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RESUMO

A preocupacao ambiental tem se somado a reducdo dos estoques e a alta dos
precos dos combustiveis fésseis para valorizar as fontes de energia renovaveis e
menos poluentes. O etanol € 0 mais adequado substituto para os combustiveis
derivados do petréleo, sendo diversas as fontes para sua obtencdo. Qualquer
matéria prima com um alto conteldo de acucar, ou de ingredientes que se
convertam em acglUcares como o amido ou celulose, pode ser utilizada para
produzir etanol. Entre as fontes amilaceas, destaca-se a batata-doce (lpomoea
batatas L. (Lam.)). O desempenho do processo fermentativo é afetado por
diversos fatores, entre eles pela linhagem de levedura que o executa e pela forma
de conducado do processo. Esse trabalho objetivou avaliar o rendimento da
fermentacdo do mosto hidrolisado de uma cultivar de batata-doce utilizando trés
linhagens da levedura Saccharomyces cerevisiae, além de avaliar o efeito de trés
formas de conducéo do processo fermentativo no rendimento, na eficiéncia e na
viabilidade da levedura ao final do processo. Dos parametros avaliados, apenas a
viabilidade celular apresentou diferenca significativa. A linhagem PE-2 apresentou
maior viabilidade (99,3%). Ja as linhagens JP-1 e de panificacdo mostraram
menor viabilidade celular, 98,1% e 98,3%, respectivamente, nao diferindo entre si
estatisticamente. Na interacdo entre os parametros avaliados, as médias variaram
entre 97,1% e 99,5%. O processo de fermentacdo em batelada simples pode ser
indicado para qualquer das linhagens. A linhagem PE-2 seria a mais indicada
para a fermentacdo do hidrolisado de batata-doce, pois apresentou rendimento
superior em relacao as outras linhagens estudadas.

Palavras-chave: etanol; amido; energia renovavel; rendimento; eficiéncia.



ABSTRACT

The environmental concern has been added to the reduction and rising prices of
fossil fuels for enhance renewable and less polluting energy. Ethanol is the most
suitable substitute for oil-based fuels and there are several sources for its [
achievement. Any raw material with a high content of sugar or ingredients that will
turn into sugar such as starch or cellulose can be used to produce ethanol. The
sweet potato (lpomoea batatas (L.) Lam.) stands out among the sources of starch.
The performance of the fermentation process is affected by several factors,
including the yeast that performs and the way in leading the process. The aim of
this work was to evaluate the efficiency of the fermentation of a hydrolyzed must of
sweet potato using three strains of Saccharomyces cerevisiae. It was also
evaluated the effect of three forms of the processes conduction in the fermentation
yield, efficiency and viability of yeast at the end process. Among the parameters
evaluated, only the cell viability showed significant difference. The strain PE-2
showed higher viability (99.3%). The JP-1 strains and the baker yeast showed
lower cell viability, 98,1% and 98,3%, respectively, with no statistically differences
between them. In the interaction between the evaluated parameters, the mean
ranged between 97.1% and 99.5%. The fermentation process in batch is indicated
for any of the strains. The strain PE-2 would be the most suitable for the
fermentation of the hydrolysed sweet potato, because it showed superior
performance compared to the other studied strains.

Key words: ethanol; starch; renewable energy; yield; efficiency.
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1. INTRODUCAO

Desde a primeira crise do petréleo, em 1970, e com o surgimento do
Proalcool, a producdo de biocombustiveis vem sendo cogitada como parte de
uma solugdo duradoura para o problema energético mundial (SOUZA et al.,
2008).

O etanol é o biocombustivel que possui a tecnologia mais consolidada
(MAPA, 2006) e é produzido principalmente a partir de fontes renovaveis, por
meio da conversao de agucares ou de amido (SZWARC, 2008).

O Brasil, devido a sua grande variagao territorial e diversificacdo climatica,
pode usufruir de diversas culturas, muitas delas com caracteristicas para a
producao de etanol (MARCOCCIA, 2007)

A batata-doce (lpomoea batatas L. (Lam.)) tem se apresentado como uma
alternativa viavel para a producao de etanol. Estudos na Universidade Federal do
Tocantins apontam para produtividades variando de 120 a 199 litros de etanol por
tonelada de raiz (SILVEIRA, 2008).

Grande parte do etanol produzido no Brasil é obtida da fermentacao por S.
cerevisiae (LIN & TANAKA, 2006). As linhagens utilizadas podem ser de
panificacdo ou linhagens que tenham sido isoladas de processos fermentativos,
selecionadas com base nas caracteristicas de eficiéncia fermentativa.

As leveduras selecionadas tém sido utilizadas com excelentes resultados
em muitos paises, onde os produtos finais obtidos sdo de qualidade mais
uniforme que os produzidos por fermentacdées espontaneas. Portanto, a selecao
da levedura adequada para cada tipo de fermentacao é uma estratégia importante
para garantir uma fermentacdo completa, assim como para melhorar as
caracteristicas finais do produto (DEQUIN, 2001).

Outro aspecto importante durante a fermentagdo é o modelo de processo
fermentativo utilizado. A escolha do processo mais adequado dependera das
propriedades cinéticas dos microrganismos e tipo de material a ser fermentado,
além dos aspectos econémicos (CHANDEL et al., 2007).

Nesse sentido, esse trabalho teve como objetivo comparar o rendimento e
a eficiéncia do processo fermentativo do mosto hidrolisado de batata-doce,
utilizando trés diferentes linhagens de S. cerevisiae, sendo duas linhagens
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industriais e uma linhagem de panificagcdo, bem como determinar a melhor forma

de alimentacao das dornas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. BIOCOMBUSTIVEIS

A preocupacao ambiental tem se somado a reducao dos estoques e a alta
dos precos dos combustiveis fosseis para valorizar as fontes de energia
renovaveis e menos poluentes. Nesse sentido, o Brasil tem muito a contribuir,
pois possui uma matriz energética com 46% de fontes renovaveis, num mundo
que so6 utiliza 15% (MAPA, 2009).

Por isso, nos dultimos anos, a conversao de biomassa em etanol
combustivel esta recebendo atencdo especial, sendo considerada a alternativa
mais limpa de combustivel liquido para os combustiveis fdésseis. Avancos
significativos tém sido feitos em relagdo a tecnologia da fermentacdo para
producédo de etanol (LIN & TANAKA, 2006).

O etanol € o mais adequado substituto para combustiveis derivados do
petréleo. Conhecendo todos esses beneficios, o governo brasileiro, na década de
70, apoiou a producédo de etanol através da criagdo do Proalcool (Programa
Nacional do Alcool).

O Proalcool foi criado em 14 de novembro de 1975 pelo Decreto n° 76.593,
quando, no periodo de um ano, os precos do petréleo mais do que triplicaram
(OLIVEIRA, 2004). O objetivo do Programa era estimular a produgéo de etanol,
visando o atendimento das necessidades do mercado interno e externo e da
politica de combustiveis automotivos. De acordo com o Decreto, a producao do
etanol oriundo da cana-de-acucar, da mandioca ou de qualquer outro insumo
deveria ser incentivada por meio da expansao da oferta de matérias-primas, com
especial énfase no aumento da producgéo agricola, na modernizagdo e ampliagéo
das destilarias existentes e na instalacdo de novas unidades produtoras e
armazenadoras (ANCIAES et al., 1981).

Dados apresentados por Baccarin (2005) mostram a estagnacao ocorrida
entre os anos de 1986 e 1995, quando os baixos precos pagos aos produtores de
etanol devido a queda brusca dos precos internacionais do petréleo impediram a
elevacao da producéao interna do produto. Houve nessa época, inclusive, intenso
debate sobre a continuidade do Proélcool. Essa combinacdo de desestimulo a
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producéo de etanol e de estimulo a sua demanda gerou a crise de abastecimento
da entressafra 1989-90 (LEME, 2004).

Mais de trinta anos ap6s o inicio do Proalcool, o Brasil vive agora uma nova
expansao do mercado de etanol, com o objetivo de oferecer, em grande escala, o
combustivel alternativo. Com o crescimento nas vendas de veiculos flex-fuel, que
podem ser movidos a gasolina, etanol ou uma mistura dos dois combustiveis, o
consumo de alcool hidratado voltou a aumentar, principalmente porque o prego
desse combustivel esta bem abaixo do cobrado pela gasolina (DI GIULIO, 20086).

O Plano Nacional de Agroenergia apresenta uma proposta de Pesquisa,
Desenvolvimento, Inovagao e Transferéncia de Tecnologia para os anos de 2006
a 2011, para a geracao de energia de biomassa no Brasil. O Plano aponta como
principais fatores que tem impulsionado o desenvolvimento tecnolégico para
aproveitamento da biomassa energética as mudancas climaticas, a transi¢ao para
uma nova matriz energética e a crescente demanda por energia.

Atualmente, cerca de 85% da producdo mundial de biocombustiveis
liquidos é representada pelo etanol. Os maiores produtores de etanol, Brasil e
EUA, dao conta de quase 90% da produg¢do mundial. O restante é produzido por
paises como Canada, China e india (FAO, 2008).

A Figura 01 mostra que apesar do estancamento das vendas de veiculos a
bioetanol hidratado durante os anos 1990, a demanda desse biocombustivel se
manteve mais ou menos constante gracas ao uso da mistura com gasolina,
mantendo em operagao as unidades produtoras em niveis relativamente estaveis
até o comeco da presente década, quando se iniciou 0 novo ciclo de crescimento
(LEITE, 2009).
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Figura 01. Evolucao da producéao nacional de etanol por safra
Fonte: MAPA (2009); UNICA (2009).

O mesmo efeito de estagnacédo nos anos 90 pode ser visualizado na Figura
02, que mostra a producdao mundial de etanol entre os anos de 1975 e 2005. O
novo ciclo de crescimento é notado apds o ano 2000, momento em que medidas
de incentivo a producdao de etanol comecaram a ser adotadas pelos Estados
Unidos ou outros paises, contribuindo para uma vertiginosa expansao da

producdo mundial de etanol (MASIERO & LOPES, 2008).

14

12 4

10 A

Bilion Gallans
om

1975 1920 1925 1990 1995 2000 2005

Figura 02. Produgdo mundial de etanol
Fonte: EARTHTRENDS, 2007
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2.2.  MATERIAS-PRIMAS PARA PRODUGAO DE ETANOL

Diversas sao as fontes para obtencdo de etanol. Qualquer matéria prima
com um alto conteldo de acucar, ou de ingredientes que se convertam em
acucares como o amido ou celulose, pode ser utilizada para produzir etanol (FAQO,
2008).

Ha varias maneiras de classificar as matérias-primas para a producao de
etanol. Pode-se classifica-las em matérias acucaradas, agrupando a cana, a
beterraba agucareira, sorgo sacarino, milho sacarino, melacos, mel de abelhas e
frutas; em matérias amilaceas e feculentas, agrupando graos amilaceos, raizes e
tubérculos feculentos como mandioca, batata-doce, babacu; e em matérias
celulésicas, incluindo palhas, madeiras, residuos agricolas e residuos sulfiticos de
fabricas de papel (STUPIELLO, 1982 apud SANTANA, 2007)

Entre as matérias-primas acucaradas, a cana-de-acucar € a mais
abundante e de baixo custo no mercado brasileiro, o que possibilita a producao de
etanol em larga escala para diversos usos que variam desde o uso combustivel
até o consumo humano através da producdo de cachaga (DORNELLES &
RODRIGUES, 2006). A principal vantagem dos materiais acucarados € o fato de
nao necessitarem de nenhum tratamento anterior a fermentacdo, tornando o
processo menos oneroso, ao contrario dos materiais amilaceos e lignocelulésicos,
que requerem um pré-tratamento, a fim de serem convertidos a substratos
fermentesciveis (SUN & CHENG, 2002).

Estima-se que, atualmente, em torno de 40% da producdo mundial de
bioetanol sao oriundos da fermentagdo de aglcares originarios de matérias-
primas como cana-de-agucar e beterraba; o restante vem de graos como o milho,
e uma pequena parte vem de fontes fésseis (gas natural e carvao) (LEITE, 2009).

Durante o Proalcool, a producdo de cana-de-agucar foi aperfeicoada em
diversos aspectos tecnolégicos e econdmicos, enquanto a producao de etanol de
mandioca foi praticamente abandonada, sem maiores investimentos e estudos
(SANTANA, 2007).

Com o objetivo de aperfeicoar o processo fermentativo de caldo de cana
para producédo de etanol, alguns trabalhos foram desenvolvidos (DUARTE et al,
1996; TEIXEIRA et al, 1997; SILVA et al, 2006; LIMTONG et al, 2007).



18

A biomassa lignocelulésica é uma opcao recente para obtencédo de etanol.
Tem recebido bastante destaque por nao apresentar os entraves das outras
matérias-primas, que esbarram em limitacbes como a expansao da area plantada,
como no caso da cana-de-acucar, e a competicdo com a producdo de alimentos,
como no caso de graos e tubérculos (BASTOS, 2007).

Alguns autores (CHUNG & DAY, 2008; DAWSON & BOOPATHY, 2006)
tem associado a possibilidade de produzir etanol a partir do bagaco da cana-de-
acucar, elevando o rendimento do processo tradicional de producao de etanol.

A estrutura basica da biomassa lignoceluldsica consiste de trés polimeros
basicos: celulose (44%), hemicelulose (30%) e lignina (26%). Apenas os dois
primeiros polimeros podem ser transformados em acgucares fermentesciveis e
ainda nao ha tecnologia disponivel para converter a lignina (BASTOS, 2007). O
custo de producédo do etanol de biomassa lignocelulésica é relativamente elevado
e os principais desafios s&o o baixo rendimento e o alto custo do processo de
hidrélise (SUN & CHENG, 2002).

Devido as condigcdes empregadas nos pré-tratamentos térmicos e quimicos
da biomassa lignocelulésica, é originada uma série de compostos que podem
atuar como inibidores potenciais tanto da hidrdlise enzimatica, quanto da
fermentacdo. Os tipos de compostos téxicos e suas concentracbes em
hidrolisados lignocelul6sicos dependem tanto da matéria-prima, quanto das
condicbes operacionais empregadas no pré-tratamento. Os produtos de
degradacao, que sao potenciais inibidores da fermentacdo, se agrupam em trés
categorias: derivados furanicos (furfural e 5-hidroximetilfurfural - HMF), acidos
organicos fracos (como acido acético) e derivados fendlicos (PALMQVIST &
HAHN-HAGERDAL, 2000).

A produgéo de etanol por fermentagéo de substratos amilaceos vem sendo
objeto de pesquisas que buscam aperfeicoar a conversao desses materiais de um
modo mais rapido e a menores custos (SALLA, 2008). Segundo Gray et al.
(2006), a grande quantidade de pesquisas privilegiando as fontes amilaceas se
deve principalmente a presenga dessa matéria-prima no cenario econdmico norte-
americano.

No Brasil, ha inUmeros estudos sobre a producdo de etanol a partir de
mandioca (GATTAS & DOIN, 1989; OSTROWSKI et al, 2006; CAMILI &
CABELLO, 2007; SOARES et al., 2008; MACHADO & PEDROTTI, 2009). Ha
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ainda estudos no sentido de utilizar mais de um substrato no mesmo processo
fermentativo, com o objetivo de aumentar o rendimento em etanol. Bringhenti et
al. (2007), adicionaram ao residuo da producao de farinha de mandioca, melaco
de cana-de-agUcar, o que promoveu um aumento de 112% na producao de etanol,
em relacdo ao substrato sem aditivo. Kosugi et al. (2009) avaliaram a
possibilidade de fermentar além do amido da mandioca, a fibra de celulose
presente no vegetal. Aproximadamente 75% do etanol produzido no Brasil é
proveniente do caldo-de-cana, com rendimento préximo de 85 litros por tonelada
de cana (GOLDEMBERG & LUGON, 2007).

Salla (2008) realizou uma anélise das energias requeridas e liberadas para
o sistema de producao de etanol a partir da mandioca, da cana-de-acucar e do
milho. A afirmagéo de que a mandioca consome menos energia do que a cana-de-
acucar e do milho, no processo de obtencao do etanol, se confirmou em todos os
quesitos pesquisados, seja no tocante a producao agronémica, ao processamento
industrial ou as repercussdes ambientais nos agroecossistemas de cultivo.

Entre as fontes amildceas, destaca-se ainda a batata-doce (/pomoea
batatas L. (Lam.)), que apresenta alto teor de carboidrato na forma de amido e
acucares redutores que podem ser fermentados para a producado de etanol
(VENTURINI FILHO & MENDES, 2003). Estudos realizados por Araujo et al
(1978), durante o Proalcool, apresentaram rendimento de 158 litros de etanol por
tonelada de raiz de batata-doce.

A batata-doce (lpomoea batatas L. (Lam.)) é originaria das Américas
Central e Sul, sendo encontrada desde a Pensinsula de Yucatam, no México, até
a Colémbia. Relatos de seu uso remontam de mais de dez mil anos. E uma
espécie dicotiledénea pertencente a familia botanica Convolvulacae, que agrupa
aproximadamente 50 géneros e mais de 1000 espécies, sendo que dentre elas,
somente a batata-doce tem cultivo de expressédo econdmica (SILVA et al., 2008).

A batata-doce é cultivada em 111 paises, sendo que aproximadamente
90% da producdo é obtida na Asia, apenas 5% na Africa e 5% no restante do
mundo. Apenas 2% da produgcdo estdo em paises industrializados como os
Estados Unidos e Japao (WOOLFE, 1992). O maior pais produtor de batata-doce
€ a China, com uma producado anual estimada em 100 milhdes de toneladas
(WHEATLEY & BOFU, 1999; FAO, 2008). No Japao, a batata-doce é utilizada
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como matéria-prima para producdo de amido comercial e amido para fabricacéo
de xaropes de glicose e frutose.

Em 2008, o Brasil produziu 548,5 mil toneladas de batata-doce, com a
regiao Sul respondendo pelo maior volume, 247 mil toneladas (IBGE, 2008). De
acordo com a classificagdo da FAO (2008), o Brasil € o 16° maior produtor de
batata-doce, com uma éarea plantada de 45.597 ha e rendimento médio estimado
em 12,04 t/ha, sendo a regiao Nordeste a maior produtora de batata-doce no pais,
de acordo com dados do IBGE.

O potencial da batata-doce de produzir grandes quantidades de alimento a
baixo custo e com baixo uso de insumos, de maneira sustentavel, torna esta
espécie particularmente interessante como opcao para a agricultura familiar em
todas as regides do pais (MONTEIRO et al., 2007).

Esses fatores aliados a algumas outras caracteristicas agronémicas
contribuem para destacar as caracteristicas favoraveis da batata-doce. Entre eles,
pode-se citar: um ciclo curto de producédo (4 a 5 meses), rusticidade no campo,
adaptacao as condicbes tropicais, possibilidade de producdo em condicdes de
solo de baixa a média fertilidade, e principalmente, baixo custo de producéo
(SOUZA et al., 2005).

Deste modo, a sua importancia envolve, além da inclusdo social da
agricultura familiar, a possibilidade de diversificacdo na matriz agroenergética, e o
uso de areas poucos favoraveis as grandes culturas (SOARES et al., 2008).

Para a producéo de etanol, em tese, € interessante o desenvolvimento de
variedades que acumulem acucares diretamente fermentesciveis na raiz, assim
nao necessitariam do processo de sacarificagao (VALLE et al., 2009).

Estudos desenvolvidos na Universidade Federal do Tocantins (UFT) com
clones de batata-doce apontam rendimentos entre 120 e 199 litros de etanol por
tonelada de raiz (SILVEIRA, 2008). Tavares et al. (2007) observaram expressiva
influéncia da produtividade agricola da cultura na viabilidade da utilizacdo da
batata-doce, como matéria-prima para a producdo de etanol. A produtividade
agricola dos clones de batata-doce estudados na UFT varia de 32,17 a 65,50
toneladas por hectare, valores bem superiores aos registrados pelo IBGE (2008),
0 que aponta para a utilizacao viavel da batata-doce desenvolvida nestes estudos

para producédo de etanol.
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2.3. ETANOL DE AMILACEOS

Para produzir etanol a partir do amido que é necessario romper as ligacdes
entre as unidades de glicose, que pode ser convertido em etanol por leveduras
(CARDONA & SANCHEZ, 2007).

2.3.1. Amido

O amido é o segundo polimero renovavel mais abundante na natureza. E
barato e totalmente biodegradavel, composto apenas por unidades de glicose
unidas por ligagdes a-1,4 e a-1,6 (SOARES, 2008).

Depois dos acucares mais simples (sacarose, glicose, frutose, maltose), o
amido € o principal carboidrato que o0s vegetais superiores sintetizam pelo
processo de fotossintese. Dentre as matérias-primas para sua extracado
destacam-se as raizes e tubérculos, como a mandioca e a batata, e os cereais
como o milho, o trigo e o arroz (CARVALHO et al., 2002). A féormula quimica é
representada por (CsH100s)n.

O amido é composto basicamente por dois tipos de macromoléculas:
amilose e amilopectina. Grande parte da sua funcionalidade esta ligada a estas
duas macromoléculas, assim como a organizacao fisica das mesmas dentro da
estrutura granular (BILIADERIS, 1991). A proporcao entre amilose e amilopectina
€ variavel com a fonte botanica, o que ira conferir caracteristicas especificas ao
amido.

O teor de amilose na batata-doce varia de 20 a 25%, dependendo da
variedade considerada (GONCALVES, 2007; VIEIRA, 2004).

A Figura 03 mostra a estrutura da amilose. A amilose é formada por
moléculas de glicose unidas por ligacoes glicosidicas o-1,4 que lhe dao

configuragao retilinea (LIMA et al., 2001).
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Figura 03. Estrutura da amilose
Fonte: CONTRERAS et al. (2008)

Ja a amilopectina, como pode ser visualizado na Figura 04, € um polimero
de maior peso molecular, em que as moléculas de glicose em ligacbes a-1,4 e a-

1,6 proporcionam configuracédo espacial ramificada (LIMA et al, 2001).
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Figura 04. Estrutura da amilopectina
Fonte: CONTRERAS et al. (2008)

Os granulos de amido sao insoluveis em agua fria. Quando a temperatura
da suspensao é maior que a forca de ligacao de hidrogénio, o granulo de amido
comecga a inchar irreversivelmente e ocorre a geleificacdo. A geleificacédo é o
primeiro passo para o processo de hidrélise, pois as enzimas atacam muito
lentamente o amido granular (CEREDA & VILPOUX, 2003).

Vieira (2004) observou que os granulos de amido de batata-doce
apresentam formato arredondado e poligonal, com didmetro médio variando de
20,3 a 26,2 um.
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2.3.2. Hidrdlise e sacarificacao

Para que ocorra a conversdao do amido em etanol € necessario que este
seja transformado em acucares mediante o processo de hidrdlise.

Os amidos podem ser hidrolisados por via quimica ou por via enzimatica.
Os hidrolisados por enzimas sdo os mais importantes amidos modificados
comerciais. A hidrélise enzimatica vem sendo preferida nos estudos atuais, devido
ao carater fortemente poluidor da hidrolise acida. Porém, além do investimento
inicial, a tecnologia enzimatica exige mao de obra mais especializada, assim
como laboratérios e analises mais sofisticados (SUMERLY et al., 2002).

Os processos enzimaticos sdo mais eficientes e nao-poluentes, sendo
amplamente empregados nos paises mais desenvolvidos. Com a evolugdo da
microbiologia e da quimica organica, tornou-se possivel a obtencdo de enzimas,
principalmente de origem fungica, as quais atuam sobre os amidos com a
propriedade de converté-los em glicose (MACEDO, 1993).

As enzimas sdo os agentes mais importantes nas reacoes de hidrélise. As
enzimas amiloliticas pertencem a categoria das enzimas que catalisam as
reacdes de hidrélise, e mais particularmente, a categoria das enzimas que
catalisam as reagdes de amido (CEREDA & VILPOUX, 20083).

As enzimas amiloliticas podem ser classificadas de acordo com sua acao,
sendo as mais utilizadas a a-amilase e amiloglucosidase.

A a-amilase é classificada como endo-enzima, por cortar ao acaso as
ligacbes glicosidicas no interior da molécula, catalisando apenas a hidrélise das
ligagbes a-1,4 do amido, transformando-o em a-dextrinas de alto peso molecular.
A acdo da a-amilase sobre a amilose produz apenas dextrinas. A a-amilase é
considerada uma enzima liquidificante, porque reduz drasticamente a viscosidade
de pastas geleificadas de amido (SUMERLY et al., 2002).

A amiloglucosidase é uma enzima liquidificante e sacarificante, que
hidrolisa completamente o amido em glicose a partir de uma extremidade nao
redutora. E a Unica capaz de hidrolisar a0 mesmo tempo as ligagcdes o-1,4 e a-
1,6. O resultado da conversdo enzimatica do amido por amiloglucosidase é a
transformacao total em unidades de glicose (CARVALHO et al., 2002).
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Segundo Cereda & Vilpoux (2003) para que as enzimas possam ser
empregadas com o maximo de desempenho, devem existir algumas condicoes,
tais como:

- Especificidade: Para cada fase da reacado, ha necessidade de apenas um
tipo de enzima;

- pH adequado: Todas as enzimas sdo sensiveis as variacbes da
concentragdo hidrogenidnica (H) do meio. Existe um pH no qual a atividade
enzimatica € maxima, que pode ser basico ou acido em fungédo da enzima. O pH
6timo de uma enzima nao é obrigatoriamente igual ao pH do seu meio natural;

- Temperatura controlada: Como para o pH, as enzimas tém uma
temperatura ou uma faixa de temperatura na qual a atividade é maxima. Em geral,
€ preferivel usar enzimas que suportam alta temperatura para permitir aumento
da cinética da reacao e proteger o meio contra contaminagdes microbianas.

- Unidade da atividade enzimatica: A unidade internacional de atividade
enzimatica, o katal (kat), foi definido como a quantidade de enzima que
transforma um mol de substrato por segundo, sob condicbes experimentais
padrdo. Para uma unidade menor usa-se a quantidade de enzima que transforma
pmol de substrato por minuto. Apesar desta normatizagdo internacional, cada
fabricante de enzima define as préprias unidades em condigbes experimentais
particulares.

O amido de batata-doce quando comparado a outras tuberosas, apresenta
elevada suscetibilidade enzimatica (VIEIRA, 2004).

Para simplificar o processo fermentativo por eliminagcdo da etapa de
sacarificagdo, inumeras linhagens de S. cerevisiae tem sido geneticamente
modificadas para conter os genes responsaveis pela produgcao de glicoamilase e
a-amilases. Porém, a habilidade desses microrganismos em decompor 0 amido é
insatisfatoria devido ao limite de secrecao das enzimas amiloliticas (SHIGECHI,
2004)

2.4. PROCESSO FERMENTATIVO

Em termos de tecnologia fermentativa, desde o inicio do Proalcool até o

presente obtiveram-se avancos significativos no rendimento do processo de



25

transformacao dos agucares em etanol (82% do maximo estequiométrico, 0,511
gramas de etanol por grama de acucares redutores totais como glicose, em 1970
para 91,2% em 1999, estavel até hoje). Houve ganho no teor alcodlico do vinho
final (de em torno de 6°GL para em torno de 8,5°GL) e ganhos de produtividade
(reducado do tempo de fermentacdo de em torno de 16 horas para 8 horas)
(EEL/USP, 2006).

Apoés a hidrélise do material amilaceo, tem inicio a fermentacéo alcodlica,
que € o processo bioquimico, que ocorre no citoplasma da levedura alcodlica,
responsavel pela transformacdo do acucar em etanol (CEREDA & VILPOUX,
2003). Esse processo se desenvolve em condi¢des de anaerobiose, ou seja, em
auséncia de oxigénio livre (MARAFANTE, 1993).

2.4.1. Bioquimica da fermentacao

Na fermentacdo alcodlica, a transformagcdo de um mol de glicose (180 g)
em etanol e CO,, libera uma quantidade de energia equivalente a 56 kcal, das
quais aproximadamente 40 kcal sdo desprendidas com o oxigénio, o calor
restante (16 kcal) é armazenado como energia quimica na forma de ATP. Por
esta razdo € que, durante o processo de fermentacdo, ha uma elevagdo de
temperatura, obrigando assim o emprego de refrigeracdo para manter a
temperatura na faixa étima para a atividade da levedura alcodlica.

De forma simplificada, a estequiometria da fermentacdo alcodlica é
representada como segue:

CgH1206 = fermentacédo > 2 CoHsOH + 2 CO»
(glicose) (etanol)

Do ponto de vista bioquimico, a fermentacado consiste na degradacao da
glicose em etanol. Esta glicose é obtida, no caso de materiais amilaceos, pela
hidrélise do amido, e entra na via glicolitica. Por uma sequéncia de reagdes,
conhecida como glicolise (Figura 05), a glicose é convertida em piruvato. Em
leveduras ocorre a formacdo de etanol a partir do piruvato por duas etapas. A
primeira consiste na sua descarboxilagcdo para formar acetaldeido e CO.. Esta
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reacdo é catalisada pela enzima piruvato descarboxilase. Na segunda reacao, o

acetaldeido € reduzido a etanol pela agdo da enzima alcool desidrogenase |

(ADH1) (LEHNINGER, 2000).
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Figura 05. Via metabdlica da fermentacéo alcodlica por S. cerevisiae

Abreviacbes: HK: hexoquinase, PGI: fosfoglucoisomerase, PFK: fosfofrutoquinase, FBPA:

frutose bifosfato aldolase, TPI: triose fosfato isomerase, GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato

desidrogenase, PGK: fosfoglicerato quinase, PGM: fosfogliceromutase, ENO: enolase,

PYK: piruvato quinase, PDC: piruvato decarboxilase, ADH: &lcool desidrogenase.

Fonte: BAI et al. (2008)

Segundo Marafante (2003), na fermentacao pode-se distinguir basicamente

trés fases principais: preliminar, intermediaria e final.

A fase preliminar é caracterizada por um periodo em que a levedura

apresenta pouca atividade, tanto de multiplicagdo como de producéo de etanol. A

duracdo desta fase é variavel de acordo com o processo de fermentagao,

podendo durar de 3 horas a meia hora, ou mesmo ser nula.
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Ja na fase intermedidria ocorre uma grande dissipacdo de energia, com
consequente producdo de etanol, CO, e aumento do numero de células de
levedura. Esta fase pode durar de 6 a 18 horas, dependendo da concentracao
inicial e atividade do fermento, quantidade e qualidade dos sais minerais de
suplementacao, concentracdo de acucar do mosto, temperatura, bem como do
nivel de contaminacao.

A fase final € a fase em que praticamente todo o agucar ja foi transformado
em etanol e biomassa, onde a multiplicacido da levedura é quase nula e a
producéo de etanol é muito pequena. A duragcédo deste periodo é também variavel
com os fatores mencionados para a fase intermediaria, mas pode estar entre 2 e

6 horas.

2.4.2. Fatores que afetam a fermentacao

Dentre os diversos fatores que afetam a fermentacdo, Lima et al. (2001)
citam a temperatura, o pH, a presencga de inibidores, nutricdo mineral e organica,
concentracado de agucares, e a possibilidade de contaminacao bacteriana.

A temperatura 6tima para a producéao industrial de etanol situa-se na faixa
entre 26°C a 35°C. As altas temperaturas de fermentacdo favorecem a
contaminacao bacteriana, o aumento do tempo de fermentacdo e o estresse da
levedura.

As fermentagdes se desenvolvem numa ampla faixa de pH, sendo
adequadas as entre 4,0 e 5,0. A tolerancia a acidez é uma caracteristica
importante para as leveduras industriais.

O processo fermentativo pode ser inibido ndao sé pelos seus préprios
produtos, como o etanol, como por diferentes substancias que podem estar
presentes no mosto. Assim, alguns minerais, como potassio e calcio, podem se
apresentar em quantidade excessiva, acarretando efeitos negativos.
Recentemente, o aluminio foi identificado como elemento estressante para a
levedura, acarretando queda da viabilidade celular.

As leveduras exigem uma fonte de carbono elaborada — glicose ou outro
acucar — que fornece a energia quimica necessaria. Algumas vitaminas, como

tiamina e acido pantoténico, também sao exigidas. O meio deve, igualmente,
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fornecer nitrogénio, fésforo, enxofre, potassio, calcio, zinco, manganés, cobre,
ferro, cobalto, iodo e outros elementos em menor quantidade.

WOOLFE (1992) apresenta valores de composigcao média da batata-doce,
onde estdo presentes alguns minerais que podem colaborar no processo
fermentativo, como por exemplo, célcio (32 mg/1009) e fésforo (39mg/100g).

Aumentando-se a concentracdo de aglcares, aumenta-se a velocidade de
fermentacdo, a produtividade e, dentro de certos limites, acarreta menor
crescimento da levedura. Entretanto, elevado teor de aglcares acarreta um
estresse osmotico da levedura. Portanto, dependendo do processo de
fermentacao, existe uma faixa considerada ideal.

A contaminacao bacteriana, principalmente de Lactobacillus e Bacillus, esta
sempre presente, e dependendo de sua intensidade, compromete o rendimento
do processo fermentativo (LIMA et al., 2001), pois desses microrganismos
resultam a ocorréncia de fermentacées secundarias como latica, acética,
dextranica e butirica (VENTURINI FILHO & MENDES, 2003).

Oliva-Neto & Yokoya (1994, apud CHERUBIN, 2003) encontraram uma
relacdo negativa causada pela presenca de L. fermentum durante a fermentacao
alcodlica em processo de batelada alimentada. Por meio da comparagcao dos
resultados apresentados do 2° e do 17° ciclo, houve aumento da contaminacao
bacteriana e o rendimento fermentativo foi reduzido de 92% para 49%.

2.4.3. Microrganismos fermentadores

A utilizacdo de microrganismos requer cuidados, pois esses Sao
extremamente sensiveis a variagdes ambientais do seu meio fermentativo, tais
como temperatura, concentracdo de substrato e produto, variagdo de pH, entre
outros fatores (MANTOVANELI, 2005). A temperatura étima para a fermentacao é
de 5-10°C acima do 6timo para o crescimento da levedura, que se encontra na
faixa de 25-30°C (WATSON, 1987 apud MALTA, 2006).

O desempenho do processo fermentativo € muito afetado pelo tipo de
levedura que o executa. As leveduras sao 0s microrganismos mais importantes na
obtencao de etanol por via fermentativa. O crescimento destas leveduras durante
a fermentacao é influenciado por diferentes fatores como pH, concentracdo de
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nitrogénio e acgucar, conteudo de etanol e ainda pela temperatura de fermentacao
(HEARD & FLEET, 1988).

Grande parte do etanol produzido no Brasil é obtida da fermentacéo por
Saccharomyces cerevisiae, por ser um género de levedura reconhecido como
seguro (Generally Recognized as Safe - GRAS). Porém, metaboliza apenas
acucares simples, como sacarose, glicose e frutose (FREITAS, 1999), o que
justifica a necessidade das etapas de hidrélise e sacarificacdo, quando a matéria-
prima é rica em amido. A producado de etanol a partir de acucares derivados de
amido e sacarose foi comercialmente dominada pela levedura S. cerevisiae (LIN
& TANAKA, 2006). Devido a sua capacidade fermentativa, € utilizada na industria
de panificacdo, na producdo industrial de cervejas, vinhos, aguardentes e outras
bebidas fermentadas e na produgéo de etanol carburante (NAGASHIMA, 1990).

Saccharomyces cerevisiae, pertencente ao filo Ascomycota, apresenta-se
predominantemente na forma unicelular, com células tipicamente esféricas ou
ovais, nao formando micélios. Possui reproducdo assexuada, geralmente por
brotamento (TORTORA et al., 2002). E um aerdbio facultativo, ou seja, tem a
habilidade de se ajustar metabolicamente, tanto em condi¢cdes de aerobiose como
de anaerobiose (auséncia de oxigénio molecular). Os produtos finais da
metabolizacdo do acucar irdo depender das condicbes ambientais em que a
levedura se encontra. Assim, enquanto uma porcao do acucar é transformada em
biomassa, CO, e H,O em aerobiose, a maior parte € convertida em etanol e CO,
em anarobiose (LIMA et al., 2001).

O objetivo primordial da levedura, ao metabolizar anaerobicamente o
acucar é obter energia (ATP), que sera empregada na realizacdo de diversos
trabalhos fisioldgicos e biossinteses, necessarios a manutencao da vida,
crescimento e multiplicacdo, para perpetuar a espécie. O etanol e o CO2
resultantes se constituem, tdo somente, de produtos de excrecédo, sem utilidade
metabdlica para a célula em anaerobiose (LIMA et al., 2001).

Apesar de leveduras geneticamente modificadas para apresentar alta
eficiéncia em fermentagédo (LALUCE & MATTON, 1984; LEE et al., 2001; KNOX et
al., 2003; TAVARES, 2005) e que possam metabolizar todas as formas de
acucares, reduzindo os custos de operacao estarem disponiveis desde a década
de 1980, essas sdao muitas vezes substituidas no ambiente industrial por

leveduras selvagens mais robustas que contaminam o mosto em fermentacao
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(WHEALS et al.,, 1999). Na década de 1990, foi adotada uma estratégia
alternativa que consistiu na selecdo entre os contaminantes de leveduras
selvagens entre aquelas que combinaram alta eficiéncia de fermentacdo com
persisténcia prolongada no sistema. Nos ultimos anos, essas estirpes tém sido
amplamente adotadas pelas industrias. Um dos exemplos mais bem-sucedidos é
a linhagem PE-2 (BASSO et al. 2008), atualmente usado por 30% das destilarias
brasileiras, gerando 10% do bioetanol mundial.

Dequin (2001) sugere a utilizacdo de leveduras selecionadas para otimizar
o processo fermentativo, o que tornara o produto final mais competitivo no
mercado. Além disso, leveduras selecionadas melhoram os parametros de
qualidade e garantem uma melhor padronizagao das caracteristicas desejadas.

Basso et al. (2008) relatam um programa de selecdo de leveduras
realizado durante os ultimos 12 anos com o objetivo de selecionar linhagens de
Saccharomyces cerevisiae para a fermentacdo adequada de cana-de-acucar com
reciclo de células, como é realizado em plantas de etanol brasileiro. Como
resultado, sdo apresentadas algumas evidéncias mostrando o impacto positivo de
cepas de leveduras selecionadas para aumentar a producao de etanol e reduzir
os custos de producédo, devido ao seu maior desempenho de fermentacao (alta
produtividade de etanol, reducédo da producéo de glicerol e formacao de espuma,
manutencgao da alta viabilidade celular durante reciclagem).

Alencar et al (2009) analisaram a capacidade fermentativa de vinte e oito
linhagens de S. cerevisiae. A partir dos resultados obtidos, os autores puderam
concluir que a quantidade de etanol produzido pela linhagem depende do estado
fisiolégico das leveduras.

Segundo Alves (1994, apud MALTA, 2006), a viabilidade celular é
extremamente importante para o desenvolvimento do processo fermentativo e a
tolerancia da levedura ao produto da fermentacdo (etanol) € determinante na
produtividade em etanol de fermentacées em escala industrial.

Este aspecto é extremamente importante porque a tolerancia da levedura
ao seu produto de fermentacdo, o etanol, é bastante significante em relagdo a
eficiéncia de produgéo de etanol em fermentagbes em escala industrial. Tem sido
verificado também que a presenca de alcoois superiores (n-butanol, isoamilico),
acidos graxos e seus ésteres mesmo em baixas concentracoes, juntamente com

o etanol, agem de maneira sinergistica intoxicando a célula da levedura, levando-
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a a morte e consequentemente diminuindo a viabilidade celular (ANTONINI,
2004).

Gutierrez (1993) constatou que, num processo fermentativo, a levedura de
panificacdo apresenta maior producdo de alcoois superiores do que leveduras
industriais selecionadas. Em destilarias, é de grande interesse para a producao
de etanol que haja menor formacéao de alcoois superiores.

Nao existe um método absoluto para determinagao da viabilidade celular
de uma populacao de células de levedura. Para estimar a proporcao de células
viaveis em uma cultura ou processo fermentativo, métodos baseados no
plagueamento ou observagcdo microscopica tém sido utilizados. Os métodos de
contagem direta sdo rapidos e simples, exigem um minimo de equipamento,
permitindo que seja observada, simultaneamente, a morfologia celular
(ANTONINI, 2004).

No controle da viabilidade celular nos processos de producéo de levedura
(fermento prensado) e fermentagédo alcodlica (etanol), a coloragdo das células
com azul de metileno ou eritrosina e o cultivo por plagueamento sdo os mais
empregados (ANTONINI, 2004).

Outros microrganismos apresentam potencial para a produgcdo de etanol
em grande escala, utilizando como substratos residuos agroindustriais ricos em
carboidratos (FREITAS, 1999). A bactéria Zymomonas mobilis, que inicialmente
foi isolada de mostos fermentados de cidra, apresentou habilidades promissoras
de transformar agucar em etanol e CO,, em condigbes comparaveis aquelas
exibidas pelas leveduras (CEREDA & VILPOUX, 2003; NETO et al., 2005,
ERNANDES & GARCIA-CRUZ, 2009).

O alto rendimento e produtividade em etanol observado para Zymomonas
sdo uma consequéncia de sua fisiologia exclusiva. Zymomonas é o Unico
microrganismo que metaboliza glicose anaerobicamente usando a via Entner—
Doudoroff (ED) como oposicdo a via Embden—Meyerhof (EM) ou glicolitica
(MATTHEW et al., 2005 apud LIN & TANAKA, 2006). Saccharomyces cerevisiae,
assim como muitos microrganismos, metaboliza glicose pela via EM. A via ED tem
rendimento de apenas metade em ATP/mol de glicose que a via EM. Como
consequéncia, Zymomonas produz menos biomassa que a levedura, e mais

carbono é canalizado para a fermentacao. Também, como uma conseqiiéncia do
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baixo rendimento em ATP, Zymomonas mobilis mantém alto fluxo de glicose
através da via ED (SPRENGER, 1996).

Apesar de sua vantagem como etalonogénico, Z. mobilis ndo esta bem
adaptada para a conversdo de todos os recursos da biomassa porque fermenta
somente glicose, frutose e sacarose. Além disso, é preferivel S. cerevisiae pela
industria, devido a robustez dessa levedura.

A capacidade de microrganismos em produzir etanol a partir de material
lignocelulésico também tem sido investigada por muitos pesquisadores
(DELGENES et al., 1996; ZHANG et al., 2008). Em diversos trabalhos, Pichia
stipitis tem apresentado resultados promissores na conversao de xilose em etanol
a partir de hidrolisados de biomassa lignocelulésica (SLININGER et al., 2006;
JEFFRIES, 2007; MOORE, 2008; GUPTA et al., 2009).

2.4.4. Formas de conducao da fermentacao

Um processo fermentativo pode ser conduzido de trés formas: batelada,
batelada alimentada ou processo continuo. A escolha do processo mais
adequado dependera das propriedades cinéticas dos microrganismos e tipo de
material a ser fermentado, além dos aspectos econémicos (CHANDEL et al.,
2007).

A maior parte do etanol produzido hoje mundialmente € obtida pela
operacao em batelada simples ou descontinua, ja que os custos de investimento
sdo baixos, ndo exige muito controle e pode ser realizado com mao de obra néao
qualificada. Outra vantagem da operacao em batelada é a maior flexibilidade que
pode ser conseguida através de um biorreator para fabricacdo de produtos
diferentes (CAILAK & SUKAN, 1998).

Na fermentacdo em batelada simples ou descontinua, substrato e cultura
de levedura sédo colocados juntamente com os nutrientes no biorreator. Esse
método é o mais seguro quando se tem problemas de manutencédo e assepsia,
pois ao final de cada batelada o reator deve ser esterilizado (SCHMIDELL &
FACCIOTI, 2001).

A fermentacdo descontinua pode levar a baixos rendimentos e/ou
produtividades, quando o substrato adicionado de uma sé vez no inicio da
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fermentacado exerce efeitos de inibicdo, repressdo, ou desvia o metabolismo
celular a produtos que nao interessam (CARVALHO & SATO, 2001a).

O processo descontinuo alimentado, também conhecido como batelada
alimentada ou fed-batch, pode ser considerado uma combinacao da batelada e de
operagOes continuas. Assim como 0 processo de batelada simples, é muito
popular na industria do etanol (CAILAK & SUKAN, 1998).

O processo descontinuo alimentado é definido como uma técnica onde um
ou mais nutrientes sao adicionados ao fermentador durante o cultivo e em que os
produtos ai permanecem até o final da fermentacdo. Devido a flexibilidade de
utilizagdo de diferentes vazdes de enchimento de dornas com meio nutriente, &
possivel controlar a concentracdo de substrato no fermentador, de modo que o
metabolismo microbiano seja deslocado para uma determinada via metabdlica,
levando ao acumulo de um produto especifico (CARVALHO & SATO, 2001b).

As principais vantagens em se utilizar o processo descontinuo alimentado,
sédo a possibilidade de um melhor controle da fermentacdo e da utilizagdo mais
eficiente dos componentes do meio, devido a minimizagédo dos efeitos do controle
do metabolismo celular e da formacao de produtos toxicos, além da prevencéao da
inibicao por substrato ou precursores (CARVALHO & SATO, 2001b).

Bildeaux et al. (2006) conduziram o processo fermentativo em batelada
alimentada descontinuo para reduzir a formacao excedente de NADH durante a
fermentacao alcodlica utilizando S. cerevisiae, e consequentemente, a produgao
indesejada de glicerol.

O processo continuo de alimentacdo é caracterizado por possuir uma
alimentacao continua, de meio de cultura a uma determinada vazao constante,
sendo o volume de reacdo mantido constante através da retirada continua de
caldo fermentado (FACCIOTI, 2001). O processo continuo de fermentagéao
alcoodlica pode ser conduzido com uma ou mais dornas ligadas em série. O
sistema de dornas ligadas em série deve ser preferido, por apresentar maior
produtividade. Nos processos continuos, o cuidado com infeccbes deve ser
redobrado, visto que as dornas estdo permanentemente cheias, dificultando a
limpeza e higienizagdo, além de exigir mais mao-de-obra (VENTURINI FILHO &
MENDES, 2003).

Os objetivos deste trabalho foram: avaliar o rendimento e eficiéncia da
fermentacdo do mosto hidrolisado da cultivar de batata-doce denominada “Duda”
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utilizando trés linhagens da levedura Saccharomyces cerevisiae, e avaliar o efeito
de trés formas de conducdo do processo fermentativo no rendimento, na

eficiéncia e na viabilidade da levedura ao final do processo.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. LINHAGENS DE LEVEDURAS

Foram utilizadas trés linhagens da levedura Saccharomyces cerevisiae. As
linhagens industriais (JP-1 e PE-2) fazem parte da colecdo de culturas do
Laboratério de Microbiologia e Bioprocessos da Universidade Federal do
Tocantins — UFT e a linhagem comercial (Fleischmann®) é a mesma utilizada no
procedimento padrdao de fermentacdo de batata-doce da micro-usina instalada no
Laboratério de Sistemas de Producao de Energia a partir de Fontes Renovaveis
(LASPER).

A linhagem JP-1 foi isolada em uma destilaria de Japungu — PB (SILVA
FILHO et al., 2005). A linhagem PE-2, nomeada também como S. cerevisiae
CCA193 (BRUNETTO et al.,, 2006) foi isolada na destilaria Usina da Pedra,
situada no municipio de Serrana — SP (BASSO et al., 2008).

3.2. PREPARO DO INOCULO

As linhagens mantidas em estoque a -20°C foram reativadas em Agar
Sabouraud-glicose (2% de glicose; 1% peptona; 0,5% de extrato de levedura;
1,8% de agar), pela técnica de estriamento. As placas foram incubadas a 25° C
por 48 horas.

O indculo foi obtido pelo cultivo das linhagens em caldo-de-cana estéril
diluido em agua destilada até a concentracéo de 5° Brix, enriquecido com 0,5% de
extrato de levedura. Os frascos foram mantidos a 30°C, sob agitacdo de 150rpm
em shaker marca Tecnal, modelo TE-421. Nas primeiras 24h, foi realizado o
crescimento em 4 erlenmeyers de 500 ml, contendo 250ml de caldo-de-cana
estéril cada. Apés o consumo dos acucares, que foi acompanhado pelo
decréscimo do °Brix, o conteudo dos frascos foi colocado em um pré-multiplicador
juntamente com 2L de caldo-de-cana a 5° Brix estéril. Apés o consumo dos
acucares, foi acrescentado ao pré-multiplicador 6L de caldo-de-cana estéril, na
concentracao de 102 Brix.
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Apbs o consumo do acgucar disponivel no meio de crescimento, o in6culo
foi decantado sob refrigeracdo e o sobrenadante desprezado. A concentragédo
utilizada para iniciar a fermentacao foi padronizada em 10 g de biomassa (peso
umido) por litro de mosto.

3.3. PREPARO DO MEIO DE FERMENTAGCAO

A cultivar de batata-doce escolhida para esse experimento foi a
denominada “Duda”, que € uma cultivar de pelicula externa roxa e polpa branca,
de formato irregular, alongado, redondo e muito desuniforme. E uma cultivar
tardia, sendo que a colheita deve ser realizada 180 dias ap6s o plantio, para um
melhor aproveitamento da industria, podendo ser colhida com até 7 meses. A
produtividade média obtida, nos ultimos cinco anos, foi de 65,5 t/ha. O teor de
matéria seca é de 40,4%, podendo conferir neste caso rendimentos de 161,04
litros de etanol por tonelada de raiz (SILVEIRA, 2008).

O preparo do mosto para fermentagdo seguiu o protocolo utilizado pelo
Laboratério de Sistemas de Producao de Energia a partir de Fontes Renovaveis
(LASPER) e patenteado por Stefanoni Jr. (INPI, 2009).

A Figura 06 mostra o fluxograma para a produgdo do mosto de batata-
doce.
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Figura 06. Fluxograma de produgéo do etanol de batata-doce
FONTE: Adaptado de SILVEIRA (2008)

Para obtencao do hidrolisado de batata-doce, primeiramente a matéria-
prima foi submetida a lavagem e trituracdo. A batata triturada foi misturada com
agua narazao 1:1,2.

Logo apés, a mistura foi submetida a aquecimento a 90°C para geleificacao
do amido. Quando a temperatura de 90°C foi alcancada, adicionou-se a enzima a-
amilase Termamyl 120L®, na concentragdo de 1,5 mL/kg de batata, e a mistura foi

mantida nessa temperatura por 1 h, para hidrélise da cadeia linear do amido. Em
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seqguida, o pH foi reajustado com &acido cloridrico 1M para as condi¢6es 6timas de
atuacao da enzima glicoamilase, entre 4,0 e 4,5. A temperatura foi reduzida para
60°C, e a enzima amiloglucosidase AMG 300° foi adicionada, na concentragdo de
1,5 mL/kg de batata. Essa temperatura foi mantida por 1h, a fim de que as
dextrinas produzidas pela primeira enzima pudessem ser hidrolisadas em
monémeros de glicose.

Ap6s concluida a etapa de hidrélise, o mosto foi resfriado até
aproximadamente 30°C, a concentragcdo de sdlidos sollveis foi ajustada para
12°Brix com agua e o inéculo foi adicionado. O pH final do mosto ficou na faixa
entre 4,0 e 5,0, faixa 6tima de atuacao da levedura.

Todo o processo de producdo do mosto foi conduzido na micro-usina de
batata-doce do LASPER. A fermentacao foi conduzida em temperatura ambiente
por 36h, variando-se o processo fermentativo.

3.4. CONDUCAO DA FERMENTACAO

Em cada batelada foram utilizados 5,0L de hidrolisado de batata-doce. A
batelada alimentada foi realizada com uma e com duas alimentacdes.

Na primeira, a fermentagdo teve inicio com 2,5L de hidrolisado, sendo
adicionado o restante apés 18h de fermentacdo. No processo de batelada
alimentada com duas alimentacdes, a fermentagdo foi iniciada com 2,0L de
hidrolisado, sendo adicionado a cada intervalo de 12h, 1,5L de hidrolisado.

Decorrido o tempo de fermentacdo, aliquotas foram recolhidas com o
objetivo de analisar teor de acucares redutores, concentracao de sélidos soluveis,
concentracao de etanol e viabilidade celular.

3.5. METODOS ANALITICOS

A concentracdo de acgucares redutores foi determinada antes e apdés o
processo fermentativo, seguindo a metodologia descrita por MILLER (1959),
utilizando-se o método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). O ensaio baseia-se
numa reacao de oxi-reducao entre o acucar redutor e o acido 3,5-dinitrosalicilico,
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sendo acompanhada por espectrofotdmetro em comprimento de onda de 540nm
(TORRES & VIOLANTE, 2007). Os sélidos soluveis foram medidos com o uso de
um refratdémetro 6tico portatil marca Tecnal — Atago, modelo Atago N1E.

Para as analises de etanol, 25 ml do mosto fermentado foram destilados
por arraste de vapor, utilizando microdestilador de alcool, Mod. TE-012, Marca
Tecnal. As amostras foram congeladas e enviadas para a empresa FERMENTEC,
situada em Piracicaba — SP, responsavel pela determinacdo da concentracao de
etanol, utilizando densimetro digital Anton Paar, modelo DMA4500.

A viabilidade celular foi analisada por contagem direta em Cémara de
Neubauer, utilizando-se coloracao diferencial das células pela solu¢dao de azul de
metileno, em microscépio binocular marca Tecnal - Coleman, modelo N107 em

aumento de 100x.

3.6. CALCULO DOS PARAMETROS FERMENTATIVOS

3.6.1. Fator de conversao de substrato em etanol (Yp/s)

A Equacao 1 expressa a quantidade de etanol formada por unidade de agucar

consumido, o que resulta no que comumente se chama de rendimento da

fermentacgao.
Y ,=Pe=Po (1)
S-S
T R
Onde:

PF o massa de etanol final (g/100g)
Po o massa de etanol inicial (g/100g)
SR o massa de substrato residual no meio (g/1009)

ST o= massa de substrato total no meio (g/100gq)
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3.6.2. Eficiéncia do processo fermentativo

A eficiéncia das fermentacbes foi calculada, utilizando-se os valores de
etanol produzido (g/100g) e dos agucares redutores (AR) presentes no caldo
(9/100g9), segundo a Equacéo 2

Eficiéncia (%) = Etanol g100q x 100 (2)
AS . 0,511

AS = massa de substrato consumida na fermentagao (g/100g)

3.7. DELINEAMENTO ESTATISTICO

Os tratamentos foram dispostos em uma esquema fatorial 3 x 3, constituido
por 3 linhagens de levedura (JP1, PE2, PAN) e 3 processos fermentativos
(Batelada simples, batelada com uma alimentagcdo e batelada com duas
alimentacdes). Cada tratamento foi realizado em ftriplicata. Os dados
experimentais foram analisados estatisticamente pelos procedimentos de anélise
de variancia, por meio do programa ASSISTAT®. Para efeito de comparacéo de
médias, foi utilizado o teste Tukey, a 1% e a 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de variancia dos parametros estudados objetivou verificar a
influéncia tanto das leveduras e da forma de conducdo do processo fermentativo,
quanto a interacao entre essas duas variaveis, conforme pode ser visualizado na
Tabela 01.

Tabela 01. Resumo do quadro das analises de variancia para viabilidade (%),
rendimento (g/g), eficiéncia (%) e balanco de massa (L/ha) do processo
fermentativo do hidrolisado de batata-doce

. L Balanco =~ .
Fv Rendimento  Eficiéncia de Massa Viabilidade
Qm Qm Qm Qam
Leveduras 2 0,00245ns 98,33610 ns 4029765 ns 3,69370 **
PF 2 0,00219ns 84,10153 ns 3449703 ns 0,70259 **
Levedura x PF 4 0,00115ns 42,77350ns 1755914 ns 0,89537 **
Tratamentos 8 0,00173ns 66,99616 ns 2747824 ns 1,54676 **
Residuo 18 0,00234 91,81498 3766505 28,8017
Total 26
CV (%) 10,10262 10,21154 10,21184 0,23508

*%

significativo ao nivel de 1% de probabilidade; *

significativo ao nivel de 5% de

probabilidade; ns — ndo significativo; Abreviagbes: FV: Fonte de Variagdo; GL: Grau de

Liberdade; QM: Quadrado Médio; CV — Coeficiente de variagdo em %; PF — Processo

Fermentativo

Os coeficientes de variagdo oscilaram entre 0,23 e 10,21, revelando assim

boa precisdo experimental e permitindo que as inferéncias sobre os resultados

sejam seguras.

De acordo com os resultados da analise de variancia (Tabela 01) nao

houve diferenca significativa para os parametros eficiéncia e balanco de massa.
Da mesma forma, ndo houve interacdo significativa entre linhagem de levedura e
forma de conducdo do processo fermentativo em relacdo aos parametros
estudados, excetuando-se a viabilidade, que apresentou diferenca estatistica ao
nivel de 1% de probabilidade.
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A Tabela 02 mostra as médias do fator de conversdao do substrato em
etanol, para as diferentes linhagens da levedura S. cerevisiae.

Tabela 02. Fator de converséo do substrato em etanol (Yps) utilizando diferentes
linhagens de S. cerevisiae e diferentes processos fermentativos

Processo Fermentativo

Levedura
Batelada Bat. Alim. 1 Bat. Alim 2 Média
Panificacao 0,48 0,44 0,46 0,46
JP-1 0,50 0,43 0,48 0,47
PE-2 0,49 0,50 0,49 0,49
Média 0,49 0,46 0,48

Os valores de maximo e minimo foram muito préoximos, variando de 0,43 a
0,50, comprovando baixa variacdo no rendimento do processo fermentativo com
as variaveis estudadas.

Ribeiro & Horii (1999) obtiveram valores entre 0,43 e 0,46 para
fermentacdo de caldo-de-cana utilizando trés linhagens diferentes de S.
cerevisiae, entre elas, uma linhagem comercial, que apresentou desempenho
intermediario (0,44) na producao de etanol, valor inferior ao encontrado nesse
trabalho.

Conforme mostrado na Tabela 02, ndo houve variagdo no rendimento do
processo fermentativo, mesmo havendo mudancgas na forma de alimentacdo da
fermentacao, fato que vem em contrariedade ao estudado por Andrietta & Tosetto
(2003) que avaliaram a influéncia da velocidade de alimentagdo de substrato em
processos de produgcdo de etanol em batelada alimentada. De acordo com os
autores, o rendimento fermentativo diminui com o aumento do tempo de
enchimento.

Souza (2005) analisou o processo fermentativo do hidrolisado de batata-
doce por meio de células imobilizadas para producdo de etanol e obteve
rendimentos oscilando entre 0,073 e 0,834.

Gonzales (2004) utilizou S. cerevisiae em um meio sintético de sacarose
para obtencdo dos parametros cinéticos desta fermentacdo, tanto em batelada
quanto em batelada alimentada. No processo em batelada, obteve fator de
conversdo de substrato em etanol igual a 0,55, enquanto para batelada
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alimentada, esse valor variou entre 0,50 e 0,51, dependendo da vazao utilizada
durante a alimentagéo.
A Tabela 03 apresenta os valores para eficiéncia do processo fermentativo,

considerando as variaveis linhagens de levedura e processo fermentativo.

Tabela 03. Eficiéncia do processo fermentativo (%) utilizando diferentes linhagens

de S. cerevisiae e diferentes processos fermentativos

Processo Fermentativo

Levedura
Batelada Bat. Alim. 1 Bat. Alim 2 Média
Panificacao 94,8 87,6 90,8 91,1
JP-1 98,2 85,7 95,0 93,0
PE-2 97,5 98,8 96,2 97,5
Média 96,8 90,7 94,0

Maior eficiéncia foi obtida pela linhagem PE-2 (97,5%), seguida da
linhagem JP-1 (93,0%). A linhagem comercial apresentou menor eficiéncia de
fermentacao.

Quanto ao processo fermentativo, melhor eficiéncia foi obtida com a
fermentacdo em batelada (96,8%), seguida pela fermentacdo em batelada com
duas alimentacbes (94,0%). A fermentacdo em batelada com uma alimentagéo
apresentou menor eficiéncia de fermentagao (90,7%).

A linhagem de S. cerevisiae PE-2 apresentou eficiéncia fermentativa
superior em qualquer dos processos fermentativos estudados, enquanto as
linhagens de panificagdo e JP-1 mostraram maior eficiéncia na fermentagdo em
batelada simples.

SOUZA (2006) estabeleceu um processo fermentativo utilizando células
livres de S. cerevisiae comercial, a partir de clones de batata-doce selecionados
para as condigcdes de Palmas — TO e obteve eficiéncia de 92% no processo
fermentativo, valor muito proximo ao obtido neste estudo (91,1%).

Santana (2007) obteve maior teor alcodlico na producao de etanol a partir
de amido de mandioca com linhagens de S. cerevisiae, em relacdo a linhagem de
S. diastaticus,

Urbano et al. (2007) encontraram eficiéncia de 96,18% no processo

fermentativo de manipueira utilizando S. cerevisiae comercial.
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Silva et al. (2008) avaliaram a influéncia de diferentes variaveis, entre elas
o0 °Brix (10 - 20%), sobre a eficiéncia do processo fermentativo de cana-de-agucar.
A eficiéncia do processo fermentativo variou entre 86,64% e 94,45%.

Concatto et al. (2003) analisaram a eficiéncia do processo de producao de
etanol produzido por Z. mobilis e perceberam que valores semelhantes foram
obtidos tanto em regime descontinuo como em descontinuo alimentado, cerca de
95% em relagdo ao maximo tedrico.

Loss et al. (2006) analisaram a influéncia de trés linhagens comerciais de
S. cerevisiae na producao de aguardente de milho maltado e obtiveram eficiéncia
variando entre 64,2% e 77,5%.

Kiransree et al. (2000) utilizaram duas linhagens termotolerantes de S.
cerevisiae para avaliar a capacidade de producdo de etanol a 37°C e 42°C em
fermentacdo submersa de diversos substratos amilaceos e notaram maior
quantidade de etanol produzidos da fermentagdo de trigo e batata-doce, nas
mesmas condicdes em que amido de arroz, de batata, sorgo doce e amido soluvel
produziram uma quantidade menor de etanol, o que corrobora a informacéao de
que batata-doce é um bom substrato para a producdo de etanol. Porém, em
fermentacdo em estado sdlido, maior quantidade de etanol foi produzida a partir
de arroz e sorgo doce, em ambas as temperaturas,

A cultivar de batata-doce denominada “Duda’ € considerada a mais
produtiva para a industria, nas condicdes do Tocantins, em funcéo de sua elevada
produtividade, por combinar em um unico genétipo elevado teor de matéria seca e
produtividade (SILVEIRA, 2008).

Ainda de acordo com Silveira (2008), a produtividade média dessa cultivar
€ de 65,5 t/ha e a produtividade em etanol gira em torno de 161 L/ton, o que gera
uma producgéo de 10.467 litros de etanol por hectare.

Partindo desses dados, juntamente com dados de composicdo da batata-
doce no que tange a concentracdo de amido (24,4%), e dos rendimentos
alcodlicos obtidos neste trabalho para as trés linhagens de levedura, estabeleceu-
se 0 balango de massa da producao de etanol de batata-doce (Tabela 03).
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Tabela 04. Balanco de massa da produgédo de etanol a partir do hidrolisado de
batata-doce.

Balanco de massa (L/ha)

Levedura
Batelada Bat. Alim. 1 Bat. Alim 2 Média
Panificacao 19.195,5 17.746,5 18.389,5 18.443,8
JP-1 19.882,0 17.354,0 19.239,5 18.825,2
PE-2 19.740,5 20.007,0 19.489,5 19.889,0
Média 19.606,0 18.369,2 19.039,5

Os valores obtidos nesse estudo foram superiores aos registrados por
Silveira (2008), variando de 17.354 L/ha a 20.007 L/ha.

SANTANA (2007) produziu etanol a partir de mandioca utilizando S.
cerevisiae e S. diastaticus e encontrou valores de 1860 L/ha e 1769 L/ha,
respectivamente.

A responsabilidade pelo aumento cada vez maior da produtividade em
etanol deve-se aos avancgos tecnoldgicos, pois, conforme citado por Goldemberg
(2000), a producéao brasileira de etanol passou de 2.633 litros por hectare, em
1977, para 3.811 litros, em 1985 (uma média de aumento anual de 4,3%). Em
1989, a média de produtividade no Estado de Sao Paulo era de 4.700 litros de
etanol por hectare, aumentando para 5.100 litros em 1996.

A produtividade brasileira atual atinge os 6.800 litros de etanol por hectare
de cana-de-agucar, podendo chegar aos 8 mil litros. Com tal produtividade, o
Brasil tem os custos mais baixos do mundo. Sé para comparar, os Estados
Unidos conseguem entre 3.500 e 4.000 litros de alcool por hectare, a partir do
milho (COLLATO, 2008).

Embora a anadlise estatistica ndo tenha apontado diferenca significativa
entre os valores de eficiéncia do processo fermentativo, bem como do balanco de
massa para producdo de etanol, como pode ser visto na Tabela 07,
respectivamente, é importante ressaltar que, em caso de aumento de escala, a
diferenca de 6,4% existente entre a eficiéncia das linhagens comercial e PE-2,
deve ser considerada, ou seja, a cada hectare processado pode haver um
acréscimo de aproximadamente 1.500 L de etanol apenas efetuando a troca de

microrganismo fermentador.
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Faz-se necessario um estudo de viabilidade econémica com a finalidade de
mostrar se 0 ganho com aumento de rendimento em etanol com a linhagem
industrial compensaria os gastos com a pré-multiplicacdo da linhagem na industria
ou com a linhagem liofilizada fornecida por algumas empresas do ramo, pois a
linhagem comercial ndo demanda tais custos, porém, apresenta rendimento
inferior.

Outro fator que deve ser analisado é referente a alteracdo de escala do
experimento. Parametros como rendimento e eficiéncia obtidos em bancada
tendem a ser maiores, visto que as condi¢cdes do processo, sao mais facilmente
controladas. Siqueira et al (2008) estudaram a producédo de etanol a partir de
melagco de soja em laboratério, em escala piloto e industrial. Os autores
perceberam que o aumento de escala foi satisfatério, embora tenha havido
pequenas diminui¢cdes, de 169,8L em escala de laboraté6rio para 163,6 e 162,7L
de etanol por tonelada de melagco em pd, obtido em escala piloto e industrial,
respectivamente.

Ainda analisando a Tabela 01, verificou-se diferencga significativa a 1% de
probabilidade pelo teste F entre as trés linhagens de leveduras avaliadas. Estes
resultados evidenciam a existéncia de superioridade na viabilidade celular entre
as linhagens estudadas. Considerando-se as formas de conducdo do processo
fermentativo, ndo houve diferenca significativa na viabilidade celular, porém, a
analise de variancia permitiu a verificacdo de diferencga significativa na interacéao
entre linhagem de levedura e forma de conducéo do processo fermentativo a 5%
de probabilidade pelo teste F, de forma que nota-se variagdo nos valores da
viabilidade celular dependendo da forma com que foi realizada a fermentacéo e
com o tipo de levedura que a executou.

A Tabela 05 mostra as médias de viabilidade celular obtidas apds 36h de
fermentacdo do mosto hidrolisado de batata-doce, utilizando as diferentes
linhagens da levedura S. cerevisiae, onde é analisada também a influéncia da

forma de conducéo do processo fermentativo.
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Tabela 05. Viabilidade celular (%) das linhagens estudadas nos diferentes

processos fermentativos.

Processo Fermentativo

Levedura
Batelada Bat. Alim. 1 Bat. Alim 2 Média
Panificacao 98,3 bB 98,9 aA 97,1 ¢ 98,1 B
JP-1 98,4 bA 98,3 bA 98,2b 98,3 B
PE-2 99,3 aA 99,2 aA 99,5a 99,3 A
Média 98,7 a 98,8 a 98,3 b

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na linha, nao

diferem estatisticamente entre si a 5% pelo teste de Tukey.

A viabilidade celular é sem dudvida um aspecto importante no controle da
fermentacao alcodlica. Quanto maior esse numero, melhor sera o desempenho do
processo (STECKELBERG, 2001). Os valores de maximo e minimo demonstram
valores muito proximos, variando de 97,1% a 99,5%, comprovando baixa variagao
na viabilidade celular.

A linhagem PE-2 apresentou maior viabilidade (99,3%). Ja as linhagens JP-
1 e de panificagdo mostraram menor viabilidade celular, 98,1% e 98,3%,
respectivamente, nao diferindo entre si estatisticamente.

Cherubin (2003) avaliou a viabilidade celular de trés linhagens na
fermentacdo alcodlica quando em cultura mista com contaminantes bacterianos.
Os resultados obtidos mostraram que houve reducdo de viabilidade nos
tratamentos realizados com a linhagem comercial, porém, os tratamentos com a
linhagem PE-2 apresentaram menores redug¢des de viabilidade, ndao havendo
diferenga estatistica para este item entre as duas linhagens industriais (PE-2 e
M26).

As médias de viabilidade celular quando analisadas as formas de conducao
do processo fermentativo variaram entre 98,3% e 98,7%. Ja na interagao entre as
linhagens de leveduras e as formas de conducao do processo fermentativo, as
médias variaram entre 97,1% e 99,5%. Os melhores resultados foram obtidos em
batelada descontinua alimentada com uma alimentagdo para as trés linhagens.
No processo em batelada simples, as leveduras que apresentaram viabilidade
celular mais elevada foram as linhagens industriais JP-1 e PE-2. Para batelada
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descontinua alimentada com duas alimentagdes, a linhagem que apresentou
melhor resultado foi a PE-2.

Na industria de etanol a partir de cana-de-aglcar é interessante manter
altos niveis de viabilidade celular, devido ao fato de haver reciclo de células, o
que significa dizer que apds a fermentagao, as células da levedura sao coletadas
por centrifugacao e tratadas com acido sulfurico em pH 2,0-2,5 por 1-2 h, a fim de
reduzir a contaminacdo bacteriana, e inoculadas novamente em caldo-de-cana
(WHEALS et al., 1999).

No processo de producdo de etanol a partir de batata-doce, ndo ha a
possibilidade de reciclo de células, devido a dificuldade de separacdo destas do
vinhoto. Assim, a cada nova fermentacdo sao inoculadas novas células da
levedura, o que faz com que a viabilidade seja sempre alta, pois, nos casos onde
ocorre reciclo de células, a viabilidade tende a diminuir a cada novo ciclo de
fermentacao.

Aranha (2002) realizou um estudo para analisar o efeito do aluminio sobre
a fermentacao alcodlica e conduziu a fermentacdo de caldo-de-cana com cinco
reciclos da levedura S. cerevisiae (linhagem comercial e PE-2). A presenca de
aluminio afetou minimamente a viabilidade da linhagem PE-2, enquanto a
presenga do metal induziu maior queda na viabilidade da levedura comercial. Tal
fato sugere que a linhagem PE-2 seja mais tolerante que a comercial a agéao
téxica do aluminio.

Malta (2006) analisou os parametros de propagacdo de S. cerevisiae
comercial para producao de cachaca de alambique e percebeu que a viabilidade
celular ndo sofreu interferéncia da presenca de micronutrientes (sais de Cu, Zn,
Fe, Mn).

E comum no processo de fermentacdo alcodlica a infecgdo por bactérias
contaminantes, o que causa queda da viabilidade celular das leveduras, e
consequentemente menor rendimento, devido as toxinas e acidos excretados no
mosto (SKINNER & LEATHERS, 2004).

Oliveira-Freguglia & Horii (1998) analisaram a viabilidade celular de
Saccharomyces cerevisiae em cultura mista com bactérias do género
Lactobacillus fermentum. Os resultados comparativos entre cultura bacteriana
inativada por esterilizacdo e cultura ativa apresentaram reducdes de cerca de
46% e 96% da viabilidade, respectivamente, nas primeiras 12 horas, em relagéao
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ao controle que se manteve constante, ao nivel de 96%. A viabilidade celular de
S. cerevisiae foi afetada apenas no cultivo misto com L. fermentum ou B. subtilis
ativos, que reduziram em 73,5% e 59,2% a viabilidade da levedura S. cerevisiae,
respectivamente.

Ainda ndo ha estudos sobre contaminagcdo bacteriana na producao de
etanol a partir de batata-doce, porém, como o substrato é submetido a um
processo de hidrélise a temperatura de 90°C antes da fermentacao, existe menor
possibilidade de contaminacdo bacteriana, contanto que a etapa de fermentacao
seja conduzida de forma asséptica. Isso pode explicar os altos valores obtidos
para viabilidade celular para todas as linhagens estudadas.

Portanto, a viabilidade, rendimento e eficiéncia do processo fermentativo do
presente estudo sdo promissores para a producado de etanol utilizando a batata-
doce como matéria-prima, podendo ainda ser sugerida a utilizacdo da linhagem
PE-2 no processo, por ter apresentado maiores valores de viabilidade e

rendimento do processo fermentativo.
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5. CONCLUSAO

Os parametros avaliados (rendimento, eficiéncia do processo fermentativo
e balanco de massa da producdo de etanol) ndo apresentaram diferenca
significativa para nenhuma das variaveis estudadas, nem para a interagdo entre
elas.

Com analise do balanco de massa, foi possivel computar um volume
variando entre 17.354 e 20.007 litros de etanol por hectare de batata-doce.

O processo de fermentacao em batelada simples pode ser indicado para
qualquer das linhagens.

A linhagem PE-2 seria a mais indicada para a fermentacdo do hidrolisado
de batata-doce, pois apresentou rendimento entre 4,5 e 6,4% superiores em
relacao as linhagens JP-1 e de panificacao.

A linhagem PE-2 mostrou maior viabilidade celular que as demais
linhagens estudadas (JP-1 e PE-2). A forma de conducdo do processo

fermentativo nao afetou a viabilidade celular.
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