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RESUMO

O uso de residuos agroindustriais em processos biotecnoldgicos estd ganhando destaque para
producdo de biocombustiveis renovaveis através do emprego de tecnologias modernas,
econOmicas e sustentdveis. Os residuos agroindustriais ricos em amido vém sendo estudados
por apresentar um grande potencial para producdo de bioetanol. Dentre os principais residuos
amildceos estd a crueira, a qual constitui um sélido produzido em abundancia apds a etapa de
moagem e esfarelamento da mandioca processada para a obtencdo de farinha. Para a
bioconversdo do amido contido na crueira é necessario um processo de sacarificacdo, o qual
foi realizado no presente estudo utilizando um extrato enzimético produzido por Bacillus sp.
Os agucares fermentesciveis produzidos na hidrélise foram convertidos posteriormente pela
levedura Saccharomyces cerevisiae, gerando bioetanol como produto final do processo. Com
isso, o objetivo do presente trabalho foi estudar a bioutilizacdo do residuo agroindustrial
(crueira) para producdo de etanol de segunda geracdo. O residuo foi caracterizado através de
andlises fisico-quimicas e o estudo do processo de hidrdlise enzimaética foi realizado através
de Planejamento Experimental Fatorial Completo 2%, Ap0s, o hidrolisado foi utilizado para o
processo de fermentagdo alcodlica. Os resultados das andlises fisico-quimicas demonstraram
que a crueira possui alto teor de amido (82,00 = 0,58%). Através do Planejamento
Experimental foi evidenciado que a varidvel concentragdo de crueira foi estatisticamente
significativa, sendo a melhor faixa de sacarificacdo obtida de 100 a 108 g/L de crueira e 70
mL de extrato enzimatico, atingindo 10 °Brix. Os ensaios cinéticos demonstraram que 20 h é
o tempo necessdrio para concluir o processo de hidrdlise. Os ensaios de fermentacdo alcodlica
demonstraram um teor de etanol de 0,291 %, apresentando caracteristicas fisico-quimicas
diferentes do etanol produzido da cana-de-agucar.

Palavras chaves: crueira; bioconversao; etanol; biotecnologia; mandioca.



ABSTRACT

The use of agro-industrial waste in biotechnological processes is gaining prominence for
production of renewable biofuels through of modern, economic and sustainable technologies.
The agro-industrial residues rich in starch have been studied for presenting a great potential
for the production of bioethanol. Among the main starchy residue is the crueira, which is a
solid produced in abundance after the grinding and flaking of the cassava processed to obtain
flour. For the bioconversion of starch contained in the crueira is needed a saccharification
process, which was conducted in this study using an enzyme extract produced by Bacillus sp.
The fermentable sugars produced in the hydrolysis, were later converted by the yeast
Saccharomyces cerevisiae, producing ethanol as the final product. Therefore, the objective of
this research was to study re-use of agro-industrial waste (crueira) for second-generation
ethanol. The residue was characterized through physical-chemical analysis and the study of
enzymatic hydrolysis process was made by Experimental Full Factorial Planning 2°. Then, the
hydrolyzate was used to the fermentation process. The results of the physico-chemical
analysis showed that crueira has a high starch content (82.00 £ 0.58%). Through the
Experimental Planning, it was evident that the variable concentration of crueira was
statistically significant, with the best saccharification range obtained at 100 to 108 g / L
crueira and 70 mL of enzymatic extract reaching 10 ° Brix. Kinetic studies demonstrated that
20 hours is the time required to complete the hydrolysis process. The alcoholic fermentation
studies showed 0.291% ethanol content, having different physical and chemical
characteristics of the produced ethanol from sugarcane.

Key words: crueira; bioconversion; ethanol; biotechnology; cassava.
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1.0 INTRODUCAO

As mudancgas climdticas t€ém provocado muitas preocupagdes em todo o mundo e
incentivado a necessidade de encontrar fontes renovaveis de energia. Os impactos ambientais
e a oscilacdo nos precos do petréleo sdo os principais fatores que estimulam a busca por
biocombustiveis sustentdveis (FERREIRA; PASSADOR, 2014). Grande parte da energia
consumida no mundo € oriunda de fontes nio renovaveis, como o petréleo e o carvao mineral,
sendo necessdrio o desenvolvimento de novas tecnologias alternativas (ARAUJO et al, 2013).

Governos de todo o mundo t€ém estimulado a expansdo da producdo e do consumo de
energias limpas, tendo em vista que as emissoes de gases de efeito estufa sdo frequentemente
discutidas através de politicas publicas (DUNHAM et al, 2010; OLIVEIRA, 2015). H4 uma
grande tendéncia em empregar tecnologias modernas e eficientes para o desenvolvimento e
producdo de biocombustiveis produzidos a partir de biomassas, tornando-os mais
competitivos em relacdo aos combustiveis fosseis (DEMIRBAS, 2008).

No Brasil, o etanol produzido por cana-de-agicar mostrou-se benéfico, porém, a
cultura da cana- de-agicar exige solos com elevadas pluviosidades e fertilidade, além de
possuir um limitado periodo util de industrializacdo (FERREIRA et al, 2005). Para diminuir a
dependéncia de uma monocultura para a produgdo de etanol e consequentemente atender as
demandas de mercado, os residuos agroindustriais surgem como uma nova possibilidade para
a producdo de combustiveis renovaveis, sendo o seu bioprocessamento de grande interesse
economico e social (BRINGHENTI et al, 2007).

A utilizacao de residuos agroindustriais como co-produtos para a produgdo de etanol
apresenta inUimeras vantagens, como o baixo custo da matéria-prima, permitindo a
bioconversdo da mesma em produto comercial com um menor custo de processamento
(ORTIZ, 2010; CRUZ et al, 2011). Dentre os residuos agroindustriais de interesse econdomico
para a producdo de etanol estdo os residuos amildceos gerados no beneficiamento da
mandioca para a produ¢do de farinha, sendo eles a manipueira e a crueira, residuos liquido e
solido, respectivamente (CAMILLI, 2007; BRINGHENTI; CABELLO, 2005; SANTANA,
2007).

O residuo sélido, crueira, é gerado em grandes quantidades durante o processo de
producdo da farinha de mandioca, sendo formada pela composicdo de pedacos de fibras e
entrecascas da farinha de mandioca separadas por peneiramento antes da etapa de torracao da

massa prensada (ARAUJO ez al, 2014). Sua composicio destaca-se pela quantidade de amido
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retida e geralmente descartada, perdendo seu potencial energético para a conversdo em
produto comercial como etanol (NEVES, 2004).

Para a producgdo de etanol a partir do amido, é necessaria uma hidrélise prévia de
suas cadeias para a obtencdo de aclcares fermentesciveis, tendo em vista que o amido nao
pode ser convertido diretamente (TORRES et al, 2012). O processo de hidrdlise ou
sacarificacdo de materiais amildceos pode ocorrer através de hidrélise enzimdtica, a qual
apresenta bom rendimento, ndo origina produtos téxicos indesejdveis ao meio e apresenta
baixo custo de producao (TORRES et al, 2012; SANTANA, 2007).

O processo de hidrélise enzimatica ocorre através do uso de enzimas amiloliticas,
que representam um grupo enzimdtico de grande aplicacdo e fazem parte de uma tecnologia
limpa que visa substituir gradativamente diversas reacdes quimicas, apresentando vantagens
por desenvolver reacdes em condi¢gdes brandas de temperatura e pH (TORRES et al, 2012;
FERREIRA; PASSADOR, 2014). O trabalho em questio tem como finalidade produzir etanol
a partir do residuo sélido (crueira), hidrolisado enzimaticamente, visando a geracdo de um

biocombustivel econdmico e sustentavel.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a producdo de etanol amildceo utilizando como matéria-prima o residuo

sélido obtido no beneficiamento da mandioca (crueira).

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar o residuo sélido (crueira) através de analises fisico-quimicas;

e Produzir enzima amilase de Bacillus sp. ANRASO02, usando amido soluvel
como substrato;

e Identificar as condi¢gdes de otimizagdo do processo de sacarificagdo do amido
presente na crueira usando amilase bacteriana;

e Estudar o processo fermentativo do material hidrolisado utilizando a levedura
Saccharomyces ceverisiae comercial;

e Desenvolver a cinética de fermentacao alcodlica;

e Obter o etanol, caracteriza-lo e compara-lo ao etanol de primeira geragao

produzido a partir da cana-de-agucar.
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3.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biocombustiveis

A matriz energética mundial tem participacdo total de 80% de fonte de carbono
fossil, sendo o petréleo, o carvdo mineral e gds natural, os principais responsdveis pelo
aquecimento global, devido as emissdes de di6xido de carbono (CO,) liberadas para a
atmosfera (SANTOS 2012; OLIVEIRA et al, 2014). Os problemas ambientais ocasionados
trouxeram uma preocupacdo com a preservacdo ambiental, levando assim os governos a
buscarem estratégias para a producdo e consumo de combustiveis obtidos a partir de
processos renovaveis e sustentaveis (SANTOS et al, 2012).

Nas dltimas décadas, a producdo de biocombustiveis evidenciou maior importancia
na reducdo da dependéncia em relacdo ao petréleo e consequentemente a minimizacdo dos
impactos ambientais (BARBOSA, 2014). A utilizacdo dos biocombustiveis €, sem duvida,
uma alternativa energética para cumprir as metas estabelecidas para a reducao de emissoes de
diéxido de carbono na atmosfera. Os principais acordos de mudancas climéticas, como o
Protocolo de Kyoto e a 21* Conferéncia do Clima (COP-21) tiveram como objetivo definir as
diretrizes entre os paises sobre a emissdo de gases de efeito estufa, tracando como meta para o
Brasil a reducao de 43% até o ano de 2030 (OLIVEIRA, 2015; SALLET; ALVIM, 2011).

O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores de biocombustiveis, gracas a
combinacdo de condicdes favordveis ao cultivo de cana-de-acicar e “a demanda interna
crescente da frota de veiculos flex (MILANEZ et al, 2008). Esse crescimento foi possivel
devido aos 35 anos de pesquisa e desenvolvimento na produgdo € no uso do etanol de
primeira geracdo (DUNHAM et al, 2010). Diversos programas t€ém contribuido para a
produgio e o uso de biocombustiveis no Brasil, como o0 PROALCOOL, a Lei da Inovacio
(Lei 10,973/04), Lei do Biodiesel (Lei 11,097/05), o Plano Nacional de Agroenergia (PNA
2006-2011) e o Plano de Aceleragdo de Crescimento (PAC- 2007-2010) (DURAES, 2008).

Biocombustiveis compreendem uma denominac¢do genérica dada aos combustiveis
derivados de biomassas como a cana-de-agtcar e outras fontes de matérias orginicas. A partir
das biomassas é possivel gerar bioenergia através da produgdo de etanol, biodiesel, carvao
vegetal e biogds (GOMES; CHAVES, 2014; ESPiNDOLA, 2009). Em especial, o etanol e o
biodiesel t€ém constituido um vetor de desenvolvimento na economia brasileira, gerando
empregos e acrescentando bilhdes de reais ao PIB brasileiro (FERREIRA; PASADOR, 2014).
O biodiesel foi introduzido na matriz energética brasileira como uma estratégia do Governo

Federal de promover um biocombustivel renovdvel que pudesse ser adicionado ao diesel
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mineral, contribuindo para o desenvolvimento regional, gerando emprego e renda no campo

(COSTA;MENDES, 2010). Atualmente, hda uma variedade de combustiveis renovaveis

produzidos no Brasil, conforme o Decreto n°® 62/2006 apresentados no Quadro 0O1.

Quadro 01: Diferentes tipos de biocombustiveis e obtengao

Bioetanol Etanol produzido a partir da biomassa e/ou da fracdo biodegraddvel
de residuos para a utilizagdo como biocombustiveis

Biodiesel Ester metilico produzido a partir de Gleos vegetais ou animais, com
qualidade de combustiveis para motor diesel, para utilizacdo como
biocombustivel

Biogas Gas produzido a partir de biomassa e/ou de fracdo biodegraddvel de
residuos, que pode ser purificado até a qualidade de gés natural, para
a utilizacdo como biocombustivel, ou gds de madeira

Biometanol Metanol produzido a partir de biomassa para utilizagdo como

biocombustivel,

Bioéter dimetilico

Eter dimetilico produzido a partir de biomassa para utilizacio como
biocombustivel

Bio-ETBE (bioéteretil-ter-
butilico)

ETBE produzido a partir do bioetanol, sendo a percentagem
volumétrica de bio-ETBE considerada como biocombustivel de 47%

Bio-MTBE (bioétermetil-
ter-butilico)

Combustivel produzido com base no biometanol, sendo a
percentagem volumétrica de bio-MTBE considerada como
biocombustivel de 36%,

Biocombustivel sintético

Hidrocarbonetos sintéticos ou misturas de hidrocarbonetos sintéticos
produzidos a partir de biomassa

produzido a partir de
plantas oleaginosas

Biohidrogénio Hidrogénio produzido a partir de biomassa e/ou da fracdo
biodegradavel de residuos para a utilizagdo como biocombustivel
Oleo vegetal puro | Oleo produzido por pressdo, extracdo ou métodos compardveis, a

partir de plantas oleaginosas, em bruto ou refinado, mas
quimicamente inalterado, quando a sua utilizacao for compativel com
os tipos de motores e 0s respectivos requisitos relativos a emissao.

Fonte: BRASIL, 2006

3.2 Bioetanol

3.2.1 A historia do etanol no Brasil

A histdria do etanol no Brasil inicia-se em 1970 com a criagdo do Programa Nacional

de Alcool (PROALCOOL), que foi criado pelo governo brasileiro, impondo requisitos

importantes com a ampla distribuicdo do produto nos postos de combustiveis (GORDINHO,

2010). O PROALCOOL foi um programa pioneiro que tinha como objetivo produzir

combustivel alternativo que substituisse a gasolina como carburante (ANDRIETTA et al,

2006).

Durante o periodo da ditadura militar, foi impulsionada a criacdo de novas destilarias

de élcool, incentivando a utilizacdo de créditos estatais mais baratos com o objetivo de
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beneficiar os produtores e aumentar a produgao de dlcool no Brasil por intermédio do Petréleo
Brasileiro S/A — Petrobras (KOHLHEPP, 2010). Com essa iniciativa do governo, a produgdo
de etanol comeca a ganhar impulso e sua producdo passou de 555,6 mil m’ na safra
1975/1976 para 2.490,6 mil m® na safra 1978/1979, um aumento superior a 300% no periodo
(MICHELLON et al, 2008).

Segundo Cinelli (2012), no periodo de 1973 a 1985, houve um aumento da producao
de 660 milhdes de litros por ano para 11,9 bilhdes de litros para abastecer a nova frota de
automoveis projetada para o consumo do dlcool produzido. Até meados de 1987, a produgdo
de etanol chegou a atingir o marco de 12 bilhdes de litros, sendo que, em 1989, havia no
Brasil 4,5 milhdes de carros movidos a etanol (VIEIRA et al, 2007).

Na década de 90 houve uma desaceleracio do PROALCOOL devido & queda do
preco do petrdleo, e, em meados de 2003, o programa renasce pelos esfor¢os dos produtores
de etanol e da industria automobilistica brasileira (GORDINHO, 2010). A Figura 01 apresenta
a evolucgdo do crescimento da producdo e venda dos veiculos flex a partir de 2003, retomando

o consumo de etanol hidratado no mercado interno brasileiro (BNDES, 2008).
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Fonte: BRASIL, 2012

Figura 01: Evolugdo nas vendas de veiculos flex fuel no Brasil no periodo de 2003 a 2011

De acordo com Gordinho (2010), os veiculos flex fuel foram rapidamente aprovados
pelos consumidores brasileiros e conquistaram o mercado em progressao geométrica. O
numero de automoveis flex atingiu um marco historico em fevereiro de 2008, quando suas
vendas ultrapassaram os 50% dos carros novos e, em sete anos, foram vendidos 10 milhdes de
carros. Com isso, a producdo de etanol por safra também apresenta uma ascendéncia

relevante, como pode ser visualizado na Figura 02.
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Figura 02: Evolucao da producéo de etanol no Brasil no periodo de 1948 a 2011

Em 2009, o Brasil proporcionou a criagdo de uma infraestrutura nacional de
producdo e distribui¢do, que o tornou o maior exportador mundial de etanol, atingindo a
marca de 3,3 bilhoes de litros (CINELLI, 2012). A producdo de etanol brasileiro em 2010
atingiu uma produc¢do nacional de 27,9 bilhdes de etanol e ha indicacOes que para o ano de
2020/2021 serdao produzidos 65,3 bilhdes de litros (SANTOS, 2012). Segundo dados da
Conab (2015), a producdo nacional na safra de 2014/2015 consolidou 28,66 bilhdes de litros
de etanol e estd estimada em 26,52 bilhdes de litros para a safra de 2015/2016. O etanol
anidro utilizado na mistura da gasolina também deverd apresentar um aumento de 238,8

milhoes de litros (CONAB, 2015).

3.2.2 O Processo Fermentativo

O etanol € considerado um combustivel renovavel e limpo, ndo deriva do petréleo e
apresenta composi¢ao constituida por dois d&tomos de carbono, cinco dtomos de hidrogénio e
um grupo hidroxila, podendo emitir até 80% menos de gases do efeito estufa (OLIVEIRA et
al 20014; ORTIZ, 2010). O etanol ou alcool etilico é uma substancia de férmula molecular
C,HgO, compreende um liquido inflamével, incolor e com odor caracteristico, podendo ser
encontrado de duas formas, etanol hidratado e etanol anidro (PESSANHA; FILHO, 2012).

A principal diferenca entre os dois tipos de etanol consiste no teor de dgua, sendo
que o etanol hidratado apresenta um percentual de 5% de 4gua em sua composi¢do, e o etanol
anidro apenas 0,5% (OLIVEIRA et al, 2014). As especificacdes devem ser atendidas e

respeitadas por toda a cadeia de comercializagdo, de acordo com a Portaria ANP 309/2001,
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para a gasolina com etanol anidro, e pela Portaria ANP 36/2005, para o etanol anidro e
hidratado (BNDES, 2008).

Quando comparados ao petréleo e seus derivadas, o etanol anidro e hidratado
apresentam baixa toxidez e elevada biodegradabilidade, fatores relevantes em caso de
acidentes com vazamento de combustiveis nos solos e no litoral (UNICA, 2007). Com relagdo
“as suas principais propriedades, esses combustiveis apresentam parametros distintos,

conforme € apresentado na Tabela O1.

Tabela 01: Principais propriedades do etanol e da gasolina

Parametros Unidade Gasolina Etanol
Poder calorifico kJ/kg 43500 28225
kJ/Nitro 32180 22350
Densidade kg/litro 0,72 - 0,78 0,792
Octanagem RON - 90 - 100 102-103
Octanagem MON - 80-92 89-96
Calor latente de kJ/kg 330 - 400 842-930
vaporizacao
Relag¢ao AR/Combustivel - 14,5 9,0
Pressao de vapor kPA 40 - 65 15-17
Temperatura de ignicao °C 220 420
Solubilidade em agua % em 0 100
volume

Fonte: BNDES, 2008

Para a produgdo de etanol, a via fermentativa € a mais importante para o Brasil,
podendo ser de primeira geracao ou de segunda geracao (SILVA, 2010). O etanol de primeira
geragdo ¢ caracterizado pela presenca de acucares fermentesciveis, como no caso do caldo de
cana-de-actcar, mas quando a etapa de sacarificacdo € necessdria, caso em que os acticares
fermentesciveis encontram-se na forma de amido ou celulose, denomina-se etanol de segunda
geracdo (ORTIZ, 2010). Em ambos os casos, o processo de fermentacdo alcodlica ocorre no
interior da célula do microrganismo, a qual € responsavel pela degradacao de moléculas de
acucares (glicose ou frutose) até a formacao de etanol e diéxido de carbono (VENTURINI
FILHO; MENDES, 2003).

Qualquer produto que contenha agicar ou outro carboidrato pode ser matéria-prima
para a producdo de etanol (BORZANI ef al, 2001). De acordo com Cinelli (2012), as
matérias-primas podem ser classificadas em sacarinea, compreendendo os agucares que
podem ser diretamente consumidos como o da cana-de-agucar, beterraba, melaco e frutas;
amildceas, que sdo ricos em amidos e precisam ser hidrolisados para gerar acucares

fermentesciveis; e lignoceluldsicas, que sdo os agucares encontrados na forma de celulose,
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como no bagaco de cana e na madeira, os quais também precisam ser hidrolisados em
acucares fermentesciveis.

O microrganismo mais utilizado na inddstria produtora de fermentados € a levedura
Saccharomyces cerevisiae, que apresenta caracteristicas que a consagram como 0s
microrganismos mais indicado, incluindo a rapidez na transformacao de agicar em etanol, alta
tolerancia ao produto formado, tolerancia a grandes variagdes de temperaturas e atividade
celular em meio dcido (ANDRIETTA et al, 2006). A levedura Saccharomyces cerevisiae €
um microrganismo facultativo, ou seja, seu metabolismo € ajustado de acordo com as
condic¢des de aerobiose e anaerobiose (BORZANI et al, 2001).

As leveduras sdo microrganismos mesofilos, pois desenvolvem suas atividades na
temperatura Otima entre 26-35°C, e multiplica-se por via sexual e assexual, sendo a via
assexual a mais utilizada para a multiplicacio nos processos industriais (ORTIZ, 2010;
VENTURINI FILHO; MENDES, 2003). Nas destilarias, o sistema de recuperacdo de
microrganismos mais utilizado é chamado de Melle-Boinot, cuja principal caracteristica € a
recuperacgdo da levedura por centrifugacio durante todo o processo (BNDES, 2008).

Na fermentacdo alcodlica, a glicdlise € a via bioquimica central de produgdo de
etanol, onde o catabolismo da glicose tem como produto final o piruvato (VENTURINI
FILHO; MENDES, 2003). De acordo com Silva (2010), o processo de oxidacdo da glicose
em dois 4cidos pirdvicos ocorre em duas etapas, sendo a primeira quando duas moléculas de
ATP sao utilizadas para a fosforilacdo de uma molécula de glicose, a qual é reestruturada e
quebrada em gliceraldeido 3-fosfato (GP) e diidroxacetona fosfato (DHAP), sendo esta
convertida em GP. Na segunda etapa, as duas moléculas de GP sdo oxidadas a 4cido pirdvico
através de vdrias etapas enzimaéticas.

Esse processo de transformacdo da glicose em etanol e CO; envolvem 12 reacdes
sequenciais e ordenadas, catalisadas por enzimas especificas encontradas no citoplasma
celular do microrganismo, sendo esse processo finalizado quando o piruvato € descarboxilado
formando acetaldeido e posteriormente reduzido a etanol. (BORZANI et al, 2001). O
processo fermentativo pode ser representado pela equacdo estequiométrica formulada por
Gay-Lussac. O coeficiente de Gay-Lussac ou rendimento tedrico para a producio de etanol é
de 0,511 g de etanol/g de glicose consumida, porém durante o processo industrial de produgao
de etanol esse valor ndo é observado, devido a formagdo de dlcoois superiores e glicerol
durante a sintese celular e manutencdo da levedura (BARCELOS, 2012). A formacdo de
glicerol no processo fermentativo estd relacionada hd uma grande concentracdo de sais no

meio e a protecao de estresse osmético celular (CHIEPPE JUNIOR, 2012).
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3.3 Etanol de segunda geracao

3.3.1 Residuos Agroindustriais para a producao de etanol

O desenvolvimento do bioetanol através de materiais lignocelulésicos teve inicio no
fim do século XIX, sendo essa tecnologia difundida por diversos paises somente no Século
XX (BNDES, 2008). No Brasil, o etanol produzido origina-se quase na totalidade da
fermentagdo de acucares extraidos da cana-de-aguicar, gragas a grandiosidade do territério
brasileiro que permite ao Brasil ser o maior produtor dessa cultura (ANDRIETTA et al,
20006).

A producio de etanol de primeira geracio a partir da sacarose é um processo bem
estabelecido atualmente, com os menores custos € maior produtividade do mundo
(PACHECO, 2010). O caldo de cana apresenta rendimentos de aproximadamente 80 litros de
etanol por tonelada, tornando-o um substrato com custo de produgdo por litro de etanol
inferior ao custo do processamento de milho para o mesmo fim (ANDRIETTA et al, 2006).
Nem todos os paises apresentam as mesmas condicdes para o plantio da cana como Brasil,
sendo necessdrio encontrar outros tipos de matérias-primas para a producdo do etanol, como &
o caso dos Estados Unidos que utilizam a fermentacdo do milho (MILANEZ et al, 2008;
ANDRIETTA et al, 2006).

A necessidade de buscar processos alternativos esta relacionada com a diminui¢do da
dependéncia da producdo nacional de etanol com apenas um tipo de cultivo, como, por
exemplo, a cana-de-acucar (CINELLI, 2012). Muitas criticas sao feitas em relacdo a produgao
de etanol de primeira geracdo devido a atual pressdo gerada sobre o preco dos alimentos
(DUHAM et al, 2010). Para Kohlhepp (2010), o futuro dos biocombustiveis esta na produgao
de etanol de segunda geracdo, em que o etanol sera produzido de bagaco de cana, celulose e
outras matérias organicas, aumentando sua produtividade de 40% a 50% e diminuindo a
pressdao pelo uso de terras. Estima-se que, nas préximas décadas, ocorrerd um aumento na
demanda por alimentos, e com isso para a produ¢do de alimentos serd necessdria a utilizagdo
de extensas dreas agricultdveis, favorecendo a producdo de etanol de segunda geracdo
(DUHAM et al, 2010).

Os residuos agroindustriais compreendem as matérias geradas num processo
industrial que podem ser utilizadas para gerar novos produtos através de processos
biotecnoldgicos. O Brasil apresenta vantagens competitivas em relacdo a outros paises

também na producdo de etanol de segunda geragcdo, devido a facilidade de obtencdo de
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residuos agroindustriais como a palha e bagaco de cana (PACHECO, 2010). O etanol obtido
por diferentes matérias-primas apresentam rotas tecnoldgicas caracteristicas, conforme
mostrado na Figura 03.

Em algumas regides, a producdo de etanol de segunda geracdo apresenta vantagens
no cultivo de outras culturas agricolas, como producdo de arroz, trigo e milho. Segundo
Santos (2012), menos de 1% de palha de milho é recolhida para o processo industrial nos
paises da Europa Ocidental. J4 nos Estados Unidos, 90% da palha de milho sdo deixadas no
campo, enquanto na Asia sio gerados 667,6 milhdes de toneladas e 145,2 milhdes de
toneladas de palha de arroz e trigo, respectivamente. O aproveitamento desses residuos
proporciona o uso de insumos de baixo custo e evita o indesejado acimulo de biomassa no
meio ambiente, 0 que torna os processos mais econdmicos, agregando valor a cadeia

produtiva (CINELLI, 2012).

Biomassa agucarada Biomassa amilacea Biomassa celuldsica
(cana, beterraba) {milho, trigo, mandioca) (em desenvolvimento)
l v v
Trituracéo Trituracédo
Extracéo por 7 7
prossaciou S0 Hidrélise Hidrélise &cida ou
enzimatica enzimatica

Solugao agucarada fermentavel

'

Fermentacéo

I

Destilagdo

'

Bioetanol

Figura 03: Rotas tecnoldgicas para produgdo de etanol

Fonte: BNDES, 2008
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3.3.2 Os residuos amilaceos

A mandioca doce € também conhecida em algumas regides do pais por aipim ou
macaxeira (Manihot Esculenta Crantz). E uma planta de origem da América do Sul, com mais
de 2.100 espécies e cores variadas (FILHO; ALVES, 2004). Sua cultura exerce um papel
importante na agricultura nacional, gerando empregos e rendas, principalmente nas regides
Norte e Nordeste (ARAUJO; LOPES, 2009). A planta Manihot Esculenta Crantz caracteriza-
se por uma parte aérea composta por folhas e hastes e uma parte subterranea que € a raiz. A
composi¢ao média da raiz € de 71,5 % de umidade, 94,10 % de carboidrato, 2,40 de cinzas e
0,43 % de proteina bruta (CAMILLI, 2007). Com grandes reservas de amido de alto valor
energético, sua composicdo varia em relacdo as condi¢des de cultivos e os estdgios de
desenvolvimentos (CRISTE; COHEN, 2006).

O Brasil ganha destaque no cultivo e no processamento industrial da mandioca.
Segundo dados do IBGE (2016), estima-se que a produ¢do de mandioca na safra 2016 podera
atingir 23,7 milhdes de toneladas, caracterizando um aumento de 4,2 % em relacdo ao ano de
2015, sendo destaque a regido Nordeste com um aumento de 9%, destacando o estado de
Sergipe como a 4° maior produtora de mandioca na safra 2015.

No processamento industrial hd geracdo de uma quantidade significativa de residuos
que atualmente sao descartados ou subutilizados (COSTA, 2004). O processo inicia-se com a
colheita da raiz e o transporte, sendo posteriormente higienizadas para a retirada das
impurezas (ARAUJO; LOPES, 2009).

E necessario descascar, lavar e ralar as raizes de mandioca, sendo que a massa ralada
€ posteriormente prensada (COSTA, 2004). A massa produzida é prensada para reduzir sua
umidade, ficando entdo compactada devido a forte compressio a qual € submetida. O
peneiramento € a etapa a qual gera um material composto por pedacos de raizes e entrecascas

denominados crueira, conforme apresentado na Figura 04 (CURCELLI ez al, 2008).
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Figura 04: Fluxograma de produgdo da farinha de mandioca

A crueira caracteriza uma fracao grosseira, constituida de pedagos de raizes, cascas e
entrecascas que nao foram trituradas totalmente (ARAUJO; LOPES, 2009). E um subproduto
solido constituido por um material fibroso e normalmente é descartado de forma inadequada
poluindo o meio ambiente (NEVES, 2004). Sua composicao apresenta em média 11,7 % de
umidade e em base seca apresenta 0,52 % de proteina, 68 % de amido, 1,74% de matéria
graxa, 0,6 % de cinzas, 5,39 de pH e 3,800 KJ . A composi¢ao apresenta variacdes em relacao
as condig¢des climéticas e do solo, idade da planta, entre outros fatores (CARVALHO, 2005).

Através de estudo desenvolvido por Aratjo et al (2014), uma tonelada de mandioca
produz 15,4 kg de crueira, e essa quantidade pode variar com o tempo de coleta, tipo de
cultivo e ajuste do ralador. Algumas estimativas demonstram que aproximadamente 10% da
mandioca utilizada na fabricacdo de farinha sao eliminados na forma de crueira, o qual pode
retornar ao processo € passar por uma retrituragdo ou serem utilizados na producdo de ragao

animal (PEREIRA JUNIOR et al 2013; ARAUIJO et al, 2014). Esse residuo demostra um
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potencial energético para alimentacdo animal devido as caracteristicas analisadas como 93,7%
de carboidrato e 1,7% de proteina bruta (PEREIRA JUNIOR et al, 2013).

Outro residuo gerado a partir do processamento da mandioca para a producdo de
farinha € a manipueira. Em Tupi Guarani significa o que brota da mandioca, e caracteriza-se
pela 4dgua de constituicdo das raizes que sdo extraidas na prensagem da massa ralada
(CARVALHO, 2005). A manipueira apresenta aspecto leitoso, cor amarela-clara e volume de
279,1 L/t de mandioca (ARAUJO et al, 2014). Segundo Bringheti e Cabello (2005), a
producdo de etanol a partir dos residuos do processamento industrial da mandioca é uma
alternativa para transformar os residuos amildceos em coprodutos, gerando tanto receita para

as industrias como beneficios mercadolégicos de uma industria limpa.

3.3.3 O amido

A crueira constitui uma matéria-prima amildcea, ou seja, possui como principal
componente o amido, o qual compreende o produto final do processo fotossintético e constitui
a reserva de carbono das plantas. O amido € um homopolissacarideo ramificado constituido
por unidades de D-glicose e formula quimica representada por (C¢H;9Os),, sintetizado na
forma de granulo de geometria aproximadamente esférica (VENTURINI FILHO; MENDES,
2003 CINELLI, 2012). O amido é composto principalmente por duas fracdes de alta massa
molecular que sdo a amilose, correspondente a 15-30 % da massa total do amido, e a
amilopectina, correspondente a 75-80 % da massa total (ORTIZ, 2010; CINELLI, 2012;
COLLARES, 2011). A variacdo da composi¢ao de amilose e de amilopectina esta relacionada

a origem do amido, conforme descrito na Tabela 02.

Tabela 02: Composic¢ao de amilose e amilopectina em amidos de diferentes fontes.

Produto % Amilose % Amilopectina
Amido de Milho 24 -27 70
Amido de Arroz 15-18.,5 79
Amido de trigo 20 - 25 80

Amido de Mandioca 16,7 -20 80
Amido de Batata 22-25 75

Fonte: SCIPIONE, 2011
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A amilose é uma molécula linear formada por unidades de D-glicose unidas por
ligacdes glicosidicas do tipo a(1-4) com um pequeno nimero de ligagdes (HANSEN et al,
2008). O comprimento da cadeia linear varia de acordo com a fonte, ou seja, com a planta de
onde ¢é extraida, podendo variar de 250 a 300 unidades de D-glicose formadas uniformemente
por pontes glicosidicas que conferem uma forma helicoidal a molécula, conforme apresentado
na Figura 05 (TAPARELLLI, 2005). A massa molar é varidvel e dependente da fonte de amido.
A presenca da amilose pode ser identificada através da reagdo com iodo, onde é formado um

complexo de coloragao azul caracteristica (BARCELOS, 2012).

Fonte: TOPARELLI, 2005

Figura 05: Representacdo da amilose em arranjo espacial

A amilopectina é uma estrutura altamente ramificada e composta por 1000 unidades
de D-glicose ou mais, unidas por ligacdes a-1,4 e interconectadas por ligacdes o-1,6,
constituida por 4% de ligacOes totais (SANTANA, 2012; TAPARELLI, 2005). O
comprimento das ligacOes € varidvel e apresentam em torno de 20 a 30 unidades de glicose, e
na presenca de iodo apresenta coloracdo avermelhada (Barcelos, 2012). Na Figura 06, a

estrutura da amilopectina é representada na forma helicoidal.
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Figura 06: Representacdo da amilopectina em arranjo espacial

3.4 Enzimas como Biocatalisadores

Enzimas sdo proteinas que atuam como catalisadores de reagdes, sendo essenciais
para o sistema metabdlico de todos os seres vivos. Possuem estruturas complexas constituidas
principalmente por uma parte proteica que pode ser integrada a outras moléculas, como por
exemplo, carboidratos e lipideos (ORLANDELLI et al, 2012). Segundo Spier (2005),
enzimas sdo biocatalisadores de estrutura proteica globular tercidria ou quaterndria e
termoldbeis. Sdo heteropolimeros formados por aminodcidos ligados covalentemente por
ligacGes peptidicas (GIOVANI, 2014).

O principio de acdo das enzimas estd baseado na catdlise enzimdtica que € a
capacidade de uma enzima diminuir a energia do estado de transicdo com a diminuicdo da
energia de ativacdo, favorecendo cineticamente a reacdo (CINNELI, 2012). Composta por
uma estrutura primdria, que corresponde a sequéncia de seus aminodcidos, e uma estrutura
secunddria formada por arranjos espaciais do tipo a-hélice ou folha f (GIOVANINI, 2014).
Sua estrutura tercidria descreve a conformacao tridimensional que a molécula proteica assume
em solucdo, enquanto a estrutura quaterndria € a organizac¢do apresentada por duas ou mais
cadeias polipeptidicas (BORZANI et al, 2001).

H4 uma ampla aplicacdo das enzimas nas industrias de alimentos, farmacéuticas, nas
dreas ambientais e na producdo de biocombustiveis, por apresentarem propriedade de alta

especificidade e seletividade quimica, bem como por serem biocatalizadores que participam
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de diversas reagdes quimicas, conforme a classificacdo apresentada pela Tabela 03 (CINELLI,
2012).

As enzimas podem ser obtidas de trés grandes fontes, sendo vegetais superiores
(papaina do mamao, bromelina do abacaxi, ficina do figado), animais superiores (enzimas
pancredticas, pepsinas, catalase, renina) e microrganismos (amilases, proteases, pectinases,

invertases glicose-oxidases, celulases, fitases, glicose-isomerases) (HARGER et al, 1982).

Tabela 03: Classificagdo das enzimas em fun¢ado das reagdes catalisadas

Categoria Tipo de reacio catalisada
Oxiredutases Transfere elétrons
Transferases Reacio de transferéncia de grupo

Hidrolases Reacdo de hidroélise

Liases Adicao de grupo a ligacdes duplas
Isomerases Transferéncia de grupos no interior de uma

molécula com formacdo de isémeros
Ligases Formacgoes de ligacdes C-C, C-S, C-O,C-Ne
clivagem do ATP.

Fonte: SUMERLY et al, 2003

3.4.1 Enzimas amiloliticas

As enzimas amiloliticas sdo proteinas que catalisam as reacdes de hidrélise, ou seja,
sdo responsaveis pela degradacdo do amido e apresentam um grupo enzimético com grande
aplicacdo industrial (SURMELY et al, 2003; MISCHAN et al, 2012). Catalisam reagdes de
hidrélise de ligagdes glicosidicas do tipo a(1-4) e a(1-6) encontradas nos polissacarideos,
recebendo a denominacgdo de amilases (NEVES, 2004). As amilases compreendem uma classe
de hidrolases que agem especificamente sobre as ligacdes glicosidicas do amido e podem ser
divididas em trés grupos, sendo as o-amilases, as quais rompem as liga¢des no interior do
substrato (endoamilases), as P-amilases, que hidrolisam unidades das extremidades ndo
redutoras do substrato (exoamilases), e as glucoamilases (amiloglucosidases), as quais
liberam unidades de glicose do terminal ndo redutor das moléculas do substrato (SPIER,
2005; GONCALVES et al, 2011).

As o-amilases catalisam especificamente a hidrélise das liga¢des a (1-4) do amido, e
ndo catalisam as ligacOes a (1-6), transformando o amido em a-dextrinas de alto peso
molecular e sdao consideradas liquidificante, tendo em vista que promovem a redugdo da

viscosidade de pastas gelificadas de amido (SURMELY et al, 2003). O fato dessas enzimas
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ndo romperem as ligacdes a (1-6), estas permanecem intactas apds o tratamento com o-
amilases (COLLARES, 2012).

As B-amilases compreendem exoenzimas que agem de forma ordenada e atacam a
amilose e a amilopectina somente a partir das extremidades nao redutoras e hidrolisa as
ligacdes a (1-4), gerando B-maltose e uma nova molécula de amido com peso molecular
reduzido (SANTANA, 2007). As B-amilases sdo consideradas enzimas sacarificantes porque
produzem agucares a partir do amido, e o surgimento de glicose pode ocorrer em casos que 0
ndmero de glicoses € impar a partir da quebra da maltose (SURMELY et al, 2003).

As enzimas glucoamilases ou também conhecidas como amiloglucosidases possuem
caracteristicas liquidificantes e sacarificantes, que hidrolisam completamente o amido em
glicose a partir de uma extremidade ndo redutora. E a tnica enzima capaz de hidrolisar as
ligacdes a (1-4) e a (1-6), resultando na transformacao total do amido em glicose (SURMELY
et al; 2003). As amiloglucosidases sdo usadas em amidos liquefeitos com a-amilases para
chegar a produtos que serdo usados como substratos para fermentacdes, ou para a obtencao
biotecnoldgica de glicose e dextrinas (SPIER, 2005).

A producdo de enzimas amiloliticas pode ser desenvolvida através de algumas
espécies de fungos, sendo mais comuns as espécies Aspergillus orizae, Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, e também através de bactérias como as espécies Bacillus subtillis, Bacillus
mesentericus (COLLARES, 2012). A Tabela 04 apresenta as diferentes caracteristicas entre as

enzimas o-amilases e as glucoamilases.

Tabela 04: Caracteristicas entre as enzimas o-amilases e glucoamilases

Caracteristicas o-amilases Glucoamilases
Especificidade ligacdes a (1-4) ligacdes a (1-4) e a (1-6)
Mecanismo Endoamilase Exoamilase
Principal produto da Dextrinas Glicose
hidrdlise
Perda da cor do iodo Lento Lenta
Aumento do poder redutor Lenta Rapida
Producao de glicose Lenta Répida
Producao de maltose Lenta Nao
Producao de dextrina Répida Lenta

Fonte: TAPARELLI, 2005 apud COLLARES, 2012
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3.5 Hidrolise enzimatica do amido

O processo de hidrélise do amido promove uma modificagdo em sua estrutura que
pode ser realizada de forma quimica e bioldgica, sendo que a dltima forma apresenta inimeras
vantagens como o menor consumo de energia, simplificacio da linha de producdo com
reatores unitdrios de liquefacao, e sacarificagdo (BARCELOS, 2012). O processo de hidrélise
consiste na clivagem do polimero de amido para a formac¢do de fragmentos de cadeia curta,
como a dextrina, a maltose ou a glicose (SCIPIONI, 2011).

Os granulos permanecem intactos na maioria dos processos envolvendo o amido e
possuem uma capacidade limitada de absor¢do de dgua fria, sendo controlada pela estrutura
cristalina do granulo, que por sua vez, depende do grau de associacdo e arranjo molecular do
componente do amido (SCIPIONI, 2011; TAPARELLI, 2005). Para a melhor atuacdao das
enzimas, € necessario o aquecimento do amido denominado de gelatinizagdo, que torna a
molécula mais acessivel, pois causa uma transicao irreversivel dos granulos e a concomitante
solubilizacdo da amilose e amilopectina, induzindo a gradual perda da integridade granular
(BARCELOS, 2012).

Esse processo consiste no rompimento das pontes de hidrogénio que mant€ém o
arranjo molecular dentro do granulo e na hidratacdo dos grupos hidroxilas das unidades de
glicose que participam das dreas cristalinas, promovendo o inchago dos graos e a lixiviacao da
amilose (TAPARELLI, 2005). A acdo das gorduras que atuam no revestimento dos graos
pode dificultar a absorcdo de 4dgua e consequentemente o retardamento desse processo
(SURMELY et al, 2003). A temperatura de gelatinizagcdo € diferente para diversas fontes

botanicas conforme detalhado na Tabela 05.

Tabela 05: Temperatura de gelatinizacdo de amido de diferentes fontes

Vegetal Temperatura (°C)
Inicio Meio Fim
Milho 62,0 66,0 70,0
Trigo 59,5 62,5 64,0
Batata 58,0 62,0 66,0
Mandioca 52,0 59,0 64,0

Fonte: SCIPIONE, 2011
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Apo6s o processo de gelatinizacdo, as enzimas aumentam a velocidade de hidrélise
em sistemas de ataques multiplos formando um complexo entre a enzima e o substrato,
originando as primeiras clivagens, reduzindo as cadeias de amido em cadeias menores
(NEVES, 2004). Esse processo de clivagem do amido em cadeias menores consiste no
processo de hidrdlise que € realizado em duas etapas, sendo elas a liquefacdo e a
sacarificacdo. Na hidrdlise enzimadtica, a liquefacdo envolve a adicao de enzimas a-amilases,
ditas dextrinizantes, que atuam sobre os graos de amido, rompendo-os na faixa de temperatura
aproximada da gelatinizacdo (SCIPIONI, 2011).

A funcdo da sacarificacido é quebrar as cadeias menores provenientes da liquefacao
utilizando enzimas amiloglicosidase, dando origem ao hidrolisado de grande importancia para
o processo de produgdo de etanol (SURMELY et al, 2003; COLLARES, 2012). Ao final do
processo de hidrolise enzimatica haverd formagdo de uma solugdo composta por moléculas de

D-glicose que € definida como dextrose equivalente (DE) igual a 100 (CAMILLI, 2007).
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4.0 METODOLOGIA

4.1 A caracterizacio da crueira

A crueira, residuo sélido da producdo da farinha de mandioca, foi disponibilizada por
casas de farinha parceiras localizadas na regido de Sao Cristévao, Sergipe. As andlises fisico-
quimicas da crueira como teor de umidade, cinza, lipideos, amido, fibra bruta e proteina e,
determinacdo de pH, foram desenvolvidas através de métodos experimentais realizados no
Laboratério de Bioquimica Industrial, localizado no Departamento de Engenharia Quimica
(DEQ) do Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia (CCET) da Universidade Federal de
Sergipe (UFS). Todos os experimentos forma realizados em triplicata e para a obtencdo dos

resultados finais foram realizadas as médias e desvios padrao para cada parametro analisado.

4.1.1 Pré-tratamento da crueira

A crueira foi inicialmente seca em estufa, a temperatura 60°C, por 18 h, e, em
seguida, resfriada em dessecador até temperatura ambiente. Apds esse periodo, o residuo foi
homogeneizado utilizando um liquidificador doméstico até atingir o aspecto de farinha e,

dessa forma, foi possivel realizar os procedimentos de caracterizacao.

4.1.2 Teor de umidade

O teor de umidade da crueira foi determinado pelo sistema de secagem direta em
estufa a 105°C, segundo a metodologia descrita nas Normas Analiticas do Instituto Adolfo
Lutz (2005). Foram pesados 3 g de crueira e posteriormente aquecidos durante 3 h e resfriada
em dessecador a temperatura ambiente, até a obten¢do de massa constante. O teor de umidade
foi calculado pela percentagem de dgua evaporada pela amostra durante a secagem, conforme

descrito na Equacao 01.

100m

= % umidade (01)

Sendo:
m = peso em gramas de dgua evaporada apds secagem;

P= PESO €m gramas da amostra.

4.1.3 Determinacio do pH
Para a determinacdo do pH, uma solucdo homogénea com a crueira foi preparada,

seguindo a metodologia descrita por Pregnolatto e Pascuet (1985). Para a preparagdo da
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solucdo homogénea, 10 g de amostra foram transferidas para um erlenmeyer de 250 mL e
adicionados 10 mL de dgua destilada. A mistura foi agitada por meia hora e posteriormente
deixada em repouso por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro erlenmeyer
seco, no qual o pH dessa solu¢dao foi determinado com um medidor de pH devidamente

calibrado.

4.1.4 Determinacao do teor de cinzas

Para a determinacdo do teor de cinzas na crueira foram pesados 5 g de amostra e
realizado a incineragao em mufla a 550°C. Em seguida, a amostra foi resfriada em dessecador
até atingir a temperatura ambiente. Os procedimentos de aquecimento e arrefecimento da
amostra foram repetidos até peso constante. O cdlculo para a determinacao do teor de cinzas

foi desenvolvido através da Equacdo 02 (ZENEBON; PASCUET, 2005).

@ = % de cinzas (02)

Sendo:
N = peso em gramas de cinzas;

P = peso em gramas da amostra.

4.1.5 Determinacio do teor de lipideos

Para a determinacgdo de teor de lipideo na crueira foi utilizado o método de extracao
direta em Soxhlet. A amostra com 5 g de crueira em papel de filtro amarrado com barbante
desengordurado foi transferida para o aparelho extrator Soxhlet. Este aparelho foi acoplado a
um baldo de fundo chato previamente tarado a 105°C por 1 h e adicionado éter para 1 Soxhlet
e Y2 sob o papel adaptado. Um condensador de bolas também foi adaptado ao extrator e o
processo foi mantido sob aquecimento e em refluxo continuo por 8 h, correspondendo a cinco
gotas por segundos. Posteriormente, o baldo volumétrico contendo o residuo extraido foi
transferido para a capela para evaporar o excesso de éter presente na amostra e em seguida
para uma estufa a 105°C por um periodo de uma hora. O procedimento de remocgdo de
solvente e pesagem da amostra foi repetido até massa constante. O cdlculo para a
determinagdo do teor de lipideos foi desenvolvido através da Equacdo 03 (ZENEBON;
PASCUET, 2005).
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100N

= % de lipideos (03)
Sendo:

N = peso em gramas de lipideos;

P = peso em gramas da amostra.

4.1.6 Determinacao do teor de amido

O procedimento para determinacdo do teor de amido foi realizado através da
padronizacdo da solu¢do de Fehling com uma solu¢do padrdo de glicose (5 g/L). Para a
obtenc¢do da soluc@o de Fehling foram desenvolvidos uma solu¢do A (SmL), composta por
3,46 g de sulfato de cobre dissolvidos em dgua destilada até completar o volume de 50 mL, e
uma solucdo B (5 mL), composta por 17,3 g de tartarato duplo de potdssio, 10 mL de uma
solucdo contendo 5 g de hidréxido de sédio dissolvidos em dgua destilada para completar o
volume de 50 mL, formando 10 mL de solu¢do de Fehling para um erlenmeyer de 250 mL.
Em cada erlenmeyer, foram inseridas 8 pérolas de vidro os quais foram titulados a quente com
a solugdo padrao de glicose previamente preparada, utilizando como indicador da titulacio o
azul de metileno (CARVALHO et al 2002 apud CARVALHO et al 2006). O célculo do titulo

da solu¢do de Fehling foi desenvolvido através da Equac@o 04 apresentada.

FC = Vaticose 05 (04)
100

V = volume em mL da solu¢do da amostra gasto na titulacio;

FC = titulo da solu¢do de Fehling

Ap6s o célculo do titulo da solu¢do de Fehling, foram pesados 2 g da amostra e
adicionados 200 mL de &dgua destilada que, posteriormente, foram transferidas para um
erlenmeyer de 500 mL. Adicionou-se 1 mL de NaOH a 10% e, em seguida, a amostra foi
aquecida em autoclave a temperatura de 121°C por uma hora e posteriormente resfriada a
temperatura ambiente. Dez mL de HCI concentrado foram adicionados a amostra e novamente
aquecida em autoclave a 121 °C por meia hora. O processo de resfriamento a temperatura
ambiente foi repetido e a amostra foi neutralizada com uma solugdo de NaOH a 10%, sendo
posteriormente transferida para um baldo volumétrico de 500 mL, o qual foi completado com
dgua destilada. A solugdo foi agitada para a homogeneizacdo e mantida em repouso para
iniciar o processo de sedimentacdo. O sobrenadante foi filtrado em papel seco e transferido

para uma bureta de 25 mL.
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A solucdo de Fehling, composta por 5 mL da solu¢do A e 5 mL da solucdo B, foi
titulada a quente em um erlenmeyer de 250 mL contendo 8 pérolas de vidro com a solugdo
contida na bureta. O indicador azul de metileno foi adicionado antes do desaparecimento da
cor de azul de metileno do sulfato de cobre e a titulagdo foi mantida até atingir o ponto de
viragem. Através da titulacdo com a solucdo de Fehling, foi possivel quantificar a quantidade

de glicose produzida e a conversao da glicose em amido foi calculada através da Equacédo 05.

FCx500x100x0,9
VxP

= Amido (%) (05)

Sendo:

Vglicose 015
100

V = volume em mL da solu¢do da amostra gasto na titulacao;

FC =

P = peso da amostra.

4.1.7 Determinacao dos teores de fibra bruta e proteinas

A determinagdo dos teores de fibra bruta e proteinas foi realizada no Instituto
Tecnologico e de Pesquisas do Estado de Sergipe (ITPS) em Aracaju SE, seguindo os
métodos IAL (2005) 044/IV e Kjeldahl, respectivamente.

4.2 Producao do extrato bruto da enzima

4.2.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado nesse trabalho foi isolado a partir de manguezais em
trabalhos desenvolvidos pelo Grupo de Pesquisa em Biotecnologia Industrial do
Departamento de Engenharia Quimica (DEQ) do Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia
(CCET) da Universidade Federal de Sergipe (UFS). A cepa compreende uma bactéria Gram
positiva na forma de bacilo, a qual foi identificada como Bacillus sp. A cepa ANRASO2 ¢
mantida sob refrigeracdo em tubos de ensaio contendo dgar nutriente e sob congelamento em

meio skim milk.

4.2.2 Preparo do meio de producio da enzima
Foram adicionados 1 g de amido solavel em um erlenmeyer de 150 ml, 4,25 ml
deuma solu¢do tampao para a corre¢do do pH e 4,25 ml de uma solucdo nutriente composta

por MgS0O,, KH,PO,4, CaCl,, FeSO,4 e extrato de levedura, para atender "as necessidades
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nutricionais do microrganismos. Os erlenmeyers contendo o meio de produgdo foram

esterilizados em autoclave a pressao de 1 atm e temperatura de 121°C.

4.2.3 Fermentaciao submersa

Para a obten¢do da enzima através de processo de fermentacdo, a cepa Bacillus sp.
ANRASO2 foi preparada na forma de um pré-indculo e, posteriormente, de um indculo até a
obtencdo da quantidade de células vivas necessdrias para iniciar o processo fermentativo.
Uma aliquota com 5 mL do in6culo padronizado (5x107células/mL) foi adicionada ao meio de
producdo. Apés 24:00 horas de incubacdo a temperatura de 37 °C, a enzima foi centrifugada a
4200 rpm por 15 minutos para a obtencdo do extrato bruto, conforme o esquema simplificado

de fermentacdo submersa da Figura 07.

N

) Centrifugacao
Bacillus sp. 24 Horas
Submersa
Amido Meio com enzimas Extrato amilolitico
soluvel

Figura 07: Esquema simplificado de produgdo do extrato enzimatico

4.2.4 Calculo da atividade enzimatica

Para a determinacdo da atividade enzimatica foi desenvolvido um teste quantitativo
de amido pelo método descrito por de FUWA (1954), com modifica¢cdes, para a atividade
dextrinizante do amido. Foi preparada uma solu¢do padrdo de amido com concentragcdo
equivalente a 5 g/L, que foi posteriormente gelatinizada e transferida para um baldo
volumétrico de 50 mL. Em um tubo de ensaio foram adicionados 2 mL da solu¢cdo de amido
padrao, 1,6 mL de uma solucdo tampao 5,5, para correcdo do pH, e 2 mL do extrato
enzimatico bruto. A mistura foi aquecida a 65 °C por 25 minutos para que ocorresse a reagao
de hidrdlise enzimatica. Em seguida, foram adicionados 1 mL da solucao hidrolisada e 2 mL
da solugdo de iodo em um baldo volumétrico de 50 mL, sendo o volume do balao completado
com agua destilada. Para a determinacdo da quantidade de amido na solucd@o controle, foram
adicionados 0,5 mL da solugdo de amido padrdao e 2 mL da solucdo de iodo em um baldo

volumétrico de 50 mL, sendo o volume do baldo completado com 4gua destilada. Para a
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determinacdo da quantidade de amido residual presente no extrato enzimdtico, foram
adicionados 0,5 mL do extrato contendo enzimas e 2 mL da solu¢do de iodo em um baldo
volumétrico de 50 mL, sendo o volume do baldo completado com dgua destilada. As
absorbancias das amostras foram lidas em espectrofotometro a 600 nm e os valores obtidos e
da solucdo controle foram utilizados para o cdlculo da atividade enzimdtica através da

Equacao 06, proposta por Xiao et al (2006) com modificacdes.

(Acontrole+Ainicial —Aamostra)
(0,153xTx0,01 X0,33)

U/mL = (06)

Sendo:

A controle = absorbancia da solu¢do controle de amido

A amostra = absorbancia da amostra de extrato enzimatico reagido;

A inicial = absorbancia do amido residual presente no extrato enzimatico

T = tempo de reacdo da amostra com a solu¢do de iodo.

4.3 Processo de sacarificacdo da crueira

O estudo do processo de sacarificagdo foi realizado através de um Planejamento
Experimental Fatorial Completo 2% (Tabela 06), com trés repeti¢des no ponto central e pontos
axiais para analisar a quantidade de extrato enzimatico bruto e a concentracdo de crueira no
processo de sacarificacdo, bem como suas interagdes no sistema para a obtencdo da varidvel
resposta dependente ° Brix (Tabela 07).

Cada ensaio ocorreu em batelada usando erlenmeyer de 250 mL, ao qual foi inserida
inicialmente a massa de crueira pré-tratada, conforme item 4.1.1.

O processo de sacarificacdo seguiu a metodologia descrita por Rabalho (2002) com
modificagdes. Na primeira etapa do processo de sacarificagdo foram adicionados 10 mL do
extrato bruto durante uma hora, a 60°C, sob agitacio de 100 rpm, e, posteriormente, os
hidrolisados foram aquecidos em autoclave a pressdo de 1 atm e a temperatura de 121°C para
que ocorra a gelatinizagdo do amido da crueira. ApOs essa etapa, o sistema sofreu
arrefecimento até a temperatura Otima de atuagdo da enzima, 60°C, e o volume
correspondente de extrato enzimatico bruto foi adicionado conforme demonstrado na Tabela
06, sendo o volume total de 150 mL completado com dgua destilada. O processo de hidrolise
em todos os ensaios foi desenvolvido com agitacdao de 150 rpm, pH 5,0 e na temperatura de
60°C, durante 24:00 horas. Foram retiradas aliquotas de 10 mL para a realizagdo de analises

de sélidos soluveis (°Brix).
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Tabela 06: Valores reais das varidveis utilizadas no Planejamento Experimental Fatorial Completo 2*

para sacarificacdo da crueira.

Variavel -1,41 -1 0 1 1,41
Nivel

Volume do extrato 41,8 50 70 90 98,2
bruto de enzima (mL)
Concentracao de 51,8 60 80 100 108,2
crueira (g /L)

Tabela 07: Matriz do Planejamento Experimental Fatorial Completo 2° para sacarificacio da crueira

Ensaios Volume do extrato Concentraciao da
enzimatico bruto crueira (g/L)
(mL)
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 -1,41 0
6 +1,41 0
7 0 -1,41
8 0 +1,41
9 0 0
10 0 0

11 0 0
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4.3.1 Determinacéo do "Brix

A sacarificacdo foi analisada baseada nos sélidos soliveis (°Brix) presentes nas
etapas iniciais e finais do processo. Foram retiradas aliquotas de 1 mL do hidrolisado para
medir o °Brix da mistura com refratdbmetro manual, seguindo a metodologia proposta por

Agustini e Junior (2007).

4.4 Determinacao da cinética de sacarificacao

Para o desenvolvimento da cinética de sacarificagdo do amido da crueira, foi usado o
melhor resultado encontrado para o planejamento experimental descrito no item 4.3 e
reproduzido em triplicata. A cinética foi analisada através do acompanhamento do °Brix com
retiradas de amostras a cada 4:00 horas, durante um tempo total de 44:00 horas de

sacarificacdo.

4.5 Processo de fermentacao alcodlica

Para realizar a fermentacdo alcodlica, um volume de 150 mL da solugdo de crueira
hidrolisada, obtida nas condi¢des Otimas e autoclavada, foi inserido em erlenmeyer com
capacidade de 500 mL, juntamente com 3 g de fermento comercial (Saccharomyces
ceverisiae), dissolvidos em 50 mL de 4dgua destilada. A essa mistura também foi adicionada
uma solu¢do de sais composta por 0,25 g/L de MgSO4 2 g/L de (NH4)SO4 e 2 g/l KH,POy,
completando o volume final para 200 mL, conforme o esquema simplificado apresentado na
Figura 08 (LIMA ef al, 2013). Os ensaios foram realizados em triplicata e os dados obtidos
foram usados para a determinagdo da média e do desvio padrdo de cada ponto. O tempo de
fermentagdo foi de 48:00 horas a temperatura de 34 °C, com agitacdo de 150 rpm e pH 5,5.
Nas etapas iniciais e finais do processo fermentativo foram retiradas aliquotas de 10 mL do
fermentado para a realizagdo das andlises de sdlidos soliveis e concentracdo de acucares

redutores em cada dia de fermentacao.
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Figura 08: Esquema simplificado do processo de fermentagéo alcodlica

4.5.1 Determinacio da cinética de fermentacao alcodlica

Para o desenvolvimento da cinética de fermentacao alcodlica, foi desenvolvido 1000
mL de fermentado nas mesmas condi¢des do item 4.5, em um reator batelada. O ensaio foi
analisado nos tempos 00:00, 24:00, 48:00, 72:00, 96:00 e 120:00 horas de fermentacio,
retirando-se 60 mL do fermentado alcodlico para a destilacdo simples e posteriormente
analisados os parametros sélidos soliveis, teor de etanol e concentracdo de agucares

redutores.
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4.6 Analises

4.6.1 Determinacao do "Brix

A determinagao do °Brix foi desenvolvida conforme o item 4.3.1.

4.6.2 Determinacio dos acucares redutores

O teor de agucares redutores foi determinado pelo método de acido dinitrossalicilico
(DNS), seguindo o método descrito por Miller (1959). Em um tubo de ensaio foram
adicionados 2 mL da solu¢do DNS juntamente com 1 mL do mosto fermentado,deixando-se
reagir a temperatura de 90 °C, durante 5 minutos. Apos essa etapa, a amostra foi transferida
para um baldo volumétrico de 50 mL e completado com 4gua destilada. As amostras foram
lidas em espectrofotometro a 480 nm e os valores obtidos pelas absorbancias possibilitou o
calculo da quantidade de agucares redutores presente no mosto fermentado através da
Equacdo 07 previamente elaborada.
A=0,1228Y (07)
R*=0,9958

Sendo:
A= Absorbancia medida a 480 nm,

Y= concentragdo de Acucares redutores (g/L)

4.6.3 Determinacio do teor de etanol

A andlise da porcentagem de etanol presente no meio foi realizada a 600 nm por
espectrofotometro com base na metodologia desenvolvida por Magri et al (1997), com
modificagdes. A determinagdo do teor de etanol ocorreu a partir da analise de reducdao do
cromo VI (laranja) em cromo III (verde). O etanol reage com o dicromato de potassio
(K»Cr,07), produzindo cromo III e 4cido acético na presenca de um acido atuando como
doador de hidrogénios. Apds a reacdo, na presenca do acido concentrado, a solugdo apresenta
a cor verde e a fonte de dicromato de potéssio e acido € a solugdo sulfocromica que apresenta
0 K»,Cr,O7 a 20 g/L e acido sulfurico com 98% de pureza a 34 g/L. Para isso, os ensaios foram
destilados e 1 mL da amostra reagiu com 1 mL da solucdo sulfocromica, a 30°C durante 15
minutos. Os resultados foram calculados a partir da Equacao 08 gerada pela curva de

calibragao descrita abaixo.
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A=02669 X+ 0,0726 (08)
R%*=10,9971

Sendo:

A= Absorbancia medida a 600 nm,

X= % de etanol da amostra

4.6.4 Caracterizacao do etanol

Foram utilizados 100 mL do etanol produzido a partir da crueira nas condi¢des
otimas determinadas. As analises fisico-quimicas foram realizadas através de um densimetro
manual, peagametro de bancada e condutivimetro para os respectivos parametros: massa
especifica, pH e condutividade elétrica. Os ensaios foram realizados de acordo com o padrao
exigido pela Agéncia Nacional de Petrdleo, Gas Natural e Biocombustivel (ANP) através do
Regulamento Técnico ANP n°3/2011, anexo da Resolu¢do ANP N°7 de 9 de fevereiro de
2011.
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5.0 RESULTADO E DISCUSSOES

5.1 Resultados das analises fisico-quimicas

O processo de secagem e homogeneizagdo da crueira no liquidificador foi importante
para o desenvolvimento das andlises fisico-quimicas e para a realizagdo dos ensaios de
sacarificacdo. O processamento do residuo permitiu a formacao de uma farinha de cor branca

apresentando textura de particulas finas, conforme a Figura 09.

Figura 09: Resultado da crueira seca

A formagdo da farinha de crueira permitiu um aumento na superficie de contato,
facilitando a penetracdo do calor e o ataque dos 4cidos durante a sacarificagdo do amido para
a caracterizacdo fisico-quimica e o melhor rendimento de gelatinizagdo do amido para os
ensaios do planejamento experimental.

Na Tabela 08 estdo apresentados os resultados dos experimentos com os valores
médios e desvio padrdo para cada pardmetro analisado na caracterizagdo fisico-quimica da

crueira.
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Tabela 08: Resultados dos parametros analisados para caracterizagdo da crueira

Parametros Resultados
Umidade (%) 30,06 £ 0,46
Cinzas (%) 1,52 £0,03
Lipideos (%) 0,54 +£0,03
Fibra bruta (%) 3,43 +0,23
Proteinas (%) 2,19+0,16
Amido (%) 82,00 £ 0,58
pH 5,00 £ 0,20

Analisando a composi¢ao fisico-quimica da crueira apresentada por Neves (2004) os
resultados obtidos na Tabela 08 divergem no que diz respeito ao teor de umidade (15,5 + 0,10
%), cinzas (0,9 + 0,02%), fibra (7,39+ 0,010%) e proteina (1,41+ 0,01%). Entretanto, os
demais valores analisados sao semelhantes, sendo o teor de amido (81,1 + 0,18%), lipideos
(0,44 = 0,01%) e pH (5,4). As diferencas apresentadas estdo relacionadas com as
caracteristicas bioldgicas da crueira analisada, bem como as questdes climaticas e de solo de
cada regido de producao da mandioca.

A crueira apresentou uma maior percentagem de amido (82,0 + 0,58) quando
comparado ao estudo realizado por Carvalho (2005) que analisa a composi¢ao fisico-quimica
de residuos agroindustriais da mandioca. Carvalho (2005) demonstram um teor de amido para
o farelo de mandioca (73-78 %) e descreve a crueira como “farinhdao” com valores de (68-
48%). Os resultados para o pH e o teor de cinza apresentam resultados semelhantes (5,39 e
1,06) respectivamente, divergindo dos demais valores obtidos na Tabela 08.

De acordo com os estudos realizados por Camilli (2007), a manipueira, residuos
liquidos obtidos durante a producgdo da farinha de mandioca, o teor de amido encontrado foi
de 1,17%, o que retrata um percentual menor que o valor obtido na Tabela 08. Porém, a
composi¢do quimica da raiz de mandioca estudada por Venturini Filho e Mendes (2003)
apresentou um teor de amido de (82,5%), um percentual praticamente igual ao apresentado
pela crueira no presente trabalho.

Através da caracterizacdo fisico-quimica da crueira, foi possivel perceber que esse
residuo apresenta um alto teor de amido, tornando-o com alto potencial para ser utilizado em
processo de bioconversao e transformado em produtos de valor agregado, como ¢ o caso do

etanol de segunda geragao.
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5.2 Resultados do processo de sacarificacdo enzimatica

A Tabela 09 evidencia os resultados obtidos no estudo do processo de sacarificagdo
enzimatica da farinha de crueira para os ensaios do planejamento experimental, conforme
apresentado na Figura 10. Os resultados do planejamento experimental demonstram que
houve aumento dos sélidos soluveis (°Brix) do processo de sacarificagdo. Para o presente
estudo foi utilizado um extrato enzimatico bruto em 24:00 horas de fermentagdo que obteve

30,72 U/mL de enzima no extrato.

Tabela 09. Resultado do Planejamento Experimental Fatorial Completo 2

Ensaio  °Brix Inicial Primeira Segunda “Brix
Etapa Etapa Final
1 1 2 7 7
2 2 2 6 6
3 1 2 4 10
4 2 2 3 9
5 1 2 5 7
6 2 2 4 8
7 1 3 4 6
8 2 2 3 10
9 1 2 7 7
10 1 2 10 8

11 1 2 7 8
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Figura 10: Ensaios do planejamento experimental

A pequena variagdo de °Brix entre a etapa do °Brix inicial e a primeira etapa
representam uma pré-sacarificacdo, que caracteriza a necessidade de um processo efetivo de
gelatinizagdo do amido, tendo em vista que essa fase foi realizada a 60 °C, durante 1 hora.
Apods a gelatinizacdo do amido da crueira na autoclave e adicdo de 40 mL de extrato
enzimatico na segunda etapa, foi evidenciado um aumento na variagao do °Brix, sendo que os
ensaios 3 e 8 apresentaram variagdes de 6 °Brix e 7 °Brix, respectivamente.

Os resultados obtidos dessas variagdes sdo semelhantes ao resultado final
apresentado por Augustini e Junior (2007) que desenvolveram um processo de sacarificagdao
da mandioca a partir de enzimas comerciais obtendo resultados de 9 para o valor do °Brix no
hidrolisado.

No entanto, o maior valor de °Brix final obtido na sacarificagdo (10 °Brix), Tabela
09, é menor que o resultado apresentado por Neves (2004), 19 °Brix, que desenvolve uma
sacarificagdo enzimatica da crueira utilizando uma enzima comercial. A diferenca dos valores
da literatura em relagdo aos apresentados na Tabela 09 era esperada, tendo em vista que foi
utilizado um extrato enzimatico bruto com a presenga de residuos celulares da producao

bacteriana de enzima.
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Os resultados dos °Brix de cada experimento do planejamento experimental
foram analisados através do Software Statistic 7.0 para que se pudesse verificar as influéncias
das varidveis concentracdo de crueira (g/L) e volume de extrato (mL) nos resultados de
solidos soluveis (°Brix).

Na Tabela 10 foi possivel identificar o efeito da influéncia estatistica das varidveis
com 95% de confianca, sendo apenas a variavel independente concentracdo de crueira (g/L),
representada por X, estatisticamente significativa diante da resposta aglcares totais (°Brix). A
variavel independente volume de extrato enzimdatico (mL) representada por X; nao foi

considerada significativa, pois os parametros (p-valor) foram maiores que 5%.

Tabela 10: Efeito estatistico das variaveis crueira e volume de extrato no Planejamento Fatorial

Completo 2°

Estimativa Estimativa

. . por por

Fatores Coef(l;:ente Erro t(5) -valor intervalo intervalo
8 padrio P (95%) (95%)
regressao limite limite

inferior superior

Média 7,67 0,3884 19,736 0,000006 6,668 8,66

X, (L) -0,1464 0,475 -0,307 0,7706 -1,3694 0,538
X; (Q) -0,0416 0,5662  -0,0735 0,9441 -1,4973 0,7065
X, (L) 2,914 0,4757 6,125 0,00168 1,6912 2,068
X, (Q) 0,4583 0,5662 0,809 0,45506 -0,99731 0,9569

X, X, 0,00 0,6728 0,00 1,000 -1,7295 0,8647
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Figura 11: Grafico de Pareto obtido a partir do Planejamento Fatorial Completo 2* para

sacarificacdo da crueira

A partir da Tabela 10 e da Figura 11 foram desenvolvidos os termos lineares (L) e

quadraticos (Q) e descrito o modelo ajustado conforme a Equagao 09.

°Brix = 7,67 + 2,91X, (09)
Sendo:
°Brix = Solidos soldveis totais,

X, = Concentragdo de crueira (g/L)

Tabela 11: Analise de variancia para a resposta °Brix no Planejamento Experimental Fatorial

Completo 2

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fea P - valor
variacio  quadrados liberdade Médio
Regressao 17,37 1 17,37 69,48 0,000006
Residuo 2,26 9 0,25
Total 19,63 10 1,963

% variagio explicada (R*)= 0,88473; Fy.0.05=5,12

A Tabela 11 apresenta o F, para a regressao de 69,48 sendo maior que 0 Fiapelado, O
que significa que o modelo proposto representa estatisticamente o processo desenvolvido e a
variagio explicada (R?) de 88,47 % demonstra que o modelo estd adequado aos dados

experimentais.
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Figura 12: Superficie de resposta obtida no Planejamento Experimental Fatorial

Completo 2°

A melhor faixa de sacarificagdo obtida foi de 100 a 108 g/L de crueira e com 50 a 70
mL de extrato enzimatico, os quais apresentaram as maiores variagdes de °Brix ao final de
24:00 horas de hidrolise. Os resultados apresentados pelo programa Statistic 7.0 demonstram
a possibilidade de atingir valores maximos de 12 °Brix ao final do processo, conforme
apresentada pela Figura 12.

E importante destacar que para atingir valores maiores de °Brix é necessario
aumentar a concentragdo de crueira (g/L), sendo verificado que ha um aumento significativo
da textura do material apos o processo de gelatinizagdo, dificultando a coleta de amostra para

a realizagdo das analises.

5.3 Resultados obtidos na cinética de sacarificacao

A cinética foi desenvolvida apds a segunda etapa do planejamento experimental, com
a adicdo do volume total de extrato. O ensaio 03 do planejamento experimental foi
selecionado por apresentar concentracdo de crueira de 100 g/L e possibilitar o melhor
manuseio para retirada de amostras quando comparado ao ensaio 08 que resultou em

variagoes semelhantes.
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O tempo de sacarificagdo foi de 44:00 horas e o acompanhamento do processo
ocorreu com a retirada de aliquotas para a medi¢do dos agtlicares totais (°Brix) a cada 4:00

horas de processo, conforme os resultados da Figura 13.
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Figura 13: Resultado da cinética de sacarificacdo do amido da crueira com concentragdo de
100 g/L a 60 °C

Na Figura 13¢ possivel verificar que a partir de 20:00 horas de sacarificacdo os
valores de so6lidos soluveis dos ensaios atingiram 9 °Brix, permanecendo constantes até o
tempo final sacarificacio (44:00 horas). E notério que durante a sacarificagio nio foram
obtidos valores de variagdo de °Brix significativos como os resultados apresentados na Tabela
09, fato este caracterizado pela diminui¢ao dos valores de unidades de enzima obtidos para os
ensaios de sacarificagdo, apresentando 17,0 U/mL de enzima no extrato.

A crueira utilizada para o desenvolvimento da cinética enzimatica foi proveniente de
uma safra diferente da utilizada nos ensaios do planejamento experimental. Com isso, torna-se
possivel admitir a hipotese da existéncia de substancias que promovem a diminuicao da
atividade enzimdtica durante o processo de sacarificagdo do amido, reduzindo essa variagao
de °Brix. Tais compostos podem ser agrotoxicos ou fertilizantes adicionados durante o cultivo

da mandioca.
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5.4 Resultado do processo de fermentacgao alcodlica
Com o desenvolvimento da cinética foi possivel obter a redug¢do do tempo de 24:00
horas de hidrolise para 20:00 horas , sendo esse tempo utilizado para os ensaios posteriores de

fermentacgao alcoolica.

Figura 14: Fermentagdo em triplicata dos hidrolisados

Tabela 12: Resultado dos parametros analisados para fermentacao alcodlica

Média dos resultados (horas)

Parametros
00:00 24:00 48:00
Sélidos soldveis
(°Brix) 75+0 7,0+ 0 7.0+ 0
Aclcares
redutores (g/L) 11,36 % 1,85 8,24 +0,77 6,82 £ 0,96

Para a fermentagdo alcoodlica, foram realizados ensaios em triplicata na faixa 6tima
de hidrélise do amido da crueira, por um periodo de 20:00 horas, conforme a Figura 14.
Aliquotas do fermentado foram retiradas para a analise de solidos soluveis (°Brix) e actcares
redutores (AR), apds o tempo de fermentagdo de 00:00, 24:00, 48:00 horas e analisadas,
conforme apresentado na Tabela 12. E possivel notar um decréscimo de agucares redutores
que foram consumidos pelo microrganismo durante o tempo de 24:00 e 48:00 de fermentacao
e uma variacao de solidos soluveis de 0,5°Brix no tempo de fermentagdo de 24:00 h. Mediante
os resultados da triplicata, foi desenvolvida nas mesmas condi¢des, uma fermentacdo em um

reator em batelada, conforme a Figura 15, com volume total de 1000 mL, para que pudesse
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ser realizada a destilagdo simples de 60 mL do fermentado a cada dia de fermentagdo, até o

tempo final de 120:00 horas.

Figura 15: Fermentagdo no reator em batelada

A Figura 16 apresenta os resultados das andlises desenvolvidas durante o
experimento de fermentacdo alcodlica para o estudo da cinética no reator em batelada.
Comparando os resultados de solidos soluveis da triplicata e do reator, verifica-se um
comportamento semelhante para o parametro solidos soltveis até o periodo de 96:00 horas de
fermentagdo, com decréscimo de 0,5 °Brix em 24:00 horas e posteriormente manteve-se

constante com 7 °Brix, atingindo valores de 6,5 °Brix no tempo de 120:00 horas.
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Figura 16: Resultado dos s6lidos soluveis da cinética da fermentacao alcoolica no reator batelada
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Figura 17: Resultado do teor de etanol da cinética da fermentagao alcodlica no reator batelada

O consumo de agucares evidenciado pela variagdo de 0,5 °Brix apresentou

concordancia com os resultados de producdo de etanol nos tempos de 24:00 e 120:00 horas.

Nesses periodos, ¢ possivel calcular através da Equacao 08 a producao de 0,121% e 0,291%

de etanol respectivamente, conforme apresentado na Figura 17. Nos periodos de 48:00 e 72:00
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horas, houve uma pequena oscilacdo dos resultados, sendo justificada pela retirada de

amostras em diferentes dias de fermentacao.

Agucares redutores (g/L)

a 20 40 a0 a0 100 120

Tempo (horas)

Figura 18: Resultado dos teores de agticares redutores na cinética da fermentagao alcoélica no reator

em batelada

A Equacao 07 gerada pela curva de calibragdo, permitiu o calculos dos valores
obtidos de actcares redutores que apresentaram um decréscimos até o periodo de 48:00 horas,
conforme 1identificado nos ensaios em triplicata. Entretanto, entre o periodo de 48:00 a
120:00 horas, foi possivel medir o crescimento desses agucares, o que permite evidenciar que,
possivelmente, houve reacdo de outro actcar redutor com o DNS (Figura 18). A Figura 19
apresenta a reacdo do acido 3,5-dinitrossalicilico com agucares redutores genéricos, sendo
possivel entdo a reacdo do DNS ndo apenas com a glicose e frutose, podendo reagir com

outros tipos de agucares redutores como a maltose, que nao sao fermentesciveis.
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Figura 19: Reagdo do DNS com acticares redutores genéricos
Apesar da metodologia de espectrometria ser mais precisa que a medi¢do por
refratometro, a quantidade de agucares medidos pela metodologia DNS foram incertas, sendo

esta metodologia ndo adequada ao trabalho proposto.

Tabela 13: Resultado dos parametros analisado para a caracterizagdo do etanol

Resultados da Caracteristicas do etanol
Parametros caracterizacao do etanol a partir da cana de
da crueira acucar
Cor amarelo Incolor
Massa especifica (Kg/m3) 991 Miéximo 811
Condutividade elétrica (us/m) 30910 Méximo 350
pH 4,0 6a8

Os parametros analisados na caracterizacao do etanol sdo apresentados na Tabelal3.
Por meio de uma analise visual do destilado, foi verificado que o alcool apresentou um
aspecto amarelado devido a possibilidade de arraste da substancias oriundas da fermentacao
durante o processo de destilacdo, diferenciando-o do etanol produzido por cana-de-agtcar que
apresenta auséncia de coloracdao aparente. Os parametros pH e condutividade elétrica foram
medidos através de peagametro de bancada e condutivimetro, devidamente calibrados. Os
resultados divergiram dos valores esperados para o etanol de cana-de-acucar, sendo 6 a 8 para
valores de pH e 350 ps/m para a condutividade elétrica. Para a obtencdo da massa especifica
o valor obtido em g/L. foi multiplicado por 100, resultando em 991 kg/m3, valor acima do
limite esperado para o etanol hidratado (811 kg/m3). As divergéncias de resultados estdo
relacionadas ao baixo teor de etanol presente na amostra, sendo essas especificagdes para

etanol com teor alcodlico de 95 a 96 % de pureza.
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6.0 CONCLUSAO

Através do estudo realizado ¢ possivel concluir que a caracterizagao fisico-quimica da
crueira,, demonstrou um alto teor de amido (82,00 = 0,58 %) e baixo teor de cinzas
(1,52 £ 0,03 %) o que o torna a crueira um substrato potencial para processos
biotecnoldgicos de bioconversao;

O extrato enzimatico bruto produzido apresentou eficiéncia no processo de
sacarificacdo, obtendo valores de 10 °Brix na faixa de 100 a 108 g/L de crueira e 70
mL de extrato enzimatico bruto, concordando com os valores de °Brix encontrados na
literatura;

O processo de fermentagdo alcoolica do hidrolisado apresentou uma queda nos valores
de °Brix nos periodos de 24:00 e 120:00 horas e a produ¢do maxima de etanol foi de
0,291%, evidenciando a necessidade de otimizagdo desse processo em trabalhos
futuros, pois estdo abaixo dos apresentados pela literatura, como apresentado no
trabalho de Tambourgi et a/ (2010), os quais otimizaram a producdo de etanol a partir
da mandioca, obtendo rendimentos de produgdo proéximos a 45%;

Diante do baixo teor de etanol produzido nesse estudo, os resultados da caracterizacao
do biocombustivel foram divergentes dos obtidos no etanol de primeira geragdo a

partir da cana-de-agucar.
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7.0 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros, uma sugestao seria desenvolver um melhoramento genético do
microrganismo Bacillus sp. ANRASO02, visando uma super expressdo do gene
responsavel pela producdo da enzima e consequentemente a obtencdo de atividade
enzimatica que proporcione maiores conversdes de amido em aglcares
fermentesciveis;

Outra sugestao seria o desenvolvimento do processo de hidrélise enzimatica a partir de
uma associacdo de enzimas como outras amilases, alfa, beta e dextrinases, para
aumentar a taxa de sacarificacdo do amido;

Seria conveniente aprimorar o extrato bruto enzimdtico através de uma purificagdo
utilizando operagdes de filtragdo para remogao dos residuos celulares e posteriormente
a sua concentragdo, permitindo assim o processo de imobilizagdo de enzimas;

Com a otimizagao ¢ o aumento do teor de etanol, existe a possibilidade de desenvolver
outros produtos de valor comercial como o vinagre a partir do etanol produzido por

crueira.
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