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APRESENTACAO

O livro “O conhecimento cientifico na Quimica 2” apresenta artigos na area de ensino
de quimica, tecnologia quimica, quimica verde, quimica ambiental e processos quimicos.

O e-book contem 29 capitulos, que abordam temas sobre desenvolvimento e
aplicacédo de jogos didaticos, aprendizagem significativa; andlise de livros didaticos;
histéria da quimica; reaproveitamento de residuos agroindustriais; desenvolvimento de
novos materiais de interesse ambiental; adsorventes sustentaveis; fotocatalise, tratamento
de agua e efluentes; sintese de liquidos ibnicos; hidrolise enzimatica e quantificacdo de
enzimas; estudos de toxicidade; analise quimica de 6leos essenciais; aplicacéo de extratos
de frutos da regido amazénica na atividade enzimatica; desenvolvimento de eletrodo;
desenvolvimento de compoésitos a partir de residuos; producao de fertilizantes de liberacéo
controlada; tecnologias e técnicas para aplicacdo de plasma em quimica; sintese e
aplicacé@o de nanotubos de carbono.

Os objetivos principais do presente livro sdo apresentar aos leitores diferentes
aspectos do conhecimento cientifico no Brasil e suas relagdes esta ciéncia. Nos tempos
atuais é perceptivel a importancia da pesquisa académica no Brasil para o desenvolvimento
de novas tecnologias, farmacos e vacinas que auxiliem no combate as doencas e na
qualidade de vida. Dessa forma, mais uma vez a Atena Editora reine o conhecimento
cientifico em forma de ebook, destacando os principais campos de atuag¢do da quimica no
pais.

Os artigos constituintes da cole¢éo podem ser utilizados para o desenvolvimento de
projetos de pesquisa, para o ensino dos temas abordados e até mesmo para a atualizagédo
do estado da arte nas areas de quimica, tecnologia quimica, quimica ambiental e ensino
de quimica.

ApOs esta apresentacao, convido os leitores a apreciarem e consultarem, sempre
que necessario, a obra “O conhecimento cientifico na Quimica 2”. Desejo uma excelente

leitura!

Erica de Melo Azevedo
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DE ETANOL

RESUMO: Neste trabalho, o amido de batata-doce
foi utilizado para a producgéo de etanol através do
processo de fermentacéo alcodlica pela levedura
Saccharomyces cerevisiae e a hidrélise deste
amido foi realizada utilizando o malte de cevada
como fonte de enzimas amioliticas. O malte de
cevada foi moido previamente e foram testadas
as seguintes condicdes de hidrolise enzimatica:
inicialmente, foi fixada a concentragcdo de amido
de batata doce em 10% (m/V) e variadas as
concentracbes de malte pilsen em 5%, 10% e
15% (m/m) em relacdo ao amido. Em seguida,
foi selecionada a melhor condicdo do malte
pilsen, para variar a concentragdo do amido de
batata-doce em 5% e 15% (m/V). Por fim, foi
selecionada a melhor condicdo de amido e de
malte pilsen, para realizar a hidrélise com o malte
pale ale. As hidrélises tiveram o tempo de 2 horas
a 60°C. Em seguida o mosto foi fermentado pela
levedura na concentracdo de 1.g L. A variacéo
na concentragdo de malte ndo foi um fator
determinante no teor de etanol, sendo possivel
obter teor alcotlico sem diferenga significativa
para a menor concentracdo (5% m/m) e para
a maior concentracdo de malte (15% m/m). A
analise espectroscopica realizada na regido do
infravermelho confirmou a presenga de etanol
através das bandas de estiramento de O-H em
3351 cm™ e de alongamento C-O em 1048 cm™.

PALAVRAS-CHAVE: Hidrolise enzimética,
fermentacdo alcodlica, amilase, destilacao,
infravermelho.
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SWEET POTATO STARCH HYDROLYZED WITH BARLEY MALT ENZYMES FOR
ETHANOL PRODUCTION

ABSTRACT: In this work, the sweet potato starch was used for ethanol production through
the process of alcoholic fermentation by the Saccharomyces cerevisiae yeast and the
hydrolysis of this starch was carried through using barley malt as amylaceous enzyme source.
Barley malt was ground previously and had been tested the following enzymatic hydrolysis
conditions: initially, the sweet potato starch concentration was fixed in 10% (m/V) and varied
the concentrations of pilsen malt in 5%, 10% and 15% (m/m) in relation to the starch. After
that, it was selected the best condition of pilsen malt, to vary the concentration of the sweet
potato starch in 5% and 15% (m/V). Finally, the best condition of starch and pilsen malt was
selected, to carry through hydrolysis with pale ale malt. The hydrolysis had the time of 2 hours
at 60°C. After that the must was fermented by the yeast in the concentration of 1.g L. The
variation in the concentration of malt was not a determinative factor in the ethanol content,
being possible to get alcoholic text without significant difference for the lesser concentration
(5% m/m) and for the biggest concentration of malte (15% m/m). The spectroscopic analysis
in the region of the infra-red ray confirmed the presence of ethanol through the bands of
stretching of O-H in 3351 cm™ and allonge C-O in1048 cm™.

KEYWORDS: Enzymatic hydrolysis, alcoholic fermentation, amylase, distillation, infra-red.

11 INTRODUGAO

Os biocombustiveis vém sendo o foco de muitos estudos em todo o mundo, e o
etanol € um dos que possui destaque, sendo usado em larga escala como combustivel. A
producao de etanol como um biocombustivel enfrenta desafios, como a busca por matérias-
primas que ndo disputam com a produc¢do de alimentos e que apresentem baixo custo.
Uma das alternativas do momento € a utilizagdo do amido, obtido de fontes amilaceas
como raizes e tubérculos (SILVA; 2012, RAMIREZ; 2017).

No Brasil, devido a elevada variagéo territorial e diversificagéo climética, pode-se
usufruir de diversas culturas com potencial para produgcéo de etanol, entre elas a batata-
doce (Ipoema batatas). A batata-doce conta com elevado teor de amido e também apresenta
determinadas caracteristicas agrondémicas, como resisténcia a seca, crescimento em
solos pobres, ciclo curto de crescimento e baixa incidéncia de pragas e doencga. Essas
caracteristicas tornam viavel o uso de seu amido na utilizagdo como biocombustivel
(PAVLAK et al.; 2011, SCHWEINBERGER; 2016)

O amido € um carboidrato encontrado na natureza como a reserva energética
mais importante no reino vegetal. O amido € composto de dois polissacarideos: amilose
e amilopectina. Esses polissacarideos que compdem o amido néo sdo fermentesciveis,
sendo necessaria uma etapa de hidrélise para transformagéo em agucares menores. A
hidrélise enzimatica apresenta vantagens sobre a hidrolise acida devido a uma elevada
seletividade, baixa demanda de energia, especificidade do substrato e ndo geragcéo de
produtos indesejaveis (SCHWEINBERGER; 2016, WANG et al.; 2017).
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Previamente a hidrolise, o amido é submetido a um processo denominado
gelatinizacdo, onde é aquecido em 4gua. Esse processo faz com que a ordem molecular
do granulo de amido colapse ao atingir determinada temperatura, fazendo com que os
granulos absorvam agua e inchem, dessa forma “abrindo” o granulo de amido, permitindo
que as enzimas da hidrolise trabalhem com mais eficiéncia. As enzimas empregadas na
hidrélise enzimatica sdo basicamente as a e B-amilases, oriundas de fontes como cereais
e micro-organismos. Na producédo de etanol como biocombustivel, usualmente utiliza-se
de enzimas comerciais, tornando o processo de elevado custo. Dessa forma, uma fonte de
baixo custo torna-se uma possibilidade interessante no processo. Nesse contexto, o malte
de cevada produz uma grande quantidade de enzimas amioliticas que hidrolisam o amido,
como a-amilase, B-amilase, a-glucosidase e dextrinase limite. Essas enzimas hidrolisam
as ligagdes a-1,4 e a-1,6 no amido em agucares fermentaveis, como glicose e maltose
(CURVELO-SANTANA; 2010, STACIAKI et al.; 2020, EVANS et al.; 2010).

Neste trabalho, o malte de cevada foi utilizado como fonte de biocatalisadores para a
hidrolise do amido de batata-doce para proporcionar a fermentagéo alcodlica pela levedura
Saccharomyces cerevisiae.

21 MATERIAIS E METODOS

Previamente a cada sintese, todas as vidrarias e aparatos foram esterilizados com
etanol 70% e secos posteriormente, afim de evitar a contaminag¢ao por microrganismos que
poderiam interferir na reac¢édo da hidrélise do amido e da fermentacéo.

2.1 Hidrdlise enzimatica e fermentacao do mosto

A extracé@o das enzimas foi realizada in situ simultaneamente a hidrolise do amido.
Desta forma, o amido de batata doce foi exposto a uma gelatinizacdo em agua e em
seguida o malte foi adicionado, iniciando-se a hidrélise. A hidrolise enzimatica foi realizada
a uma temperatura de 60°C pelo tempo de 2 horas, obtendo-se o mosto. Em todos os
experimentos o pH foi ajustado para 5,0 com tampao fosfato, para a melhor atividade das
enzimas. As concentragdes de amido e malte foram variadas para a avaliagédo da influéncia
no teor de etanol que seria obtido.

2.1.1 Estudo da variagdo concentracdo de malte de cevada e de amido
de batata-doce

Primeiramente, foi fixada a concentracdo de amido de batata-doce em 10% (m/V),
variando as concentracdes de malte pilsen em 5%, 10% e 15% (m/m) em relagéo ao amido.
Em seguida, foi selecionada a melhor condicdo do malte pilsen, para variar a concentragcéo
do amido de batata doce em 5% e 15% (m/V). Por fim, foi selecionada a melhor condicéo
de amido e de malte pilsen, para realizar a hidrélise com o malte pale ale.
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2.1.2 Fermentacgéo alcodlica

Os ensaios de fermentagéo alcodlica foram realizados com a levedura ale comercial
Saccharomyces cereviseae da marca Lallemand tipo Nottingham, adquirida do comércio
local. Inicialmente as leveduras foram ativadas conforme instru¢des do fabricante, onde foram
adicionadas a 20 mL de agua e aquecidas na temperatura de 30 a 35°C pelo tempo de 20
min. O mosto preparado anteriormente foi transferido para um fermentador e a fermentacéo
foi procedida na temperatura de 20°C, com o auxilio de um banho termostatizado, por 7
dias. A concentragdo da levedura foi de 1 g L. Todas as fermentacdes foram realizadas em
duplicata. Ao final da fermentacgéo, o teor de etanol e o °Brix foram medidos com auxilio de
refratbmetros especificos.

2.2 Determinacéao do grau de atenuacao

O estudodo graude atenuagéo foi realizado utilizando as condi¢bes que apresentaram
maiores teores alco6licos e maiores °brix. Foram feitas medidas do teor de etanol e de °brix
a cada 12 horas no amido hidrolisado que estava em processo de fermentacédo por 7 dias,
para construgéo do grafico do grau de atenuacéo.

2.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os produtos das fermentagbes com maiores teores de etanol foram analisados
através de espectroscopia na regido do infravermelho, para a andlise de grupos funcionais
e confirmacéo da presenca de etanol.

As amostras foram submetidas a destilagdo simples e posteriormente destilagéo
fracionada para purificacdo dos produtos obtidos. Durante a destilagéo fracionada, o teor
de etanol foi medido a cada 1 mL de destilado obtido até a estabilizacdo no teor de etanol.
A coleta de amostra foi feita até a diminuicao do teor de etanol e o restante foi descartado
com a finalidade de promover uma maior separacao entre agua e etanol. Apos a purificagéo,
as amostras foram analisadas em um espectrdmetro de infravermelho com transformada

de Fourier.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estudo do efeito da variacdo da concentracao do malte pilsen e do amido
de batata-doce

Os primeiros experimentos foram procedidos fixando a concentracéo de 10% (m/V)
de amido de batata doce, variando as concentracdes de malte pilsen em 5%, 10% e 15%
(m/m) em relagédo ao amido. A partir dos resultados desses experimentos, foi selecionada
a condicdo contendo 5% (m/m) de malte pilsen em relacdo ao amido, pois obteve-se 12%
na média do teor de etanol. Selecionada essa condi¢éo, foram realizados os experimentos
variando as concentragcdes de amido de batata doce em 5% e 15% (m/V), fixando a
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concentracdo de malte pilsen em 5% (m/m) em relagdo ao amido. Todos 0s experimentos

foram feitos em duplicata. Na tabela 1, encontram-se os resultados obtidos do °brix antes e

apo6s a fermentagéo, assim como o teor de etanol.

Concentracao de  Concentracdo de °Brix antesda °Brixapdésa Teor de etanol

amido (% m/V) malte (% m/m) fermentacdo  fermentacao (% m/m)
10 5 7,5+0,710 4,5 +0,707 12,0 £1,41
10 10 8,5+ 0,000 4,4 + 0,566 10,5 £ 0,707
10 15 9 + 0,000 4,5 + 0,000 10,8 + 0,354
5 5 5,0 +0,000 3,5+ 0,000 8,0 +0,000
15 5 11,0 = 0,000 5,5 +0,707 13 1,41

Tabela 1. Resultados obtidos no estudo da variagdo da concentracéo de malte pilsen e de

amido de batata-doce

Os resultados demonstram que houve redugdo do °Brix apdés a fermentacao,

indicando o consumo do substrato durante o processo de fermentacdo alcodlica. Essa

diminuigcdo no teor de sélidos solUveis era esperada, pois no processo fermentativo os

microrganismos da levedura alimentam-se dos agucares disponiveis no mosto, para

conversdao em etanol e outros compostos organicos. A figura 1 demonstra o grafico de

colunas com barras de erros do teor de etanol e a concentragéo de malte.

Teor de etanol (% m/m)

5 10 15 20
Concentragdo de malte (% m/m)

Figura 1 — Grafico de colunas com barras de erros para o teor de etanol e a concentragio de
malte para os ensaios utilizando 10% (m/V) de amido.
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A partir dos resultados da fixando a concentragcdo de malte pilsen em 5% (m/m),
observa-se que a melhor condigcéo foi para o amido na concentragcédo de 15% (m/V). Isso
se deve ao fato de que a maior concentragdo de amido gera uma maior concentracéo de
acucares redutores ap0s a hidrélise, e consequentemente, um teor de etanol mais elevado.
A figura 2 demonstra o grafico de colunas com barras de erros para o teor de etanol e a
concentracédo de amido. Pode-se observar que para as concentracdes de 10 e 15% (m/V)
de amido, ndo ha diferenca significativa entre as concentragdes.

Teor de etanol (% m/m)

0 5 10 15 20
Concentracao de amido (% m/V)

Figura 2 — Gréfico de colunas com barras de erros para o teor de etanol e a concentragéo de
amido.

3.2 Experimentos utilizando o malte pale ale na hidrélise do amido de batata-
doce

Apbs o0s experimentos utilizando malte pilsen serem desenvolvidos, foram
selecionadas as condi¢des de 10% (m/V) de amido e 5% (m/m) para aplicar ao experimento
utilizando o malte pale ale. Na tabela 2 estao apresentados os resultados obtidos nesses
experimentos.

Concentracao de Concentracao de °Brix antes da °Brix apés a Teor de etanol
amido (% m/V) malte (% m/m) fermentacao fermentacao (% m/m)
10 5 8,5 +0,000 4,0 +0,000 9,0 +0,000

Tabela 2. Resultados obtidos utilizando o malte pale ale na hidrélise.
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Na tabela 3, encontra-se a comparacdo das mesmas condicdes experimentais
para os maltes pilsen e pale ale. Observa-se que o malte pilsen apresentou um maior teor
de etanol em relacdo ao malte pale ale. Segundo o fabricante, o malte pilsen tem poder
diastatico de 245°WK, enquanto o malte pale ale é de 200°WK. O poder diastatico avalia
principalmente a atividade da enzima B-amilase, logo, seu poder de agdo na degradacgéo
do amido em glicose e maltose, etc. Isso pode estar relacionado a uma maior quantidade
de acUcares fermentesciveis, que estavam disponiveis no processo fermentativo, gerando
um maior teor de etanol (AGRARIA, 2018).

Malte °Brix antes da fermentacdo °Brix ap6s a fermentacdao Teor de etanol (% m/m)
Pilsen 7,5+0,710 4,5 +0,707 12,0 1,41
Pale Ale 8,5 +0,000 4,0 £ 0,000 9,0 £0,000

Tabela 3. Comparagéo dos resultados usando os maltes pilsen e pale ale.

Na producgéo de etanol, existem diversos fatores que podem afetar a fermentacao
alcoolica, como a temperatura, pH, concentracéo do substrato, aeragéo/agitacéo, tempo, e
esses fatores séo a principal causa do rendimento da fermentacao, isto &€, porcentagem de
acucar que se transforma em alcool (DE SOUZA, MONTEIRO; 2011).

Os resultados demonstram que a concentragdo de malte nao foi o fator determinante
para maiores teores de etanol ap6s a fermentagdo, mas sim a concentragcdo de amido.
O malte de cevada teve como principal fun¢do a sacarificagdo do amido em agUcares
fermentesciveis, por meio da hidrélise enzimatica, substituindo dessa forma a enzima
comercial.

A hidrolise do amido, realizada pelas enzimas presentes no malte de cevada
apresentaram condi¢cdes o6timas de atividade nos experimentos, com pH em 5,0 e
temperatura de 60°C. Dentre as enzimas que compéem o malte, a B-amilase &€ uma
exoenzima na qual tem acéo rigorosamente ordenada. Essa enzima ataca a amilose e a
amilopectina a partir de extremidades nao redutoras e na sequéncia hidrolisa toda a ligagédo
a-1,4 posterior, gerando maltose (um dissacarideo fermentescivel) e uma nova molécula de
amido de peso molecular reduzido. A B-amilase € apta na conversao da amilose inteiramente
a maltose. A outra enzima, a-amilase, € uma endoenzima. Assim como a B-amilase, ataca
somente as ligacbes a-1,4, mas de maneira dispersa. Dessa forma, qualquer ligacéo a-1,4
na molécula de amido (com excecdo aquelas proximas a de uma ligacao a-1,6 em um
ponto de ramificacao) é capaz de sofrer hidrélise. Assim, a a-amilase produz quantidades
significativas de agucares fermentesciveis como glicose, maltose e maltotriose, que tornam-
se disponiveis para os microrganismos da levedura na fermentacéo alcodlica. A viscosidade

do amido era reduzida com rapidez subsequentemente a adicao do malte, devido sua
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natureza randémica da hidrolise, diminuindo em pouco tempo a massa molecular média
das cadeias de amilose e amilopectina (LIMA; 2019, ARAUJO; 2012, SANTANA; 2007).
Os teores de etanol obtidos com os experimentos foram superiores aos obtidos em
trabalhos que utilizam a enzima pura para a hidrélise do amido. SCHWEINBERGER (2016)
desenvolveu ensaios utilizando amido granular vs batata-doce pré-aquecida, obtendo teores
de etanol de 9,25% (v/v) com a batata-doce pré-aquecida e 6,13% (v/v) com a batata-doce
crua. Foram obtidos resultados semelhantes aos de SANTANA (2007) utilizando diferentes
tipos de maltes de grdos na hidrolise e fermentagéo do amido. Desse modo, 0 processo
de hidrélise e fermentacdo do amido de batata-doce foi mais eficiente utilizando o malte de
cevada como fonte enzimatica, pois apresentou resultados com maiores niveis de etanol

comparado a trabalhos que utilizam a enzima comercial.

3.3 Determinacéao do grau de atenuacao

Nas figuras 3 e 4, encontram-se os resultados na determinacéao do grau de atenuacao
para as amostras contendo 10% e 15% (m/V) de amido e 5% (m/m) de malte pilsen.
Observa-se que os teores de etanol atingiram seu maximo apds 12 horas de fermentacéo,
com moderado consumo do °Brix. Nessas 12 horas, os microrganismos adaptaram-se ao
meio e iniciaram sua multiplicacdo, metabolizando os agUcares de forma anaerébica. Apds
as 12 horas de fermentacéao, o °Brix passou a decrescer, indicando o consumo dos agucares
presentes no mosto. O teor de etanol também passou a diminuir ap6s as 12 horas, e ap6s
60 horas de fermentacéo, estabilizou-se. Pode-se considerar que a concentracao de etanol
é um fator estressante para a levedura, podendo se tornar toxico para a célula, fazendo
com que as enzimas da Saccharomyces cerevisiae sofram inativagdo ao serem submetidas
a altas concentracgdes de etanol. O etanol inibe de forma ndo competitiva o transporte de
maltose e glicose através da membrana plasmatica da levedura. Portanto, o consumo de
etanol pelos microrganismos podem interromper seu crescimento e reproducéo, fazendo
com que haja diminui¢édo das leveduras ativas no meio fermentativo (STACIAKI et al.; 2020,
DORTA; 20086).
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Figura 3 - Grafico dos resultados do grau de atenuagéo para o experimento com 10% (m/V) de
amido e 5% (m/m) de malte em relagcéo ao amido.
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Figura 4 — Grafico dos resultados do grau de atenuagéo para o experimento com 15% (m/V) de
amido e 5% (m/m) de malte em relacéo ao amido.

O Conhecimento Cientifico na Quimica 2 Capitulo 13




3.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia FTIR foi realizada nos produtos das fermenta¢des dos ensaios
com 10% (m/V) de amido, e 5% e 10% (m/m) de malte pilsen, assim como no ensaio
com 15% (m/V) de amido e 5% (m/m) de malte pilsen. Na figura 5, ilustra-se bandas
significativas que coincidem com as bandas de etanol 99%, comprovando a presencga dos
grupos funcionais de etanol que compdem as amostras. A banda em 3351 cm™' refere-se
ao estiramento da ligacdo O-H, e a banda em 1048 cm' refere-se ao estiramento angular
da ligacédo C-O. H4 também uma banda em 1653 cm™, presente em todas as amostras das
fermentagdes, correspondente ao estiramento C=0O da carbonila, proveniente de outros
compostos organicos que podem ter sido formados durante o processo fermentativo. As
demais bandas que coincidem com o etanol 99% estéo na tabela 4.
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Figura 5. Espectros de infravermelho das amostras comparadas com etanol 99%.
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Numero de onda esperado Numero de onda observado (cm™) Banda

3400-3200 3351 Estiramento O-H
3000-2850 2969 Estiramento C-H
3000-2850 2882 Estiramento C-H
1850-1650 1653 Estiramento C=0
1450-1375 1380 Deformacéo angular C-H
1300-1000 1048 Estiramento C-O

Tabela 4. Bandas dos espectros e seus respectivos nimeros de onda (Pavia et al.; 2010).

41 CONCLUSOES

A utilizagéo do malte de cevada no processo de hidrélise enzimatica do amido de
batata-doce apresentou 6timo desempenho. As enzimas presentes no malte de cevada séo
capazes de extrair e promover a quebra do amido em agucares menores, fermentesciveis,
que tornando-se disponiveis para os microrganismos da levedura na fermentagéo alcodlica.
Os experimentos das hidrélises, em temperaturas de 60°C e pH em 5,0 apresentaram as
condi¢des necessarias para a atividade das enzimas amioliticas. Os estudos de grau de
atenuacdo das amostras demostraram que em apenas 12 horas do inicio o teor de etanol
atingiu seu valor maximo com baixo consumo de agucar pelas leveduras. Os experimentos
com as melhores respostas foram utilizando 10% (m/V) e 15% (m/V) de amido, ambos com
5% (m/m) de malte em relagdo ao amido, obtendo teores de 12% (m/m) e 13% (m/m) de
etanol, respectivamente. A utilizacdo do malte pale ale ndo demonstrou ser uma alternativa
viavel, pois 0 experimento apresentou menor teor de etanol comparado ao malte pilsen. A
espectroscopia na regido do infravermelho confirmou através das bandas de ligacdo O-H e
C-0 que os produtos sintetizados e purificados eram etanol, comparados a curva do etanol
99%.
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