ef) e a concentração de etanol inicial (Ei);
(-(S) – Diferença da concentração de açúcar inicial (Si) e concentração de açúcar no final da fermentação (Sf);
O mesmo parâmetro foi também calculado a partir do coeficiente angular da recta: (E vs (-(S).

4.4.4 Produtividade máxima de etanol
A produtividade máxima (PMax) foi determinada pela seguinte equação:

[image: image47.png]5
Prtax = 22



 (g etanol/L/h)             (equação 5)

Sendo, 

PMax – Produtividade máxima (g etanol/L/h);
EMax- Concentração de etanol máximo produzido (g/L);
t- Tempo (h);
4.4.5 Determinação da taxa específica de produção de etanol (qE) e biomassa (qS)
A taxa específica de produção (qE) expressa a quantidade de etanol produzido por gramas de biomassa, por hora. O qE foi determinado pela seguinte equação:

[image: image49.png]


  (h-1)              (equação 6)

Sendo,

qE – Taxa especifica de produção de etanol;  

(E – Diferença entre a concentração de etanol final (Ef) e a concentração de etanol inicial (Ei);
(t – Diferença entre o tempo final (tf) e o tempo inicial (ti);

X – Concentração de biomassa;

A taxa específica de consumo de açucares (qS) expressa a quantidade de etanol produzido por gramas de biomassa, por hora. O qS foi determinado pela seguinte equação:

[image: image51.png]


  (h-1)              (equação 7)       
qS – Taxa especifica de consumo de açucares;  

(S – Diferença entre a concentração de açúcar final (Sf) e a concentração de açúcar inicial (Si);
(t – Diferença entre o tempo final (tf) e o tempo inicial (ti);

X – Concentração de biomassa;

4.4.6 Concentração de açúcares consumidos e fermentados
A concentração molar dos açúcares consumido foi determinado pela concentração de açúcares inicial (Si) em relação a concentração de açúcares final (Sf), expresso em mol/L. O cálculo foi realizado pela seguinte equação: 
SC= [image: image53.png]S¢



 (M)            (equação 7)
Sendo

SC – Concentração de açúcares consumidos (M);
Si – Concentração de açúcares inicial (mol/L);
Sf – Concentração de açúcares final (mol/L);

Segundo a equação da estequeometria da fermentação alcoólica, por cada mol de glucose consumida são produzidas 2 moles de etanol. Assim sendo, a concentração de açúcares fermentados foi determinada pela seguinte equação:

SF= [image: image55.png]


 (M)               (equação 8)

Sendo,
SF – Concentração de açúcares fermentados (M);
E – Concentração de etanol (mol/L);
4.4.7 Conversão dos açúcares 
A conversão de açúcares (TAçuC) corresponde a percentagem de açúcares totais que foram convertidos em etanol. A TAçuC foi determinada pela seguinte equação:
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  (%)                (equação 9)
Sendo, 
TAçuC – Conversão de açúcares (%);

SC – Concentração de açúcares consumidos (g/L);  

Si – Concentração de açúcares inicial (g/L);

5. Resultados

5.1 Fermentação em sistema descontínuo do extracto de alfarroba para a produção de etanol, em erlenmeyer

5.1.1Optimização da fonte de azoto no meio de produção de etanol
Neste estudo foram testadas diferentes fontes orgânicas e inorgânicas de azoto, como a peptona, extracto da polpa de alfarroba, ureia, extracto levedura, sulfato amónia e nitrato amónia, em erlenmeyer, utilizando o extracto de alfarroba como fonte de carbono, com uma concentração inicial de açúcares de 230 g/L. O objectivo deste estudo foi optimizar o conteúdo de azoto do meio de fermentação da Saccharomyces cerevisiae F13A para a produção de etanol. O conteúdo de azoto utilizado foi fontes de azoto orgânicas e inorgânicas. Para tal, foram realizadas fermentações e avaliados periodicamente vários parâmetros cinéticos, como a densidade óptica (D.O), consumo de açúcares (S), pH e a produção de etanol (P). A variação desses parâmetros ao longo do tempo de fermentação, para as diferentes fontes de azoto orgânicas e inorgânicas foi descrita nas figuras 14 e 15 e os correspondentes valores foram apresentados na tabela VII.



Figura 14 – Concentração de açúcares totais (
[image: image58]), concentração de etanol (
[image: image59]) e densidade óptica (
[image: image60]) ao longo da fermentação em erlenmeyer, utilizando a Saccharomyces cerevisiae F13A, para diferentes fontes orgânicas de azoto, a. YEP (3 g/L extracto levedura e 5 g/L de peptona), b. extracto alfarroba, c. peptona (5 g/L) e d. ureia (3 g/L), utilizando 230 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono inicial. A cultura foi realizada a 30 ºC e 150 rpm. Os ensaios foram realizados em triplicado e as barras verticais indicam o desvio padrão. 

Figura 15 – Concentração de açúcares totais ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


), concentração de etanol ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


) e densidade óptica ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


) ao longo da fermentação em erlenmeyer, utilizando a Saccharomyces cerevisiae F13A, para diferentes fontes inorgânicas de azoto, a. YEP (3 g/L extracto levedura e 5 g/L de peptona), b. extracto levedura (3 g/L), c. sulfato amónia (3 g/L) e d. nitrato de amónia (3 g/L), utilizando 230 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono inicial. A cultura foi realizada a 30 ºC e 150 rpm. Os ensaios foram realizados em triplicado e as barras verticais indicam o desvio padrão.
O crescimento celular, o consumo de açúcares e a produção de etanol mostraram uma variação semelhante ao longo do tempo para os meios testados. Com o aumento do crescimento celular, verificou-se um aumento do consumo de açúcares e um aumento da produção de etanol, indicando que de uma maneira geral o processo fermentativo ocorre em simultaneidade com a produção de biomassa. Contudo a partir das 30 h o crescimento celular entra em fase estacionária e a produção de etanol continua a aumentar até cerca das 100 h.

Tabela VII – Taxa específica de crescimento máxima, biomassa máxima, rendimento de biomassa, conversão de açúcares, etanol máximo, rendimento de etanol e produtividade máxima, da Saccharomyces cerevisiae F13A no meio com diferentes fontes orgânicas e inorgânicas de azoto, com 230 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono inicial.
	Fontes de azoto
	(Máxa
(h-1)
	XMáxa
(g/L)
	YX/Sa             (g/g)
	TAçu C

(%)
	E Máxa
(g/L)
	YE/Sa

(g/g)
	PMáxa

(g/L.h)

	YEP
	0,083(0,009b

	7,345(0,025
	0,062(0,000
	92,0
	104,3
	0,493(0,027
	1,372

	Extracto

alfarroba

sem adição
	0,053(0,005


	6,220(0,027
	0,057(0,009
	92,9
	70,8
	0,256(0,060
	0,694

	YE
	0,0267(0,007


	7,299(0,029
	0,036(0,008
	86,0
	97,5
	0,428(0,053
	0,956

	Peptona
	0,054(0,056


	7,612(0,021
	0,082(0,000
	77,4
	80,8
	0,475(0,070
	0,792

	(NH4)2SO4
	0,109(0,020


	5,396(0,021
	0,020(0,000
	81,9
	85,5
	0,425(0,028
	0,910

	NH4NO3
	0,075(0,008


	5,458(0,021
	0,061(0,000
	81,5
	88,3
	0,439(0,022
	0,932

	CO(NH2)2
	0,106(0,015


	6,327(0,039
	0,061(0,000
	93
	107,3
	0,480(0,024
	1,412

	(NH4)SO4

YE
	0,069(0,010


	6,275(0,026
	0,029(0,008
	93,0
	95,1
	0,458(0,036
	1,567

	NH4NO3

YE
	0,068(0,009


	-
	0,031(0,005
	93,0
	97,0
	0,469(0,022
	1,604


a (Máx: taxa específica de crescimento máximo, XMáx: biomassa máxima, YX/S: rendimento de biomassa, TAçu C: % de açúcares consumidos, EMáx: etanol máximo, YE/S: rendimento de etanol, PMáx: produtividade máxima.

b Valores (media(desvio padrão), realizados em triplicado

A taxa específica de crescimento máximo e a biomassa máxima foram determinadas através de modelação DMFit (http://modelling.combase.cc), que permite uma análise mais detalhada do processo de crescimento. Assim, foi possível definir 3 fases na curva de crescimento da S. cerevisiae F13A para o meio YEP, representada na figura 16. A primeira corresponde à fase exponencial caracterizada por um período de rápido crescimento (0h – 22h), com uma taxa específica de crescimento máxima de 0,083 h-1 e uma biomassa máxima de 7,35 g/L (tabela. IV). A partir deste tempo, uma fase de desaceleração (22h - 46h), seguido por uma fase estacionária (46 h-101 h) que se prolongou até ao final da fermentação, sendo visível que o crescimento celular é praticamente nulo ((=0) durante esta fase. No final da fermentação, a concentração máxima de etanol obtida foi de 104,3 g/L, às 76 horas na fase estacionária de crescimento, com um rendimento de etanol de 0,49 g de etanol por g de açúcar. 
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Figura 16 – Perfil semi-logarítmico do crescimento da S. cerevisiae F13A, num reactor agitado mecanicamente (STR), com 240 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba. A linha contínua foi calculada pela modelação DMFit (http://modelling.combase.cc), usando um modelo bifásico, sem fase de latência.

Quando comparado o meio YEP (tabela IV) aos meios suplementados com peptona (5 g/L), sulfato de amónia (3 g/L), nitrato de amónia (3 g/L) e extracto levedura (3g/L), é bem visível que a concentração de etanol máximo deste meio é superior, sendo os valores obtidos por estes últimos de 80,8, 85,5, 88,3 e 97,5 g/L, respectivamente. No entanto, quando comparado com o meio suplementado com ureia (3 g/L), os valores obtidos de produção de etanol foram muito semelhantes. A ureia demonstrou ser a melhor fonte de azoto neste estudo, produzindo uma maior concentração de etanol, com 107,3 g/L após 76 horas de fermentação, um maior rendimento de etanol de 0,480 g/g e um maior consumo de açúcares, 93 %, em relação às outras fontes de azoto. O rendimento de etanol determinado para o meio YEP e para ureia foram muito semelhantes e perto do rendimento teórico, 0,51 g/g, o que nos indica que quase todo o açúcar consumido foi fermentado e não utilizado para a síntese de biomassa, como podemos observar na figura 17. Este facto pode ser relevante economicamente pois podemos substituir o extracto de levedura e a peptona por uma única fonte de azoto e bastante menos dispendiosa.


Figura 17 – Correlação da concentração molar dos açúcares consumidos e dos açúcares fermentados ao longo do tempo de fermentação para o meio YEP, 5 g/L peptona e 3 g/L extracto levedura (a) e para o meio contendo 3 g/L ureia (b). Açúcar consumido (
[image: image65]) e açúcar fermentado (
[image: image66]).
Estes resultados demonstraram que a ureia é mais facilmente assimilada pela Saccharomyces cerevisiae F13A do que as restantes fontes de azoto inorgânicas, o que proporciona uma maior conversão dos açúcares em etanol, tal como demonstrado por Yue et al (2010). 

Estes estudos demonstraram também a influência do extracto de levedura nos meios contendo sulfato de amónia (Fig. 18a) e nitrato de amónia (Fig. 18b). Como podemos observar na figura 18, os ensaios suplementados com 3 g/L de extracto de levedura foram os que apresentaram uma maior produção de etanol com 95,1 g/L e 97 g/L, respectivamente, e um maior consumo de açucares, com 93 % de açucares consumidos em ambas as fontes. Comparativamente aos ensaios não suplementados com extracto levedura, que obtiveram uma produção de etanol de 85,5 g/L e 88,3 g/L, respectivamente, e um consumo de açucares de 81,9 % e 81,5 %, respectivamente. 

Figura 18 – Correlação da produção de etanol e consumo de açúcar ao longo do tempo de fermentação, para o meios contendo 3 g/L de sulfato de amónia (a) e 3 g/L de nitrato de amónia (b) suplementados com ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


 e x) e sem 3 g/L de extracto levedura ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


 e  SHAPE  \* MERGEFORMAT 


), respectivamente.

No entanto, ao compararmos estes resultados com o meio contendo apenas extracto levedura (YE), verificamos que em termos de produção os resultados (Tab. IV) foram muito semelhantes o que nos indica que o YE na concentração de 3 g/L fornece os nutrientes essenciais para a fermentação com Saccharomyces cerevisiae F13A, não necessitando de outros componentes no processo fermentativo, embora se tenha obtido uma produtividade mais elevada no caso das 2 fontes inorgânicas (sulfato amónia e nitrato de amónia) suplementadas com YE.

O extracto de alfarroba sem adição de outros nutrientes (tabela VI) foi igualmente utilizado com sucesso como meio de produção de etanol. Apresentou uma concentração máxima de etanol de 70,8 g/L e um rendimento de etanol de 0,26 g/g, inferior aos restantes meios testados, pelo que sugere que as diferenças na produção etanólica se devem ao suplemento em azoto, essencial ao crescimento celular. No entanto, estes resultados revelaram que apenas na presença do extracto de alfarroba a levedura Saccharomyces cerevisiae é capaz de crescer e produzir etanol, com uma produtividade máxima de 0,69 g/L.h.

Estes resultados oferecem uma grande vantagem na sustentabilidade de produção de etanol a partir de açúcares extraídos da polpa de alfarroba, uma vez que a utilização da ureia 3 g/L como fonte de azoto, estabelece uma boa relação de custo-benefício. A ureia foi utilizada como fonte de azoto para um estudo posterior em reactor biológico de 3 L, uma vez que apresentou uma boa produção de etanol e rendimento, só comparável com a adição de 2 fontes de azoto, peptona e extracto levedura. 

5.2 Fermentação em sistema descontínuo do extracto da polpa de alfarroba para a produção de etanol, em STR
5.2.1 A ureia como fonte de azoto na produção de etanol

A fermentação descontínua foi realizada num reactor agitado mecanicamente (STR) de 3 litros, a uma temperatura de 30 ºC, agitação de 250 rpm e um arejamento de 0,125 vvm, com uma concentração inicial de 1x107 células/mL de Saccharomyces cerevisiae F13A. O extracto de alfarroba foi utilizado como fonte de carbono, com uma concentração inicial de açúcares de 240 g/L, e a ureia como fonte de azoto, a uma concentração de 3 g/L.  

A cinética da biomassa, o consumo de açúcares e a produção de etanol foram determinados a fim de compreender a fisiologia do processo de fermentação. A variação desses parâmetros durante a fermentação descontínua foi demonstrada na figura 19 e os correspondentes valores foram apresentados na tabela VII. 
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Figura 19 – Concentração total de açúcares ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


), concentração de etanol ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


) e densidade óptica ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


) na fermentação descontínua da Saccharomyces cerevisiae F13A, num reactor agitado mecanicamente (STR), utilizando 240 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono inicial e 3 g/L de ureia como fonte de azoto. A cultura foi realizada a 30 ºC, 250 rpm e 0,13 vvm.

A taxa específica de crescimento máximo e a biomassa máxima foi determinada através de modelação bifásica, usando o programa DMFit (http://modelling.combase.cc). Assim, foi possível definir 3 fases na curva de crescimento da S. cerevisiae F13A, em sistema descontínuo em reactor de 3 L, figura 20. 
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Figura 20 – Perfil semi-logarítmico do crescimento da S. cerevisiae F13A, num reactor agitado mecanicamente (STR), com 240 g/L de concentração de açúcar proveniente da polpa de alfarroba e 3 g/L de ureia. A linha contínua foi calculada pela modelação DMFit (http://modelling.combase.cc), usando um modelo bifásico, sem fase de latência.

A primeira corresponde à fase exponencial caracterizada por um período de rápido crescimento (0 – 24 h), com uma taxa específica de crescimento máxima de 0,103 h-1. A segunda corresponde a fase de desaceleração (24 – 36 h) caracterizada por um declínio na taxa específica de crescimento máximo, devido a uma diminuição na concentração dos nutrientes essenciais ao metabolismo celular e/ou um aumento da concentração dos produtos do metabolismo tóxicos para as células. A última corresponde a fase estacionária (36 - 84 h) caracterizada pela ausência de crescimento ((=0), devido a carência do nutriente limitante. 

Como podemos observar na figura 18, o açúcar foi quase completamente consumido ao fim de 72 horas e o etanol foi acumulado como principal produto da fermentação. No final da fermentação, a concentração de etanol máxima obtida foi de 115,5 g/L, com um rendimento de etanol de 0,44 g/g, inferior ao rendimento teórico de etanol, 0,51 g/g. Os resultados obtidos (tabela VIII) com a ureia como fonte de azoto para a fermentação em pequena escala, erlenmeyer e em reactor, foram muito semelhantes, com maior produção de etanol no bioreactor. O rendimento de biomassa foi mais elevado na fermentação em reactor. 

Tabela VIII – Taxa específica de crescimento máxima, biomassa máxima, rendimento de biomassa, conversão de açúcares, etanol máximo, rendimento de etanol e produtividade máxima, da Saccharomyces cerevisiae F13A, no meio com 3 g/L de ureia, utilizando 230 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono inicial, em erlenmeyer. E na fermentação descontínua num STR de 3L com 240 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba.
	
	(Máxa

(h-1)
	XMáx

(g/L)
	YX/S             (g/g)
	TAçuC

(%)
	E Máx
(g/L)
	YE/S
(g/g)
	PMáx
(g/L.h)

	Erlenmeyer
	0,106(0,015b


	6,33(0,04
	0,061(0,000
	93
	107,3
	0,480(0,024
	1,41

	Reactor


	0,103(0,012
	6,76(0,04
	0,118(0,017
	94,4
	115,5
	0,441(0,042
	1,34


a (Máx: taxa específica de crescimento máximo, XMáx: biomassa máxima, YX/S: rendimento da biomassa, TAçuC: % de açúcar consumido, EMáx: etanol máximo, YE/S: rendimento de etanol, PMáx: produtividade máxima.

b Valores (média(desvio padrão), realizados em triplicado.

A evolução do consumo de açúcares (sacarose, glucose e frutose) presente no extracto de alfarroba foi determinada ao longo do tempo de fermentação. Os resultados são mostrados na figura 21. No extracto de alfarroba podemos verificar que a sacarose está presente numa maior concentração, 153 g/L, em relação à frutose e à glucose, 42 g/L e 64 g/L, respectivamente. Como podemos observar na figura 20, durante a primeira fase de crescimento exponencial (0-24 h), a frutose e a glucose foram totalmente consumidas, sendo a glucose a primeira a ser consumida. Durante a segunda fase de desaceleração (24-36 h), caracterizada por uma diminuição na taxa específica de crescimento ((), a sacarose foi hidrolisada, após 24 horas, quando a glucose foi esgotada no meio. Enquanto a glucose manteve uma concentração constante, indicando que foi consumida. Na terceira fase de crescimento estacionário, onde (=0, a glucose manteve uma concentração constante e a sacarose foi quase completamente consumida. 


As células da levedura S. cerevisiae não conseguem utilizar directamente a sacarose (dissacarídeo), uma vez que as suas membranas são impermeáveis a este açúcar, tendo primeiro de ser convertida em monossacarídeos (glucose e frutose), através da enzima invertase. Isso explica o facto de no início da fermentação apenas a glucose e a frutose terem sido consumidas. De acordo com Mormeneo e Sentandreu (1982), verificou-se que no início da fermentação, a presença de glucose em elevada concentração reprimiu a síntese da enzima invertase, inibição pelo produto da reacção. Sendo a sacarose hidrolisada apenas ao fim de 24 horas, quando a glucose foi completamente consumida.  
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Figura 21 – Consumo total de açúcares (x), sacarose ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


), glucose ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


) e frutose ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


) num STR de 3 L, utilizando 260 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono inicial e 3 g/L de ureia, como fonte de azoto.

5.2.2 Efeito de diferentes concentrações de peptona e extracto levedura na produção de etanol
Neste estudo, foram testadas duas concentrações de peptona, 5 g/L e 20 g/L, suplementada com extracto de levedura, 3 g/L e 10 g/L, respectivamente, num reactor agitado mecanicamente Applikon de 3 litros a operar em sistema descontínuo, nas mesmas condições que o ensaio acima referido. O extracto de alfarroba foi utilizado como fonte de carbono, com uma concentração inicial de açúcares de 240 g/L


  
Figura 22 – Concentração total de açúcares ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


), concentração de etanol ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


) e densidade óptica ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


) na fermentação descontínua da S. cerevisiae F13A, num STR de 3L, utilizando 240 g/L de concentração de açúcares proveniente do extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono inicial, para uma concentração de peptona e extracto levedura de 5 g/L e 3 g/L (a) e 20 g/L e 10 g/L (b), respectivamente. A cultura foi realizada a 30 ºC, 250 rpm e 0,13 vvm.

A variação da densidade óptica (D.O), concentração de açúcares (S) e concentração de etanol (P) durante a fermentação, para diferentes concentrações de peptona, 5 g/L e 20 g/L, foi mostrada na figura 22 e os correspondentes valores destes parâmetros foram apresentados na tabela IX.
A taxa específica de crescimento máximo e a biomassa máxima foram igualmente determinadas através da modelação DMFit. Para o ensaio com 5 g/L de peptona (figura 22a), a fase exponencial ocorreu durante as primeiras 21 horas de fermentação, com elevada taxa específica de crescimento 0,185 h-1 (tabela IX). Enquanto para o ensaio com 20 g/L de peptona (figura 22b), a fase exponencial teve uma duração mais curta, de 15 horas, atingindo uma taxa específica de crescimento menor, com 0,133 h-1. Nesta fase, o consumo de substrato observado também foi máximo, com 84,8 % para 5 g/L de peptona e 89 % para 20 g/L de peptona, de modo a satisfazer as necessidades energéticas ou de biossíntese molecular durante a fermentação, onde 1 molécula de glucose é convertida em cerca de 36 moléculas de ATP, produzindo energia para a célula.

Tabela IX – Taxa específica de crescimento máxima, biomassa máxima, rendimento de biomassa, conversão de açúcares, etanol máximo, rendimento de etanol e produtividade máxima, da Saccharomyces cerevisiae F13A, no meio com 5 g/L peptona e 3 g/L extracto levedura, e 20 g/L peptona e 10 g/L extracto levedura, utilizando 240 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono inicial, num STR de 3 L.

	 Peptona

(g/L)
	  YE

(g/L)
	(máxa

(h-1)
	Xmáx

(g/L)
	YX/S             (g/g)
	TAçuC

(%)
	E Max
(g/L)
	YE/S
(g/g)
	Pmáx
(g/L.h)

	5
	3
	0,185(0,025b


	7,02(0,03
	0,073(0,014
	84,8
	117,9
	0,500(0,015
	1,57

	20


	10
	0,133(0,010
	8,08(0,04
	0,052(0,004
	89,0
	110,6
	0,451(0,006
	1,80


a (máx: taxa específica de crescimento máximo, Xmáx: biomassa máxima, YX/S: rendimento da biomassa, TAçuC: Açúcar consumido, Emáx: etanol máximo, YE/S: rendimento de etanol, Pmáx: produtividade máxima.

b  Valores (media(desvio padrão), realizados em triplicado. 
Os resultados (tabela IX) mostraram claramente que a variação da concentração de peptona, 5 e 20 g/L, não afectou significativamente a produção de etanol máxima, que foi de 117,9 g/L e 110,6 g/L, respectivamente. No entanto, foi afectado a biomassa máxima sendo mais elevada quando o azoto está mais disponível no meio. A concentração de 5 g/L de peptona obteve um rendimento de etanol maior, de 0,50 g/g, quando comparado com a concentração de 20 g/L de peptona, em que apresenta apenas 0,45 g/g. O rendimento de etanol obtido para 5 g/L de peptona, foi próximo ao rendimento teórico máximo de etanol, 0,51 g/g, o que demonstra que quase todo o açúcar consumido foi transformado em produtos de fermentação (etanol e CO2) e não utilizado para a síntese de biomassa. Isso está de acordo com o facto do ensaio realizado com a concentração de 5g/L apresentar uma biomassa máxima de 7,02 g/L, inferior à obtida para a concentração de 20 g/L, com 8,08 g/L.  

Esses resultados foram confirmados através da figura 23, que demonstrou uma sobreposição das curvas de açúcar consumido e açúcar fermentado para a concentração de 5 g/L de peptona (figura 23a), indicando que quase todo o açúcar consumido foi fermentado. Enquanto na concentração de 20 g/L de peptona (figura 23b) verificou-se que ao fim de 20 horas, a concentração de açucares consumidos foi maior que a concentração de açucares fermentado, indicando que parte do açúcar consumido foi fermentado e outra parte utilizada para a síntese de biomassa com menor eficiência na produção de etanol.



Figura 23 – Correlação da concentração molar dos açúcares consumidos com os açúcares fermentados ao longo do tempo de fermentação para a concentração de 5 g/L peptona e 3 g/L extracto levedura (a) e 20 g/L peptona e 10 g/L extracto levedura (b). Açúcar consumido ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


) e açúcar fermentado ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


).

Como podemos observar na figura 24, o comportamento da taxa específica de produção de etanol (qE) em relação a concentração de etanol para ambas as concentrações de peptona, 5 g/L e 20 g/L, foi semelhante para elevadas concentrações de etanol, tendo a taxa específica de produção atingido valores próximos de zero para concentrações de etanol superiores a 100 g/L, o que demonstra o efeito inibitório do etanol a elevadas concentrações. Contudo para valores de concentração de etanol inferiores verificou-se uma maior sensibilidade à toxicidade do etanol acumulado no meio na presença de menor concentração da fonte de azoto, 5g/l de peptona.
Estes resultados estão de acordo com Hyeon-Beom et al, 2009, que demonstrou que o próprio etanol a elevadas concentrações pode inibir o crescimento celular e a produção de etanol. No entanto, este autor também demonstrou que o arejamento pode proteger as células contra os efeitos adversos das elevadas concentrações de etanol.
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Figura 24 – Correlação da taxa específica de produção (qE) com a concentração de etanol, para a concentração de 5 g/L de peptona e 3 g/L de extracto levedura ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


) e 20 g/L de peptona e 10 g/L extracto levedura ( SHAPE  \* MERGEFORMAT 


). 

Um dos factores determinantes para a economia de um processo de produção de etanol é o custo de produção. Este estudo demonstrou que a diminuição da fonte de azoto de 20 g/L para 5 g/L, e extracto de levedura, de 10 g/L para 3 g/L, não só não afectou a produção de etanol como obteve um rendimento de etanol maior, o que representa uma melhoria na relação custo-beneficio deste processo.
5.3 Fermentação semi-contínua do extracto da polpa de alfarroba para a produção de etanol, em STR
A fermentação semi-contínua foi realizada para o meio que obteve melhores resultados no estudo anterior, a fim de aumentar a eficiência de produção de etanol. Esta fermentação foi realizado nas mesmas condições operacionais do que a fermentação em sistema descontínuo. 

Tendo em consideração os resultados obtidos no estudo anterior, a adição do extracto de alfarroba, contendo 250 g/L de açúcares totais, suplementado com 5 g/L de peptona e 3 g/L de extracto levedura foi realizada periodicamente, às 20 e às 50 h, quando se verificou que a glucose estava completamente consumida, de modo a prolongar a fase exponencial de crescimento. A densidade óptica, o consumo de açúcares totais e a produção de etanol também foram medidos nesta fermentação semi-contínua. A variação desses parâmetros durante esta fermentação foi monstrada na figura 25 e os correspondentes valores foram apresentados na tabela X. 


Figura 25 – Concentração total de açúcares (
[image: image87]), concentração de etanol (
[image: image88]) e densidade óptica (
[image: image89]) ao longo da fermentação semi-contínua da S. cerevisiae F13A, num STR de 3L, utilizando 250 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono inicial, 5 g/L de peptona e 3 g/L de extracto levedura. As setas representam a adição do meio nutriente (250 g/L de açucares totais) às 20 h e às 50 h. 
Na figura 25 foram observadas 3 fases de crescimento, o crescimento inicial (FB1), antes da primeira alimentação, das 0 às 19 horas, crescimento após a primeira alimentação (FB2), das 20 às 49 horas, e o crescimento após a segunda alimentação (FB3), das 50 às 120 horas. Após cada alimentação verificou-se um prolongamento da fase exponencial de crescimento, um aumento da concentração de açúcares totais e consequentemente um aumento da produção de etanol. 

A taxa específica de crescimento máximo e a biomassa máxima foram determinadas através da modelação bifásica, usando o programa DMFit. Antes da primeira alimentação, a taxa específica de crescimento máxima foi de 0,226 h-1, com uma produção de etanol de 67 g/L. Após a primeira e a segunda alimentação, verificou-se uma diminuição na taxa específica de crescimento, com 0,079 h-1 e 0,011 h-1, respectivamente, devido ao aumento da produção de etanol, de 99,6 g/L para 126,7 g/L. Estes resultados estão de acordo com o estudo realizado por Seo et al, 2009, pelo facto de se verificar também o efeito inibitório da acumulação de etanol (( 100 g/L) no crescimento celular após a primeira e a segunda adição do meio nutriente. 
O rendimento de etanol observado para as três fases de crescimento na fermentação semi-contínua foi próximo do rendimento teórico máximo, 0,51 g/g, indicando que quase todo o açúcar consumido foi fermentado e não utilizado para a síntese de biomassa. O que explica a diminuição da concentração de biomassa máxima (7,05 g/L e 5,75 g/L), após a primeira e a segunda adição.
Os resultados acima mencionados referem-se à produção de etanol durante 120 horas de fermentação. No entanto, a fermentação prolongou-se até às 160 horas, atingindo uma produção de etanol máxima de 131,8 g/L, com um rendimento de etanol de 0,5 g/g.

.
Tabela X – Taxa específica de crescimento máxima, biomassa máxima, rendimento de biomassa, conversão de açúcares, etanol máximo, rendimento de etanol e produtividade máxima, da Saccharomyces cerevisiae F13A, em fermentação descontínua, com 240 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba, 5 g/L de peptona e 3 g/L extracto levedura. E em fermentação semi-contínua, com 249 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba, 5 g/L de peptona e 3 g/L de extracto levedura; dividido em três fases de crescimento: FB1: 0 h-19 h, FB2: 20 h-49 h, FB3: 50 h-120 h. As fermentações descontínuas e semi-contínuas foram realizadas num STR de 3 L.

	Processo


	
	     (Máxa

      (h-1)
	   XMáx

  (g/L)
	       YX/S

       (g/g)
	TAçuC

  (%)
	EMáx

(g/L)
	       YE/S

       (g/g)
	  PMáx

(g/L.h)

	
	FB1
	0,226(0,061b
	    6,08

    7,05

    5,75
	0,048(0,010
	47,6

52,0

61,8
	 67,0
	  0,48(0,017     

  0,47(0,011

  0,50(0,005
	3,64(0,14

0,65(0,06

0,69(0,07



	Semi-Contínuo
	FB2


	0,079(0,274
	
	0,029(0,003
	
	 99,6
	
	

	
	FB3
	0,011(0,081
	
	0,007(0,005
	
	126,7
	
	

	Descontínuo
	
	0,185(0,025

	    7,02
	0,073(0,014
	84,8
	117,9
	0,500(0,015
	1,57


a (Máx: taxa específica de crescimento máximo, XMáx: biomassa máxima, YX/S: rendimento da biomassa, TAçuC: Açúcar consumido, EMáx: etanol máximo, YE/S: rendimento de etanol, PMáx: produtividade máxima.
b  Valores (media(desvio padrão), realizados em triplicado. 

Como podemos observar na figura 26, após cada adição do meio YEP contendo 250 g/L de açúcares totais, às 20 h e às 50 h, verificou-se um aumento da concentração dos açúcares. Foi também observado que a glucose foi completamente metabolizada pela Saccharomyces cerevisiae após cada adição. A sua presença ao longo da fermentação inibiu o consumo de frutose, mantendo a sua concentração constante. Alem disso, reprimiu a síntese da enzima invertase impedindo a hidrólise da sacarose. Por estas 2 razoes, e que a sacarose e a frutose foram menos consumidas ao longo da fermentação.  
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Figura 26 – Consumo total de açúcares (x), sacarose (
[image: image91]), glucose (
[image: image92]) e frutose (
[image: image93]) num reactor agitado mecanicamente de 3 L, utilizando 250 g/L de concentração de açúcar proveniente do extracto da polpa de alfarroba como fonte de carbono inicial, 5 g/L peptona e 3 g/L extracto levedura. As setas representam a adição do meio nutriente (250 g/L de açucares totais) às 20 h e às 50 h. 
A comparação entre a fermentação contínua e semi-contínua foi realizada com base nos parâmetros cinéticos obtidos. Como podemos observar na tabela IX, a concentração de etanol máximo obtida foi de 117,9 g/L, com um rendimento de etanol de 0,5 g/g e uma produtividade de 1,57 g/L.h, para a fermentação descontínua. Enquanto na fermentação semi-contínua, foi obtida uma maior concentração de etanol com 126,7 g/L e um rendimento de etanol de 0,5 g/g. No entanto, devido ao período de tempo relativamente longo de fermentação (120 horas) necessário para atingir essa concentração de etanol, a produtividade máxima obtida foi menor que no processo descontínuo, com 0,69 g/L.h. Em termos de produção de etanol, os resultados obtidos indicam que houve uma melhoria na fermentação semi-contínua em relação a fermentação descontínua.
Os valores obtidos em semi-contínuo mostram que este sistema é favorável á produção de etanol a partir do extracto de alfarroba tenso sido atingido o valor mais elevado de acumulação máxima de etanol, 12,7 %, comparativamente com os valores do descontínuo. 
Estes resultados quando comparado com estudos anteriores efectuados, utilizando extracto de beterraba e extracto de sorgo, mostraram valores mais elevados, em termos de produção de etanol, sendo o valor obtido para estas ultimas de 97,99 g/L e 113,87 g/L, para uma concentração inicial de açucares total de 75 g/L e 267 g/L (Pavlecic et al, 2009, e Laopaiboon et al, 2007). 

6. Conclusão
Podemos concluir pelos resultados deste estudo que a fonte de azoto tem uma importante influência na produção de etanol pela levedura Saccharomyces cerevisiae, em condições anaeróbias. Após testar diferentes fontes de azoto em vez de extracto levedura no meio de fermentação concluiu-se que a ureia é a melhor fonte de azoto, pelo facto de apresentar uma maior produção e rendimento de etanol, com 107,3 g/L e 0,48 g/g, respectivamente, que evidencia o seu potencial como fonte de azoto. Além disso, a ureia promove o consumo quase total dos açúcares, 93 %, e representa também uma das fontes de azoto menos dispendiosa pelo que estabelece uma boa relação de custo-beneficio.

Foi também verificado que o extracto da polpa de alfarroba sem a adição de outros nutrientes é igualmente utilizado com sucesso como meio de produção de etanol. Embora apresente uma produção e um rendimento de etanol inferior aos restantes meios testados, com 70,8 g/L e 0,26 g/g, respectivamente.  
  
Concluiu-se também que a diminuição da concentração de peptona, de 20 g/L para 5 g/L, e extracto levedura, de 10 g/L para 3 g/L, no meio de fermentação, a operar em sistema descontínuo, apresenta uma melhoria nos custos-beneficios do bioprocesso, uma vez que não afecta a produção de etanol, que foi de 110,6 g/L e 117,9 g/L, respectivamente, e aumenta o rendimento de etanol, que foi de 0,45 g/g e 0,50 g/g, respectivamente. Foi também verificado, que na presença de concentrações de peptona elevadas, 20 g/L, o azoto encontra-se mais disponível e proporciona uma maior concentração de biomassa, 8,08 g/L, comparativamente a concentração de peptona inferiores, 5 g/L, com 7,02 g/L. 
A acumulação de etanol no meio de fermentação, acima de 100 g/L, provoca uma inibição no crescimento celular e na produção de etanol.


Foi também concluído que o uso do processo semi-contínuo aumenta significativamente a produção de etanol e consequentemente melhora o desempenho e a economia do processo, relativamente ao processo descontínua. A produção de etanol neste estudo foi de 126,7 g/L, com um rendimento de etanol de 0,5 g/g. No entanto, a produtividade neste processo foi menor, com 0,69 g/L.h.
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