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RESUMO

Como continuamente se vé aumentada a demanda por energia, principalmente em
face do rapido crescimento da populacdo e do desenvolvimento industrial, faz-se
necessario incrementar fontes de energia alternativas. Com esse intuito,
desenvolveu-se um processo de producdo de etanol utilizando conjuntamente, e em
varias combinacdes, a batata-doce, o milho e a mandioca, otimizando-se esse
processo em trés ensaios. O primeiro ensaio foi realizado para se avaliar o efeito das
concentragdes das enzimas a-amilase (Liquozyme® SC) e glicoamilase (Spirizyme®
Fuel), no processo de hidrélise do amido sobre o teor de glicose. O segundo ensaio
avaliou o efeito do tempo de fermentacdo e da concentracdo da levedura
Sacharomyces cerevisiae, sobre o teor de etanol. Na Ultima etapa explorou-se a
fermentacao das trés matérias-primas (batata-doce industrial, mandioca e milho) em
diferentes combinacdes, utilizando-se as melhores condigbes encontradas nos 1° e
2° ensaios. As matérias-primas batata-doce, mandioca e milho apresentaram teores
meédios de umidade iguais a 66,77%, 66,52% e 13,77%, respectivamente. O teor de
acucares soluveis foi de 3,41% na Batata-doce industrial (BDI), 1,73% na Mandioca
(Ma) e de 1,65% no Milho (Mi). Quanto ao teor de amido, a matéria-prima in natura
apresentou 22,11% e 20,22% para a batata-doce industrial e mandioca,
respectivamente. Os graos de milho, triturados, possuiam 41,72%. Os resultados dos
ensaios mostraram que a faixa 6tima para maximo rendimento de agucares redutores
ocorreu quando 0,36 ml (0,45 g/KQamido) de a-amilase (Liquizyme® SC) e 10,18 ml
(11,71 g/Kgamido) de glicoamilase (Spirizyme® Fuel) foram utilizados por kg de amido
(base seca), e que a condi¢ao otimizada para fermentagéo da mistura (BDI, Ma e Mi)
foi de 2,25 % de levedura e 24 horas de fermentacdo, sob a qual obteve-se o maior
rendimento de etanol. Quando se compararam as diferentes combinacfes das
matérias-primas, verificou-se que a mistura das amilaceas (BDI, Ma e Mi), com teor
de amido proporcional, produziu o maior volume de etanol, com valor médio igual a
13301,62 L/ha.

Xi



ABSTRACT

How continually see increased demand for energy, especially in the face of rapid
population growth and industrial development, it is necessary to increase alternative
energy sources. To that end, it has developed a process for producing ethanol using
at the same time and in various combinations, sweet potatoe, corn and cassava,
optimizing this process is in three trials. The first trial was conducted to evaluate the
effect of the concentrations of the enzymes a-amylase (Liquozyme ® SC) and
glucoamylase (Spirizyme Fuel ®) in the process of hydrolysis of starch on glucose
level. The second trial evaluated the effect of fermentation time and the concentration
of the yeast Saccharomyces cerevisiae on the concentration of ethanol. In the last
step was explored the fermentation of the three raw materials (industrial sweet potato,
cassava and maize) in different combinations, using the best conditions found in the
1st and 2nd tests. The raw sweet potato, cassava and corn had average moisture
equal to 66.77%, 66.52% and 13.77%, respectively. The soluble sugar content was
3.41% in sweet potato industry (BDI), 1.73% in cassava (Ma) and 1.65% in corn (Mi).
As the starch content, the raw material in nature showed 22.11% and 20.22% for
industrial sweet potato and cassava, respectively. Corn kernels, crushed, possessed
41.72%. The test results showed that the optimum range for maximum yield of
reducing sugars occurred when 0.36 ml (0.45 g/Kgstarch) Of a-amylase (Liquizyme ®
SC) and 10.18 ml (11.71 g/Kgstarch) Of glucoamylase (Spirizyme Fuel ®) were used
per kg of starch (dry basis), and that the optimal condition for fermentation of the
mixture (BDI Ma and Mi) was 2.25% yeast and 24 hours of fermentation, in which
gave the highest yield of ethanol. When comparing different combinations of raw
materials, it was found that the mixture of starch (BDI Ma and Mi), with proportional
starch produced the largest amount of ethanol, with an average value of 13,301.62
L/h.
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AML: complexo amilose-lipidios

ANP: Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis
ASTM: American Society for Testing and Materials

BDI: Batata-doce industrial

BTU: British Thermal Unit (Unidade térmica Britanica)

CE: Cassava ethanol (etanol de mandioca)

CG: Gasolina comum

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

DBO: Demanda Bioquimica de Oxigénio

DDGS: Dried Distillers Grains with Solubles (co-produto do processo de producéo de
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DNS: Acido 3,5-dinitrosalicilico

DQO: Demanda Quimica de Oxigénio
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E85: Etanol misturado com pelo menos 15% de hidrocarboneto

EC 3.2.1: glicosidases, enzimas que hidrolisam O- e S- compostos glicosidicos
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Mi: Milho

MTBE: éter metil-terc-butil
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PMQC: Programa de Monitoramento da Qualidade dos Combustiveis
t: Toneladas

TLC: Thin Layer Chromatography (Cromatografia de camada delgada)
USDA: United States Department of Agriculture

Xi1: Concentragéo de a-amilase (Liquozyme® SC)

X2: Concentracdo de glicoamilase (Spirizyme® Fuel)

X3: tempo de fermentacéo (h)

X4 : Concentracéo de levedura (%p/p)
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1. INTRODUCAO

Como a demanda de energia aumenta continuamente, devido ao rapido
desenvolvimento da populacdo e industrializacdo, o desenvolvimento de fontes de
energia ndo esta acompanhando a escalada do consumo. A demanda maior, de
energia, € compensada com fontes convencionais de energia, como carvao, petroleo
e gas natural. Além do impacto negativo dos combustiveis fésseis no aquecimento
global, do preco volatil e da politica instavel em paises exportadores, também
resultou em um aumento significativo no interesse internacional em combustiveis
alternativos e levou, em todo o mundo, ao estabelecimento de metas ambiciosas
para substituicdo dos combustiveis convencionais por fontes alternativas (GALBE;
ZACCHlI, 2002; WYMAN, 2007).

Tais recursos energéticos alternativos precisam ser baratos, renovaveis e
causar pouca poluicdo. Assim, a atengdo estad sendo dada as fontes como a solar,
ellica, térmica, hidrelétrica, biomassa, etc. A quantidade de biomassa que uma
planta produz depende principalmente da quantidade de energia solar que recebe e
do montante que pode armazenar na forma de carboidratos. As plantas usam 0,1%
da radiacéo solar para o processo de fotossintese (MCKENDRY, 2002). Entre todas
as fontes renovaveis de energia, a biomassa efetivamente armazena energia solar,
podendo ser convertida em combustiveis sélidos, liquidos e gasosos, através de

diferentes processos de conversao (OZBAY et al., 2001).
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Os biocombustiveis sdo derivados direta ou indiretamente da fotossintese.
Devido as suas caracteristicas renovaveis, os biocombustiveis vdo desempenhar um
papel importante na mitigacdo da dependéncia dos combustiveis fosseis e reduzir as
emissOes de dioxido de carbono. O Bioetanol produzido a partir de acucar e de
amido por fermentagcdo consiste em um promissor biocombustivel, especialmente
porque mostra potencial para substituir parcialmente a gasolina (MOJOVIC et al.,
2006). Assim, a substituicdo de combustiveis fosseis por biocombustiveis de primeira
geracdo pode ser capaz de mitigar os problemas do aquecimento global e poluicao
ambiental (MABEE, 2006).

O economista Fernando Safatle (GAS BRASIL, 2011) defende que a
desconcentracdo da producdo brasileira de &lcool resultaria numa elevacao
substancial da oferta, o que reduziria o preco ao consumidor final e daria
sustentabilidade ao mercado interno e internacional. A medida deve estar aliada a
autorizacdo da venda direta do produtor aos postos de combustiveis. As pequenas e
médias usinas funcionariam como um sistema complementar ao agronegdcio.
Aponta também que o modelo das microdestilarias teria como principais beneficiarios
na producédo a agricultura familiar e os assentamentos.

Segundo Lopes (1987), quimicamente, o alcool etilico hidratado ndo apresenta
diferenga quanto as matérias-primas cana-de-agucar, cereais, mandioca e batata-
doce. As diferencas estdo restritas as impurezas que acompanham o alcool; como
aldeidos, &cidos organicos, alcodis superiores; que sao caracteristicas de cada
matéria-prima e do grau de purificacdo. Erdei et al., (2010) demonstraram a
viabilidade da obtencdo de etanol a partir de misturas de fontes de carbono
diferentes, uma fonte amilaceas e outra lignocelulésica. Portanto a partir de misturas
de fontes amilaceas também se apresenta viavel em termos de compatibilidade de

hidrolise do amido e de rendimento de etanol.
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1. OBJETIVOS

1.1.0bjetivo Geral

Desenvolver o processo de producdo de etanol utilizando conjuntamente, e
em varias combinagfes, a batata-doce industrial, o milho e a mandioca, definindo-se

matematicamente os parametros 6timos dessa fermentacao.

1.2.Objetivos Especificos

o Determinar a melhor concentracdo das enzimas a-amilase
(Liguozyme® SC) e glicoamilase (Spirizyme® Fuel), a fim de se obter o maximo teor
de glicose;

o Avaliar os efeitos do tempo de fermentacdo e da concentracdo de
levedura (Sacharomyces cerevisiae), sobre os teores de etanol e de acucares
residuais, indicando-se os valores 6timos;

o Avaliar a eficiéncia da fermentacdo das trés matérias-primas (Batata-
doce industrial, mandioca e milho) em diferentes combinac¢bes, pela andlise do

rendimento em cada tratamento.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. dFontes Atuais de Energia

Dados referentes a 2011 evidenciam que do total de reservas de petroleo a
maior quantidade (48,1%) esta localizada nos paises do Oriente Médio. Estes paises
produzem 32,6% do total mundial dos combustiveis fésseis e em contradi¢cdo
apresentam um consumo de apenas 9,1%. A América do Norte possui 13,2% das
reservas, sendo que os Estados Unidos possuem apenas 1,9%, enquanto produz
8,8% e consome 20,5%. O Brasil apresenta uma reserva provada de 0,9% e contribui
com 2,9% da producdo mundial, consumindo 3% do total. Quanto a producédo de
biocombustiveis, os EUA contribuem com 48%, mais do que o dobro do Brasil
(22,4%), entretanto suas emissdes de CO, sdo 12 vezes maiores (17,7% e 1,4%,
EUA e Brasil, respectivamente). O consumo mundial de energia primaria cresceu
2,5% em 2011, praticamente em linha com a média de 10 anos. O combustivel féssil
continua liderando o mundo, em 33,1% do consumo global de energia, mas o
petréleo continua perdendo mercado, pelo décimo segundo ano consecutivo, a sua
guota atual de mercado é a mais baixa desde 1965 (BP, 2012).

Entretanto, a participacdo de fontes renovaveis na Matriz Energética Brasileira
(44,1%) manteve-se entre as mais elevadas do mundo, com pequena reducao (1%)
devido a menor oferta de etanol. A biomassa de cana contribui com 15,7% da
energia renovavel e o petréleo e seus derivados com 38,6% da nao renovavel. Neste
ano (2011), houve uma queda no consumo de biomassa da cana (9,2%), que foi

compensada pelo aumento no consumo de gasolina e energia hidraulica
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(eletricidade). Quanto ao consumo final de energia, por fonte, o bagagco de cana
contribuiu com 11,9%, a gasolina com 9,1% e o etanol com 4,7%. Para transportes, o
consumo de gasolina e de etanol anidro aumentaram (18,8 e 18,9%,
respectivamente), devido a reducdo da oferta de etanol hidratado, que apresentou
gueda no consumo de 24,4% (BRASIL, 2012).

A nivel global o Brasil foi o maior produtor (e consumidor) durante 25 anos, de
biocombustivel e s6 recentemente foi superado pelos Estados Unidos, gerando cerca
de 26 milhdes de m® (RFA,2011) e consumo de 20,65 milhdes de m* na safra de
2010/11 (MME, 2011) a partir da cana. O programa de etanol brasileiro comegou em
1975, para reduzir a dependéncia do pais do petroleo importado e também para
ajudar a estabilizar os precos do acucar (MACEDO, 1995). Os EUA, com uma
capacidade de cerca de 50 milhdes de m® em 2010 (RFA, 2011), produzem etanol a
partir do milho. A China produz cerca de 1 bilhdo de litros a partir de trigo e milho,
enquanto a Franca, produz mais de 200 milhdes de galdes de etanol a partir da
beterraba e do trigo.

A cana é facilmente competitiva com o petrdleo a U$70/barril, e gera pouco
impacto interno nos precos dos alimentos. Além disso, as politicas brasileiras tém
ajudado a estabilizar o setor sucroalcooleiro, fornecendo outro mercado para 0s
produtores (HIRA, 2011). A consolidacdo do etanol combustivel no Brasil foi possivel
devido a implantacdo de uma politica publica abrangente, capaz de coordenar
guestdes como organizar o desenvolvimento de cadeias de producdo de matérias-
primas, com 0 zoneamento agricola e melhoramento de culturas, entre outras.
Também estabilizou a cadeia de producéo, estabelecendo a fase industrial, com a
melhoria da eficiéncia do processo, utilizacdo de subprodutos, financiamento de
usinas e escoamento de etanol. Além da consolidacdo do segmento de consumo de
biocombustiveis através de incentivos regulatérios e fiscais que permitiram a
adaptacao gradual de artefatos e equipamentos (RICO et al., 2010).

Uma comparacéo realizada entre os quatro estudos recentes sobre o balanco
de energia para o etanol de cana-de-agucar, mostrando que se, por um lado, um
estudo mostra algum ceticismo sobre os beneficios dos combustiveis derivados de
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culturas energéticas, por outro pesquisadores demonstram o grande potencial da
experiéncia brasileira, pois possui um balanco energético positivo de 8,24 a 8,80, ou
ainda melhor, quando introduzida uma tecnologia de producédo mais limpa, evitando a
poluicdo do ar e reforcando o papel do bagaco de cana (razdo de 8,99) (TRIANA,
2011). O consumo de energia de fontes fésseis para a cana-de-acglcar é de 236 MJ/t
na agricultura e industria (contra 271 MJ/t, em 1985) e corresponde a 17,2 kg de
CO,/t de cana. As economias liquidas de CO; (equivalente), com a substituicdo da
gasolina pelo etanol e do 6leo combustivel pelo bagaco excedente, foram 46,7 x10° t
de CO; (equivalente). Isto corresponde a quase 20% de todas as emissdes de CO,
dos combustiveis fésseis no Brasil (MACEDO, 1998).

Visando incentivar o desenvolvimento e aprimoramento de acfes de mitigacao
das emissbes de CO,, o Brasil possui um Plano Nacional sobre Mudanga do Clima
(PNMC), no qual pretende ampliar em 11%, ao ano, nos proximos dez anos o
consumo interno de etanol e aumentar a oferta de energia elétrica de co-geracdo
(principalmente a bagaco de cana-de-acucar) para 11,4% da oferta total de
eletricidade no pais, em 2030 (BRASIL, 2008).

Neste sentido, novas alternativas de matéria-prima para producédo de etanol

podem auxiliar no cumprimento destas metas.

2.2. Matérias-primas amilaceas para producéo de etanol

Dentre as varias matérias-primas amilaceas, que podem ser utilizadas na
obtencéo do etanol, pode-se citar a batata-doce, a mandioca e o milho.

2.2.1. Batata-doce

Esta raiz tuberosa é cultivada em todo o Brasil, principalmente nas regiées Sul
e Nordeste, em termos de participacao regional. Segundo o IBGE (2013) a producéo
nacional foi de quase 545 mil toneladas em 2011. A regido Sul contribuiu com quase
236 mil t, sendo que s6 o estado do Rio Grande do Sul produz quase 30% da média

nacional. A China é a maior produtora de batata-doce do mundo, com uma producao
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gue ultrapassa 75 milhdes t (que representa cerca de 80% da producdo mundial) em
2011, enquanto o Brasil ocupa a 18° posi¢cao (FAO, 2013).

Observando a producédo nos ultimos dez anos (1991-2011) pode-se verificar
que o cultivo de batata-doce encontra-se em declinio. Em 1991, na China, a
produgcédo foi de 105 milhdes de toneladas, enquanto em 2011 registrou uma
producdo 28% menor, com um pico de 126 milhdes t em 1999. O mesmo
comportamento verifica-se para o Brasil com 622 mil toneladas em 1991 e uma
reducdo de 12% em 2011. O pico na producéo brasileira foi em 1994 com 655 mil t
(FAO, 2013).

A batata-doce é uma cultura promissora para a producdo de energia. Ja em
1982, pesquisadores (MATSUOKA et al.,1982) relataram fermentacdo do alcool de
batata-doce em um processo de etapa Unica. Jones et al. (1983) estabeleceram uma
estimativa de 2160,3 a 4320,6 L de etanol por hectare, para duas cultivares de batata
doce. Chua et al. (1984) ndo utilizaram o aquecimento, ou utilizaram temperatura
abaixo do ponto de gelatinizacdo, para converter o amido desta cultura em glicose.
Wu e Bagby (1987) relataram efeitos de pectinases comerciais sobre a viscosidade
de suspensdes de batata-doce antes da fermentacdo e sobre a concentracéo
méaxima de etanol e observaram teores de matéria-seca com valores normais (18-
24%), relativamente altos (27-30%), e muito altos (35%, ou maior). Aradjo et al.
(1978), no Instituto de Actcar e Alcool (I.A.A.), obtiveram resultados de até 158 litros
por tonelada de raiz, porém com baixo rendimento agricola (11 a 13 t/ha). Yu et al.
(1996) usando células de levedura imobilizadas do mosto de batata-doce concluiram
que a atividade de fermentacdo nos biorreatores era estavel, com a atividade alta de
fermentacdo mantida por mais de trés meses (escala de bancada: 1 litro) e seis
meses (escala piloto: 1000 litros). A taxa de utilizagdo do amido nos dois biorreatores
foi de cerca de 90% .

Outro fator € que a batata-doce é considerada moderadamente tolerante a
seca (SARASWATI et al, 2004) e os problemas com ervas daninhas sao geralmente
minimos por causa do rapido crescimento das videiras. As desvantagens do cultivo
sao relacionadas principalmente a custos de arranque, especialmente mao-de-obra
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associada com o cultivo. Existem, entretanto, estudos para desenvolver uma batata-
doce industrial com maiores rendimentos agricolas e de amido. Para direcionar ao
uso industrial, variedades que contém elevado teor de amido e 30% de matéria seca
foram desenvolvidas por métodos convencionais de reproducédo nos Estados Unidos
(JUMP et al., 1944; SANTA-MARIA et al, 2009; ZISKA et al, 2009; DUVERNAY,
2008), Brasil (SILVEIRA, 2008) e China (JIN et al, 2012), para citar alguns.

Silveira (2008) estabeleceu um programa de melhoramento genético voltado
para 0 aumento do acumulo de biomassa da batata-doce visando a producdo de
etanol, desde 1997 na Universidade Federal do Tocantins (UFT/ Brasil). Foram
selecionados clones com produtividade entre 28 e 65 t/ha e teores de amido entre
24% a 30%, nas condi¢cdes do estado do Tocantins. Outros pesquisadores, da
mesma instituicdo, avaliaram varios aspectos da cultura como a produtividade
agricola, adubacdo, teor de amido, teor de matéria seca, teor de acucares redutores
totais, rendimento em etanol, entre outros. Silva (2010a) destacou clones de batata-
doce pela alta produtividade agricola média (50,06 a 54,62 t/ha), alto teor de amido
em base seca (59,57 a 62,47%), alto teor de matéria seca (30,92 a 37,92 %), médio
teor de acgucares redutores totais (151,785 a 171,945 mg/g) e pelo bom rendimento
em etanol (140,96 a 174,59 L/t). Silva (2010b) comparando cinco metodologias,
visando o maior rendimento de etanol, verificou que a metodologia M5 apresentou o
maior rendimento, na qual utilizava-se 6 Kg de batata-doce, a mesma quantidade de
agua, 1,5 ml de a-amilase e 0,0245 ml de glicoamilase por Kg de raiz e 25 g de
fermento comercial Fleischmann® liofilizado (Saccharomyces cerevisiae). Com
meédia de 190,26 L/t quando utilizou-se a cultivar Marcela (75,05% de amido e
37,94% de matéria seca).

Algumas das pesquisas desenvolvidas por este grupo constataram que a
substituicdo de agua por soro de queijo hidrolisado possibilitou um incremento de
16,6% na producao de etanol (170 L/t de raiz para 198,90 L/t de raiz) e de 32,1% de
proteina bruta no co-produto (CASTRO, 2009). Outro estudo, com o objetivo de
caracterizar a divergéncia genética e a variabilidade fenotipica de 50 gendtipos de
batata-doce do Banco de Germoplasma da UFT, demonstrou que as caracteristicas
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de produtividade e de rendimento em etanol foram as que mais contribuiram na
divergéncia genética, 55,09% e 23,71%, respectivamente (MARTINS, 2010). Lazari
(2011), a fim de conhecer o comportamento dos fatores genéticos, avaliou 100
clones de batata-doce industrial, encontrando percentuais de matéria-seca que
variaram de 27 a 40%. Quanto aos teores de amido, em base seca, 0s genoétipos que
mais se destacaram apresentaram teores superiores a 80% e mesmo 0S menores
valores estavam acima de 60%. Foram relacionados 56 clones com os maiores
rendimentos em etanol, superiores a 195 L/t e alguns clones cujos rendimentos
ultrapassaram 220 litros por tonelada.

Quanto a adubacdo, cultivares de batata-doce (Amanda, Carolina Vitoria e
Duda), obtidas a partir do mesmo programa de melhoramento, foram avaliadas em
funcdo de diferentes doses de N, P,Os e K;O aplicados ao solo. As produtividades
méximas obtidas para as trés cultivares (Amanda: 28,48 t.ha™, Duda: 27,98 t.ha™ e
Carolina Vitéria: 23,09 t.ha™) foram superiores a produtividade média brasileira de
11,0 t.ha'. As doses recomendadas de N e P,Os para a cultivar Amanda foram
superiores aquelas recomendadas para as demais cultivares, enquanto que de K,0 a
maior dose recomendada foi para a cultivar Duda (THUME, 2011).

Com o mesmo objetivo, determinar o potencial de producdo de etanol,
guantificou-se o tipo de carboidratos da batata-doce em dois locais diferentes, quanto
ao clima, nos EUA (Alabama e Maryland). Comparando com a producdo de
carboidratos a partir do milho, a batata-doce produziu aproximadamente 1,5x no
Alabama e 2,3x em Maryland. Quanto ao rendimento de etanol produziu 8141 L/ha e
8839 L/ha, no Alabama e em Maryland, respectivamente. Se técnicas econémicas de
colheita e processamento forem desenvolvidas, estes dados sugerem que a batata-
doce possui potencial, como fonte de obtencdo do etanol (ZISKA et al., 2009).
Segundo o Departamento de Agricultura dos EUA, experimentos mostram que a
batata doce possui 2-3 vezes mais carboidratos fermentesciveis que o milho
(U.S.D.A., 2010).

Outro grupo de pesquisa, identificando a aptiddo de genotipos de batata-doce
para producdo de etanol, consideraram oito genoétipos aptos a producao de etanol
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(GONCALVES NETO et al., 2011), com base na producgéo de 158 L de etanol por
tonelada de raizes processadas (SILVEIRA, 2008). Na China, investigaram o
desempenho da producdo de etanol, para selecionar a variedade apropriada e o
periodo de crescimento entre as 10 variedades e deduziram que na maioria das
variedades, o teor de acucares fermentesciveis foi maior e o teor de fibra foi menor
com 130 dias de crescimento. O teor de pectina de todas as variedades aumentou
com um periodo de crescimento maior. Os consumos de matérias-primas
necessarias para produzir uma tonelada de etanol anidro variaram 5,99-13,86 t, o
que foi principalmente devido aos diferentes teores de acucares fermentaveis. Para
produzir uma tonelada de etanol, os requisitos de ocupacéo das terras variaram 0,19-
0,57 ha e a quantidade de residuo de fermentacdo variou de 0,43-0,96 t. Neste
estudo verificou-se que o teor elevado de acucar fermentescivel e o baixo teor de
fibras na batata-doce a tornam uma cultura ideal para obter uma baixa viscosidade
na producéo de etanol (JIN et al., 2012).

2.2.2. Mandioca

Mandioca (Manihot esculenta), que € nativa da América do Sul e oeste do
México, foi uma das primeiras culturas a serem domesticadas e h& evidéncias de que
era cultivada no Peru h&a 4.000 anos atrds e no México cerca de 2.000 anos atras
(DUKE, 1983). A planta, que é uma cultura de raiz, € um arbusto de curta duracéo e
é cultivada em quase qualquer extensdo entre 30°N e 30°S de latitude (BOKANGA,
1996; WANG, 2002). Ela se adapta a temperaturas variando de 18 a 25°C, e
precipitacdo de 50 a 5.000 mm por ano, e aos solos pobres, com pH variando de 4 a
9 (O'HAIR, 1990).

A mandioca produz rendimentos em solos pobres ou esgotados e também
esta bastante adaptada as areas que possuem longa estacdo seca e precipitacéo
incerta (BOKANGA, 1996; WANG, 2002; NGUYEN et al., 2006). Em funcdo do
manejo no campo e a idade de maturagdo, o0 comprimento e o peso podem variar, de
15-100 cm e de 0,5-2,5 kg. A qualidade dos nutrientes das raizes, especialmente o
conteudo de amido, aumenta com o tempo até um periodo ideal de 12 a 15 meses
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apos o plantio (BOKANGA, 2008). A mandioca pode ser colhida em 10-14 meses
(DUKE, 1983), mas pelo menos, exige oito meses de tempo quente para produzir
uma boa colheita (O'HAIR, 1995).

Em 2011, a Nigéria apresentou a maior produ¢cdo do mundo, mais de 52
milhdes de toneladas, correspondendo a mais do que o dobro da produc¢éo do Brasil
(25 milhdes t), segundo colocado, da Indonésia (24 milhdes t) e da Tailandia (21
milhdes t). No periodo de 1991 a 2011 a producdo de mandioca aumentou cerca de
50% na Nigéria enquanto manteve-se praticamente constante no Brasil. No mesmo
periodo, o rendimento nigeriano médio variou de 10 t/ha para 14 t/ha, enquanto no
Brasil variou de 12 t/ha para 14 t/ha (FAO, 2013). Na Tailandia, a mandioca ocupa a
terceira cultura mais importante economicamente, depois do arroz e da cana-de-
acucar e por isto, varias instituicbes tém realizado pesquisas de melhoramento da
mandioca. Devido a introducdo de variedades de alto rendimento e préaticas de
produgdo melhoradas, houve um aumento na producdo Tailandesa de 13 t/ha em
1995 para 20 t/ha, em 2004 (FAO, 2013). O rendimento médio nas principais regiées
produtoras varia entre 6,4 e 17 t/ha de raiz fresca, embora em boas condi¢des, 0s
rendimentos possam chegar a 90 t/ha de raiz fresca (BOKANGA, 1996).

Investigacdo sugere que a mandioca € uma das culturas com mais energia
para produzir etanol, porque a producao de etanol de mandioca por unidade de area
de terra € a maior entre todas as culturas energéticas conhecidas (WANG, 2002).
Comparando com a producao de carboidratos a partir do milho, a mandioca produziu
aproximadamente 1,6x a mais no Alabama 0,5x mais em Maryland, EUA (ZISKA et
al., 2009). A literatura indica que cerca de 1 tonelada de raiz de mandioca fresca
produz 100-200 litros de etanol (DUKE, 1983; ATTHASAMPUNNA et al., 1987,
WANG, 2002; PHILLIPS et al., 2004; OHIMAIN, 2012). Outra estimativa € que 7,5 kg
de raizes de mandioca frescas sdo necessarias para fazer 1 L de bioetanol
(NGUYEN et al., 2007a) ou 2,8 t, na forma de chips, para produzir uma tonelada de
etanol (YANG et al., 2011). No entanto, a FAO (2006) afirma que uma unidade de
producdo basica - descascadores, raladores, fermentadores e um destilador - pode
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produzir cerca de 280 L, a 96% de etanol, por tonelada de mandioca, com teor de
amido de 30%.

A raiz fresca, que contém cerca de 70% de agua (COLOMBIA, 2007), ndo
pode ser armazenada por muito tempo porque apodrece dentro de 2 a 4 dias, apés a
colheita (NWEKE, 1996; BOKANGA, 2008). Uma vez colhida, a mandioca deve ser
rapidamente processada a um produto mais estavel, tais como chips de mandioca,
onde a mandioca é cortada em lascas de tamanhos uniformes e secos ao sol. A
energia total utilizada para a producdo de 200 kg de farinha a partir de 1000 kg de
matéria-prima € de 346 MJ, sendo que somente a etapa de ralar consome 232 MJ
(JEKAYINFA; OLAJIDE, 2007). A cultura de raiz € muito rica em carboidratos, cerca
de 30 % (ASIEDU, 1989), dos quais 25 a 40% séo de amido (O'HAIR, 1995). Cerca
0,34 t chips de mandioca podem ser produzidos de 1t de mandioca fresca (YANG et
al., 2011).

Aproveitando este potencial, na China uma unidade fabrii com uma
capacidade de producdo anual de 200 mil toneladas foi construida no final de 2007
(ZHANG et al., 2010b). Ao contrario de destilarias a base de sacarose que sao
operados sazonalmente, a industria do etanol baseada na mandioca pode operar
continuamente, além de sua capacidade de ser armazenada como chips secos.
Quanto ao potencial de abastecimento, do total da producdo anual de mandioca, na
Tailandia, por exemplo, 20 MT, aproximadamente 40% sé&o absorvidos pela indastria
de amido e outros 40% sao processados para chips e pellets, principalmente para
exportacdo. Os 20% excedentes sdo utilizados, principalmente para aplicacdes na
alimentagdo animal (CSTRU, 2004). Desde 2001, a fim de aumentar a
competitividade do etanol com gasolina, o governo tailandés aprovou a isencdo de
imposto de consumo colocada sobre o etanol, controlando o preco de varejo de
"gasohol" (mistura de etanol e gasolina na proporcdo de 1:9). As politicas
governamentais de etanol incluem a isencao de imposto especial sobre o consumo e
a renuncia do imposto de renda para investidores interessados (NGUYEN et al.,

2007a). Bastante confiante sobre fontes abundantes de matérias-primas para a
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producdo de etanol, este governo langou um projeto para substituir a gasolina com
"gasohol" nacional em janeiro de 2007 (NGUYEN et al., 2006).

O Governo Federal da Nigéria, também, anunciou recentemente a substituicdo
parcial dos combustiveis para cozinhar com bioetanol produzido a partir da mandioca
em um projeto chamado "cassakero”. O projeto envolve a instalagdo de 10 mil micro-
biorrefinarias em todo o pais, com uma capacidade combinada de 4 milhdes de litros
por dia. O projeto inclui a criacdo de uma fazenda com 400.000 ha de mandioca para
fornecer matéria-prima para as refinarias de etanol. OHIMAIN ( 2012) cita que o
projeto vai ser benéfico em termos de criacdo de emprego, estimulo a agricultura
rural, conservacao da floresta da exploracao de lenha, alivio da pobreza e prevencéo
da poluicao interior. Entretanto, enquanto o etanol combustivel liberara menos CO,
comparativamente, a conversado de 400.000 ha de mandioca para etanol e o uso de
agroquimicos também irdo liberar CO,. Além do grande gasto de agua, de energia e
a producdo de residuos, que precisam ser tratados.

Uma analise de energia dos gases de efeito estufa (GEE) foi realizada para
avaliar o etanol combustivel produzido a partir da mandioca na Tailandia, concluindo
que a producédo de 1 L de etanol de mandioca (CE) substituindo 0,89 litros de
gasolina comum (CG) resultaria em economia de energia de 22,38 MJ o que
corresponde a cerca de 0,58 L de gasolina comum. A estimativa mostra que, com
uma capacidade de producéo diaria de 3,4 ML do CE substituindo CG no transporte,
a Tailandia pode economizar cerca 720 ML de CG por ano. O balanco de energia
para a producao de etanol a partir de mandioca mostrou-se positivo. As emissdes de
gases do efeito estufa a partir de CE na Tailandia sao cerca de 0,96 kg/L de etanol,
contra 2,6 kg de CO; eq. quando utiliza a gasolina comum (NGUYEN et al., 2007a).

Estudo com o objetivo especifico de estimar os impactos sobre estoques de
carbono acima do solo apés uma mudanca no uso da terra para crescente producao
de mandioca, para bioetanol, foi realizado no sul de Mali. Os resultados mostram que
a conversao de areas de descanso para o cultivo da mandioca resultam em um
déficit de carbono de 6,4 a 7,1 Mg/ha, quando os agricultores mantém as arvores
Uteis e levaria entre 12 e 14 anos para compensa-los. Mostra, também, que

31



assumindo uma remocédo total da biomassa acima do solo, ao tomar estas areas
para o cultivo, ira resultar em uma estimativa de 21 a 25 anos. Se os agricultores
substituirem outras culturas pela mandioca, h4 pouca ou nenhuma reducdo nos
estoques de carbono acima do solo, uma vez que as arvores nos campos hao sao
afetadas, assim, ndo haveria débito de carbono (RASMUSSEN et al., 2012).

Sobre o consumo de energia por segmentos, envolvidos no sistema de CE,
Nguyen et al. (2007b) encontraram que a conversdo em etanol consome 55,5% (6,69
MJ/L) das entradas totais de energia fésseis, o cultivo de mandioca e processamento
consomem 32,4% (3,91 MJ/L) e o transporte contribui com 12,1% (1,46 MJ/L). Dos
elementos fertilizantes, o N contribui com o maior consumo de energia e a energia do
trabalho humano é responsavel por quase 29%. Outro estudo quanto ao sistema de
producdo agronémica apresentou um dispéndio energético de 9.528,33 MJ/ha, nas
operacdes de cultivo consumiu-se 1,54 MJ/L, no processamento industrial de uma
tonelada de matéria-prima 2.208,28 MJ/t, entretanto, apresentou um custo de 11,76
MJ/L relacionado ao etanol produzido (SALLA, 2008). Segundo Dai et al. (2006) a
conversdo de etanol combustivel contribui com 71,11%, a plantacdo 25,91%, a
energia hidrelétrica correspondeu a 2,43% (0,406 MJ/L) e o carvado e gas natural com
84,65% (14,165 MJ/L) das entradas totais de energia.

Dai et al. (2006) chegaram a conclusdo que 1 J de combustivel de petrdleo,
além de outras formas de entradas de energia, pode produzir 9,80 J de etanol
combustivel; e que trata-se de energia renovavel e eficiente como indicado pelo NEV
(energia liquida) e NREV (valor liquido de energia renovavel) positivos, que eram
7,475 MJ/L e 7,881 MJ/L, respectivamente. Enquanto no estudo de Nguyen et al.
(2007b) o valor do NEV e do NREV, foram de 8,80 MJ/L e 9,15 MJIL,
respectivamente, na Tailandia, mostrando-se eficiente energeticamente. Sem
creditos de energia para o co-produto, o CE, na Tailandia € ainda mais eficiente do
gue na China e etanol de milho nos Estados Unidos.

Outro tipo de andlise energética; refente a soma das entradas de energia
disponivel de determinado tipo, direta ou indiretamente, para fazer um produto ou
servico (indices emergéticos); evidencia que 213 kWh de eletricidade e 0.5 t de
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carvao sdo necessarios para produzir 1 t de etanol. Os resultados mostram que 0s
fertilizantes nitrogenados (25%), carvao (20%) e trabalho (20%) s&o os principais
insumos de toda a energia que flui no sistema de producéo do CE. Comparado com
os indices energéticos de etanol de trigo e de milho, CE mostra-se o mais
sustentavel, mas néo totalmente renovavel, pois sua produc¢do ainda consome muito
recursos nao-renovaveis (71,15%) (YANG et al., 2011).

Em uma investigacdo acerca dos custos de producédo do etanol a partir da
mandioca, em comparacdo com a gasolina, com base em uma abordagem de ciclo
de vida foi demonstrado que o preco da matéria-prima € o fator dominante,
representando 54%, enquanto a conversdo a etanol contribui com cerca de 46%.
Uma reducdo no preco da mandioca e na utilizacdo dos subprodutos seria uma
maneira possivel para reduzir o custo de producdo do etanol. Este preco
relativamente elevado do etanol €, em parte, devido as muitas etapas envolvidas no
ciclo de producao de combustivel (NGUYEN et al., 2006).

No momento, parece que sem o0s subsidios do governo o etanol ndo pode
competir com a gasolina em termos de preco. No entanto, o rendimento da mandioca
melhorada e o desenvolvimento do mercado iriam favorecer o potencial do etanol
para substituir a gasolina, a longo prazo. Além disso, esta fonte de energia renovavel
poderia fornecer um mercado estavel para os agricultores de mandioca, bem como
contribuir para os objetivos de politica ambiental e de energia (NGUYEN et al., 2006).

Para tornar o processo sustentavel os residuos precisam ser tratados ou
transformados em co-produtos com valor agregado. Em um estudo de um novo
processo de reciclagem completa, por meio de duas fases de tratamento anaerobico
foi proposto para o tratamento de aguas residuais da destilaria de producao de etanol
de mandioca. As substancias inibidoras na agua reutilizada permaneceram
relativamente estaveis apos 3 ou 7 tratamentos e na reciclagem do processo, 0 que
coincide com os resultados de modelos matematicos. Nao se observaram efeitos
negativos sobre a fermentacdo de etanol e no rendimento final de etanol. E o tempo
de fermentacéo e taxa de utilizacdo de amido foram muito préximas a do processo
convencional, utilizando a agua da torneira. No entanto, cerca de 7% (p/p) de agua
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foi perdida durante cada circulagéo, a qual foi reposta nas bateladas subsequentes,
para assegurar o volume de fermentacdo constante. Utilizando este processo foi
possivel reutilizar a agua por mais 13 vezes (ZHANG et al., 2010b).

Como exemplo de agregacdo de valor dos co-produtos pode-se citar que no
processo de fabricagdo do amido da mandioca, grandes quantidades de residuos
sélidos, chamados de polpa de mandioca, sdo produzidas. Os principais
componentes da polpa de mandioca sdo amido (aproximadamente 60%) e celulose
(aproximadamente 30%). Estudaram-se a sacarificacdo e fermentacdo simultaneas
de polpa de mandioca com uma estirpe de levedura que apresenta duas enzimas
amiloliticas e duas enzimas celuloliticas, na superficie da célula. A concentracao
maxima de etanol de 10,0 g/l foi alcancada ap6s 48 horas de fermentacdo, com
rendimento de 79,4%. Estes resultados mostraram que ocorreu a sacarificacdo e
fermentacdo simultdneas do amido e componentes celulésicos da polpa de
mandioca, embora a utilizacdo de fibras celulésicas ndo tenha sido suficiente
(APIWATANAPIWAT et al., 2011).

2.2.3. Milho

O milho (Zea mays) é uma planta C4 da familia das gramineas, com ciclo
produtivo anual. Os graos representam cerca de 50% da matéria seca da planta, que
ainda conta com o colmo, as folhas, a palha e o sabugo (PORDESIMO et al., 2004).
E originario do México, mas é cultivado atualmente em todos os continentes.

Os Estados Unidos lideram a producdo de milho em todo o mundo e
respondem por mais da metade do volume produzido. Em 2011, a producao
americana foi superior a 313 milhdes de toneladas de graos, para uma area colhida
de pouco mais de 33 milhdes de hectares. O volume de produgéo aumentou cerca
de 40% e a area 18% em relacdo a 1991 (FAO, 2013). Do total produzido, mais de
36% foi destinado a alimentacdo animal, enquanto a industria de bioetanol consumiu
28% e 11% da producao foi destinada a producao de DDGS a partir do etanol (IOWA
CORN, 2012). Dentro dos Estados Unidos, a produgdo se concentra na regiao
chamada de Cinturdo do Milho, com destaque especial para os estados de lowa e
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lllinois. A China vem ganhando espago e sua producao cresceu mais de 50% no
periodo de 1991 a 2011, pulando de 99 milhSes toneladas para 192 milhdes de
toneladas. E ja ocupa o lugar de segundo maior produtor mundial. No Brasil, terceiro
maior produtor, a producdo estava em ascensao até 2008 com quase 59 milhdes de
t, enquanto em 2010 e em 2011 a producéo foi cerca de 55 milhdes de toneladas,
57% maior do que em 1991. O preco também apresenta crescimento, de 1990 a
2010, mais que duplicou nos Estados Unidos e na China e no Brasil ficou 1,5 vezes
maior (FAO, 2013).

O milho pode ser convertido em etanol basicamente por dois processos:
moagem Umida ou seca. Na moagem Umida, a semente de milho € fracionada em
componentes primarios (fibra de germe, 6leo e amido), o que resulta em processo de
varias correntes e co-produtos. A moagem Umida exige equipamentos e investimento
intensivo, e gera grandes volumes de etanol. No processamento de moagem seca, a
semente de milho nao é fracionada e apenas um co-produto € produzido, usado para
a alimentacdo animal, o DDGS. As plantas de moagem a seco requerem menos
equipamentos e menos investimentos (RFA, 2007). Quando o etanol surgiu, em
1970, a média de producédo de milho era cerca de 3170 L por acre (SHAPOURI et al.,
2002). O balango de massa do gréao de milho seco define a eficiéncia da conversao
tedrica para etanol em 0,423 L de por kg de matéria seca ou a 2,85 galdes por
bushel seco, que é correspondente 2,42 galdes por bushel equivalente de milho com
15% de umidade. Portanto, segundo estimativa da USDA a eficiéncia de conversao,
2,66 litros por bushel deve ser aplicado ao milho seco, e ndo ao milho com 15% de
umidade (PATZEK, 2004).

A analise do ciclo de carbono, nos EUA, mostra que em 2004 a producgéo de
etanol a partir de milho gerou 8 milhdes de toneladas de CO,, além da quantidade
gerada pela queima da gasolina. Estima-se que em 1 ha de etanol de milho industrial
gera 6.700 kg de COgzequiv, Sendo de 1600 kg/ha acima das emissbes da gasolina.
Para satisfazer 10% do consumo de combustivel dos EUA, as emissdes adicionais
de CO, serdo de cerca de 65 milhdes de toneladas métricas por ano. Enquanto que,
analisando o total de emissdes de gases do efeito estufa (GEE), na China verifica-se

35



que 27% ocorrem no processo agricola, enquanto 14% na conversao industrial de
milho em etanol, e 59% devido ao tratamento de aguas residuais. Por outro lado,
82% das emissdes totais de GEE sdo lancadas diretamente na cadeia produtiva,
enquanto 18% sao do consumo fossil indireto. Aborda-se que o etanol de milho
emitiria 5,99 vezes mais CO, do que a gasolina comum (11,61 kg CO2-equiv./kg
etanol de milho contra 2,98 kg CO,-equiv./kg) (YANG; CHEN, 2012). Outro estudo
comparando o impacto ambiental da gasolina, em 19 estados dos EUA, mostrou que
E85 gera aproximadamente 6% a 108% (23% em média) mais impacto do que a
gasolina, dependendo de onde o milho é produzido, principalmente porque induz
impactos de eutrofizagdo significativos e requer irrigagéo intensiva. Se as emissoes
de gases de efeito estufa a partir das mudancas do uso indireto da terra sdo
consideradas, as diferencas aumentam para 16% a 118% (33% em média) (YANG et
al., 2012).
Quanto ao gasto energético do processo, etapas de concentracdo e destilacdo
do xarope utilizam a maior parte da adgua de arrefecimento. A destilacédo requer 2.090
quilowatts (kW) de poténcia, destes, 53% sao para a separacdo de solidos/secagem
em equipamentos de evaporacao do xarope, 7% para as bombas de fermentacéao,
enguanto que os moinhos e outros equipamentos de manuseio dos graos usam 8%.
Se levados em consideracdo, 0os co-produtos podem ter um impacto substancial
sobre a viabilidade econémica (NREL, 2000). Salla (2008) em uma analise
energética de sistemas de producdo de etanol no estado de Sao Paulo-Brasil,
demonstraram que o sistema de producdo agrondmica apresentou um dispéndio
energético de cerca del5 mil MJ/ha e que em relacdo ao etanol produzido, as
operacdes de cultivo consumiram 7,9 MJ/L. A analise também apontou que o
processamento industrial de uma tonelada de matéria-prima, apresentou um custo
energético de quase 4 mil MJ/t e de 11,76 MJ/L quando relacionado ao etanol
produzido. No balanco energético final para cada MJ de energia investido no milho
foram requeridos 1,19 MJ (19%).
Outro ponto importante da cadeia € identificar os fatores que causam variacao
no valor de energia liquida (NEV). Assim, um estudo explicou que o NEV do etanol
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de milho, nos EUA, aumentou ao longo do tempo, devido aos avangos tecnoldgicos
na conversao do etanol e ao aumento da eficiéncia na producao agricola. Mostrou-se
gue o etanol de milho é energeticamente eficiente, razédo de 1,34, sendo 1,30 a partir
da moagem uUmida e para a moagem seca de 1,37. Cerca de 80% do total das
necessidades energéticas vém dos combustiveis n&o-liquidos e 17% dos
combustiveis liquidos. Assim 1 Btu do combustivel fossil liquido pode produzir 6,34
Btu de etanol (SHAPOURI et al., 2002).

Em um relatério que avalia o setor de milho nos EUA, em varios cenarios
(Base; 1: 7 bilhdes de galdes; 2: 14 bilhdes de galdes; 3 alto preco da gasolina; 4:
baixo preco da gasolina; 5: perda de subsidios), h4 a previsdo que as alteragbes na
producado de etanol terdo impacto sobre a producdo, no uso na alimentacdo animal e
nas exportacfes, assim como no nivel geral de precos (TAYLOR et al., 2006). Um
outro estudo realizado por Serra et al. (2008) indica a existéncia de uma relacéo de
equilibrio entre os precos do milho, do etanol e do petrdleo. No entanto, os precos do
etanol sdo ajustados, de forma néo-linear, a desvios a longo prazo, indicando que um
choque nos precos do petréleo e do milho provoca uma mudanca nos precos do
etanol na mesma intensidade, esta resposta geralmente atinge um pico apés cerca
de 10 dias e desaparece dentro de 35 dias.

Um dos fatores mais considerados na utilizacdo de uma determinada matéria-
prima sdo os custos de producdo do biocombustivel derivado desta. Portanto,
pesquisa demonstra que os custos de processamento de etanol de milho, nos EUA,
cairam 45% desde 1983 e o0 volume de producdo aumentou 17 vezes. NO mesmo
periodo, os custos de producédo do etanol de milho (incluindo custos de matérias-
primas e custos de processamento) diminuiram cerca de 70%, enquanto 0S custos
de processamento industrial de etanol de milho cairam 45%. As reducdes nos custos
das matérias-primas de alcool de milho podem ser atribuidas principalmente ao
aumento da produtividade do milho por unidade de area e da dimensdo meédia das
plantac6es de milho (HETTINGA et al., 2009). A analise dos fatores que contribuem
para o declinio nos custos revela que a decomposicdo da producdo anual de etanol
de milho e a prética de aprender fazendo, juntos, representaram 95% da variacao
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nos custos de processamento, enquanto a cumulativa importacdo de etanol de cana
contribuiu para 4%. Os custos de energia e trabalho s&o encontrados para explicar
de 0,8% a 3,4% e de 0,2% a 0,9% de reducdo nos custos de processamento,
respectivamente, dependendo das especificacbes do modelo (CHEN; KHANN,
2012). Outro texto, deixa claro que os custos para a producéo de etanol a partir de
amido de milho e o custo de destilaria com moagem seca diminuiram, podendo ser
atribuidas a varios fatores como o fato da producdo de etanol requerer menos
energia, devido a novas técnicas de uso da energia e para a desidratacdo do etanol,
além do fato da quantidade de etanol puro produzido a partir da mesma massa de
milho ter aumentado (NREL, 2000).

O volume de aguas residuais geradas no processo é importante para a
viabilidade do mesmo. Ycadi (2003) documentou que, na China, 40 milhdes de m?®
foram produzidos quando se obteve etanol de 2,10 milhGes de toneladas, em 2002.
Aproximadamente, 1 kg de etanol gera 18,80 L de &guas residuais com uma
concentracdo média de DBO de 55,00 g/L (JIA; YING, 2005), que precisam ser
tratadas. Com base em um levantamento do consumo de energia em instalacées de
tratamento de aguas residuais municipais na China, o consumo de energia elétrica
média foi de 1.30 kWh/kg de DBO removida no processo de tratamento de aguas
residuais (WANG et al., 1992). No geral, um valor médio de consumo de energia
elétrica para o tratamento de aguas residuais é de 1,34 kWh/kg de etanol (ou 4,84
MJ) (YANG; CHEN, 2012). Para determinar a quantidade gerada avaliou-se a
necessidade de agua para producao de etanol a partir de grédos de milho e chegou-
se a conclusdo de que o etanol consome de 50 a 146 L de aguas superficiais e
subterrdneas por km rodado de 1 a 60 L agua de precipitagdo/km rodado, para uma
cultura irrigada de milho. Enquanto que sem irrigacdo consome de 0.6 L/km rodado
de aguas superficiais e subterraneas e de 70 a 137 L/km rodado de precipitacéo,
apos os créditos do co-produto. Estima-se que, em 2009, 15 a 19% de agua de
irrigacdo sejam usadas para produzir a quantidade de milho necessario para obter
etanol no Kansas e em Nebraska, sem créditos para os co-produtos, e que 8-10%
apos os creditos (MISHRA; YEH, 2011). Estima-se que seja necessario 30—37 L no
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processo de limpeza, 10-12 L no fracionamento de milho e 20-25 L para a
fermentacao, para cada litro de etanol (PATZEK, 2004).

Assim ha matérias-primas amilaceas com potencial para a producédo de etanol
combustivel. Porém, o amido necessita passar por um processo hidrolitico preliminar
a fermentacéo, pelo qual seja convertido em acgucar fermentescivel. Uma das formas

de promover esta alteracdo € utilizar enzimas especificas.

2.3. Aplicacao da hidrdélise enzimatica em amilaceas

Granulos de amido possuem dois polimeros de glicose: a molécula linear,
amilose, e a cadeia ramificada, amilopectina. A amilose quase ndo contém
ramificacbes, sendo que as unidades de glicose sao conectadas por ligacoes
glicosidicas do tipo a-1,4 e a quantidade de ramificagdes a-1,6 € menor do que 1%
(BALL et al., 1998; CHEOL; JOHN, 2002). A amilopectina possui ligacdes
glicosidicas do tipo a-1,4 com aproximadamente 5% de ramificagdes a-1,6 (MYERS
et al., 2000). Dependendo da origem botéanica, o amido possui diferentes proporcdes
de amilose e de amilopectina, normalmente variando em torno de 1:3 e 1:4, mas ha
extremos encontrados, como em algumas variedades de milho, cujo amido néo
possui amilose (NELSON; PAN, 1995).

A amilopectina e a amilose podem ser atacadas de forma endo, no centro da
molécula, ou exo, na porcao terminal ndo redutora da molécula. O ataque endo é
efetuado pela a-amilase (EC 3.2.1.1) responsavel pela quebra de ligacdes do tipo a-
1,4, internas & molécula, mas ignora as ligagdes do tipo a-1,6. Esta age sobre o
granulo de amido intacto, produzindo glicose, maltose e algumas dextrinas de alto
peso molecular. As a-amilases possuem um peso molecular variando de 5 x 10* a 6
x 10* g/mol, e o pH e a temperatura 6timos para a atividade dependem da origem da
enzima. Em seguida, os oligossacarideos (maltodextrinas) formados pela agéo da a-
amilase sédo quebrados pelas exo-glucanases. O amido também pode sofrer acao de
uma exo-enzima, a B-amilase (EC 3.2.1.2), que pode liberar unidades de maltose a
partir do final n&o redutor e da cadeia linear, mas nao pode ignorar as ligagdes a-1,6.

Amiloglicosidase (EC 3.2.1.3), também chamada de glicoamilase possui agdo exo e
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peso molecular variando de 10%a 10® g/mol, hidrolisa as Gltimas ligacdes glicosidicas
a-1,4 no final ndo-redutor da amilose e da amilopectina, bem como as ligagbes a-1,6
da amilopectina, mas a taxa de hidrolise das ligagdes do tipo a-1,4 é maior do que do
tipo a-1,6. Ha4 enzimas que hidrolisam apenas ligacdes a-1,6, a pululanase (EC
3.2.1.41), outras enzimas desramificadoras e ainda as que rompem
preferencialmente a-1,4 em oligossacarideos de cadeia curta, como as glicosidases
(EC 3.2.1) (COLONNA et al., 1992; MORIYAMA; IKEDA, 1996; RUSSO et al., 2009).

Estes polimeros formam uma estrutura em camadas alternadas com regifes
amorfas e cristalinas de baixa e alta densidade (JACOBS et al., 1998). Sao
densamente ligados por pontes de hidrogénio inter e intramoleculares, formando um
estado policristalino que os torna insoluvel em agua fria e, muitas vezes, resistentes
a agentes quimicos e enzimaticos (MITSUIKI et al.,, 2005). A cristalinidade € o
resultado da formacdo de duplas hélices entre as cadeias de amilopectina e de
amilose (VERMEYLEN et al., 2006; TESTER et al., 2004).

A Liquefacdo e sacarificacdo requerem que os granulos de amido sejam
amplamente gelatinizados, geralmente, a altas temperaturas. Sarikaya et al. (2000)
afirmam que, na maioria dos casos, a agdo da a e B-amilases ndo é eficaz em
granulos de amido nativo porque sao muito resistentes a digestdo amilolitica e é
necessario um longo periodo de hidrélise para degrada-lo. Sabendo-se que adsorcao
da enzima amilolitica sobre o granulo é a etapa inicial para a hidrélise enziméatica
(LELOUP et al., 1991; KONG et al., 2003), Martin e Lépez (2009) verificaram que o
amido modificado fisicamente pelo calor umido é mais facilmente hidrolisado por a-
amilase que amidos nativos, ja que a gelatinizagcdo provocou um aumento da
susceptibilidade as enzimas amiloliticas.

Por se tratar de bioprocessos bastante utilizados na inddstria, diversos
trabalhos foram realizados a fim de otimizar este método e alcancar uma maior
eficiéncia, pela determinacdo dos melhores parametros (LIU, 2002; APAR; OZBEK,
2004a; 2004b; APAR & OZBEK, 2005; BASKAR et al., 2008), utilizacdo de menores
temperaturas (SHARIFFA, et al.,, 2009; YINGLING, et al., 2011), determinagéo da
influéncia de outros compostos, como o0 complexo amilose-lipidios (NEBESNY et al.,
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2002; 2004) e grupo fosfato (MARSHALL; WHELAN, 1970; ABSAR et al., 2009),
liquefacéo por extruséo (LINKO et al.,1983; DARNOKO et al., 1989; GOVINDASAMY
et al., 1997), preparacdo enzimatica bruta (KOUTINAS et al., 2001; KUNAMNENI;
SINGH, 2005); aumentando o teor de matéria seca (VAN DER VEEN et al., 2006;
TESTER; SOMMERVILLE, 2000).

Sobre a determinacdo dos melhores parametros pode-se citar a pesquisa de
Liu (2002) que investigou a hidrélise do amido da polpa da batata e demonstrou que
o amido poderia ser totalmente hidrolisado utilizando uma relagao constante de a-
amilase/amiloglicosidase de 15:1. Quanto ao efeito da temperatura, pode-se
constatar que os valores de atividade enzimatica residual e de hidrélise obtidos para
cada amido (arroz, milho e trigo) diminuiram com o aumento da temperatura (50-60
°C). Os menores valores foram obtidos para a-amilase produzida por Aspergillus
oryzae e 0s maiores para a proveniente do Bacillus licheniformis (APAR; OZBEK,
2004a). Os mesmos autores, em outro estudo, avaliaram os efeitos das condi¢des de
processo e adicdo de materiais. Encontraram como valores 6timos, para grau de
hidrolise do amido de milho: 65°C, pH de 5,0-6,5, 300 rpm, 90 min de reacéo (APAR;
OZBEK, 2004b). Ao analisar o amido de arroz concluiram que o valor da temperatura
Otima, do pH e do tempo foram similares (65 °C, 6,5, 90 min, respectivamente),
enquanto a velocidade ideal foi de 200 rpm e a concentragao de enzima entre 1,2-2,0
g/L. O aumento da viscosidade, da concentracdo de maltose e glicose beneficiaram a
atividade enzimatica (APAR; OZBEK, 2005).

Outro estudo foi aplicado para a otimizacdo dos parametros da hidrolise
enzimatica da farinha de mandioca. Os autores encontraram como valores ideais:
4,5% (p/v), 1% (p/v), 45 °C, e 150 min, para a concentracado de amido, concentragéo
de enzima, temperatura e tempo, respectivamente e o rendimento previsto de glicose
de 5,17 mg/mL. O experimento foi conduzido, obtendo-se um percentual 3,48
superior ao previsto, 0 que revela uma alta precisdo do modelo matematico
(BASKAR et al., 2008).

Experimentos com o objetivo de diminuir a temperatura empregada na
hidrolise, trazendo assim beneficios tais como: economia de energia e agua foram
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concluidos. Um destes, utilizando-se de superficie de resposta, visando otimizar as
condi¢cBes de hidrdlise enzimatica de amido de mandioca em baixas temperaturas.
Yingling et al. (2011) verificaram que existe a necessidade de maior concentracdo de
enzima, uma vez que a concentracdo de etanol aumentou com quantidades
crescentes de glicoamilase. No entanto, manteve-se quase constante quando o
tempo de liquefacdo foi maior que 10 min e que interacdes positivas e significativas
existem entre taxa de utilizacdo de amido, a-amilase e temperatura. Encontraram
valores 6timos para a-amilase (214 - 264 1U/ g de amido), glicoamilase (392 - 694
IU/g de amido), temperatura (60 - 79 °C) e tempo (103 - 108 min) que resultavam em
alta taxa de utilizagdo do amido (92,50 - 94,64%).

Shariffa et al. (2009) demonstraram que ap6s 24 h de hidrolise a 35 °C, o
amido de mandioca, tratado termicamente, apresenta a maior taxa de dextrose
equivalente, pois, evidentemente, tratar o0 amido com o calor suave antes aumenta
significativamente o grau de hidrélise. Demonstraram, também, que embora os
amidos mostrassem padrdes similares de difracdo de raio-X, o hidrolisado de amido
tratado termicamente mostra um carater mais cristalino.

Outro aspecto € a presenca de complexos amilose-lipidios (AML) que
impedem o0 acesso das enzimas amiloliticas aos granulos de amido, aspecto
investigado por Nebesny et al. (2002) que demonstraram que a digestdo enzimatica
prolongada da suspensédo de amido de trigo com a mistura enzimética de amilase e
lisofosfolipase causou um aumento na concentracdo de acidos graxos no hidrolisado,
sendo que utilizando esta mistura, um grau maior de degradacdo da AML pode ser
alcancado e que a eficiéncia deste processo depende do tempo de reacdo. Os
mesmo autores, (NEBESNY et al., 2004) em pesquisa destinada a elucidacdo das
propriedades do complexo amilose-lipidico (AML) e sua relagdo com caracteristicas
dos hidrolisados de milho, demonstraram que a temperatura de dissociacdo da AML
varia de 80 a 100°C. A analise de raio-X do amido nativo apresenta o espectro do
tipo A, apontando para a presenca de AML neste amido. Concluindo que a
sacarificagdo com glicoamilase juntamente com lisofosfolipase, origina uma clivagem
mais acentuada de AML, em comparacdo com a com glicoamilase sozinha.

42



Mais um ponto abrangido é o fato de alguns amidos conterem pequenas
quantidades do grupo fosfato ligadas a seus componentes (POSTERNAK, 1951;
HIZUKURI et al.,, 1970; TABATA; HIZUKURI, 1971) que estdo localizados
principalmente na amilopectina (TAKEDA; HIZUKURI, 1982). Como enzimas
amiloliticas sé@o incapazes de contornar o residuo fosforilado glicosilados, fosforil-
oligossacarideos sao liberados a partir da hidrolise (ABE et al., 1982; TAKEDA et al.,
1983). Assim Marshall e Whelan (1970) recomendaram que tragos de a-amilase
devem estar presentes numa preparacdo de glicoamilase, para a conversao do
amido em glicose. Trabalhando com amidos de batata com alto contetido de fosforo
Absar et al. (2009) verificaram, claramente, que o amido com alto teor de fésforo é
comparativamente mais resistente a hidrolise por a-amilase do que o amido com
baixo teor de fésforo.

O tempo de sacarificacdo também € exaurido, pois sua diminuicdo pode
acarretar cortes de gastos tantos energéticos quanto financeiro. Estudos
demonstram que ele pode ser reduzido quando o amido é pré-tratado utilizando
liquefacdo por extrusado. Linko et al. (1983) utilizaram uma extrusora, dupla-rosca, em
amido de cevada, com |0 a 40% de a-amilase de Bacillus licheniformis e observaram
que era rapidamente sacarificado, dentro de 24 h, em 94-95% de dextrose
equivalente, utilizando glicoamilase de Aspergillus niger. Estes autores verificaram
gue o tempo de sacarificacdo pode ser reduzido para 4 h usando um processo de
sacarificacdo semi-continuo. Sacarificacdo rapida, em torno de 2,5 h, pode ser
realizada por hidrélise continua de fécula de mandioca extrudada com glicoamilase
em um reator de ultrafiltracdo (DARNOKO et al., 1989). Govindasamy et al. (1997)
investigaram a suscetibilidade de amostras de amido liquefeito para a agdo da
glicoamilase e observaram a que a-amilase promove, durante o processamento de
extrusdo, uma acgao sinérgica,beneficiando a atividade da glicoamilase.

A possibilidade de utilizar enzimas que néo sejam purificadas pode acarretar a
vantagem de ndo compra-las. A partir de um trabalho experimental, demonstrou-se
que a utilizacdo de um complexo enzimatico bruto de Aspergillus awamori em um
reator de membrana continua enzimatica foi altamente eficiente em concentracdes
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baixas de amido (2%), enquanto em uma concentragdo maior (7%), a operacao foi
prejudicada devido ao acumulo de sdlidos no sistema (KOUTINAS et al., 2001).
Kunamneni e Singh (2005) usando preparacdes brutas de amilase, sobre o amido de
milho, obtiveram valores 6timos de: dose de a-amilase no pré-cozimento 2,243 U/mg,
dose de a-amilase no pos-cozimento de 3,383 U/mg, dose de glicoamilase 0,073
U/mg a 55,1 °C, onde a eficiéncia de conversdo méaxima (96,25%) foi alcancada.

Por fim um dos alvos de investigacbes é a quantidade de agua consumida
durante a reacdo de hidrélise. Sabendo-se que a quantidade tedrica de agua que é
necessaria para a completa hidrélise do amido em glicose é definida como o ganho
quimico (MARCHAL et al., 1999) e que o processo de gelatinizacdo desfaz as duplas
hélices pois, as pontes de hidrogénio sdo rompidas, as regides cristalinas sao
convertidas em regibes amorfas, os granulos continuam absorvendo agua e incham,
como consequéncia estes perdem a forma granular e tendem a gelatinizar
(aproximadamente 4% de solidos) e/ou solubilizar (menor que 4% de solidos)
(TESTER; KARKALAS, 2006). Com a finalidade de reduzir o teor de agua durante o
processo de hidrélise Van Der Veen et al. (2006) investigaram as condi¢cdes com
baixa umidade (<43%). Os resultados obtidos indicam que o aumento do teor de
matéria seca (35% - 65%) resultou em uma produtividade 17% maior, enquanto que
a quantidade de &gua a ser removida do sistema foi reduzida em 87%, com
temperatura e tempo de processamento comparaveis aos atuais processos
industriais. A principal desvantagem é o aumento da formacdo de isomaltose, que

pode chegar a 8% do teor de matéria seca.

2.3.1. Fatores do processo que alteram a Hidrolise Enzimatica

A literatura traz diversos fatores que influenciam a hidrélise enzimatica tais
como: a dosagem de enzimas, o tamanho dos granulos, a concentracdo e a
composicdo do substrato. Dentre os fatores que beneficiam o acesso das enzimas
estd o tratamento térmico (MARTIN; LOPEZ, 2009; LEWANDOWICZ; SORAL-
SMIETANA, 2004; ABSAR et al., 2009; SHARIFFA, et al.,, 2009). Este acesso é

dificultado pelas interagdes entre os constituintes dos polimeros (MARTIN; LOPEZ,
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2009), pela presenca de complexos amilose-lipidios e do grupo fosfato (ABE et al.,
1982; TAKEDA et al., 1983; ABSAR et al.,, 2009; NEBESNY et al., 2002), e pela
relacdo entre a area superficial e o volume (TESTER; QI, 2004).

Quanto a atividade enzimatica estdo envolvidos o tempo e a temperatura
(APAR; OZBEK, 2004b; APAR; OZBEK, 2004a), o pH (THOMAS; ATWELL, 1999), o
aumento da viscosidade, o aumento da quantidade de maltose e da concentragéo de
glicose (APAR; OZBEK, 2004b). Ja a quantidade de amilase utilizada esta interligada
com o diametro dos granulos (LIU, 2002; TESTER; QI, 2004; ABSAR et al., 2009;
KIM et al., 2008), teor de amilose (RENDLEMAN, 2000; EVANS; THOMPSON, 2004;
ABSAR et al., 2009), teor de umidade (ABSAR et al., 2009). A forma e o tamanho
dos granulos de amido ainda variam de acordo com a fonte botanica (TESTER et al.,
2004; KIM et al., 2008), o que acarreta mais variagdes nos processos.

Estes parametros alteram o processo de varias formas distintas. O processo
de gelificacéo facilita o acesso, devido a dissociacdo da dupla hélice (MARTIN;
LOPEZ, 2009). Isto ocorre, pois se acredita que os niveis utilizados de umidade,
relativamente elevados, facilitam a hidratacao e inchaco, promovendo a mobilidade e
atividade da enzima (GOVINDASAMY et al., 1997). O calor aumenta a adsorgéo de
a-amilase (KURAKAKE et al., 1996), pois ocorre a interrupcdo da ligacdo de
hidrogénio entre as cadeias, enfraquecendo assim o granulo, de modo que a enzima
pode penetrar e degrada-lo (SHARIFFA, et al., 2009).

As duplas hélices que formam as entidades cristalinas sdo semelhantes, mas
0 padrao de difracao de raios-X do tipo A € mais compacto e com baixo teor de agua,
enquanto o tipo B possui uma estrutura mais aberta e maior hidratagéo. Além disto, o
comprimento da corrente € maior no tipo B. O padrédo de difracdo tipo C representa
uma combinacéo de A e B (MARTIN; LOPEZ, 2009).

No processo de hidrélise enzimatica do amido, a presenca de complexos
amilose-lipidios (AML) diminui o inchago, a capacidade de dissolucdo e a capacidade
de ligagéo, impedindo o acesso das enzimas amiloliticas (NEBESNY et al., 2002).

Amidos com alto teor de amilose sdo especialmente resistentes (GALLANT et al.,
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1992) pois a amilose, geralmente, representa a regido amorfa (TESTER;
KARKALAS, 2006).

Quanto ao tamanho, sabe-se que este se modifica de acordo com a origem
botanica (TESTER et al., 2004; KIM, et al.,, 2008). Granulos de amido de cereais
(como milho ou trigo), sdo geralmente pequenos e poliédricos, enquanto de batata
séo elipticos, e os de leguminosas (ervilha, por exemplo) sdo ovais. Os tamanhos
dos granulos variam entre menor que 5 um de diametro (por exemplo, arroz), até
maior que 80 um de diametro (por exemplo, batata) (ZOBEL, 1998). O tamanho do
amido nativo pode ser reduzido, selecionando a hidrdlise na regido amorfa (MA et al.,
2006). Mostrou-se que maiores granulos de amido séo digeridos mais lentamente do

gue granulos menores (ABSAR et al., 2009).

2.3.2. Métodos aplicados para anélise

Uma série de métodos foi desenvolvida para a determinacdo do teor de
amilose. Aqueles empregando espectrofotometria (KNUTSON, 1986; CHRASTIL,
1987; JARVIS; WALKER, 1993; MARTINEZ; PRODOLLIET, 1996) sao,
provavelmente, os mais utilizados, métodos usando calorimetria diferencial de
varredura (DSC) (SALIERI et al., 1995; NEBESNY et al.,, 2004; SHARIFFA et al.
2009), cromatografia de Alta Performance de exclusédo por tamanho (HPSEC)
(GRANT et al., 2002) e digestdao enzimatica (YUN; MATESON, 1990) foram
desenvolvidos. Em cada um destes métodos a preparacdo de amostras, solucdes
utilizadas, e os resultados obtidos foram muito diferentes.

Na literatura podem-se encontrar diversos métodos para avaliar como a
hidrélise transcorreu. Dentre eles h4 a difracdo de raios X, que pode ser usado para
a diferenciacdo entre amidos nativos e também para a detec¢cdo de mudancas na
cristalinidade provocada por tratamento fisico ou quimico no amido, mostrando
padrées de difracdo dos tipos A, B e C (SHARIFFA et al. 2009; NEBESNY et al.,
2004; MARTIN; LOPEZ, 2009; MA et al., 2006). Um dos usos da analise DSC é para
avaliar se o complexo amilose-lipidio foi decomposto (NEBESNY et al., 2002).
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A extensdo da hidrélise também pode ser detectada por TLC (LI et al., 2007),
utilizando silica gel 60 e os acucares padrdes. O padrao de manchas, pode concluir
se 0 produto hidrolisado contém ou nédo o carboidrato (ABSAR et al., 2009). Os
acucares liberados durante o processo podem ser avaliados pelo método do acido
dinitrosalicilico (DNS), o qual baseia-se na reducdo, em meio alcalino, do 3.5-
dinitrosalicilato (coloragdo amarela). O produto formado € estavel, com coloracao
laranja-avermelhado (3-amino 5-nitro salicilato) na proporcdo estequiomeétrica e
maxima absor¢ao da luz visivel no comprimento de onda de 540 nm (MILLER, 1959).
Ou pela Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando detector e coluna
especificos (ERDEI et al., 2010; ZHANG et al., 2011).

Existem varios métodos para quantificacdo de amido. As principais etapas sao
a gelatinizacéo, a solubilizacdo e a hidrélise. Os acucares liberados sao detectados
por métodos colorimétricos. Dentre os métodos quimicos de dosagem de amido
disponiveis, o de Mccready et al., (1950) é baseado na solubilizacdo do amido por
acido perclérico (PURCHER et al., 1948) ou &cido sulfarico (STEINER; GUTHRIE
1944) e subsequente quantificacdo por antrona (JERMYN, 1956) ou por fenol
seguido de &cido sulfarico (DUBOIS et al.,, 1956). O hidroxido de sédio (NaOH)
(AREAS; LAJOLO, 1980) e o dimetil sulféxido (DMSO) podem ser utilizados para
extracdo de amido (CARPITA; KANABUS, 1987).

Todos estes métodos possuem alguma limitacdo, como superestimacdo do
teor de amido, contaminacédo por outras enzimas, como amiloglicosidase, que podem
apresentar presenca por celulases e outras glicosidases que liberam
monossacarideos de polimeros da parede celular (AMARAL, 2007). A escolha do
método serd dependente da precisdo esperada, da finalidade e dos recursos

disponiveis.
2.4.Fermentacéo alcodlica

A fermentacdo alcodlica consiste em um processo biolégico, no qual
carboidratos séo transformados em etanol e gas carb6nico através do metabolismo

anaerobico, no entanto, outras substancias, como o glicerol e o acido acético sao
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produzidos em quantidades menores. O substrato usado na fermentacéo alcodlica é
altamente variavel e pode ser constituido por produtos de acucar, como caldo de
cana, beterraba, mel, melaco e frutas ou materiais amilaceas, como graos de amido,
raizes, tubérculos e outros (JONES et al., 1981; SOUZA; QUEIROZ, 1995).

As leveduras sao microorganismos importantes na obtencéo do alcool por via
fermentativa, e economicamente sdo 0s agentes largamente utilizados. A levedura
Sacharomyces cerevisiae, normalmente na forma unicelular (LIMA et al., 2001),
apresentam alta eficiéncia fermentativa (AMORIM, 2005).

Véarios microorganismos, incluindo a Saccharomyces cerevisiae, ndo sao
capazes de degradar o amido, uma vez que nédo produzem enzimas que decompdem
o amido, por isso, € necessario a adicdo de enzimas especificas, a fim de utilizar esta
fonte de carbono (ALTINTAS et al., 2003). Esta levedura € fortemente inclinada a
realizar fermentacao alcodlica. Mesmo sob condic¢des totalmente aerdbias, o etanol é
produzido, quando os agucares estao presentes em excesso (VAN DIJKEN et al.,
1993).

A conversdo do acucar em etanol e gas carbbnico envolve 12 reacles
sequenciadas, catalisadas por enzimas especificas. Tais enzimas encontram-se
confinadas no citoplasma celular, sendo, portanto, nessa regido que ocorre 0
processo (LIMA et al., 2001).

As temperaturas 6timas para a producado industrial de etanol situam-se na
faixa de 26 a 35°C (LIMA et al., 2001). O rendimento € maior em temperaturas mais
baixas (15 a 20 °C), entretanto demora para obter a producdo maxima. Com o
birreator com temperatura entre 25 e 31°C a taxa inicial de fermentagédo é maior, mas
acima de 35°C a viabilidade celular decresce (TORIJA et al., 2003).

Quanto ao pH, as fermentagbes se desenvolvem em uma ampla faixa de
valores, sendo adequada entre 4 e 5. Nos mostos industriais 0os valores geralmente
se encontram na faixa de 4,5 a 5,5 (LIMA et al., 2001).

No Brasil o etanol, em escala industrial, € obtido a partir da cana-de-acucar
gue possui seus carboidratos armazenados na forma de sacarose e apds um
aguecimento térmico sao diretamente fermentados por leveduras. Nos EUA, o milho
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é a fonte utilizada para a fermentagdo, porém esta matéria-prima necessita de um
tratamento que converta o amido em agucar livre, tornando possivel a utilizagdo no

metabolismo da levedura mais usual.

2.5. Normatizacado do Etanol Combustivel

Nos Ultimos anos o mercado americano de etanol expandiu-se
significativamente, em funcdo da substituicdo do éter metil-terc-butil (MTBE) pelo
etanol para melhorar a octagem da gasolina (NEVES; CONEJERO, 2007). Nos
Estados Unidos, o combustivel para transporte mais vendido € fabricado com as
especificacbes ASTM, que é uma organizacdo que estabelece e mantém
particularizacdes do combustivel de qualidade (EPA, 2010b).

Cada pais possui normas proprias para o etanol utilizado como combustivel,
sendo que h& as particularidades de cada um. Por exemplo, o calor de vaporizacao
do etanol € mais do que o dobro do valor da gasolina e devido a isto, até que o motor
atinja a temperatura operacional, ndo vaporiza rapidamente a baixas temperaturas.
Para garantir a partida do motor em todas as regifes dos Estados Unidos, o etanol é
misturado com pelo menos 15% de hidrocarboneto, que por sua vez € mais volatil
que o etanol, chamado E85, enquanto o etanol utilizado na mistura com gasolina
para uso como combustivel em motores automotivos € "desnaturado”, adicionando-
se 2% de hidrocarbonetos, como gasolina natural. A gasolina natural € um
subproduto da producdo de gas natural e possui um teor de octanagem menor do
qgue a gasolina comercial convencional (EPA, 2010b).

No Brasil, onde as baixas temperaturas ndo sao frequentemente encontradas,
€ mais pratico o uso do etanol (100%) puro. No entanto, mesmo no Brasil, a maioria
dos veiculos flex-fuels, sdo equipados com um pequeno reservatoério de gasolina que
pode ser usado em temperatura fria (menor do que 10°C). Para volumes idénticos, 0
etanol contém aproximadamente 30% menos energia do que a gasolina,
dependendo da formulagéo da gasolina. Como resultado, a economia de combustivel
de veiculos E85 pode vir a ser reduzida em cerca de 30%, dependendo da
formulacdo da gasolina e do veiculo (EPA, 2010b).
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No Brasil o etanol anidro combustivel comercializado até 30 de abril de 2011
seguia ao Regulamento Técnico N° 6/2011, anexo da Resolugdo n° 18, de 24 de
marco de 2011 (ANP, 2011b), onde determina que deveria ser incolor, a massa
especifica (20°C, kg/m3) deveria ser anotada, o teor de etanol (% vol.) minimo seria
de 92,1%, o teor de metanol (% vol.) maximo seria de 0,5%, o teor de agua (% vol.)
maximo seria de 1%, a acidez maxima seria de 56 mg de ac. acético/L, a
condutividade elétrica maxima de 500 uS/m e o teor de hidrocarbonetos maximo 5 %
vol.

Apds 30 de abril de 2011, todo o etanol anidro comercializado no territrio
nacional atende exclusivamente a especificacdo estabelecida no Regulamento
Técnico da ANP n° 3/2011, parte integrante da Resolucdo ANP N° 7/2011 (ANP,
2011a). Os demais dispositivos previstos ficaram mantidos, relativos as obrigacdes
guanto ao controle da qualidade a serem atendidos pelos diversos agentes que
comercializam o etanol combustivel em todo o territério nacional, bem como a
especificacdo do etanol hidratado combustivel (ANP, 2011a). Na Tabela 1 estdo
contidos os valores das caracteristicas consideradas neste regulamento e os valores
estabelecidos pela legislacdo dos Estados Unidos quanto ao Etanol desnaturado
para mistura com gasolina e Etanol Combustivel (E85).
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Tabela 1: Especificacdes do alcool etilico anidro combustivel (EAC) e do alcool etilico hidratado
combustivel (EHC), utilizados no Brasil (ANP, 2011a); do Etanol desnaturado para mistura com
gasolina e etanol Combustivel (E85), utilizados nos EUA (EPA, 2010b)

LIMITE
i Etanol
CARACTERISTICA UNIDADE BErﬁgl BErggl Desnatura | ES5 - EUA
do - EUA
visivelmente livre de
A Limpido e Isento de contaminantes
specto -
Impurezas (LII) sSuspensos ou
precipitados
Laranja, Sem
Cor - com Claro e brilhante
corante
corante
Acidez total, max mg/L 30 56 50
Condutlwda}de elétrica, us/m 350 i i
max.
Massa S(S)([)JSCIflca a kg/m3 791.5 méx 8%(3)17i6,30a i i
% volume 99,6 min. 95,1 a 96,0
Teor alcodlico - 68, 74 e 79*
% massa 99,3 min. 92,5a93,8
pH - - 6,0a8,0 6.9-9.0 -
Teor de etanol, min. % volume 98,0 94,5 92,1 -
Teor de agua, max. % volume 0,4 4,9 1,0
Teor de metanol, max. % volume 1 0,5
ReS|du~o por. mg/100 mL 5 i i
evaporacao, max.
Goma Lavada — mg/100 mL
solvente
Teor de % volume 3 i 17-21, 17-
hidrocarbonetos, max. 26 e 17-30*
Teor de cloreto, max mg/kg 1 - 2
Teor de sulfato, max. mg/kg 4 4 -
Teor de ferro, max. mg/kg 5 - -
Teor de sddio, max. mg/kg 2 - -
Teor de cobre, max mg/kg 0,07 - - 0,07
Teor de cloretos
inorganicos, max mg/kg ) ) 1 32 (mgiL)
Desnaturante, min o 1,96
. % volume - - -
max 5,0
. 210,260 e
Enxofre, ppm, max. - - - 30 300
Alcoois alifaticos
superiores (C3-C8), % volume - - - 2
max
Goma Lavada, max. mg/100ml| - - - 20
Chumbo (méax.) mg/L - - - 2,6 e3,9*
Fosforo (max.) mg/L - - - 0’26 91’*3 €

* De acordo com a Classe de Volatilidade determinada pela ASTM
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De acordo com a Tabela 1 pode-se verificar que existem algumas diferencas
nos parametros considerados pelos dois paises. O limite da Acidez total maxima, em
miligramas de acido acético por litro de etanol, é de 30 no Brasil, para ambos os tipos
de alcoois (EAC e EHC), enquanto nos EUA o limite € de 50 para o E85. O teor
alcodlico do E85 é bem menor do que do etanol hidratado combustivel (EHC), pois
possui 15% de hidrocarbonetos e isto também faz com que este combustivel possua
teor de hidrocarbonetos bastante superior. Enquanto o teor de agua no etanol
utilizado nos EUA é o dobro do utilizado no Brasil, 0 metanol ja é a metade permitida
na legislacdo brasileira. Outra diferenca é quanto as especificacdes consideradas,
por exemplo, a condutividade elétrica, o teor de sddio, o teor de ferro, o residuo por
evaporacao e a massa especifica constam na regulamentacéo brasileira, mas ndo na
dos EUA. Enquanto os EUA avaliam o teor de cloretos inorganicos, enxofre, alcoodis
alifdticos superiores, goma lavada, teor de desnaturante, chumbo e fosforo e
parametros que o Brasil ndo considera.

A nado padronizacdo da qualidade do etanol pode originar problemas como a
dificuldade no armazenamento, logistica de distribuicdo, possibilidade de
contaminacao (mistura) do produto e a dificuldade de tornar o etanol um produto
comercializado de acordo com os valores internacionais, pois ndo havera um padrao
de referéncia para negociacdo, descaracterizando o produto como uma commaodity
(SILVA, 2008). Além das especificacdes técnicas, uma certificacdo, atendendo
padrées internacionais, devera contemplar o tripé da sustentabilidade, atendendo
aos aspectos social, ambiental e econdmico (ESPINDOLA, 2009).

Em virtude disto, no Brasil, 0 Programa de Monitoramento da Qualidade dos
Combustiveis - PMQC foi instituido, pela ANP, visando atender ao disposto no artigo
8° da Lei 9.478/1997, em particular o que trata da garantia de qualidade e do
suprimento de combustiveis ao mercado nacional. Os indices de nédo conformidades
do etanol no Brasil diminuiram ao longo dos anos, em 2005 era de 6,5%, sendo 3,8%
em 2006, 3,1% em 2007, 2,3% em 2008, 1,7% em 2009, aumentando para 2,2% em
2010 e caindo para 1,1% em agosto deste ano. Destas inconformidades 49% eram a
respeito da massa especifica e teor alcodlico, 17,6% se referia a condutividade e
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5,9% ao pH (ANP, 2011d). A massa especifica e o teor alcodlico controlam a pureza
do produto e o teor de hidratagdo que correspondem a maioria das irregularidades,
enquanto a condutividade e o pH restringem a possibilidade de corrosdo do motor
causada pelo combustivel.

Na Tabela 2 h& outras especificacbes para o etanol e para o ES85,
determinadas nos EUA.

Tabela 2: Especificacbes do etanol combustivel e do E85 utilizadas nos EUA (EPA, 2010b)

Propriedades Etanol E85
C, to C4, Hidrocarbonetos
C.H,OH e hidrocarbonetos oxigenados

Férmula quimica

Constituintes principais (% em peso) 52 gé]g’ H, 57C,13H,300
Octano (R+M)/2 98-100 95-97
Calorifico inferior (unidade térmica
britanica (BTU) por galo) 76,300 83,600- 89,400
Galdo de gasolina Equivaléncia
(v /v de gasolina) 15 1314
Milhas por Galdo Comparado & Gasolina 67% 73%
Pressdo de Vapor Reid (psi) 2.3 7-12
Ponto de ignicdo do combustivel no ar (%) 3-19 *
Temperatura (aprox.) (F) 850 *
Gravidade especifica (60/65°F) 0.794 0.78
Arranque em tempo frio fraco razoavel**
Raz&o Ar-Combustivel (em peso) 9 10
Razdo H/C 3.0 2.75-2.95

* Depende das propriedades dos hidrocarbonetos componentes da mistura. **Depende do combustivel a ser misturado com as
suas especificagdes.

Nos EUA, tanto no etanol utilizado para misturar com a gasolina quanto o no
E85 ndo sdo adicionados corante. Enquanto no Brasil, ainda no Regulamento
Técnico ANP n°® 3 de 2010 (ANP, 2010), a cor do EAC deveria ser incolor, o
Regulamento Técnico ANP n°® 6 de 2011 (ANP, 2011b) estabeleceu que o teor de
corante a ser adicionado fosse obrigatoriamente de 15 mg/L. Segundo a Resolucéo
ANP n° 7, de 9 de fevereiro 2011 (ANP, 2011a) corante é produto registrado na ANP
e fornecido por fornecedor de corante, que confere coloragcdo laranja ao etanol

anidro, combustivel com intuito de diferencia-lo do etanol hidratado combustivel.
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Na Tabela 3, estd descrita a especificacdo do corante a ser adicionado ao

etanol anidro combustivel.

Tabela 3: Especificacdes do corante a ser adicionado ao etanol anidro combustivel brasileiro, contidas
no Regulamento Técnico ANP n° 3/2011 (ANP, 2011a)

CARACTERISTICA ESPECIFICACAO METODO
Estado fisico Liquido visual
Familia quimica - Solvent Red 19 ou Red 164 -
Color index Solvent Yellow 174 ou Yellow 175 -

Cor Laranja visual
Absorbéncia a 420 nm 0,150 a 0,190 EAC contendo 15 mg/L
Absorbancia a 530 nm 0,100 a 0,135 EAC contendo 15 mg/L

Solubilidade Soluvel em etanol anidro Descrita pela ANP

combustivel

A maioria do combustivel utilizado no Brasil ou é uma mistura de etanol 20%
(ANP, 2011c) ou etanol hidratado constituida por etanol 93% e 7% de &agua, e a
maioria dos veiculos vendidos atualmente no Brasil sdo do tipo flex-fuel. Estes séo
diferentes dos vendidos nos EUA. Os flex-fuels brasileiros s&o fabricados com
padroes de seguranca e de emissdo diferentes e ndo poderiam ser vendidos nos
Estados Unidos sem diversas alteracdes e certificacdo, para atender as exigéncias
do pais. Os motores e sistemas de combustivel sdo projetados para operar em 20%
de etanol anidro, 100% etanol hidratado, ou qualquer combinacdo desses
combustiveis (EPA, 2010b).

Apesar de o Brasil ter iniciado as suas experiéncias com etanol em 1925, e
comecar a adicionar alcool a gasolina importada a partir de 1931, s6 em 2005 a
Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis estabeleceu as
especificacbes para comercializa¢do do Alcool Etilico Anidro Combustivel (AEAC) e
do Alcool Etilico Hidratado Combustivel (AEHC) em todo o territério nacional e
definiu as obrigagbes dos agentes econdmicos sobre o controle de qualidade do
produto (ANP, 2005), sendo revogado pela Resolucdo ANP n° 7, com efeitos a partir
de fevereiro de 2011 (ANP, 2011a).
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2.6.Metodologia de superficie de resposta

A técnica convencional para a otimizacdo de um processo multivariavel
geralmente define um elemento de cada vez. E necessario realizar uma série de
experimentos e ndo revela os efeitos alternativos entre os componentes. O
delineamento composto central consta de uma parte fatorial, uma parte axial e
pontos centrais. A Metodologia de superficie de resposta (RSM) € um método
comumente utilizado para avaliar as condi¢cdes de fermentacéo ideais e também uma
técnica estatistica eficiente para a otimizacdo de mdltiplas varidveis com o numero
minimo de experimentos. Essas equacdes podem ser representadas graficamente
como superficies de resposta (PEREIRA et al., 2010).

Este delineamento apresenta também dois niveis de variaveis axiais que sao
codificadas como —a e +a. O valor depende do numero fatorial (F = 2K) do
delineamento e do niumero de variaveis independentes (K = 2), sendo o valor definido
pela equacdo (TORRES, 2009):

a=(F)¥ =24 =14142

Para andlise dos resultados experimentais, a metodologia descreve o
comportamento de um sistema no qual estdo combinadas as variaveis
independentes e a variavel dependente ou resposta. A resposta € uma funcao dos
niveis nos quais estes fatores foram combinados e definidos conforme Box e Draper
(1987). Atraves de analise de regressao, um polindmio de segunda ordem com as

variaveis explicativas pode ser ajustado para cada resposta.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.Matérias-primas

Para este experimento foram utilizadas as seguintes matérias-primas: batata-
doce industrial, cultivar Duda, catalogada como BDI 112, cedida pelo Laboratério de
Sistemas de Producdo de Energia a partir de Fontes Renovaveis (LASPER),
localizado na Estacdo Experimental/UFT; mandioca brava, variedade popularmente
chamada de Jabuti, adquirida de agricultores familiares da regido do Bico do
Papagaio-TO e milho, em gréos, triturado, da variedade Ag-1051 adquirido no

comeércio local, municipio de Palmas.

3.1.1. Milho

O milho em gréos e triturado foi desidratado em estufa com circulacao forcada
de ar (80°C / 48 h). Em seguida triturado em particulas menores e padronizado em
peneira de 28 mesh e armazenado sob refrigeracdo entre 7 e 10°C, de onde foram

retiradas amostras para posterior analise.

3.1.2. Batata-doce

Depois da colheita e selecdo dos tubérculos sadios, a batata-doce foi lavada
com agua corrente, seccionada em pedacos menores e triturada duas vezes
(Nogueira DPM 2000; peneira de 3 mm; 20 Martelos e 2 Facas). Pesou-se em
guantidades determinadas, colocando-as em sacos plasticos de polietileno e
congeladas a -18°C, até o momento da secagem. Desidratou-se em estufa de
circulacao forcada de ar (80°C / 48 h) e em seguida padronizou-se em peneira de 28
mesh e armazenou-se sob refrigeracdo (~10°C). Amostras foram retiradas para

procedéncia das analises.

3.1.3. Mandioca

Apoés recebimento, separou-se as raizes sadias e procedeu-se a lavagem,
corte e trituracdo por duas vezes (Nogueira DPM 2000; peneira de 3 mm; 20
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Martelos e 2 Facas). A massa pesada foi colocada em sacos plasticos de polietileno
e congelada a -18°C, até o0 momento de sua utilizacdo. Apds descongelamento as
amostras foram desidratadas em estufa de circulacédo forcada de ar (80°C/48 h), em
seguida padronizadas em peneira de 28 mesh e armazenadas sob refrigeracéo até

posterior analise.

3.2.Analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A analise cromatografica das substancias (glicose, maltose, frutose e etanol)
foi realizada em um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia marca Shimadzu (LC-10
Series Avp; desgaseificador: DGU-14A, integrador: CLASS LC-10), com eluicéo
isocrética, pelo bombeamento (LC-10AD) de uma fase movel composta de 8 mM de
acido sulfarico em agua ultrapura (destilada e deionizada). O fluxo do eluente foi de
0,6 mL/min, a 40°C (forno de coluna CTO-10A), com corrida de tempo total de 30
minutos. A deteccdo se deu em detector de indice de refracdo (Shimadzu, modelo
RID-10A). Uma aliquota de 20,0 uyl da amostra foi injetada manualmente (injetor
Rheodyne - iL malha 20) e permeada por uma coluna de fase reversa da marca
Phenomenex Rezex ROA-Organic Acid H* (300 x 7,8 mm) com conex&o direta a
Cartucho de seguranca Phenomenex Carbo-H (4 x 3 mm) preenchida com material
semelhante ao da coluna principal. Padrdes, de cada substancia, foram utilizados
para construcdo da curva de calibracdo, que forneceu uma equacéo, utilizada para

calcular a concentracao.

3.2.1. Quantificacdo dos acucares e do etanol por CLAE

A Tabela 4 mostra as equacdes que representam o ajuste do modelo de
regresséo linear aos dados de area sob os picos ("x") e a concentragdo de agucares

("y"), verificando-se elevados coeficientes de correlacao.

57



Tabela 4: Parametros utilizados para calculos das curvas analiticas, obtidos por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), utilizadas na avaliacdo dos hidrolisados ou dos fermentados obtidos nos
Ensaios 1, 2 e 3.

Tempo de Concentracao ~ Ne

Composto retencio (min) (ug/mi)* Equacéo dareta R? Equacio
Glicose 10,26 10 - 1000 y =301,9x - 128,8 0,992 (2)
Maltose 8,59 24 - 1000 y = 250,3x - 3862 0,999 (2)
Frutose 11,02 11 -1000 y =282x - 4495 0,999 3)
Etanol(ul/mI) 22,14 0,089-25 y=93850x-4169 0,999 (4)

Onde, "X" representa a area dos picos no cromatograma obtido por CLAE e "y" representa a concentracdo de cada analito.
*Exceto a concentracdo de etanol, que esta expressa em pl/ml. . Coluna Phenomenex Rezex ROA-Organic Acid H* (300 x 7,8
mm), fase mével 8 mM de acido sulfdrico em agua ultrapura (destilada e deionizada); fluxo de 0,6 mL/min, a 40°C.

3.3.Analises de composicao

As matérias-primas foram submetidas a analises de determinacdo de matéria
seca, por secagem em estufa a 105°C, por 24 horas, monitorando-se em balanca

analitica até peso constante, segundo IAL (2008).

3.3.1. Acucares soluveis

Amostras de cada uma das matérias-primas foram retiradas da refrigeracéo e
colocadas novamente em estufa (105°C/24h). Apés resfriamento em dessecador,
trés aliquotas de 0,5g foram acuradamente pesadas, as quais foram adicionadas 10
mL de etanol 80%. Essas misturas foram homogeneizadas durante 2 min, com a
finalidade de se extrairem os acucares sollveis. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 2263xg durante 10 min. O sobrenadante foi retirado e colocado em
baldo volumétrico, onde completou-se o volume para 10 ml com agua ultrapura
(destilada e deionizada) e filtrou-se em papel filtro de 0,45 um de porosidade
(membrana HV em PVDF, Millipore) e procedeu-se a andlise quantitativa por CLAE.

Os resultados foram expressos em g/100 de massa seca.

3.3.2. Glicose Total e Amido

Para a quantificagdo dos teores dos acucares totais presentes nas matérias-
primas, foi utilizado o método da hidrélise enzimatica, conforme descrito por Torres
(2009), com adaptacbes, que consiste em se pesar acuradamente em um

erlenmeyer de 125 ml, 200 mg da amostra finamente moida (que passou por malha
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de 0,17 mm), previamente seca e resfriada. Acrescentou-se 42 mL de agua
destilada. Para a hidrdlise inicial, foram adicionados 100 pyL de solugdo comercial de
a-amilase (Liqguozyme® SC), inclusive na prova em branco. As amostras, em quatro
repeticdes, foram colocadas sob agitacdo a temperatura de 90°C por 2 h e 30 min.
Decorrido este periodo, ajustou-se a temperatura para 55°C, em seguida foram
adicionados 2,0 mL de solucdo tampéao acetato de sédio (4M, pH 4,8) e 100 pL de
solucdo de (glicoamilase (Spirizyme® Fuel). As amostras, sob agitacéo,
permaneceram por 2 h a 55 °C. Apés esse procedimento, realizou-se teste
qualitativo, com lugol, para verificar a completa dextrinizagdo do amido. O hidrolisado
foi transferido quantitativamente para um baldo volumétrico de 250 ml, completando-
se o volume agua ultrapura (destilada e deionizada), até o menisco. 15 ml foram
retirados e centrifugados a 2263xg por 10 min. Filtrou-se o sobrenadante em papel
filtro de 0,45 pm de porosidade (membrana HV em PVDF, Millipore) e procedeu-se a
analise em CLAE, conforme descrito em 4.2. O calculo do teor de amido se deu pela
conversdo da porcentagem de glicose apés hidrdlise; descontando-se o percentual
de glicose calculado nos acucares iniciais, determinado pelo fator 0,9 conforme
Somogy (1945). Os dados foram tomados em porcentagem de massa Umida.
% Amido= (% Glicose total - Glicose inicial.) x 0,9 (5)

3.4.Primeiro ensaio: Efeito das concentragdoes das enzimas a-amilase e

glicoamilase sobre a hidrdlise da mistura amilacea

O primeiro ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito das
concentragdes das enzimas a-amilase (Liquozyme® SC) e glicoamilase (Spirizyme®
Fuel), sobre o teor de glicose produzida.

3.4.1. Delineamento experimental

Para a realizagao deste ensaio foi utilizado o delineamento “central composto
rotacional” para dois fatores, segundo Barros Neto et al. (2007), com um total de 13

tratamentos.
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Os parametros do processo, estabelecidos como variaveis independentes,
foram estudados em 3 niveis, codificados como -1, 0, +1 (Tabela 5). Os valores
maximos e minimos de cada variavel independente foram estabelecidos dentro das
possibilidades operacionais do processo de hidrdlise, baseados também em dados
de literatura e ensaios preliminares, que foram realizados exaustivamente.

Os parametros fixos do processo foram: as temperaturas e tempo de acao das
enzimas no reator na etapa de liquefacdo (90°C/1,5 h), a temperatura na
sacarificacdo (60°C) e o tempo de reacgédo 2 horas.

Tabela 5: Parametros variaveis do processo utilizados na avaliagao do efeito das concentragdes de a-

amilase (90°C/1,5h) e glicoamilase (60°C/2h) (Ensaio 1) sobre o rendimento de agucares redutores na
hidrélise da mistura amilacea (batata-doce, mandioca e milho)

Niveis Fatores ou variaveis independentes
Axiais Codificados a- amilase Glicoamilase
(ml/Kg amido) (ml/Kg amido)
-a -1,4142 0,36 0,67
-1 1,10 2,07
0 2,89 5,43
+1 4,68 8,79
+a +1,4142 5,43 10,18

eta|=1,4142

A Tabela 6 mostra o delineamento experimental com os niveis codificados e

reais das variaveis independentes, nos diferentes tratamentos.
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Tabela 6: Delineamento experimental utilizado na avaliagdo do efeito das concentragdes de a-amilase
(90°C/1,5h) e glicoamilase (60°C/2h) (Ensaio 1) sobre o rendimento de agucares redutores na hidrélise
da mistura amilacea (batata-doce, mandioca e milho)

Codificado Real
Corrida X X a- amilase glicoamilase
! 2 (ml/Kg amido) (ml/Kg amido)
1 -1 -1 1,10 2,07
2 1 -1 4,68 2,07
3 -1 1 1,10 8,79
4 1 1 4,68 8,79
5 -a 0 0,36 5,43
6 +a 0 5,43 5,43
7 0 -a 2,89 0,67
8 0 +a 2,89 10,18
9 0 0 2,89 2,43
10 0 0 2,89 5,43
11 0 0 2,89 5,43
12 0 0 2,89 5,43
13 0 0 2,89 5,43

=+| a | = 1,4142; X1, X2 = variaveis dependentes: concentracdo de a-amilase (Liquozyme® SC) e
concentracdo de glicoamilase (Spirizyme® Fuel), respectivamente.

3.4.2. Processo de Hidroélise

Foram preparadas suspensdes de batata doce, mandioca e milho
(BDI+Mi+Ma) em &gua na concentracdo de 3,63% de amido total. Pesou-se, em
cada erlenmeyer de 250 ml, exatamente 1,65g de BDI, 1,68g de Ma e 2,199 de Mi, e
foram adicionados 84 ml de agua destilada, de forma que cada matéria-prima
contribuisse com 1/3 do amido total. As suspensdes, pH 5,4, foram submetidas ao
processo de hidrolise sob agitacdo e temperatura controlada. Na liquefagéo,
adicionou-se a dose de enzima a- amilase estipulada para cada tratamento,
conforme tabela 6, aguardou-se atingir a temperatura de processo, e a suspensao foi
mantida por 90 minutos a 90°C (+ 0,1).

Na etapa de sacarificagao, corrigiu-se o pH, colocando-se 2 ml de tampé&o
acetato de sodio (4M, pH 4,8). Em seguida adicionou-se glicoamilase (Spirizyme®
Fuel), aguardando-se a reac&o por duas horas, a 60°C (+ 0,1). Ambas as etapas em

banho-maria (Novatecnica, modelo NT 265).
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3.4.3. Analises dos acucares redutores e do perfil sacarideo dos
hidrolisados

Para uma investigacao inicial, foi analisado quanto aos acucares redutores
pelo método de DNS (MILLER, 1959). Uma curva padrédo de glicose, Tabela 7, foi
utilizada para calcular a concentragdo. Estes dados foram utilizados nas andlises

estatisticas e constru¢cdo do modelo estatistico e dos gréficos.

Tabela 7: Pardmetros utilizados nos céalculos da concentragdo de acucares redutores (AR), nos
hidrolisados da mistura amilacea (batata-doce, mandioca e milho), na avaliacdo do efeito das
concentragbes de a-amilase (90°C/1,5h) e glicoamilase (60°C/2h) (Ensaio 1), utilizando a curva
analitica, obtida pelo método de DNS (Miller, 1959)
Substancia Concentracdo (mg/ml)* Equacdo dareta R2  N°Equagao
Glicose 0,010 - 0,583 y = 3,4333x -0,024 0,994 (6)

Onde, "X" representa a absorbancia obtida a 540 nm em espectrofotdmetro e "y" representa a concentracéo do analito.

ApGs o processo de hidrélise, transferiu-se, quantitativamente, todo o
hidrolisado para um baldo volumétrico de 250 ml, completando-se o volume. Deste
retirou-se 5 ml, que foram colocados em baldo volumétrico de 250 ml, completando
novamente o volume, com agua ultrapura (destilada e deionizada). Destas amostras
foram retirados 15 ml, que foram centrifugados (2263xg/10 min). Os sobrenadantes
foram utilizados nas anélises.

O rendimento de processo foi calculado dividindo-se o valor obtido
(experimental) nas analises pelo valor teérico obtido através das reacBes de
obtencdo de glicose a partir do amido, considerando-se o volume adquirido de
hidrolisado e as diluicdes em cada tratamento.

Com o intuito de identificar qualitativamente os sacarideos presentes, realizou-
se a analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia. Filtrou-se amostra em papel
filtro de 0,45 pym de porosidade (membrana HV em PVDF, Millipore) e realizou-se

analise por CLAE.

3.4.4. Anélise dos dados

Os resultados obtidos quanto aos teores de acucares redutores, no

delineamento experimental, foram avaliados por meio da Metodologia de Superficie
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de Resposta e Andlise de Variancia (ANOVA). Os graficos de superficie de resposta,
de curva de niveis, de Pareto e o modelo matematico foram obtidos através do
programa Statistica 10 trial*. A significAncia do modelo foi testada pela ANOVA,

adotando-se o nivel de significancia de 5%.

3.4.5. Validagcao do modelo

Com base nos resultado indicados pela analise estatistica, graficos de
superficie de resposta e de curva de niveis, realizou-se a hidrolise nas condicbes
indicadas como ideais, em trés repeticdes, verificando o rendimento de sacarideos,
por CLAE.

3.5.Segundo ensaio: Efeito do tempo de fermentacdo e da concentracdo da
levedura Saccharomyces cerevisiae

Este ensaio for realizado com o objetivo de avaliar o efeito do tempo de
fermentacdo e da concentracdo da levedura Saccharomyces cerevisiae, sobre 0s

teores de etanol.

3.5.1. Delineamento experimental

O processo de fermentacdo seguiu o delineamento central composto
rotacional para dois fatores, quais sejam: concentracao de fermento (%) e tempo de
fermentacao (h), em dois niveis de variaveis axiais que sao codificados como —a e
+a.

Os valores maximos e minimos de cada variavel independente foram

estabelecidos com base em resultados preliminares (Tabela 8).

! Disponivel no site:< http://www.statsoft.com/support/free-statistica-10-trial/>
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Tabela 8: Parametros variaveis utilizados na avaliacdo do efeito do tempo de fermentacdo e
concentracao da levedura Saccharomyces cerevisiae (Ensaio 2, a 32°C/80 rpm) sobre o teor de etanol
obtido a partir da mistura amilacea (batata-doce, mandioca e milho)

Variaveis Niveis
Codificado Real -a -1 0 +1 +a
X3 Tempo de fermentacao (horas) 17 20 24 28 31
X4 Concentracao de levedura (%o p/v) 0,24 0,75 15 2,25 2,76

+ a|=1,4142. X3, X4 = variaveis dependentes: tempo de fermentacéo (h) e concentragdo de levedura
(%p/p), respectivamente

A Tabela 9 mostra o delineamento experimental com os niveis codificados e
reais das variaveis independentes, nos diferentes tratamentos.

Tabela 9: Delineamento experimental utilizado na avaliacdo do efeito do tempo de fermentacéo e
concentracdo da levedura Saccharomyces cerevisiae (Ensaio 2, a 32°C/80 rpm) sobre o teor de etanol
obtido a partir da mistura amilacea (batata-doce, mandioca e milho)

Ensaio Codificado Real
X3 X4 Tempo (h) Conc. levedura (% p/p)
1 0 -a 24 0,24
2 0 0 24 1,50
3 0 0 24 1,50
4 1 1 28 2,25
5 0 0 24 1,50
6 -1 1 20 2,25
7 +q 0 31 1,50
8 1 -1 28 0,75
9 0 +a 24 2,76
10 -1 -1 20 0,75
11 -a 0 17 1,50

=+|a] = 1,4142; X;, X4 = variadveis dependentes: tempo de fermentacdo (h) e concentragdo de
levedura (%p/p), respectivamente

3.5.2. Preparo do mosto

Coma interpretacdo dos resultados da etapa de hidrolise foi possivel
estabelecer uma condicao considerada 6tima. A hidrélise foi realizada conforme item
4.4.2. Adicionou-se o fermento comercial Fleischmann® liofilizado (Saccharomyces
cerevisiae), nas concentracdes estabelecidas (% de massa do fermento em relagcéo
ao volume de agua do mosto, 84 ml). Em seguida os erlenmeyers foram colocados

em shaker rotativo com temperatura e velocidade de agitacéo controlados, 32°C e 80
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rpm, respectivamente. No processo fermentativo, cada frasco permaneceu na
incubadora pelo tempo estabelecido no delineamento experimental descrito na
Tabela 9.

3.5.3. Analises dos fermentados

Ap6s o0 periodo determinado, os fermentados foram transferidos
guantitativamente para bal6es volumétricos de 250 ml e completou-se o volume com
agua ultrapura (destilada e deionizada). Do baldo retirou-se 15 ml, que foram
centrifugados (2263xg/10 min) para separacao do fermentado. O sobrenadante foi
recuperado e filtrado em membrana com 0,45 um de porosidade (membrana HV em
PVDF, MilliPore). As amostras foram diluidas, para as concentracfes se adaptarem a
curva de calibracdo, 20 vezes para os tratamentos 1,3 e 7 e 10 vezes para o
restante, utilizando agua ultrapura (destilada e deionizada). Procederam-se as
andlises cromatograficas com o objetivo de se determinar a concentracdo de etanol
presente no vinho. A concentracéo foi calculada por meio de equacdo gerada pela

curva-padrao relativa ao analito de interesse.

3.5.4. Analise dos dados

Para andlise dos resultados experimentais, foi seguida a mesma metodologia
do primeiro ensaio no qual estdo combinadas as variaveis independentes e a variavel

dependente ou resposta (Tabela 9), utilizando-se o programa Statistica 10 trial®.

3.5.5. Validagcao do modelo

Com base nos resultado indicados pela analise estatistica, graficos de
superficie de resposta e de curva de niveis, realizou-se a fermentacdo nas condicdes
indicadas como ideais, em trés repeti¢cbes, verificando o rendimento de etanol e

acucares, por CLAE.

? Disponivel no site:< http://www.statsoft.com/support/free-statistica-10-trial/>
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3.6.Terceiro ensaio

Este ensaio teve por objetivo avaliar a eficiéncia da fermentacdo das trés
matérias-primas (Batata-doce industrial, mandioca e milho) em diferentes
combinacgdes, utilizando-se as melhores condicbes encontradas no 1° e no 2°
ensaios.

A figura 1 ilustra o fluxograma do experimento.

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

+ + i
Milho + Mandioca |~ Milho + Batatatdoce ~  Batatatdoce + Mandioca =~ Batata-doce + Mandioca++
(Amido total: 50% cada) | | (Amido fotal;50% cada) [(Amido total: 50% cada) | Milhg (Amido tofal: 33% cada)

M foded Bt f0ks ki

v

+ + + + + +
Matéma-})rlinat

111111111111

Liquozyme® SC * + Pré-sacarificacao
| + - T +. T _» T ¥ T
0,36.ml/Kg amido, +90°C / 01:30h

v

Spirizyme® Fuel - Sacarifica¢io
10,18 ml/K g amido 60°C/02h
+ + + + + + 0 g T *r + *
Saccharoniyces cereviside . Fermentacdo |
L R2S%E 341/ 30°C/ 80 mm

Figura 1: Fluxograma de obtencéo de etanol utilizando diferentes combinacdes das matérias-primas,
em funcdo da quantidade de amido. Cada batelada foi realizada em triplicata.

3.6.1. Preparo do hidrolisado e Fermentagéao

Foram preparadas suspensfes de batata doce, mandioca e milho (BDI, Ml e
MA), em diferentes associa¢cdes, na concentracdo de 3,63% de amido total. As

massas utilizadas, conforme a tabela 10, foram diluidas em 84 ml de agua destilada.
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Tabela 10: Delineamento experimental utilizado na avaliacdo da fermentacdo da mistura amilacea
(batata-doce, mandioca e milho) em diferentes combinag¢fes, utilizando as melhores condi¢Bes
determinadas nas etapas de hidrélise (Ensaio 1) e de fermentacdo (Ensaio 2)

. Massa
Ensaio Combinacéao Amido 9 .
total BDI Ma Mi
1 BDI 100% 4,80 - -
2 Ma 100% - 5,20 -
3 Mi 100% - - 6,52
4 Ma + Mi 50% cada - 2,59 3,26
5 BDI + Mi 50% cada 2,39 - 3,26
6 BDI + Ma 50% cada 2,39 2,59 -
7 Mi + Ma + BDI 33% cada 1,65 1,67 2,19

BDI, Ml e MA correspondem a batata-doce industrial, milho e mandioca, respectivamente.

As suspensdes foram submetidas ao processo de hidrolise, em frascos com
capacidade para 250 ml que foram colocados em banho-maria de temperatura
controlada e agitacdo mecanica.

Na liquefacado, adicionou-se a dose de enzima a- amilase estipulada no Ensaio
1, aguardou-se atingir a temperatura de processo, e a suspensao foi mantida por 90
minutos a 90°C. Na etapa de sacarificacdo foi realizada a correcdo do pH,
colocando-se 2 ml de tampédo acetato de sédio (4M, pH 4,8), e a adicdo da
glicoamilase (Spirizyme® Fuel), reagindo por duas horas a 60°C. Ambas as etapas
em banho-maria (Novatecnica, modelo NT 265).

Decorrido o periodo de hidrolise os frascos foram resfriados a temperatura
ambiente e adicionou-se a quantidade de fermento comercial Fleischmann®
liofiizado (Saccharomyces cerevisiae), estabelecida como ideal (Ensaio 2). Os
reatores foram colocados em shaker rotativo (32°C/80 rpm) e deixados o periodo que

apresentou o maior rendimento, conforme analise estatistica do 2° ensaio.

3.6.2. Analises dos fermentados

Apés o processo de fermentacdo as amostras foram transferidas
guantitativamente para um baldo volumétrico de 250 ml, no qual completou-se o
volume. Retirou-se 15 ml que passaram por centrifugacao para separacao do vinho
fermentado e do residuo. O sobrenadante foi recuperado e filtrado com membrana
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de 0,45 pum de porosidade (membrana HV em PVDF, Millipore). Diluiu-se,10 vezes,
utilizando agua ultrapura (destilada e deionizada), e procederam-se as analises
cromatograficas com o objetivo de determinar o teor de etanol e acucares presentes
no vinho. As concentracdes foram calculadas por meio de curvas-padrao relativas ao

analito de interesse.

3.6.3. Analise dos Dados

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
arranjado em um esquema de 7 tratamentos (diferentes combinag6es de uma cultivar
de batata-doce industrial, uma cultivar de mandioca e uma cultivar de milho), 1 meio
fermentativo (dgua) e 3 repeticbes, totalizando 21 parcelas. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade, utilizando o programa Assistat versdo 7.5 Beta-2010 (SILVA;
AZEVEDO, 2002).

3.6.4. Célculo da Eficiéncia do processo fermentativo

A eficiéncia das fermentacgdes foi calculada utilizando-se os valores de etanol
produzido (g/100 g) e de etanol tedrico (g/100 g), segundo a Equacéao 8:

Eficiéncia = Etanol experimental x 100

Etanol teorico

(8)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1.Anélises de composicao das matérias-primas

As matérias-primas batata-doce industrial, mandioca e milho apresentaram
teores médios de umidade iguais a 66,77%, 66,52% e 13,77%, respectivamente.

Com relagdo a batata-doce, Zhang et al. (2010a), e Martins (2010), para
variedades cultivadas na China e no Tocantins, respectivamente, encontraram teores
de umidade de 65,5% e 63,38%, respectivamente, configurando valores muito
proximos ao encontrado nesta pesquisa. Ha relatos de valores inferiores, como de
59,5% (SRICHUWONG et al., 2012), e de superiores, como 70,9% (DUVERNAY,
2008). Esses valores podem variar bastante: Lazari (2011), ao avaliar 100 clones,
encontrou valores entre 73% e 59,95%; e Santa-Maria et al. (2009) observaram
variedades variando de 66,8 a 82,9%.

Para os teores de umidade vinculados a mandioca, Carvalho (2011) avaliou
trés cultivares e obteve média de 58,45%. O fato de se ter obtido nesta pesquisa um
valor médio menor, pode ser devido as diferencas entre a variedade utilizada e o
periodo de colheita, conforme constatado por Salla (2008).

Quanto ao milho, NREL (2000) verificou um teor préximo ao encontrado no
presente estudo, de 15% de umidade, enquanto Nikolic” et al. (2009) relataram um

valor menor, de 10,34%.

4.1.1. Acucares soluveis
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A tabela 11 mostra os resultados obtidos para a analise dos agucares sollaveis
presentes nas matérias-primas antes do processo de hidrolise.

Tabela 11: Valores médios da composicdo centesimal das matérias-primas utilizadas. Valores
expressos em base seca

Matéria-prima Glicose* (%) Frutose (%) Maltose (%) Total (%)

Batata-doce 0,71 1,06 1,64 3,41

Mandioca 0,15 0,42 1,16 1,73

Milho 0,08 0,07 1,51 1,65
CVv 3,84 3,89 4,29 -

CV% = Coeficiente de variagdo em %.

Ainda em 1915, Miyake determinou que os acucares dos tubérculos de batata-
doce sdo compostos tanto de acgucares redutores, como de ndo-redutores. Glicose e
frutose representam os agucares redutores encontrados, enquanto que o acucar nao-
redutor encontrado por Miyake,1915 € a sacarose, excluindo-se a presenca, de
pentoses. Outro estudo destacou a presenca de 3,1% de acgucares solaveis (ZHANG
et al., 2013). Teor préximo ao observado nesta investigagéo (Tabela 11).

Ja para o milho, Manikandan e Viruthagirisugars (2010), determinaram um
teor de acucares totais semelhante, de 1,7%, e NREL (2000) apontou um teor
préximo, de 2%.

Para a mandioca, Nuwamanya et al. (2012) relataram valores maiores, pois a

mesma possuia 2,65% de agucares redutores.
4.1.2. Glicose Total e Amido

A Tabela 12 mostra os resultados obtidos para glicose e teor de amido, pelo

método da hidrélise enzimatica, da batata-doce industrial, da mandioca e do milho.

Tabela 12: Valores médios da glicose total e do amido nas matérias-primas utilizadas. Valores
expressos em base seca (b.s.) e imida (b.u)
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L , Glicose b.s. Amido b.s. Amido b.u.
Mateéria-prima

(%) (%) (%)
Batata-doce 74,08 66,03 22,11
Mandioca 67,75 60,84 20,22
Milho 53,84 48,38 41,72
CVv 6,16 6,19 5,21

CV% = Coeficiente de variacdo em %.

Jin et al. (2012), em uma pesquisa com 0 objetivo de selecionar dentre 10
variedades de batata-doce aquelas mais apropriadas para a producdo de etanol,
verificaram que o teor de acucares fermentesciveis variou 15,89 a 36,04%, no
tubérculo fresco. No presente estudo, este componente apresentou-se dentro desta
variacao, 24,80% na batata-doce fresca.

Quanto ao teor de amido da batata-doce, a literatura relata médias de 34,12%
em batata-doce cultivada na China (ZHANG et al., 2010a), de 27,8 e 28,5% em
clones produzidos no Japdo (SRICHUWONG et al., 2012), de 23,7% em raizes
frescas (ZHANG et al., 2013), teores médios de 70,3 a 71,8% (JUMP et al., 1944) e
de 82,89 a 67,11% (LAZARI, 2011), ambos em peso seco. Mais proximamente ao
contexto desta pesquisa, Martins (2010) apresentou clones com 54,59 a 60,62% de
amido, destacando-se produtivamente a variedade DUDA com 55,36% (b.s.), um
valor inferior ao encontrado nesta investigacado (66,03%), enquanto Pavlak et al.
(2011), utilizando a mesma variedade, encontrou um valor médio de 24,4%, nesse
caso, superior ao mostrado na Tabela 12.

Quanto a mandioca, Nitayavardhana et al. (2010) utilizaram cultivar com
79,2% de amido (b.s.), enquanto Lin et al. (2011) empregaram farinha com 76%.
Usando esta raiz para a producdo de chips secos (13% de umidade), Dai et al.
(2006) obtiveram teor de amido em torno de 75%. Ressalta-se que todos esses
teores foram maiores do que a média encontrada para a cultivar utilizada nesta
pesquisa. Ja Carvalho (2011) aponta o conteudo de amido com percentagens
variando de 42,78 a 49,00%, também em base seca, que estdo abaixo dos 60,84%
evidenciados nesta pesquisa.

Com relacédo ao milho utilizado, este apresentou média de 48,38% (b.s.) de

amido, sendo este um valor bem abaixo daqueles relatados por NREL (2000),
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Manikandan e Viruthagiri (2010) e por Nikolic” et al. (2009), que foram de 70, 74,9 e
76,75%, respectivamente.

Vé-se, assim, pelas analises realizadas, que as matérias-primas utilizadas
neste experimento possuiam alta concentracdo de amido, especialmente
ponderando-se a possibilidade deste componente ser realisticamente convertido em

etanol.

4.2.Primeiro ensaio

O planejamento experimental completo 27 foi realizado com a finalidade de se
avaliar o efeito das seguintes variaveis independentes: concentracdes de a-amilase e
de glicoamilase, na hidrdlise do amido, tendo-se como resposta a concentracao de
acucares redutores. Os resultados experimentais e 0s previstos pelo modelo
estatistico s&o mostrados na Tabela 13.

Tabela 13: Rendimento dos acucares redutores (AR) observados na avaliagdo do efeito das

concentragbes de a-amilase (90°C/1,5h) e glicoamilase (60°C/2h) (Ensaio 1) sobre a hidrélise da
mistura amilacea (batata-doce, mandioca e milho)

Codificado Real
Corrida . X, O amilase glicoamilase AR exper. AR previsto

1 (ml/Kg amido) (ml/Kg amido) (mg/ml) (mg/ml)
1 -1 -1 0,8 1,50 33,32 34,69
2 1 -1 3,4 1,50 42,71 40,9
3 -1 01 0,8 6,38 47,39 50,2
4 1 1 3,4 6,38 44,30 44,0
5 -<a 0 0,26 3,94 43,37 44,7
6 +a 0 3,94 3,94 45,94 447
7 0 -a 2,1 0,49 32,88 33,6
8 0 +a 2,1 7,39 48,11 46,7
9 0O O 2,1 3,94 41,49 44,7
10 0O O 2,1 3,94 48,08 447
11 0O O 2,1 3,94 45,89 44,7
12 0O O 2,1 3,94 43,89 447
13 0O O 2,1 3,94 44,38 44,7

=+| a|=1,4142; X1, X2 = variaveis dependentes: concentragdo de a-amilase (Liquozyme® SC) e concentracdo de glicoamilase
(Spirizyme® Fuel), respectivamente. CV no ponto central = 4,27%
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Com os valores obtidos foi possivel determinar os coeficientes de regressao
gue estdo apresentados na Tabela 14. Na tabela de coeficientes de regressao os

termos lineares estdo associados a letra L e os termos quadraticos a letra Q.

Tabela 14: Coeficientes de regressdo do rendimento dos acucares redutores (AR), observados na
avaliagéo do efeito das concentragbes de a-amilase (90°C/1,5h) e glicoamilase (60°C/2h) (Ensaio 1)
sobre a hidrolise da mistura amilacea (batata-doce, mandioca e milho), e obtidos através da
metodologia superficie de resposta

Para ¢ Coeficiente Erro T(7 valor CLi:;' Lim. Con
arametros deregressdo  Padrédo (7)  p-valo 85%' 95%
Média* 44,747 0,924 48,405 0,000 42,561 46,933
a- amilase (L) 1,242 1,462 1,699 0,133 -0,972 5,940
a- amilase (Q) -0,207 1,567 -0,265 0,799 -4,121 3,292
glicoamilase (L)* 4,650 1,462 6,362 0,000 5,843 12,755
glicoamilase (Q)* -2,288 1,567 -2,919 0,022 -8,282 -0,869

a- amilase x glicoamilase* -3,121 2,067 -3,019 0,019 -11,129 -1,354

*Parametros significativos a 95% de confianca. R*: 0,897. As enzimas a-amilase e glicoamilase correspondem a Liquozyme®
SC e Spirizyme® Fuel, respectivamente.

Os parametros, concentracdes da enzima glicoamilase Spirizyme® Fuel (pelos
modelos linear e quadratico) e a interacdo entre as duas enzimas (a-amilase X
Spirizyme), foram significativos (p<0,05) como pode ser visualizado na Tabela 14 e
no grafico de Pareto (Figura 2).

Glicoamliase (1) : ‘ 5,363

alfa-amilase (L) x Glicoamilase (L)

Glicoamilase (Q) | : ]

aifa-amilase (L)

alfa-amilase (Q) f } S

Figura 2: Grafico de Pareto observado na avaliagdo do efeito das concentragdes de a-amilase
(90°C/1,5h) e glicoamilase (60°C/2h) (Ensaio 1) sobre a hidrélise da mistura amilacea (batata-doce,
mandioca e milho)
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Observou-se que, com 95% de confianga, a concentracdo de glicoamilase
apresentou maior influéncia na producdo de acgucares redutores, proporcionando
efeito positivo na resposta, enquanto a interacdo entre as duas enzimas influenciou
negativamente. Esse resultado indica que o aumento da concentracdo de
glicoamilase pode incrementar o teor de AR, e que, por outro lado, o aumento da
concentragao de a-amilase pode levar a diminuicao desse teor.

Com isso, tornou-se possivel construir um modelo matematico de 22 ordem
com os coeficientes de regressdo dos parametros significativos (Eq. 9). Os
coeficientes de regressdo estatisticamente ndo significativos a 95% de nivel de
confianca, foram excluidos do modelo. Na equacdo, nominou-se a variavel
dependente para melhor visualizacdo. Dessa maneira, considerou-se a concentracao
de a- amilase (ml/Kg amido) correspondente a “X;” e a concentragao de glicoamilase

(ml/Kg amido) correspondente a “X,”".

Acucares redutores (mg/ml) = 44,747 + 4,650X, — 2,288X,% — 3,121X:X>  (9)

A qualidade do ajustamento do modelo adotado foi expressa pelo coeficiente
de determinacao (R?), calculado em 0,897, indicando-se que 89% da variabilidade na
resposta poderia ser explicada pelo modelo. Isto prova que a equacao (9) forneceu
um modelo adequado para descrever a resposta referente a taxa de producdo de
acucares redutores.

A Figura 3(a) mostra as curvas tridimensionais de superficie de resposta, que
foram construidas com base nos dados mostrados na Tabela 13 com o intuito de se
compreender a interagdo da concentragdo 6tima de cada componente (a-amilase e

glicoamilase) necessarios para a maxima producdo de acucares redutores.
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Figura 3: (a) Superficie de Resposta (b) Curvas de niveis. Observadas na avaliagdo do efeito das
concentracdes de a-amilase (Liguozyme® SC, 90°C/1,5h) e glicoamilase (Spirizyme® Fuel, 60°C/2h)
(Ensaio 1) sobre a hidrolise da mistura amilacea (batata-doce, mandioca e milho)
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Observando-se o grafico da superficie de resposta e as curvas de niveis da
relagdo da concentragdo de a-amilase e glicoamilase, em relagdo a concentracédo de
acucares redutores, verifica-se que a faixa 6tima ocorre com 0,36 ml/Kg (0,45
9/Kgamido) de amido e 10,18 ml/kg de amido (11,71 g/Kgamido), respectivamente.

A adicdo de maior quantidade de a-amilase (Liquizyme® SC) nao resultou no
aumento dos acucares redutores. Segundo Duvernay (2008), isto pode ter sido
devido a saturacdo dos locais de ligacdo disponiveis por outras amilases nativas, o
que poderia sugerir um "excesso" de a-amilase adicionada, resultando em saldo de
enzima néao utilizada. Além disso, Zhang e Oates (1999) encontraram que o amido de
batata-doce geralmente contém quantidades elevadas de amilopectina, uma
molécula que contém ligacdes que ndo sdo rompidas pelas amilases.

Estudo realizado por Duvernay (2008), testando diferentes taxas de a-amilase
(Liquozyme® SC) na hidrdlise de batata-doce industrial, também verificou que adi¢do
de uma quantidade maior de a-amilase n&o resultou no aumento esperado de
acucares redutores, e consequente diminuicdo do amido, determinando que a
guantidade de a- amilase que converteria a maioria do amido disponivel era de 0,45
KNU-S/grama de peso seco da matéria-prima. O mesmo autor também concluiu que
a sacarificacdo era capaz de aumentar a quebra de amido, contudo, a sua principal
funcdo foi a de converter as dextrinas solUveis resultantes da liguefacdo em acgucares
fermentaveis, com adi¢cdo de 5,0 AGU/ggp de Spirizyme Ultra. Sabendo-se a
atividade de a-amilase e de glicoamilase, a densidade das enzimas e o teor de
amido, pode-se verificar que a concentracdo utilizada por Duvernay (2008) de a-
amilase foi 5 vezes maior e a concentracdo de glicoamilase foi de 3 vezes menor,
dos encontrados no presente estudo.

Para realizar a liquefacdo e sacarificacdo, Srichuwong et al. (2012)
adicionaram 13,6 ml de Liqguozyme® SC e 0,11 ml de Spirizyme Fuel, enquanto
Zhang et al. (2010a) descreveram o uso de 0,12 KNU (1,334 g) de a-amilase, mais
1,6 AGU (3,2 g) de glicoamilase, para cada quilograma de BDI. Enquanto Jin et al.
(2012), utilizaram 120 KNU (1,334 g) de Liquozyme® Supra e 750 AGU (1,5 g) de
glicoamilase, para cada quilograma de amido. Por sua vez, Lazari (2011) utilizou
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0,03 ml da enzima a-amilase Termamyl 120L para cada 1 Kg de farinha de BDI,
previamente seca.

Em trabalho utilizando a mandioca, Chen et al. (2011) adicionaram 1,6 g
amilase e 8,4 g de glicoamilase para cada quilograma de amido. Ja Carvalho (2011)
fez sua hidrdlise utilizando 2,5 ml, tanto de amilase Termamyl 120L, quanto de
glicoamilase AMG 300L. Em outro trabalho (Yingling et al., 2011) a metodologia de
superficie de resposta foi usada para se otimizar as condicbes de hidrolise
enzimatica de mandioca, sob baixa temperatura. As condi¢des Otimas de hidrolise
encontradas por estes autores foram de 264 [U/gamido de a-amilase (100 g/KQamido) €
392 1U/Qamido (5 9/Kgamido) de glicoamilase, com taxa de utilizacdo de amido de 92,50
a 94,64%. Nesse caso, relacionou-se a diferenca verificada na concentracédo de uso
com o fato de que as atividades das enzimas utilizadas por Yingling et al. (2011)
eram diferentes das atividades da a-amilase e glicoamilase utilizadas neste
experimento.

Em experimento com milho, Nikolic” et al. (2009) relataram que para cada
quilograma de amido foi necessério adicionar-se 19,95 g de a-amilase Termamyl SC
e 119,73 g de glicoamilase SAN Extra L, para se obter a completa sacarificacao.

Observou-se que na maioria dos estudos a quantidade de glicoamilase é
superior a concentragdo de a-amilase, o0 que corrobora com o0s resultados
encontrados nesta pesquisa.

Estudo conduzido por Chen et al. (2011) demonstrou que a hidrdlise
enzimatica ocorria principalmente na superficie da molécula de amido, a qual era
amplamente desgastada nesse processo, ocorrendo também, em camadas. A forma,
volume e o tamanho dos poros, que sdo aberturas para o interior dos granulos de
amido foram os parametros que mais influenciaram na taxa de penetracdo das
enzimas no interior desses. No entanto, segundo Tester e Sommerville (2000), a
intensidade da hidrélise também estaria intimamente relacionada com o grau de
gelatinizagdo, que tem importantes implicacbes para a producédo de alcool e em

outros processos industriais.
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A fim de se conhecer o perfil do hidrolisado, a figura 4 mostra o perfil dos
sacarideos provenientes da hidrélise da mistura amilacea, obtido na corrida 3.
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Figura 4: Cromatograma, obtido por CLAE, na corrida 3 do Ensaio 1 utilizando a condicdo de 2,1 ml
de a-amilase/Kg de amido e 7,39 ml de glicoamilase/Kg de amido (Itens 4.3.5 e 5.3.1), para a hidrélise
da mistura de batata-doce, mandioca e milho. Coluna Phenomenex Rezex ROA-Organic Acid H* (300
x 7,8 mm), fase mével 8 mM de &cido sulfarico em agua ultrapura (destilada e deionizada); fluxo de
0,6 mL/min, a 40°C

Pode-se verificar que ap6s o processo de hidrélise o monossacarideo
predominante foi a glicose, que é um dos agucares preferenciais para o metabolismo
como fonte de carbono da levedura Saccharomyces cerevisiae (VAN DEN BRINK et
al., 2009).

4.2.1. Validagao do modelo

Por meio do presente estudo foi possivel obter-se um modelo estatistico
capaz de predizer o comportamento das variaveis dependentes (respostas) em
funcdo das variaveis independentes. A hidrolise conduzida sob a melhor condicao
indicada pela superficie de reposta, que consistiu em 0,36 ml de a-amilase/Kg de
amido (31pL/3,05g de amido) e 10,18 ml de glicoamilase/Kg de amido (1uL/3,05g de

amido), resultou em 52,9 mg/ml de glicose e 2,2 mg/ml de maltose.
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Em comparacédo, Duvernay (2008) obteve 862,2 e 743,9 mg de agucares/g de
amido com a farinhas e com a batata-doce fresca, respectivamente, enquanto no
presente estudo a mistura (BDI + Ma +Mi) apresentou 1449,13 mg de glicose e 70,73
mg de maltose, por grama de amido.

Na figura 5 pode-se observar o cromatograma, obtido por CLAE, para
validagédo do modelo do Ensaio 1 utilizando a condigéo otimizada de 0,36 ml de a-

amilase/Kg de amido e 10,18 ml de glicoamilase/Kg de amido.
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Figura 5: Cromatograma, obtido por CLAE, para validacdo do modelo do Ensaio 1 utilizando a
condicdo otimizada de 0,36 ml de a-amilase/Kg de amido e 10,18 ml de glicoamilase/Kg de amido
(tens 4.3.5 e 5.3.1), para a hidrolise da mistura de batata-doce, mandioca e milho. Coluna
Phenomenex Rezex ROA-Organic Acid H® (300 x 7,8 mm), fase mével 8 mM de é&cido sulfirico em
agua ultrapura (destilada e deionizada); fluxo de 0,6 mL/min, a 40°C

4.3.Segundo ensaio

Um segundo planejamento experimental completo 22 foi realizado para se
avaliar o efeito do tempo de fermentacdo, e da concentracdo do fermento comercial
Fleischmann® liofilizado (Saccharomyces cerevisiae), sobre o rendimento de etanol.
A Tabela 15 mostra os resultados experimentais e os previstos pelo modelo

estatistico.
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Tabela 15: Rendimento de etanol observado na avaliacdo do efeito do tempo de fermentacdo e
concentracdo da levedura Saccharomyces cerevisiae (Ensaio 2, a 32°C/80 rpm) sobre o teor de etanol
obtido a partir da mistura amilacea (batata-doce, mandioca e milho)

Codificado Real
Ensaio Tempo dg Concentracéo Etgnol Etal_wol Eficiéncia
X3 X4 fermentacdo delevedura experimento previsto (%)
(horas) (% p/p) (ul/ml) (ul/ml)

1 0 -a 0,24 17 5,06 4,88 14,20
2 0 0 15 24 21,01 22,25 58,92
3 1 1 2,25 28 21,50 25,08 60,32
4 0 0 15 24 23,00 22,25 64,54
5 -1 1 2,25 28 19,86 25,08 55,67
6 +a 0 15 24 21,02 22,25 58,95
7 1 -1 0,75 20 7,59 11,59 21,28
8 0 +a 2,76 31 26,36 23,95 73,95
9 0 0 15 24 16,59 22,25 46,51
10 -1 -1 0,75 20 9,91 11,59 27,79
11 -Q 0 15 24 16,79 22,25 47,14

A Tabela 16 apresenta os valores obtidos ap6s andlise dos fermentados por

CLAE. Foram determinados os coeficientes de regressao, onde os termos lineares

estdo associados a letra L e os termos quadraticos a letra Q.

Tabela 16: Coeficientes de regresséo para rendimento de etanol, observados na avaliacéo do efeito
do tempo de fermentacdo e concentracdo da levedura Saccharomyces cerevisiae (Ensaio 2, a
32°C/80 rpm) sobre o teor de etanol obtido a partir da mistura amilacea (batata-doce, mandioca e

milho)
Lim. Lim.
Parametros rg;reefégéeo PaE(;rr%o T (7) p-valor  Conf. - Conf.
95% 95%
Média* 22,253 1,323 16,823 0,000 18,853 25,653
Tempo (L) 0,662 0,810 0,817 0,451 -1,421 2,744
Tempo (Q) -2,322 0,964 -2,408 0,061 -4,800 0,156
Conc. Levedura (L)* 6,747 0,810 8,330 0,000 4,665 8,830
Conc. Levedura (Q)* -3,919 0,964 -4,065 0,010 -6,397 -1,440
TempoxConc. Leved. 0,989 1,146 0,863 0,428 -1956 3,933
*Parametros significativos a 95% de confianca R” 0,9468

O parametro concentracdo de levedura (linear e quadratico) mostrou-se

significativo (p<0,05) como pode ser visualizado na Tabela 16 e no gréafico de Pareto

(Figura 6).
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Conc. levedura (L)

Conc. levedura (Q)

Figura 6: Gréfico de Pareto, mostrando o efeito das variaveis do modelo, obtido pela avaliagdo do
efeito do tempo de fermentacdo e concentragdo da levedura Saccharomyces cerevisiae (Ensaio 2, a
32°C/80 rpm) sobre o teor de etanol obtido a partir da mistura amilacea (batata-doce, mandioca e
milho)

Observou-se com 95% de confianca, que a concentragcdo de levedura
apresentou a maior influéncia no rendimento de etanol, proporcionando efeito
positivo na resposta. Assim, aumentando-se a concentracdo de levedura, pode-se
favorecer a concentracdo de etanol obtido.

Foi possivel construir um modelo matematico de 22 ordem com os coeficientes
de regressao dos parametros significativos (Eg. 5). Os coeficientes de regresséao
estatisticamente nao significativos, a 95% de nivel de confianca, foram excluidos do
modelo. Na equacdo, a variavel dependente esta codificada. Considera-se a
concentracdo de Concentracédo de Levedura (% p/v) correspondente a “X,”.

Etanol (pl/ml) = 22,253+ 6,747X, - 3,919X,4? (5)

Expressa-se a qualidade do ajustamento do modelo adotado pelo valor do
coeficiente de determinacéio (R?), calculado em 0,9468, indicando-se que 94,68% da

variabilidade na resposta poderia ser explicada pelo modelo. Isto prova que a
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equacao (5) forneceu um modelo adequado para descrever a resposta referente a
taxa de producgéo de etanol.

A Figura 7 mostra as curvas tridimensionais de superficie de resposta, que
foram construidas com base nos dados mostrados na Tabela 15 com o intuito de se
compreender a interacdo da concentracdo Otima de levedura, com o tempo de

fermentacado, necessarios para a producao maxima de etanol.

Figura 7: Superficie de Resposta do efeito do tempo de fermentacdo e concentracdo da levedura
Saccharomyces cerevisiae (Ensaio 2, a 32°C/80 rpm) sobre o teor de etanol obtido a partir da mistura
amilacea (batata-doce, mandioca e milho)
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Figura 8: Curvas de niveis do efeito do tempo de fermentacdo e concentracdo da levedura
Saccharomyces cerevisiae (Ensaio 2, a 32°C/80 rpm) sobre o teor de etanol obtido a partir da mistura
amilacea (batata-doce, mandioca e milho)

A metodologia estatistica superficie de resposta demonstrou que a condi¢do
otimizada, nas condi¢cbes experimentais avaliadas, para fermentacdo da mistura (BDI
+ Ma + Mi) foi de 2,25 % de fermento comercial Fleischmann® liofilizado
(Saccharomyces cerevisiae), sob 24 horas de fermentacéo, pela qual se obteve um

rendimento de etanol superior a 20 pl/ml.

4.3.1. Validacdo de método

Para validar a concentragdo ideal, um experimento foi conduzido sob a
condicdo ideal, 2,25% de fermento comercial Fleischmann® liofilizado
(Saccharomyces cerevisiae) e 24 horas de fermentagédo, tendo-se observado um
rendimento de 38,22 pl/ml (0,83 g/Jamido OU 0,46 g/Qmistura). I1St0 pode ter sido devido
ao fato de que a enzima glicoamilase utilizada neste experimento era para uso em
processos de sacarificacdo e fermentacéo simultaneas (SSF), um procedimento que
pode ajudar a melhorar a extensao da hidrolise do amido sob condicfes de inibicao
pelo produto. Duvernay (2008), explicou que durante SSF, os microorganismos
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convertem a substancia inibitéria — glicose - para o produto final, enquanto as
enzimas disponiveis continuam a quebrar o amido em acgucares simples.

Ha citacbes de trabalhos onde foram obtidos rendimentos superiores ao
encontrado para a mistura (BDI + Ma + Mi) utilizada nesta pesquisa, que foi de 0,46
9/Omistura, cONforme descrevem Nikolic” et al. (2009), que alcancaram 0,56 g de
etanol/g de milho quando uma fermentacéo alcodlica foi realizada por Zymomonas
mobilis, e por Zhang et al. (2013) que calculou 0,144 g de etanol por grama de
batata-doce fresca, que analogicamente corresponderia a aproximadamente 0,6 ¢
etanol/g de batata-doce seca.

Quanto ao rendimento teorico do processo, ha relatos de resultados com
77,46% (NIKOLIC” et al., 2009), de 90,7% na hidrolise da batata-doce (ZHANG et al.,
2010a), e de 87,2% do rendimento tedrico com batata-doce crua (ZHANG et al.,
2013). Pereira et al., (2010) desenvolvendo uma composicdo de meio otimizado
baseado na milhocina, utilizando a metodologia superficie de resposta, verificou que
utilizando-se uma estirpe industrial de Sacharomyces cervisae (PE-2) foi possivel
alcancar um rendimento médio de 93% de etanol.

A eficiéncia do processo desenvolvido nesta investigagdo alcancou uma
média de 127,92%, o que pode ser atribuido & metodologia utilizada para se calcular
o teor de amido, pois a glicoamilase utilizada € prépria para a SSF, e como explicado
anteriormente, esse material tende a elevar a taxa de hidrélise.

No presente estudo, determinou-se uma taxa de 2,25% de ind6culo da
levedura, que consiste num valor muito proximo aquele estabelecido em pesquisa
conduzida por Nikolic” et al. (2009), na qual utilizaram Saccharomyces cerevisiae var.
ellipsoideus, que sugeriram um processo otimizado com uso de 2% de indculo,
indicando-se ndo haver necessidade de se utilizar concentrag6es maiores de indculo,
haja vista que ndo se evidenciaram incrementos nas concentragbes de etanol
produzido. Em outro estudo, Srichuwong et al. (2012), usaram uma quantidade bem
inferior, onde o fermento foi adicionado para se obter 0,34 g de células secas /dm* do

mosto, que corresponde a 0,34%.
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No presente trabalho foi utilizada a linhagem de panificacdo na fermentacao
do hidrolisado da mistura, tendo-se em consideracdo que Pavlak et al. (2011), ao
estudarem a fermentacdo do hidrolisado de batata-doce, utilizaram duas linhagens
industriais (JP-1 e PE-2), e a linhagem de panificacdo (Fleischmann®) de
Saccharomyces cerevisiae, ndo tendo sido encontrada diferenca significativa para os
parametros rendimento, eficiéncia e balangco de massa, entre essas linhagens.

Por meio dos resultados obtidos no Ensaio 2 do presente experimento,
estabeleceu-se que seria utilizado como ideal o tempo de 24 h de fermentacao.
Nikolic” et al. (2009), investigando a fermentacéo alcoodlica de milho, determinaram
um tempo 6timo de fermentacdo igual a 38 h. Ja Duvernay (2008) comparando-se
farinha de batata-doce com BDI fresca, estabeleceu um tempo 6timo de 48 horas,
sugerindo ndo ser necessaria a adicdo de qualquer tipo de suplemento (sais
melhoradores). Este autor também verificou um comportamento semelhante no
rendimento global e na utilizacdo de acucar, tanto com a farinha, quanto com a
batata-doce fresca, indicando que o desempenho da levedura era independente da
preparacdo da matéria-prima, fresca ou seca, desde que o acUcar estivesse
disponivel para essa conversao.

Verificou-se, portanto, que a condicdo Otima experimental indicou,
estatisticamente, que o processo utilize uma concentracdo média de levedura igual a
2,25%, por um tempo médio de fermentacdo igual a 24 h. Esses parametros,
lancados no modelo matematico determinado, gerariam um rendimento de 25,08
pl/ml.

Na figura 9 pode-se observar o cromatograma, obtido por CLAE, para
validacdo do modelo do Ensaio 2 utilizando a condi¢cdo de 2,25 % de levedura, sob

24 horas de fermentacéo.
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Figura 9: Cromatograma, obtido por CLAE, para validacdo do modelo do Ensaio 2 utilizando a
condicdo otimizada de 2,25 % de levedura, sob 24 horas de fermentagéo (Itens 4.4.5 e 5.4.1), para a
fermentacdo da mistura de batata-doce, mandioca e milho. Coluna Phenomenex Rezex ROA-Organic
Acid H" (300 x 7,8 mm), fase mével 8 mM de &cido sulfirico em &agua ultrapura (destilada e
deionizada); fluxo de 0,6 mL/min, a 40°C

4.4.Terceiro ensaio

Este ensaio foi realizado para avaliar a eficiéncia da fermentacdo das trés
matérias-primas (Batata-doce industrial, mandioca e milho), nas combinacdes
apresentadas na Tabela 10, utilizando-se as melhores condi¢cdes encontradas no 1°
(0,36 ml de a-amilase e 10,18 ml de glicoamilase por kg de amido) e no 2° ensaio
(concentracdo de levedura de 2,25% e 24 h de fermentacdo). Os rendimentos

obtidos estdo descritos na Tabela 17.
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Tabela 17: Valores médios do rendimento em etanol obtidos no Ensaio 3, em diferentes combinacdes
das matérias-primas.

Etanol (9/Kgamido

Tratamento Etanol (L/t) Etanol (L/ha)*

b.s.)
BDI 758,84 a 202,51 cd 8100,32 c
Ma 812,96 a 201,74 cd 2824,43 e
Mi 804,16 a 410,07 a 1640,27 e
Ma + Mi 873,01 a 292,18 b 4824,92 d
Mi + BDI 743,67 a 261,15 bc 9485,42 b
BDI+ Ma 717,86 a 185,37 d 10201,10 b
BDI + Ma + Mi 832,52 a 256,86 bc 13301,62 a
CV (%) 7,56 9,42 6,62

As médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, nédo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste ao nivel de
5% de probabilidade. BDI = batata-doce industrial. Ma = mandioca. Mi = milho. CV% = Coeficiente de variagdo em
%.*Considerando o rendimento da BDI, MA e Ml em 40 t/ha, 14 t/ha e 4 t/ha, respectivamente.

Analisando os dados da Tabela 17, ndo se verificou diferenca estatistica
significativa entre as diferentes misturas para o parametro rendimento de etanol por
Kg de amido. Contudo, quando analisado o rendimento das misturas em litros por
tonelada, verificou-se diferenca estatistica entre os tratamentos, podendo-se
destacar que o tratamento Mi proporcionou o maior rendimento, seguido daqueles
cujas misturas continham essa matéria prima (Ma+Mi e Mi+BDI). Isto pode ser
explicado pelo fato que a batata-doce e a mandioca continham em torno de 66% de
umidade, enquanto o milho apresentava 13%, resultando que na mesma tonelagem
a mandioca e a batata-doce continham aproximadamente 340 Kg de matéria-seca,
contra 862 Kg para o milho.

Por outro lado, ao se considerar o rendimento de campo, verificou-se
diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos, sendo que a mistura
das amilaceas (BDI, Ma e Mi) rendeu 13301,62 litros de etanol por hectare,
explicados pelo alto rendimento da batata-doce (40 t/ha) e médio da mandioca (14
t/ha) comparados com o baixo rendimento do milho, de apenas 4 t/ha. Ziska et al.
(2009) exibiram valores de rendimentos de até 6717 L/ha, 3797 L/ha e 8839 L/ha,
para a mandioca, milho e batata-doce, respectivamente, o que vem reforcgar o fato de
gue as culturas tuberosas tendem a apresentarem maiores rendimentos de etanol,

por area, do que o milho.
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Ao avaliar o rendimento de etanol de trés cultivares de mandioca, com adicao
de soro de leite ao mosto, Carvalho (2011) apresentou rendimento de até 211,43
litros de etanol por tonelada de raiz utilizando 100% de soro de leite como meio
fermentativo. No presente estudo, os valores obtidos foram de 201,74 L/t de
mandioca e de 292,18, 185,37 e 256,86 L/t para Mat+MIl, Ma+BDI e Mi+BDI,
respectivamente. Zhang et al. (2010a), aplicando um design de superficie de
resposta com a finalidade de obter os parametros 6timos para fermentacdo de
batata-doce, produziu 135,1 g de etanol/kg de batata-doce, e concluiu que eram
necessarios de 5,99 a 13,86 t para produzir uma tonelada de etanol anidro, variacédo
esta que era devido aos diferentes teores de acucares fermentaveis, com o que
corroboraram Jin et al. (2012). Srichuwong et al. (2012) concluiram cerca 205 litros
podiam ser produzidos a partir de 1 tonelada batata-doce fresca, isto com base em
uma conversao completa do amido disponivel.

Cabe enfatizar que exaustivamente pesquisando a literatura pertinente, n&o
foram encontrados estudos aprofundados vinculados a fermentacdo conjunta de
fontes amilaceas para a producédo de etanol. Ha relatos de misturas de diferentes
classes de fontes de carbono, como por exemplo, amilacea com celulésica, conforme
o estudo desenvolvido por Erdei et al. (2010), que ao avaliarem as performances da
sacarificacdo e fermentacdo simultdneas de palha de trigo (pré-tratada a vapor,
SPWS) e farinha de trigo pré-sacarificada (PWM), obtiveram o maximo rendimento
de etanol (99%), numa concentracdo de etanol de 56,5 g/L. Mais recentemente Chu
et al. (2012), também avaliaram uma mistura da batata-doce em conjunto com
esterco de vaca e lodo de esgoto quanto a viabilidade de producdo dos
biocombustiveis (hidrogénio e etanol), sem qualquer pré-tratamento, usando a
metodologia de superficie de resposta e concluiram que a concentracdo méaxima de
etanol foi de 12,2 gpqo/L de esterco de vaca.

Portanto, a fermentacdo conjunta de fontes amilaceas, como a apresentada
neste estudo, poderia ser uma alternativa para a producdo de etanol, principalmente
em se considerando que as regides Norte e Nordeste precisam encontrar outras
matérias-primas que se adaptem ao clima e solo da regido. Sabe-se que em funcéo
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do vasto conhecimento agregado as muitas pesquisas empreendidas no Brasil
envolvendo a producdo de etanol a partir da cana-de-acucar, atualmente ha
disponiveis mais de 500 variedades de cana, comparadas com as apenas 10
disponiveis na década de 1970. No entanto, todas essas novas variedades séo
adaptadas para as regides Sul e Sudeste, sendo este um fator determinante para
que mais de 60% de toda a cana-de-acucar seja cultivada na regido de S&o Paulo
(COMPEAN; POLENSKE, 2011).

Levando-se em consideracao que o preco da matéria-prima € responsavel por
metade do custo de producao de etanol (JIN et al., 2012), a perspectiva de se utilizar
fontes diversas, simultaneamente, poderia desonerar o processo, além da
possibilidade de as mesmas poderem ser adquiridas de pequenos agricultores, haja
vista que a batata-doce e a mandioca tém sido popularmente cultivadas por
agricultores familiares. Isto ocorre por conta de seu baixo custo de producéo, e do
seu perfil "pré-pobre”, uma vez que tém-se demonstrado que essas pequenas
culturas, via de regra, sdo mais eficazes do que sistemas de grande escala
(RASMUSSEN et al.,, 2012). Vinculando-se as mesmas a producdo de
biocombustiveis, pode-se gerar uma expectativa de real ganho de renda para essas
familias.

E mais, essa alternativa torna-se particularmente viavel quando se evocam 0s
atuais conceitos de biorrefinaria, que dizem respeito a um tipo de planta que permita
a combinacdo de materiais para a producao de substancias quimicas, ou produtos de
combustivel para a geracao de energia, incluindo-se ai a producdo de biomassa, sua
transformacdo e o seu uso final (NAIK et al., 2010). Com a implantacdo desse
sistema a biomassa amilacea poderia ser utilizada em sua totalidade, agregando-se
valor aos subprodutos, o que poderia tornar 0 processo viavel nos ambitos
econdmico, ambiental e social.

Mas, para que haja o desenvolvimento de sistemas inovadores e de alto
rendimento, e otimizado o balango energético, o incremento da cadeia produtiva de
fontes alternativas a cana-de-acUcar requer o desenvolvimento, também, do
desempenho das leveduras que atuam na fermentacdo alcodlica. Como exemplo,
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pode-se relacionar o trabalho de Basso et al. (2008), que relataram os excelentes
resultados obtidos num programa de selecdo de leveduras por 12 anos, in situ em
usinas de bioetanol no Brasil, com o intuito de isolar estirpes de Saccharomyces
cerevisiae adequadas para a fermentacdo de agucar de caldo de cana e melaco,
com reciclo de células, tendo-se em conta que a biodiversidade de leveduras
encontradas em ambientes de grande destilaria poderia ser naturalmente resistente
as tensoes e estresses locais.

Outras metodologias tém sido desenvolvidas para diminuicdo do gasto
energético na conversdo dessas matérias-primas alternativas em etanol, como
relataram Nitayavardhana et al. (2010) ao verificarem os efeitos do ultrassom sobre
os rendimentos de etanol de "chips" de mandioca, mostrando que maiores
rendimentos advinham diretamente relacionados aos tempos de sonicacdo, com
produgcédo de etanol 2,7 vezes maior do que nas amostra que ndo receberam o
ultrassom. Também Boonnop et al. (2009), testando a mandioca brava, que
geralmente ndo pode ser usada in natura na alimentacdo humana e animal, viram
que para a producdo de etanol esse material ndo acarretava problemas, pois
demonstraram que apos fermentacdo da mandioca por Saccharomyces cerevisiae 0s
niveis de cianeto residual tornaram-se notavelmente menores, sugerindo que esta
levedura também era capaz de utilizar glicosideos cianogénicos, e os produtos de
sua degradacédo, como substrato.

Em geral, conforme explicado por Ziska et al. (2009), a combinacdo de alta
producdo de bioetanol, combinado com baixos custos, potencializou o uso dessas
espécies de raizes e tubérculos para esse bioprocesso. Outros autores, como
Nguyen et al. (2006), destacaram que o etanol obtido a partir de biomassa traz
vantagens como: a reducgdo das importacdes de petréleo e economia de divisas, a
reducdo dos encargos da divida externa, a diminuicdo dos impactos do aquecimento
global e a reducdo de algumas emissdes de gases poluentes, a melhoria do
desenvolvimento tecnolégico, estimulam a producdo nacional agricola e a expansao
dos mercados de commodities agricolas, além da estabilizacdo financeira das
condicOes de vida dos agricultores.
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Um estudo de Hira (2011) apontou que o nivel do comércio internacional de
biocombustiveis atualmente é altamente limitado quando comparado ao seu
potencial. Frente a atual aceleracdo dos precos dos combustiveis fosseis, 0s
biocombustiveis ndo s6 tém substituido a gasolina, como também tém influenciado
na reducdo de emissdes de gases do efeito estufa. Portanto, hoje, ndo € uma
questdo de se saber se havera um forte mercado mundial de biocombustiveis a partir

de biomassas, mas sim dentro de quanto tempo e quem ira se beneficiar com isto.
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5. CONCLUSOES

Foi avaliado o processo de producdo de etanol utilizando a batata-doce, o
milho e a mandioca, conjuntamente ou em varias combinagdes, tendo-se gerado as

seguintes recomendacdes para obtencdo do maior producao:

o A faixa 6tima para se obter o maior rendimento de acucares redutores
ocorreu quando 0,36 ml (0,45 ¢g/KQamido) de Liquizyme® SC e 10,18 ml(11,71

0/Kgamido) de Spirizyme® Fuel foram aplicados sobre cada kg de amido (base seca);

o A condicdo que apresentou maior rendimento de etanol na fermentacéo
da mistura (BDI, Ma e Mi) foi com 2,25 % do fermento comercial Fleischmann®

liofilizado (Saccharomyces cerevisiae), durante 24 horas;

o A mistura das amilaceas (BDI, Ma e Mi), com teor de amido
proporcional, produziu o maior volume de etanol, sendo o valor médio de 13301,62
L/ha.
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ANEXO A - Cromatogramas dos agucares solUveis das matérias-primas
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Figura A.1l: Cromatograma, obtido por CLAE, das amostras das extracdes com etanol 80% (ltem
4.2.2) da batata-doce, mandioca e milho. Coluna Phenomenex Rezex ROA-Organic Acid H" (300 x 7,8
mm), fase movel 8 mM de acido sulfarico em agua ultrapura (destilada e deionizada); fluxo de 0,6

mL/min, a 40°C
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ANEXO B- Cromatogramas utilizado na Metodologia de determinacdo do Amido
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Figura B.1: Cromatogramas, obtidos por CLAE, das amostras usadas na quantificacdo dos teores dos
acucares totais, pelo método da hidrélise enziméatica (Item 4.2.3) da batata-doce, mandioca e milho.
Coluna Phenomenex Rezex ROA-Organic Acid H" (300 x 7,8 mm), fase mével 8 mM de é&cido sulfarico
em agua ultrapura (destilada e deionizada); fluxo de 0,6 mL/min, a 40°C
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ANEXO C- Cromatogramas das diferentes combinacfes das matérias-primas
utilizadas no Ensaio 3
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Figura C.1: Cromatogramas, obtidos por CLAE, na avaliacdo das fermentacbes em diferentes
combinagdes das matérias-primas (Item 4.5.1). Mostrando o melhor rendimento de etanol em L/ha
(mistura de batata-doce, mandioca e milho) e o melhor rendimento em L/Kg de matéria-prima (milho).
Coluna Phenomenex Rezex ROA-Organic Acid H" (300 x 7,8 mm), fase mével 8 mM de é&cido sulfarico
em agua ultrapura (destilada e deionizada); fluxo de 0,6 mL/min, a 40°C
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