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RESUMO

O etanol € um biocombustivel ambientalmente correto, obtido de diversas fontes
renovaveis, que podem ser matérias-primas acucaradas, amilaceas ou celulésicas.
Um dos fatores que influenciam na multiplicacdo celular e na eficiéncia de
transformacdo de aclUcar em etanol € a necessidade nutricional das leveduras
durante o processo de fermentagdo etandlica. A utilizagdo de mandioca para a
fabricacdo de etanol apresenta-se como alternativa, gerando, principalmente, a
melhoria na distribuicdo de renda nas regides de baixa densidade populacional.
Todavia, ainda € necessario estudos para aprimoramento do processo, contribuindo
para sua viabilidade. Este trabalho avalia a cinética da fermentacdo dos hidrolisados
acido e enzimatico, com e sem complementacédo nutricional, obtidos da mistura de
dois tipos de farinha de mandioca cultivada no municipio de Junqueiro-AL. As
fermentacdes foram conduzidas em batelada simples, em estufa a 30°C, com
levedura comercial (fermento Fermix), vendida na forma de fermento em p6 seco, e
complementacao nutricional feita com nutriente utilizado nas destilarias do estado. A
cinética do processo fermentativo foi acompanhada através das determinacdes de
concentracdo celular (X), solidos sollaveis totais (Brix), acucares redutores (AR),
acucares redutores totais (ART) e etanol (E). Ao final das fermentacdes foram
determinados os parametros fator de conversao substrato em células (Yyxs), fator de
converséo substrato em etanol (Ygss), fator de conversdo células em etanol (Ygx),
produtividade em etanol (Pg), produtividade em células (Px), eficiéncia de
fermentagdo (nr () € eficiéncia de processo (np (o). Os resultados mostraram que o
emprego dos tratamentos acido e enzimatico na hidrdlise da farinha gerou acucar
suficiente para as fermentacdes, apresentando rendimentos satisfatérios, sendo
80,15% + 0,78 para a hidrélise acida e 98,02 + 0,26 para a hidrdlise enzimatica. Os
resultados obtidos no final das fermentacdes para o meio a base de hidrolisado
acido sem complementacéo nutricional (HASN), o meio a base de hidrolisado acido
com complementacédo nutricional (HACN), o meio a base de hidrolisado enzimético
sem complementacédo nutricional (HESN) e o meio a base de hidrolisado enzimético
com complementacéo nutricional (HECN), nessa ordem, foram: 48,09, 48,11, 49,59
e 49,45 g/L para a concentracdo de etanol; 1,57, 1,57, 1,63 e 1,60 g/L.h para a
produtividade em etanol (Pg); 80,23, 82,19, 84,15 e 80,23% para a eficiéncia de
fermentagdo (ns «s)); € 76,46, 76,37, 82,40 e 79,86% para a eficiéncia de processo
(Np 26)).

Palavras-chave: Amido. Hidrolise. Fermentacao etandlica - Eficiéncia. Cinética.



ABSTRACT

Bioethanol is an environmentally friendly fuel, obtained from different renewable
sources, which can be sweetened raw materials, starch or cellulose. One of the
factors that influence cell proliferation and transformation efficiency of sugar into
ethanol is the need of nutritional yeast during ethanol fermentation processes. The
use of cassava for the production of ethanol as an alternative presents itself,
generating mainly the improvement in income distribution in regions of low population
density. However, further study is needed to process improvement, contributing to its
viability. This study evaluates the fermentation kinetics of enzymatic and acid
hydrolysates with and without nutritional supplementation, obtained mixing two types
of cassava grown in the municipality of Junqueiro-AL. Fermentations were conducted
in simple batch in oven at 30°C, with commercial yeast and nutritional supplement
made with nutrient used in distilleries in the State. The kinetics of the fermentation
process was monitored by determining the cell concentration (X), total soluble solids
(Brix), reducing sugars (AR), total reducing sugars (ART) and ethanol (E). At the end
of fermentation parameters were determined conversion factor substrate in cells
(Yxss), conversion factor substrate in ethanol (Ygss) conversion factor cell in ethanol
(Yex), ethanol productivity (Pg), cells productivity (Px), fermentation efficiency (ny o))
and process efficiency (np %)). The results showed that the use of acid and enzymatic
hydrolysis treatment of flour generated sufficient sugar for the fermentations, showing
satisfactory yields, being 80,15% * 0,78 for the acid hydrolysis, and 98,02 + 0,26 for
enzymatic hydrolysis. The results obtained at the end of fermentation for the medium
based of acid hydrolyzate without nutritional supplementation (HASN), the medium
based of acid hydrolyzate with nutritional supplementation (HACN), the medium
based of enzymatic hydrolyzate without nutritional supplementation (HESN) and the
medium based of enzymatic hydrolyzate with nutritional supplement (HECN), in that
order, were: 48,09, 48,11, 49,59 and 49,45 g/L for ethanol concentration; 1,57, 1,57,
1,63 and 1,60 g/L.h for productivity in ethanol (Pg); 80,23, 82,14, 84,15 and 80,23%
for the fermentation efficiency (n: «)); and 76,45, 76,37, 82,40 and 79,86% for
process efficiency (Np %))-

Keywords: Starch. Hydrolysis. Ethanol fermentation - Efficiency. Kinetics.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de etanol como combustivel tem apresentado um potencial
promissor no mundo inteiro. Em primeiro lugar, pela sua enorme contribuicdo ao
meio ambiente, com a reducdo qualitativa e quantitativa dos niveis de poluicdo
ambiental e, em segundo lugar, como fonte estratégica de energia renovavel, em

substituicdo aos derivados do petréleo. O etanol também € muito utilizado na

quimica, sendo, neste caso, requerido um etanol com alto grau de pureza.

Segundo Costa (2010), o etanol teve dois momentos de elevacdo da
producdo no Brasil, onde o primeiro se deu logo apds a primeira crise do petrdleo,
com o surgimento do Proalccol, e o segundo a partir dos anos 2000, com a

introducéo dos veiculos bicombustiveis no mercado.

O etanol produzido atualmente no Brasil para fins energéticos tem origem,
praticamente na sua totalidade, da fermentacdo de matérias-primas oriundas da
cana-de-acucar (caldo de cana e melago) pela levedura Saccharomyces sp (ABUD,
1997; CEREDA, 2001). No entanto, outras vias para obtencédo de etanol tém sido
estudadas como uma alternativa para subprodutos advindos de processos com
residuos amilaceos e celulésicos (COSTA, 2010).

Segundo Santos (2008), o desempenho das leveduras na fermentacao
etandlica é influenciado pelas condicdes que o meio oferece. Assim, alguns
macronutrientes e/ou micronutrientes sao adicionados ao mosto, a fim de
complementar as deficiéncias do meio quanto a certos elementos indispensaveis as

leveduras para a maxima transformacao dos acucares.

Devido a grande abundéancia em todo o mundo, as matérias-primas amilaceas
sao consideradas fontes alternativas muito promissoras para a producgéao de etanol
por via fermentativa, principalmente em determinadas regides do Brasil, e também
em outros paises, onde a cultura da cana-de-acucar ndo é recomendada (ABUD,
1997).

A cultura de mandioca ocupa posicdo de destaque em todas as regides

brasileiras. A farinha, embora seja a forma mais ampla de aproveitamento
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agroindustrial da raiz, apresenta comercializacdo estagnada, sendo necessario
oferecer novas alternativas de mercado para os industriais da area (DEMIATE et al.,
1997).

O amido é abundantemente encontrado na mandioca, raiz muito utilizada na
alimentacdo humana, que pode ser encontrada tanto na forma in natura quanto na
industrializada, como fécula e farinha (GONCALVES et al.,, 2009). Segundo FAO
(2012), a mandioca se constitui em um importante produto agricola, destacando o
Brasil como o segundo maior produtor mundial. Por apresentar elevado teor de
amido, também pode ser utilizada como matéria-prima para a producdo de etanol,
gerando receita e propiciando melhoria na distribuicdo de renda nas regifes de
baixa densidade populacional (CEREDA, 2001; OLIVEIRA, 2011). Entretanto, a
levedura Saccharomyces cerevisiae, comumente empregada nas fermentacdes
etandlicas, ndo é capaz de produzir etanol a partir do amido, por ndo possuir as
enzimas necessarias para a sua hidrélise, sendo necessarias etapas que envolvem
a hidrélise do amido. Estas etapas, bem como o estabelecimento de condicGes de
processo para maximizar a producdo de etanol ainda sdo obstaculos a serem
vencidos. Por isso, a busca por processos mais aperfeicoados, que diminuam o0s
custos de producdo, bem como a procura por métodos mais eficientes e produtivos
sdo pontos fundamentais para viabilizar a producdo de etanol a partir de material

amilaceo.

A sacarificacdo ou hidrolise do amido pode ser acida ou enzimatica. A
hidrolise acida apresenta a vantagem de ser mais rapida, porém tem como
desvantagens os problemas de corrosdo de equipamentos e a necessidade de
neutralizacdo (SURMELY et al, 2003). A hidrolise enzimética apresenta as
vantagens de ser seletiva, ter bom rendimento, ndo originar produtos indesejaveis e
possuir baixo consumo de energia. Todavia ainda apresenta como desvantagem o
custo das enzimas. Pesquisas vém sendo realizadas no sentido de encontrar
condi¢cdes que aumentem os rendimentos da hidrélise e diminuam os custos com
esta etapa (BENVENGA, 2012; AUGUSTINI; FRANCISCO JUNIOR, 2008;
SANTANA, 2007).
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Neste contexto, esta dissertacdo apresenta um estudo cinético da
fermentacdo etandlica, com uma levedura comercial, do mosto proveniente das
hidrolises acida e enzimatica da mistura de dois tipos de farinha de mandioca
produzidas no Estado de Alagoas, com e sem complementacdo de nutriente

utilizado nas usinas de etanol do Estado.

No capitulo de Revisdo Bibliografica € apresentado um historico da producéo
de etanol nos ultimos anos, destacando os avangcos a partir de matéria-prima
amildcea, em especial a mandioca, assim como sdo apresentadas, também,
consideracdes sobre o amido, enzimas, fermentacdo etandlica e importancia dos
nutrientes para o processo fermentativo, além de uma descricdo do processamento

da mandioca para producéao de farinha.

No capitulo Objetivos estdo descritos 0s objetivos gerais e especificos do

presente trabalho.

Em Materiais e Métodos sdo descritos o microorganismo, a matéria-prima, o
nutriente, as metodologias de hidrélise acida e enzimatica, os meios de cultura, bem
como as técnicas e metodologias utilizadas na obtencdo e no tratamento dos

resultados obtidos.

No capitulo de Resultados e Discusséo sédo abordadas as etapas de hidrdlise
acida e enzimatica da farinha de mandioca, destacando as concentracdes de acgulcar
e rendimentos obtidos, a etapa de ensaios preliminares de fermentag&o, assim como
a etapa de fermentacfes dos meios a base hidrolisado com complementacao e sem
complementacdo nutricional, onde sao apresentados alguns parametros de
fermentacdo, fazendo-se comparacdo destes parametros entre 0s meios de

fermentacao utilizados, bem como com valores encontrados na literatura.

O capitulo de ConclusbGes enfatiza os resultados mais significativos, bem

como as principais diferencas em relagéo aos resultados da literatura.

Por dultimo, o capitulo Sugestdes apresenta possiveis atividades para
prosseguimento do trabalho, enquanto o capitulo Referéncias Bibliograficas

relaciona os trabalhos e publicagbes mencionados ao longo dessa dissertagéao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Etanol

Quimicamente, alcool € um termo genérico aplicado a uma série de
compostos formados por atomos de hidrogénio e carbono ligados a um ou mais
grupos hidroxila. Na pratica, contudo, o termo alcool é a nomenclatura comum do
alcool etilico ou etanol, cuja formula molecular € C,Hs-OH (LIMA et al., 2001). Na
producdo do etanol, no entanto, é necessario diferenciar o etanol anidro (ou alcool
etilico anidro) do etanol hidratado (ou &lcool etilico hidratado). Segundo a UNICA
(2007), a diferenca entre o etanol hidratado e o anidro aparece apenas no teor de
agua contida no etanol. O etanol anidro tem o teor de 4gua em torno de 0,5%, em
volume, enquanto o etanol hidratado, vendido nos postos de combustiveis, possui
cerca de 5% de agua, em volume.

Segundo Aquarone et al. (2001), a difusdo da fermentacao etandlica no Brasil
iniciou-se, aparentemente, na capitania de Sao Vicente, onde foi montado o primeiro
engenho do pais, em 1532, apds a vinda das primeiras mudas de cana-de-acucar
trazidas da ilha da Madeira. Os autores destacam que por séculos, o Unico etanol
produzido foi empregado como bebida destilada e a industrializacdo do etanol
propriamente dita desenvolveu-se na Europa, em meados do século XIX.

Segundo Leite e Leal (2007), no inicio do século XX, ocorreram as primeiras
acOes de introducdo do etanol na matriz energética brasileira. Em 1925, surgiu a
primeira experiéncia brasileira com etanol combustivel. Em 1933, o governo de
Getllio Vargas criou o Instituto do Actcar e do Alcool — IAA e, pela Lei n® 737,

tornou obrigatdria a mistura de etanol na gasolina.

De acordo com Stupiello (1978) apud Costa (2010), a industria alcooleira no
Brasil funcionava como indudstria subsidiaria, tendo em vista manter o equilibrio
econdmico quando a demanda de acgUcar era menor e a sobra de cana-de-agucar
era transformada em etanol. Porém, com a oficializagdo do Programa Nacional do

Alcool (Proalcool), em 1975, devido a crise energética que o mundo atravessava,
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houve uma mudanca no panorama, colocando a agroindustria entre as mais

importantes.

Costa (2010) cita que a utilizacdo do etanol combustivel no Brasil remonta ao
inicio da década de 20, mas ganhou maior importancia a partir de 1975, com o
lancamento do Proalcool, em meio a primeira crise do petréleo, ocorrida em 1973.
Seu objetivo principal era diminuir as importacdes brasileiras de petrdleo apds a
crise energética mundial que quadruplicou os precos do petréleo, gerando fortes
déficits em conta corrente. O Proalcool teve como instrumento o incentivo a
producdo do etanol oriundo da cana-de-aglcar, da mandioca ou de qualquer outro
insumo. A producéo e o uso do etanol combustivel no Brasil, desde 1975, constitui o
mais importante programa de combustivel comercial renovavel implementado no
mundo até hoje (UNICA, 2007).

Oberling (2008) destaca alguns problemas que surgiram a partir da segunda
metade da década de 80 e acabaram afetando a credibilidade do Proalcool. O autor
cita que a dificuldade dos produtores em suprir a aquecida demanda por etanol,
combinada com a queda do preco do petréleo, que baixou os precos do barril,
fizeram com que o combustivel deixasse de ser competitivo com a gasolina. Além
disso, os planos econbmicos que priorizavam o controle da inflacdo e do déficit
publico fizeram com que o governo federal diminuisse os subsidios para os
produtores, culminando, ao final da década de 1980, com uma crise de
abastecimento que afetou agressivamente o programa. Ainda segundo Oberling
(2008), sem perspectiva de continuidade, o programa passou gradualmente ao
esquecimento, culminando na saida do Estado do Prodlcool durante a década de 90,
com uma forte desregulamentacdo do setor sucroalcooleiro, ficando relegado a

segundo plano até o inicio do século XXI.

Qualquer produto que contenha uma quantidade consideravel de carboidratos
constitui-se em matéria-prima para obtencdo de etanol. De acordo com o tipo de
carboidratos presentes nas matérias-primas elas podem ser classificadas em trés
tipos (Canova, 2011):
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- materiais acucarados: contém aclcares simples como glicose, frutose e
maltose. Os dissacarideos sdo fermentados apés uma hidrélise ocorrida pela agéo
da enzima invertase, produzida pelo proprio agente de fermentacdo. Ex.: cana-de-

acucar, beterraba acucareira, melacos, mel de abelhas e frutas;

- materiais amilaceos: contém amido, que pode ser quebrado em glicose pela
hidrolise &cida ou enziméatica, num processo denominado malteacdo ou
sacarificacdo. Ex.: grdos amilaceos (milho, sorgo, cevada, trigo), raizes e tubérculos

(batata, batata-doce, mandioca);

- materiais celuldsicos: sdo constituidos de celulose, hemicelulose e lignina.
Para tornarem-se fermentesciveis devem passar por um processo complexo de
hidrélise acida ou de hidrolise enzimatica. Ex.: palha, madeira, residuos agricola e

de fabricas de papel.

O etanol ndo é encontrado espontaneamente na natureza, podendo ser obtido
por diferentes processos, a partir de diversas fontes. No Brasil, a biomassa é a fonte
de maior significAncia, onde se destaca a cana-de-acUcar como matéria-prima para

fermentacao etandlica pelas leveduras Sacharomyces sp.(LIMA et al., 2001).

Segundo Canova (2011), o etanol pode ser obtido por sintese quimica e por
fermentacdo. Na sintese quimica, o etanol é produzido por hidrocarbonetos
insaturados, como eteno e etino, e de gases de petrdleo e hulha e, neste caso, o
etanol obtido ndo € proveniente de matéria-prima renovavel e nem pode ser
considerado como combustivel alternativo. Segundo o autor, a via fermentativa é o
método utilizado na obtencdo de etanol no Brasil e na maior parte dos paises do

Mundo.

A Figura 1, apresentada por BNDES (2008), sintetiza as rotas tecnoldgicas
para producdo de bioetanol, considerando as diferentes matérias-primas de

interesse.



Figura 1- Rotas tecnologicas para producéo de etanol
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Fonte: Nogueira, 2008.

As diferencas do etanol obtido de diferentes matérias-primas, tais como a
cana-de-acucar, cereais, beterraba e mandioca, estdo restritas as impurezas que o
acompanham, que sao caracteristicas de cada matéria-prima, e o grau de
purificacdo pelo qual passou o produto (LOPES, 1986). Gracas a vasta
biodiversidade encontrada em seu territério, o Brasil dispde de uma grande
variedade de residuos agricolas e agroindustriais, cujo bioprocessamento é de
grande interesse econdmico e social. E importante fomentar a demonstracéo das
vantagens existentes e encorajar o investimento no desenvolvimento de novas
tecnologias para se obter ganho energético a partir de recursos renovaveis, gue sao
produzidos em grande quantidade no Pais (BRINGHENTI et al., 2007).

2.2  Matéria-Prima Amilacea

Qualquer produto que contenha agucar ou outro carboidrato (amido, celulose)
constitui-se em matéria-prima em potencial para obtencao de etanol. Os substratos
(mostos) tém de ser adequados ao desenvolvimento do microorganismo e a
finalidade de sua utilizacdo industrial, que € produzir uma determinada substancia.

Além de uma composi¢do capaz de suprir as exigéncias nutricionais microbianas,
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para seu melhor desempenho, deve estar devidamente condicionado em termos de

pH, temperatura, assepsia ou esterilidade (LIMA et al., 2001).

De acordo com Stupiello (1978) apud Costa (2010), as matérias-primas que

apresentam maiores possibilidades s&o geralmente enquadradas em trés grupos:

- Acucaradas: melaco de cana-de-acucar, cana-de-acucar, sorgo sacarino

(colmo);

- Amilaceas ou feculentas: mandioca, milho, batata, babacu, sorgo sacarino

(graos);

- Celul6sicas: bagaco residual, sabugos, residuos de madeira, palhas de

amendoim.

Abud (1997) destaca a grande abundancia de matéria-prima amilacea em
todo o mundo, sendo consideradas fontes alternativas muito promissoras para a
producado de etanol por via fermentativa, principalmente em determinadas regiées do
Brasil, e também em outros paises, onde a cultura da cana-de-aclcar nao é

recomendada.

2.2.1 Amido

7

O amido é um carboidrato encontrado em abundancia na natureza, soO

competindo em quantidade com a celulose (FRANCO et al., 2001).

Swinkels (1985) define amido como um homopolissacarideo, composto de
carbono, hidrogénio e oxigénio, podendo ser considerado um produto da
condensacédo de unidades de anidroglicose. Segundo Motta (2011), o amido é a
forma de armazenamento de glicose nas plantas e fonte de combustivel para as
células do organismo, estando depositado nos cloroplastos das ceélulas vegetais

como granulos insoluveis.

O amido encontra-se amplamente distribuido em diversas espécies vegetais
como um carboidrato de reserva, sendo abundante em gréos de cereais (40 a 90%

do peso seco), leguminosas (30 a 50% do peso seco), tubérculos (65 a 85% do peso
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seco) e frutas imaturas ou verdes (40 a 70% do peso seco) (LAJOLO; MENEZES,
2006).

Segundo Cunha (2009), entre os amidos mais usuais, incluem-se:
a) amido de arroz - produto amilaceo extraido de arroz;
b) amido de milho - produto amilaceo extraido de milho;

c) araruta - produto amilaceo extraido dos rizomas de diversas espécies do

género Maranta (Maranta arundinacea, M. nobilis, etc.);
d) fécula de batata - produto amildceo extraido da batata;
e) fécula de mandioca - produto amilaceo extraido da mandioca;
f) sagu - produto amilaceo extraido de varias espécies de palmeiras.

Segundo Reguly (1996), dois vegetais se destacam, no Brasil, como fonte de
amido, que sdo a mandioca e o milho. O primeiro, como fonte de amido
preponderantemente industrial e de preparo de farinha de mesa, enquanto o
segundo, como fonte de amidos modificados para a industria de alimentacdo e
outros fins técnicos. Camargo Filho et al. (2001) destacam, além da mandioca, a
batata-doce como amilacea tropical com grande potencial na extracdo de amido.
Segundo os autores, estas sdo tuberosas muito populares, sendo a mandioca, nos
altimos anos, bem explorada pelas fecularias por ser de facil extracédo, baixo custo e
apresentar outras caracteristicas desejaveis, tais como facil propagacao e tolerancia
a estiagem.

Cunha (2009) define amido de mandioca como um pé fino, branco, inodoro e
insipido que produz ligeira crepitacdo quando comprimido entre os dedos. Segundo
o autor, o amido de mandioca também é conhecido como fécula, polvilho doce ou

goma.

Amido e fécula, quimicamente, referem-se ao mesmo produto, mas em

termos tecnologicos emprega-se a terminologia diferenciada; fécula € quando o
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amido provém de raizes e tubérculos e o amido é o produto amilaceo extraido das

partes aéreas comestiveis dos vegetais (CAMARGO, 1989).

Entre os fatores exdgenos que influem nas caracteristicas do amido estéo as
espécies, o tempo de cultivo e as condi¢Bes climéticas. Ha, também, indicacbes de
que amidos extraidos de raizes de alguns cultivares de mandioca apresentam
caracteristicas fisico-quimicas e morfolégicas mais constantes ao longo do periodo
de colheita comercial (SARMENTO, 1997).

Segundo Silva (2008), o amido pode ser caracterizado por alguns testes que
indiguem a presenca de carboidratos, entre eles a reacdo de Molisch e a reacdo com
iodo que, respectivamente, identificam a presenca de carboidrato e a presenca de

amido.

2.2.1.1 Estrutura

7z

Segundo Costa (2010), o amido € constituido por uma mistura de dois
polissacarideos denominados amilose e amilopectina, em proporcdes que variam
entre os amidos procedentes de diferentes espécies vegetais, influenciando na
viscosidade e no poder de geleificagdo do amido. Mesmo entre amidos provenientes
da mesma espécie, as proporcdes de amilose e de amilopectina variam de acordo

com o grau de maturacao das plantas.

Através da condensacgdo enzimética, uma molécula de &gua dilui-se entre
duas moléculas de glicose. Esta condensacdo ocorre predominantemente entre
carbonos 1 e 4 e ocasionalmente entre os carbonos 1 e 6. Quando somente ligacdes
a-1—4 se desenvolvem, o homo-polimero resultante possui cadeia linear, sendo
denominada amilose. O comprimento desta cadeia varia de acordo com a fonte
(planta de onde é extraido), mas em geral possui entre 500 e 2.000 unidades de

glicose.

O segundo tipo de polimero existente no amido se desenvolve quando a
condensacao enzimatica entre unidades de glicose ocorre nos carbonos 1 e 6. Esta
ligacdo ocasional, juntamente com as predominantes ligagdes a-1—4, resulta em

uma ramificagcdo e no desenvolvimento de uma molécula muito maior em tamanho
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do que a amilose, mas com comprimentos de cadeias lineares de somente 25 a 30

unidades de glicose. Esta molécula é chamada amilopectina (AMIDOS, 2009).

A diferenca basica entre estes dois polimeros é a ramificacdo da cadeia,
como pode ser visto na Figura 2. Ambos possuem cadeias nas quais as unidades de
glicose se unem mediante ligagbes a-1—4. Por sua vez, a amilopectina apresenta
pontos de ramificacdo com ligacGes glicosidicas a-1—6. Tais ramificacbes sao
encontradas de 24 a 30 unidades de glicose na cadeia principal (FRANCISCO

JUNIOR, 2008). A Tabela 1 compara a amilose e a amilopectina.

Figura 2 - Representacgdo da cadeia de amilose e amilopectina
AMILOSE

CH0H i OH

Ligacao a-1 —i4

AMILOPECTINA

CHEGH

Ligacado a-1—6

b= &

Ligacaoa- ™

Fonte: Souza; Neves, 2013.
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Tabela 1 - Comparacao entre amilose e amilopectina

Amilose Amilopectina

Unidades monoméricas D-glicose D-glicose

Peso molecular 4.000 — 500.000 50.000 — 16 x 10°

Tipo de polimero Linear Ramificado
Pontos de ramificagéo - 24 — 30 residuos de glicose
Ligac@es glicosidicas a(1—4) a(1—4),a(1—6)

Fonte: Motta, 2011.

Todos os amidos sdo constituidos de uma ou de ambas as unidades destas
moléculas, mas o percentual de uma para outra varia de acordo com a fonte de
amido (AMIDOS, 2009).

A funcionalidade do amido, assim como sua organizacao fisica na estrutura
granular, é, em grande parte, atribuida a proporcdo destes dois polimeros
(BILIADERES, 1991).

As longas cadeias da amilose sdo estruturas espirais, flexiveis em meio
aquoso e tém alta afinidade por iodo. Cadeias de 200 unidades de glicose podem
ligar, a temperatura ambiente, até 20% do seu peso em iodo e o complexo resultante
tem coloracdo azul escuro, com maximo de absor¢cdo a 620 nm. A amilopectina, por
sua vez, tem baixa capacidade de ligacao ao iodo, 0,2% (p/p) e o complexo formado
tem maximo de absorcdo a 550 nm (KOSSMANN; LLOYD, 2000). Esta capacidade
de ligacdo de iodo diminui proporcionalmente com a diminuicdo do tamanho da
cadeia do polissacarideo (KOSSMANN; LLOYD, 2000; BALL; MORREL, 2003).

Atualmente, diversas pesquisas sobre a avaliacdo da relacéo existente entre
a estrutura molecular do amido e seu comportamento em algumas propriedades
fisico-quimicas sugerem que diversas caracteristicas estruturais, como teor de
amilose, distribuicAo de comprimento das cadeias de amilopectina e grau de
cristalinidade no granulo poderiam estar intimamente relacionadas aos eventos

associados com a gelatinizacdo e a retrogradacdo, tais como inchamento do
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granulo, lixiviagdo de amilose e/ou amilopectina, perda da estrutura radial
(birrefringéncia), supra-molecular (cristalinidade) e molecular e recristalizagéao
(DENARDIN; SILVA, 2009).

Segundo Leonel e Cereda (1997), a fécula de mandioca € composta de 18%
de amilose e 82% de amilopectina, em relacao ao total da molécula de amido.

2.2.1.2 Propriedades Fisico-Quimicas

Durante o processamento e armazenamento, mudancas ocorridas na
estrutura do amido influenciam profundamente as suas propriedades funcionais e
fisiologicas (COLONNA, et. al., 1992). A quantidade de agua, o tempo e a
temperatura de armazenamento sdo variaveis que influenciam no processo de
cristalizagdo e afetam diretamente os rendimentos do amido (ESCARPA, et. al.,
1996).

Durante o aquecimento em meio aquoso, 0s granulos de amido sofrem
mudancas em sua estrutura, envolvendo a ruptura das pontes de hidrogénio
estabilizadoras da estrutura cristalina interna do granulo, quando uma temperatura
caracteristica para cada tipo de amido é atingida. Se o aguecimento prossegue com
uma quantidade suficiente de agua, rompe-se a regido cristalina e a agua entra,
fazendo o granulo romper-se e perder a birrefringéncia, isto €, ndo se visualiza mais
a cruz de Malta sob luz polarizada. Com a gelatinizacdo, o amido torna-se mais

facilmente acessivel a acdo das enzimas digestivas (LOBO; SILVA, 2003).

Quando os grdos de amido sdo suspensos em agua e a temperatura é
aumentada gradualmente até ser atingida a temperatura de geleificacdo, as ligacdes
enfraquecidas permitem que os granulos possam absorver agua, ocorrendo quebra
das ligacdes de hidrogénio e, consequentemente, 0 intumescimento do granulo
(BOBBIO; BOBBIO, 1992).

Segundo Cereda (2001), o grau de hidratacdo esta relacionado com o poder
de inchamento do granulo de amido, influenciado pela associacdo molecular e pela
composicdo quimica, sendo maior em féculas do que nos amidos de cereais e muito

baixa nos amidos com elevados teores de amilose. Quando o amido entra em
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contato com a agua fria, os granulos incham ligeiramente (10 a 20%) devido a
difusdo e absorcdo de 4gua nas regides amorfas, mas esse processo é reversivel
pela secagem (WHO/FAO, 1998 apud DENARDIN; SILVA, 2009).

A gelatinizacao refere-se a formacao de uma pasta visco-elastica turva ou, em
concentragfes suficientemente altas, de um gel elastico opaco. Conforme o tempo
passa e a temperatura diminui (na refrigeracdo ou congelamento, principalmente), as
cadeias de amido tendem a interagir mais fortemente entre si, obrigando a agua a

sair e determinando, assim, a chamada sinérese (LOBO; SILVA, 2003).

Observagdes microscopicas revelam que a desorganizacdo pelo tratamento
térmico de granulos de amido envolve diversos estagios durante o aquecimento e
que cada granulo apresenta cinética prépria. Em condicbes de umidade
intermediaria ha quantidade insuficiente de éagua livre e ocorre apenas uma
desorganizacdo parcial na populacdo de granulos, como também das éareas
cristalinas dentro dos mesmos, na temperatura de gelatinizacdo a 67°C (CEREDA,
2001).

A eficiéncia da hidrélise enzimética também depende da temperatura de
gelatinizagdo do amido. Como a suscetibilidade do granulo aumenta
consideravelmente com a gelatinizacdo, procura-se hidrolisar o amido a uma
temperatura acima da temperatura de gelatinizacdo. Entretanto, o aumento da
temperatura pode desnaturar a enzima, inibindo sua acéo no granulo. Assim, existe
um compromisso entre a temperatura de gelatinizacdo do amido e a resisténcia
térmica da enzima (ALMEIDA, et. al, 2007 apud CUNHA, 2009).

A recristalizacdo ou retrogradacdo ocorre quando, apdés uma solubilizacao
durante o processo de gelatinizacdo, as cadeias de amilose, mais rapidamente que
as de amilopectina, agregam-se formando duplas hélices cristalinas estabilizadas
por pontes de hidrogénio (LOBO; SILVA, 2003).

Segundo Denardin e Silva (2009), quando € armazenado e resfriado, o amido
gelatinizado pode sofrer o fenbmeno da retrogradacéo, que varia de acordo com

diversos fatores, como temperatura e tempo de armazenamento, pH, fonte de amido,
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presenca de outros componentes (lipidios, eletrélitos e aclcares) e condicbes de
processamento. Com o passar do tempo, as moléculas do amido vao perdendo
energia e as ligacbes de hidrogénio tornam-se mais fortes. Assim, as cadeias
comecam a se reassociar num estado mais ordenado e esta reassociacdo culmina
com a formacdo de simples e duplas hélices, resultando no enredamento ou na
formacao de zonas de jungdo entre as moléculas, formando &reas cristalinas. Com a
area cristalizada, altera-se o indice de refracéo e o gel vai se tornando mais opaco a

medida que a retrogradacéo se processa (ELIASSON, 1996).

As caracteristicas de retrogradacdo da amilose e da amilopectina séo
cineticamente diferentes. A amilose retrograda mais rapidamente, tendo forte
tendéncia a se reassociar por meio da formacao de pontes de hidrogénio com outras
moléculas de amilose adjacentes, formando estruturas cristalinas de duplas hélices
quando a solucao esfria, mantendo-se por longo periodo de tempo. A amilose
apresenta endoterma de fusédo de 140 a 180°C e a presenca de acidos graxos livres
ou lipidios favorece a formacdo de complexos de inclusdo. Por outro lado, a
amilopectina retrograda numa taxa muito menor durante um longo periodo de tempo
e sua endoterma de fusdo € menor, aproximadamente, 45 a 60°C (WU; SARKO,
1978; PARKER; RING, 2001; THARANATHAN, 2002).

2.2.2 Mandioca

A cultura indigena desenvolveu o uso da mandioca antes da chegada dos
portugueses, por aproximadamente 10.000 anos. Posteriormente, cientistas e
pesquisadores encontraram diferenciados usos para essa raiz (VENTURINI FILHO,
2010).

BN

A mandioca é um arbusto pertencente a ordem Malpighiales, familia
Euphorbiaceae, género Manihot e espécie Manihot esculenta Crantz. E a Unica,
dentre as 98 espécies conhecidas da familia Euphorbiaceae, cultivada para fins de
alimentacdo. Estudos indicam que a planta ancestral da mandioca é natural de
vegetacdo de galeria associada a rios, na zona de transicdo entre a floresta
Amazobnica e o cerrado, proxima as fronteiras entre Peru e Brasil (CARVALHO,
2005).



29

A cultura de mandioca apresenta uma seérie de vantagens em relacéo a outros
cultivos, tais como facil propagacdo, elevada tolerancia a longas estiagens,
rendimentos satisfatorios mesmo em solos de baixa fertilidade, pouca exigéncia em
insumos modernos, potencial resisténcia ou tolerancia a pragas e doencas, elevado
teor de amido nas raizes, boas perspectivas de mecanizacdo do plantio a colheita,
sem grandes perdas na matéria seca (MENEZES, 1980; PRIMO-YUFERA et al.,
1995). Segundo Coveney e Santich (1997) apud Venturini Filho (2010), o uso de
agrotoxicos é dispensavel e essas caracteristicas tornam a mandioca um produto

cujo cultivo se harmoniza aos cuidados com o0 meio ambiente.

O’hair (1998) cita que a resisténcia da mandioca as condicdes climaticas &
determinante na sua utilizacdo como reserva alimentar nas regides de grande
estiagem, como € o caso do Nordeste brasileiro. Segundo o autor, a mandioca tem
importancia significativa em paises tropicais de baixa renda, por constituir grande
fonte de carboidrato com baixos custos de producdo. Cardoso (2003) também
aponta a mandioca como uma das principais fontes de carboidratos para uma parte

significativa da populacéao de baixa renda no Brasil.

Segundo Cereda (2001), e ilustrado na Tabela 2, a composi¢cao da mandioca
varia com a espécie, idade e condi¢cdes de cultivo. Por apresentar elevado teor de
amido e baixos teores de gorduras, proteinas e cinzas, a mandioca € matéria-prima

para obtencéo, por hidrélise, de derivados.

Segundo Dallaqua e Coral (2002), a mandioca apresenta-se como um arbusto
de 2 a 3 metros de altura, de raiz tuberosa, com alto valor como alimento quando
cozida, dependendo da variedade, mas de alto valor téxico quando crua. As raizes
sdo utilizadas na alimentacdo humana, na forma de farinha, fécula ou polvilho,
tapioca, ou ainda frita ou cozida (CEREDA, 1994).
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Tabela 2 - Composicdo quimica daraiz de mandioca, em massa seca

Massa seca 40,60 %
Amido 82,50 %
AcUcares redutores 0,20 %
Proteinas 2,60 %
Matéria graxa 0,30 %
Cinzas 2,40 %

Fibra 2,70 %

Fonte: Cereda, 2001.

A mandioca pode ser dividida de acordo com a toxicidade, referente ao teor
de glicosideos cianogénicos presentes nos tecidos da planta, que, ao se
hidrolisarem por acdo enzimatica, desdobram-se em &cido cianidrico. Dessa forma,
sdo denominadas mansas ou ndo toxicas as variedades de mandioca que
apresentam até 100 mg de HCN por kg de polpa de raiz fresca, enquanto as
variedades com concentracdes acima desse valor sdo denominadas bravas
(PANTAROTO; CEREDA, 2000; BORGES et al, 2002; SCHUROFF, 2005).
Segundo SEBRAE (2008), outra forma de se classificar os cultivares de mandioca é
de acordo com a duracdo do ciclo entre o plantio e a colheita. As trés categorias
usualmente conhecidas sédo as precoces (de 10 a 14 meses), as semiprecoces (de

14 a 16 meses) e as tardias (mais de 18 meses).

A mandioca se disseminou rapidamente apds sua inser¢cdo no continente
africano, que hoje detém grande parte da producdo mundial. Dos vinte maiores
produtores mundiais, onze se encontram naquele continente, seguido da Asia
(predominantemente o sudeste), com 6 paises. A América do Sul tem trés
representantes: Brasil, Paraguai e Coldombia, nesta ordem (SEBRAE, 2008).

Os dados da Tabela 3, apresentados pela FAO, mostram que a Africa é
responsavel por 55,91% da producdo mundial; a Asia, por 30,40%; e os principais
paises produtores da América Latina, somam 11,56%. Nigéria, Brasil e Tailandia sdo

0s paises que dominam a producé&o mundial.
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Tabela 3 - A producdo mundial de mandioca

2008 2009 2010 2011

Milhdes de toneladas

Mundo 232,008 235,450 236,707 252,204
Africa 121,155 120,890 127,704 140,966
Nigéria 43,410 36,822 42,533 52,404
Congo, Dem. Rep. 15,004 15,055 15,050 15,569
Gana 10,218 12,231 13,504 14,241
Angola 9,730 12,828 13,859 14,334
Mocambique 6,039 5,670 5,700 6,267
Tanzania 5,199 5,916 4,548 4,647
Uganda 4,973 5,179 5,282 4,753

América Latina

Brasil 26,541 24,404 24,496 25,442
Paraguai 2,219 2,610 2,624 2,454
Colémbia 1,804 2,202 2,364 2,264
Asia 76,046 81,345 75,079 76,681
Tailandia 25,156 30,088 22,005 21,912
Indonésia 21,593 22,039 23,918 24,010
Vietna 9,310 8,531 8,596 9,876
india 9,056 9,623 8,060 8,076
China Continental 4,409 4,506 4,694 4,515
Camboja 3,676 3,497 4,247 4,368
Filipinas 1,942 2,044 2,101 2,210

Fonte: FAQO, 2012.

A Tabela 4 apresenta um confronto dos dados de producédo e rendimento
médio nas safras de 2011 e 2012, bem como estimativas para 2013, divulgados pelo
IBGE (2012; 2013).
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Tabela 4 - Producado e rendimento médio - confronto das safras de 2011, 2012 e das
estimativas para 2013

PARTICIPAGAO (%)

GRANDES SAFRA 2011 SAFRA 2012 SAFRA 2013
REGIOES E
%,EISQSESA% SAFRA SAFRA SAFRA
PROI?tl)J(;AO REND: PRO%J(;AO AT PRO%JQAO RENY 2011 2012 2013
(kg/ha) (kg/ha) (kg/ha)
TOTAL 25.320.667 14520 24.313.883 13.356 25.666.901 14.566 1000  100,0  100,0
NORTE 7718264 15508 7.779.696 15708 7.630.999 15328 30,5 32,0 29,7
RONDONIA 513515 16997  588.307  17.897 428430 16933 2,0 2,4 1,7
ACRE 971192 19652  897.160  10.982  938.223 19588 3,8 3,7 3,7
AMAZONAS 1.058.642 11.819 955734  11.962 1.090.800 12.000 4,2 3,9 4,2
RORAIMA 77192 13309 77192 13309  77.192 13309 0,3 0.3 0.3
PARA 4644492 15807 4.808.743 15957 4.714.868 15557 183 198 184
AMAPA 137.141 12183  149.355 11762 155000 12400 0,5 0.6 0.6
TOCANTINS 316.090  17.927 303205  17.082 226486 18293 1,2 1,2 0.9
NORDESTE 7.004.634 10718 6.643.769 8237 8163667 10873 31,2 27,3 318
MARANHAO 1780279 8577 1529579 7.782  1.636.671 8508 7.0 6.3 6,4
PIAUI 511424 10944  319.629 5254 446570  10.981 2,0 1,3 1,7
CEARA 836.606  9.833  938.246 5259  828.177  10.061 3,3 3,9 3,2
ﬁg)R?_EANDE Do 305.168  11.868  236.855  8.095  330.944  11.329 12 1,0 13
PARAIBA 2190.756 9333 158482  7.698 205704  9.987 0,9 0.7 0.8
PERNAMBUCO 514329 11197  446.870 9191 462321 8917 2,0 1,8 1,8
ALAGOAS 275.892 15550  269.947 15412  259.724  14.829 1,1 1,1 1,0
SERGIPE 483.990  14.925 450486  14.659  460.495  14.855 1,9 1,9 1,8
BAHIA 2977190 11778 2.293.675 10236 3.533.061 12.384 118 94 138
SUDESTE 2448044 17.009 2795493 17.880 3.023475 18354 97 11,5 11,8
MINAS GERAIS 816.320  14.266  820.604 13.789 815958  13.919 3,2 3.4 3,2
ESPIRITOSANTO ~ 190.102  16.801  206.929  17.665  189.804  17.923 0,8 0.9 0,7
RIODEJANEIRO 220216 15473  324.449 16501 300621 15306 0,9 1,3 1,2
SAO PAULO 1212.406 20013 1443511 22052 1717.092 22.631 48 5,9 6,7
suL 5990534 20505 5784205 20113 5586136 20195 237 238 218
PARANA 4179.245 22681 4.062.905 22.621 3.893.443 22165 16,5 16,7 152
SANTA CATARINA 506280 18425 530.098  18.232  517.654  18.434 2,0 2,2 2,0
RIOGRANDEDO 1305000 16230 1191202 15097 1175039 16126 52 4,9 4,6
CENTROOESTE  1268.191 17.333 1310720 17571 1.262.624 17.507 50 5.4 4,9
'\D"STSOU‘LBROSSO 630.286 20775 634529  20.534 635500 20500 2,5 2,6 2,5
MATO GROSSO 355.806  14.198  349.917  14.646  353.321 14597 1,4 1,4 1,4
GOIAS 271.929 15958  299.602 16494 263121 16239 1,1 1,2 1,0
EI'ESDTERFLL? 10.080  14.000 26672 16293  10.682  14.982 0,0 01 0,0

Fonte: IBGE, 2012-2013.
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A producédo de mandioca no Brasil teve uma reducéo de 2011 para 2012,
porém estima-se um aumento de producdo em 2013 que supera a producdo de
2012. O rendimento médio no Brasil tem se mantido em torno de 13,36 a 14,57 t/ha,
porém apresenta bastante variagdo com relacdo as diferentes regides do pais. As
regides Norte e Nordeste lideram a producéo nacional, apresentando participacao de
32,0 e 27,3% respectivamente em 2012. Em seguida estdo as regides Sul e
Sudeste, com participacao de 23,8 e 11,5%, respectivamente, e, por ultimo, aparece

a regido Centro Oeste, com 5,4% de participacdo na producao nacional.

O estado do Paré lidera a producdo na regido Norte, com 4,8 milhdes de
toneladas produzidas em 2012 e um rendimento médio de 15,96 t/ha. Sdo Paulo
lidera a producao na regido Sudeste, com 1,4 milhdes de toneladas e um rendimento
médio de 22,0 t/ha. O Estado do Parand lidera a producdo na regido Sul, com 4,1
milhdes de toneladas e maior rendimento médio do pais, 22,6 t/ha. No Centro Oeste,
a lideranca fica por conta do Estado do Mato Grosso do Sul, com uma producéo de
639.529 toneladas e um rendimento médio de 20,5 t/ha. Ja na regido Nordeste,
Bahia e Maranhdo se destacam com uma producdo de 2,3 e 1,5 milhbes de
toneladas e rendimento de 10,2 e 7,8 t/ha, respectivamente, no ano de 2012.
Alagoas apresenta uma producédo de 269.947 toneladas e um rendimento de 15,4

t/ha, superior aos outros Estados da regido e da média nacional.

Em Alagoas, a mandioca € a segunda maior producdo agricola, sendo
fundamental para os programas de agricultura familiar SEBRAE (2006a). Segundo a
CONAB (2004), a cultura de mandioca em Alagoas é concorrente com a cultura do
fumo quanto a area plantada, tornando o preco do produto fator determinante na
quantidade de area destinada a essas culturas. Dessa forma, a maior area sera
destinada a cultura que apresentar preco mais compensador para 0s agricultores.
Segundo o autor, todo o Estado mantém plantacdo de mandioca, porém a maior
concentracdo encontra-se na regido do Agreste e de Palmeira dos Indios,
abrangendo os municipios de Arapiraca, Lagoa da Canoa, Girau do Ponciano, Coité
do Néia, Taquarema, Feira Grande, Campo Grande, Limoeiro de Anéadia, Craibas,

Sédo Sebastido, Estrela de Alagoas, Igaci e Belém.
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A mandioca apresenta bom rendimento médio quando comparada com
outras culturas ricas em acgulcar e que podem ser utilizadas para producdo de etanol
(Tabela 5).

Tabela 5 - Area plantada, quantidade produzida e rendimento médio de algumas

culturas
Area Plantada Quantidade Rendimento
Produto . L
(ha) produzida (t) médio (kg/ha)
Batata doce 43.879 544.820 12.427
Cana de acUcar 9.424.615 675.014.649 71.623
Mandioca 1.820.421 24.313.883 13.356
Milho (em gréao) 14.222.873 71.490.641 5.026

Fonte: IBGE, 2011- 2013.
2.2.3 Farinha de Mandioca

EMBRAPA (2003) destaca que a mandioca tem uma grande variedade de uso
industrial, sendo mais importantes a farinha e a fécula. Segundo EMBRAPA (2012),
0 processamento industrial da mandioca, no Brasil, concentra-se na producdo de
farinha, com cerca de 80%, na extracdo de fécula, em torno de 3%, sendo o restante
utilizado na alimentacdo animal. Ainda segundo EMRBAPA (2012), a farinha é o
principal derivado da mandioca no Brasil, dada a simplicidade do seu processo
produtivo (ainda semelhante aos métodos herdados dos indios, em muitos casos) e

a ampla aceitacdo no mercado.

De acordo com Cereda (2001), o Brasil € o Unico pais da América Latina a
consumir este produto, uma vez que o mercado asiatico o desconhece e o mercado
africano possui pouco poder de compra e producdo muito significativa para
representar uma oportunidade comercial aos brasileiros. Assim, segundo SEBRAE
(2008), o mercado da farinha fica restrito ao consumo nacional, mais

frequentemente, local.
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A fabricacdo de farinha € uma atividade centenaria no Nordeste. No Brasil,
vem desde o periodo colonial, quando o cultivo de mandioca ainda era praticado a
partir de pequenas roc¢as que supriam a alimentacdo dos trabalhadores da cana-de-
acucar. A sua producao é presenca dominante entre empresas de micro e pequeno
porte. Apesar da existéncia variada de subprodutos, a farinha de mandioca foi

sempre considerada um “bem” inferior (SEBRAE, 2006a).

Segundo EMBRAPA (2012), o maior consumo de farinha, por domicilio, é
observado na Regido Norte (34,189 kg/hab./ano), sendo Par& (43,988 kg/hab./ano),
Amazonas (43,778 kg/hab./ano), Amapa (32,376 kg/hab./ano) e Bahia (25,449

kg/hab./ano) os Estados com os maiores indices de consumo de farinha.

A farinha tem essencialmente uso alimentar e, além dos diversos tipos
regionais, que ndo modificam as caracteristicas originais do produto, encontra-se em
duas formas: farinha ndo-temperada, que se destina a alimentacdo basica e é
consumida principalmente nas classes de renda baixa da populacdo; e farinha
temperada (farofa), de mercado mais restrito, mas de maior valor agregado. Este
ualtimo tipo se destina as classes de renda média e alta da populacdo (EMBRAPA,
2003).

Segundo SEBRAE (2006a), a producédo de farinha tem destaque na regiao
conhecida como APL (Arranjo Produtivo Local) Mandioca do Agreste Alagoano,
sendo responsavel pela subsisténcia de mais de 25 mil familias, cujas economias
domésticas estdo ligadas a toda a cadeia produtiva, em mais de 600 casas de

farinha instaladas na regido e mais de 20 mil hectares de plantio da raiz.

De acordo com SEBRAE (2006b), apesar da farinha de mandioca ser tradi¢ao
na mesa do brasileiro, s6 recentemente passou a ser enquadrada como alimento e a
partir de entdo os processos de fabricacdo assim como as dependéncias industriais

devem atender as exigéncias das Boas Préticas de Fabricagédo (BPF).

Dependendo da tecnologia de fabricacao utilizada, pode pertencer a um entre
trés grupos: a farinha seca, a d’agua e a mista. Cada grupo €, por sua vez, dividido

em subgrupos de acordo com a sua granulacdo, em classes, em funcdo da
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coloracdo e em tipos pelas variagcdes na qualidade do processamento (FOLEGATTI;
MATSUURA, 2007). Segundo SEBRAE (2008), a predominancia do tipo consumido

varia de acordo com as preferéncias locais de cada regido do pais.

De modo geral, o processamento de cada tipo de farinha se assemelha e a
Figura 3 apresenta o fluxograma genérico do processo. A seguir descrevem-se as
principais etapas, assim como 0s equipamentos envolvidos no processamento da
mandioca para producédo de farinha, segundo EMBRAPA (2003), SEBRAE, (2006a),
Costa (2010) e SEBRAE (2006b).

Figura 3 - Fluxograma do processamento da mandioca para producéo de farinha

RECEPCAO DAS
RAIZES

| PENE]R.XIVIENTO |

| RESFRIAMENTO |

!

| ENVASE |

Fonte: Autor, 2013 - Adaptado de SEBRAE, 2006a e SEBRAE, 2006b.

Ao receber as raizes (Figura 4), cuidados com a pesagem e O
armazenamento devem ser tomados. Controlar a entrada da matéria-prima é

fundamental para que os custos do processo sejam otimizados e bem aproveitados,
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assim como o adequado armazenamento evita perdas por apodrecimento ou

umidade em excesso.

Figura 4 - Caminh&o de transporte de raizes

Fonte: SEBRAE, 2006b.

O descascamento das raizes pode ser feito mecanicamente, através do
lavador-descascador (Figura 5), ou manualmente (Figura 6). Neste processo, 0s
cuidados com a higiene sdo fundamentais, a fim de se evitar que as bactérias
iniciem seu processo de proliferacdo, sendo importante que as raizes, apos o
descasque, sejam encaminhadas diretamente para lavagem e que as cascas hao

figuem acumuladas na area de trabalho, evitando o aparecimento de moscas.

Figura 5 - Equipamento de lavagem e descasque de raizes

Fonte: SEBRAE, 2006b.
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Figura 6 - Descasque manual na atualidade

Fonte: SEBRAE, 2006b.

ApoOs o descascamento, devido as sujeiras vindas do campo, juntamente com
as geradas pelo manuseio, faz-se necessaria uma lavagem acompanhada de molho
em agua clorada. E de fundamental importancia que estes primeiros processos
tenham inicio tdo logo as raizes sejam colhidas, uma vez que sua deterioracdo

comeca entre 24 e 48 horas ap0s serem arrancadas do solo.

A trituracdo é composta de uma sequéncia de raladores que irdo transformar

as raizes em uma massa, como pode ser visto na Figura 7.

Figura 7 - Triturador de raizes em operagao

Fonte: SEBRAE, 2006b.

A ralacdo também pode ser feita em cilindro provido de eixo central com

serrinhas, como mostra a Figura 8.
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Figura 8 - Ralador de mandioca

Fonte: Costa, 2010.

Essa massa deve ser armazenada, temporariamente, em um tanque de
alvenaria, azulejado, evitando que residuos fiqguem aderidos as paredes do tanque e

contaminem a massa.

Depois de ralada, a massa deve ser prensada para diminuir a umidade
proveniente da manipueira que ainda restou. Além disso, a massa em blocos evita
maior exposi¢ao ao ar, diminuindo a ocorréncia da fermentagao e, por este motivo,

deve-se ajustar um menor intervalo entre esta etapa e a proxima.

A prensagem é realizada em prensas manuais de parafuso ou em prensas
hidraulicas, como mostram as Figuras 9 e 10, respectivamente. Isto economiza
tempo e combustivel na torragem e possibilita uma torragdo sem formacéo

excessiva de grumos.

Figura 9 - Prensa hidraulica em operacéo

Fonte: SEBRAE, 2006b.
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Figura 10 - Prensagem da mandioca ralada

Fonte: Costa, 2010.

A proxima etapa, 0 peneiramento, tem por objetivo esfarelar a massa
prensada, auxiliando a torracdo e garantindo a producdo de uma farinha mais fina.
Este processo pode ser mecanico ou manual, como apresentado na Figura 11. No
caso de ser mecanico, utiliza-se uma peneira vibratéria com motor elétrico, melhor
opcao visto que melhora a eficiéncia do processo, a rentabilidade da matéria-prima e
a otimizacdo dos custos, além de elevar a qualidade do produto. No caso de ser
manual, o peneiramento é feito pela passagem repetida de um rodo sobre a massa
prensada colocada sobre a peneira.

Figura 11 - Peneira de massa prensada em operacéo

Fonte: SEBRAE, 2006b.

Apés o esfarelamento e peneiramento, a massa deve ser levada ao forno
para secagem, o que elimina a fracdo restante de manipueira, que da um sabor
amargo a farinha e é eliminado, somente na torracao final. Esta secagem também
contribui para o clareamento. A Figura 12 ilustra um forno utilizado para secagem.
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Este é o processo-chave da producdo da farinha. Ha varios tipos de fornos
para este processo, os quais modificam o resultado final e a produtividade da casa
de farinha. Na torracéo € que se determina a cor, o sabor e o tempo de conservacgao

do produto. A umidade final da farinha deve ser inferior a 14%.

Figura 12 - Forno de secagem

11/11/2009

Fonte: Costa, 2010.

No peneiramento com a farinha ja torrada ha a separacdo de acordo com sua
granulacdo (mais grossa ou mais fina) e as particulas excessivamente grandes
podem ser moidas novamente. A malha da peneira sera determinada de acordo com

o tamanho do gréo que se quer obter.

A etapa do resfriamento pode ser realizada em “freezer”, geladeira ou por
meio de equipamento apropriado para tal. Pode, também, ser feita em temperatura

ambiente, porém disposto em finas camadas e revolvido periodicamente.

A farinha podera ser acondicionada em sacos de rafia com capacidade para

50 kg ou em pacotes de 1 kg, como mostra a Figura 13.

Figura 13 - Pesagem e envase da farinha de mandioca

Fonte: SEBRAE, 2006a.
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2.3 Enzimas

Enzimas séo substancias organicas especificas, formadas por longas cadeias
de moléculas pequenas, chamadas de aminoacidos, que atuam como catalisadores
biolégicos no metabolismo dos seres vivos (ROSAS, 2003 apud COSTA, 2010).
Furigo Junior (2001) define enzima como um tipo de proteina com atividade
catalitica, encontradas na natureza e em todos 0s seres vivos, cuja funcdo é
viabilizar a atividade das células, quebrando moléculas ou juntando-as para formar

Novos compostos.

Segundo Laidler (1954), as enzimas sao classificadas pelos substratos com
gue reagem e por sua especificidade de reacdo. Sdo denominadas adicionando a
terminacdo ase ao home do substrato com o qual realizam rea¢des. Sendo assim, a
enzima que controla a decomposicao da uréia recebe o nome de urease; aquelas
gue controlam a hidrdlise de proteinas denominam-se proteases assim como as que
hidrolisam o amido sdo chamadas de amilases. Algumas enzimas como as
proteases tripsina e pepsina, conservaram 0S nomes utilizados antes que se

adotasse esta nhomenclatura.

De acordo com Harger et al. (1982) apud Costa (2010), a palavra amilase
(E.C. 3.2.1) indica a acdo enzimtica sobre o amido, que contém dois
polissacarideos: amilose (15 a 20%) e amilopectina (80 a 85%).

As amilases sao hidrolases capazes de degradar o amido, e seus produtos de
hidrélise, até sacarideos menores. Sado amplamente distribuidas na natureza,
encontradas em bactérias, fungos, plantas e animais. Estdo entre as enzimas mais
importantes empregadas na industria, devido a grande aplicacdo do amido e de seus

derivados em processos industriais (GUPTA et al., 2003).

Segundo Reed (1975) as amilases podem ser divididas em trés grupos: a-
amilases, as quais rompem as ligacdes no interior do substrato (endoamilases); -
amilases, que hidrolisam unidades das extremidades n&o redutoras do substrato
(exoamilases) e glucoamilases (amiloglucosidases), as quais liberam unidades de

glicose do terminal ndo-redutor das moléculas do substrato.



43

Gupta et al. (2003) citam que, atualmente, sdo conhecidas véarias enzimas
que hidrolisam a molécula de amido em diferentes produtos e a acdo combinada de
varias enzimas € necessaria para a completa hidrélise do amido. A a-amilase (E.C.
3.2.1.1) é a endoamilase mais conhecida. As exoamilases hidrolisam exclusivamente
ligagdes glicosidicas a-1—4, como a B-amilase (E.C. 3.2.1.2) ou ambas as ligagbes
a-1—4 e a-1—6, como amiloglicosidase (E.C. 3.2.1.3) e glicosidase (E.C. 3.2.1.20).
Outros exemplos de exoamilases sao a ciclodextrina glicosiltransferase e a a-

amilase maltogénica (glicano 1,4-a-glicanohidrolase).

A Figura 14, apresentada por Costa (1996), mostra um esquema para
identificar e classificar as enzimas amiloliticas. A Figura 15 mostra o0 mecanismo de
acao das classes de enzimas amiloliticas sobre a molécula de amido (PRETORIUS
et al., 1991).

Segundo Lacerda (2006), a amilose sofre agcao da a-amilase em duas etapas.
A primeira consiste no ataque aleatério e rapido do substrato, resultando maltose e
maltotriose, enquanto que a segunda, bem mais lenta, permite a formacgao de glicose
e maltose. Reed (1975) considera a faixa 6tima para a atividade enzimatica a
temperatura de 55 a 70°C, que varia dependendo da fonte. Segundo o autor, a
atividade aumenta consideravelmente de 0 a 40°C. Entretanto, as amilases
bacterianas apresentam maior estabilidade frente as temperaturas superiores a

40°C, com atividade 6tima ao redor de 70°C.

Estas enzimas sdo produzidas por uma variedade muito grande de
organismos, incluindo bactérias, fungos, leveduras e actinomicetes, entretanto as
enzimas derivadas de fungos e bactérias sdo dominantes, destacando-se entre os
principais produtores de a-amilases os géneros Aspergillus e Bacillus (PANDEY et
al., 2000).

3-Amilases (1,4-a-D-glucano maltohidrolase, E.C. 3.2.1.2) sdo exoenzimas
que clivam ligacdes glicosidicas, em seqUéncia, a partir de extremidades n&o-
redutoras da amilose, amilopectina e glicogénio, liberando somente residuos de
maltose na forma 3-anomérica, aumentando rapidamente o poder redutor da solugéo

inicial. Sdo denominadas também de amilases sacarificantes, uma vez que as
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maltoses resultantes sdo facilmente fermentaveis. A parte ndo degradada do
substrato ramificado € denominada de R-dextrina limite. A R-amilase tem pH 6timo
entre 4 e 6 e temperatura 6tima de 30 e 50°C (SAKANO et al., 1982).

Grande parte das enzimas utilizadas nas indlstrias sdo enzimas
extracelulares de origem microbiana. As principais aplicacbes das enzimas
extracelulares que degradam o amido consistem na conversdo do amido em
monossacarideos como a glicose, em dissacarideos como a maltose e em
oligossacarideos como as dextrinas. S&o empregadas na obtencdo de acucares
fermentesciveis utilizados nas industrias cervejeiras, na producdo de bebidas
alcoolicas e na modificacdo de farinhas empregadas em panificacdo (WARD, 1989;
SILVA; PERALTA, 2000).

Figura 14 - Classificacdo das enzimas amiloliticas

— Endo-a-1,4-Glucanases — a-Amilase
(—> a-1,4-Glucanases

(— Exomaltohexahidrolase
— Exomaltopentahidrolase

Exo-a-1,4-Glucanases < — Exomaltotetrahidrolase
Enzimas
Amiloliticas — B-Amilase

— Amiloglucosidade

\— Isopululanase

— Pululanase

— Endo—a—1,6—GIucanases{
— Isoamilase

— a-1,6-Glucanases

Exo-a-1,6-Glucanases — Exopululanase

Fonte: Nigam; Singh, 1995.
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Figura 15 - Classes de enzimas amiloliticas e mecanismo de acdo sobre a molécula

de amido
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Fonte: Pretorius et al., 1991.

As enzimas estdo sendo cada vez mais aplicadas em diferentes setores
industriais, devendo-se, principalmente, a vantagens operacionais como
especificidade de reacéo e alta eficiéncia de conversdo. Ressalta-se, ainda, que as
reacdes enzimaticas acontecem, geralmente, em condi¢des brandas de temperatura
e de pH, o que significa, para as industrias, reducdo nos custos operacionais
(FERNANDES et al., 2007). Apresentam grande importancia em biotecnologia com
aplicacoes desde alimentos, fermentacao, téxtil e industrias de papel (GUPTA et al.,
2003; PANDEY et al., 2005).

Residuos provenientes da industria de alimentos envolvem quantidades
apreciaveis de cascas, farinhas, carocos e outros. Esses residuos sédo fontes
baratas, utilizadas como substrato ou fonte de carbono no processo fermentativo
para obtencdo de compostos de interesse industrial como as enzimas. Os processos
envolvem tecnologia de baixo custo energético, com menor impacto ambiental e
utilizam matérias-primas renovaveis, adequando-se ao reaproveitamento de
subprodutos da agroindustria (COELHO et al., 2001). Segundo Pandey et. al.(2005),
o mercado mundial de enzimas industriais movimenta valores da ordem de 1,7 a 2,0
bilhdes de dolares e estima-se que a comercializacdo de enzimas amiloliticas

movimente aproximadamente 225 milhdes de ddlares.
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2.4 Fermentacdo Etandlica

A fermentacdo etandlica apresenta importancia indiscutivel no contexto do
desenvolvimento nacional e aplicacdo de métodos biotecnolégicos em escala
comercial (DEMIATE et al., 1997).

Segundo Ostrowiski (2006), a fermentacdo etandlica é um processo
bioguimico que ocorre no citoplasma da levedura etandlica, responséavel pela

transformacao de acucar em etanol.

Cereda (2001) classifica as formas de conducédo da fermentacéo etandlica em
processos descontinuos (batelada), batelada alimentada e continuos. O autor
defende o uso de processos descontinuos e continuos com recirculacdo de células,
para 0 caso particular da producao industrial de etanol, pois a reciclagem do
fermento aumenta a concentracdo de levedura no mosto em fermentacéo,

aumentando a produtividade do processo.

Os processos de fermentacdo etandlica mais utilizados no Brasil sdo a
batelada alimentada e o continuo. Batelada alimentada € o processo de fermentacao
mais utilizado nas destilarias do Brasil, também chamado de Melle-Boinot, cuja
caracteristica principal é o reaproveitamento das leveduras. No processo continuo, o
meio nutriente mais o inodculo séo injetados de forma continua em reatores, com a
saida da mesma quantidade de meio fermentado (ABUD, 1997 apud OLIVEIRA,
2001).

2.4.1 Agentes de Fermentacédo Etandlica

As leveduras, de um modo geral, sdo capazes de desdobrar a glicose, com
producdo de etanol e gas carbbnico. Entretanto, o0 numero de espécies envolvidas
na fermentacdo industrial € bastante reduzido. A levedura empregada na
fermentacdo depende de varias circunstancias, entre as quais o substrato ou a
matéria prima utilizada, o teor de etanol desejado no produto final, a duracdo da

fermentacao, as propriedades do produto, e outros (OSTROWISKI, 2006).
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Segundo Ostrowiski (2006), as espécies mais importantes para producdo de

etanol combustivel sdo as leveduras:

a) Saccharomyces cerevisiae Hansen, utilizada principalmente na
producdo de etanol comum, aguardente, cerveja e outras bebidas e na

panificagao;

b) S. ellipsoideus Hansen (S. cerevisiae var. ellipsoideus Dekker)

utilizadas na producgao de vinho de uva;
c) S. calbergensis, para a producao de cerveja.
2.4.2 Fatores que Afetam a Fermentagéo Etandlica

Entre varios fatores ambientais que afetam a fermentacdo etandlica do
hidrolisado de amido, Ostrowski (2006) cita:

a) Temperatura: variavel de acordo com o tipo e finalidade do processo,
sendo o ponto 6timo para a producdo de etanol, aguardente, vinho e
outros produtos na faixa de 26 a 32°C e, para a cerveja, entre 6 e 20°C;

b) pH do mosto: também variavel, entre 4,0 e 4,5 para a producao de
etanol e entre 4,0 e 6,0 para a cerveja. O pH baixo inibe o
desenvolvimento de bactérias contaminantes, sem prejudicar o

desenvolvimento da levedura;

c) Concentracdo de matéria prima: nos processos industriais ela é variavel
de acordo com a finalidade do processo, situando-se entre 18 e 20%
no melaco, para a producdo de etanol, entre 6 e 9% para a producéo

de cerveja e entre 22 e 24% no suco de uva para obtencao de vinho.

A fermentacdo etandlica com acucares em concentracdes excedentes a
27 % (p/v) € lenta e poucos sacarideos sdo convertidos em acucares
(BAFRNCOVA et al., 1999 apud OLIVEIRA, 2011). Altas concentracdes
de acucares no mosto fermentativo sdo responsaveis pela parada ou

diminuicdo da fermentacdo devido ao aumento da pressao osmoética e
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da alta toxicidade do etanol para as células de leveduras (BISSON;
BUTZKE, 2000; MALACRINO et al., 2005);

d) Teor de etanol do produto: o0 aumento do teor de etanol do mosto em
fermentacao inibe o desenvolvimento da prépria levedura. Deve-se ter
em conta que o teor de etanol depende da concentracdo inicial de
acucares, a qual, por sua vez, varia de acordo com o objetivo da

fermentacéo.

O etanol pode se tornar téxico para a célula de levedura (GHOOSE;
TYAGI, 1979), sendo a tolerancia a altas concentracdes de etanol
dependente da linhagem. Na maioria das leveduras, a concentracéo
méaxima de etanol que permite o crescimento é de 10% (p/v), que
proporciona uma producdo de etanol de no maximo 20% (p/v)
(OLIVEIRA, 2011);

e) Elementos minerais: certos tipos de matérias-primas requerem a adicédo
de substancias minerais para suprir as necessidades da levedura em
certos elementos, principalmente P e K, geralmente adicionados sob a
forma de K;HPO,.

2.4.3 Importancia dos Nutrientes para a Fermentacédo Etandlica

Na fermentacéo etandlica, o crescimento celular esta intimamente relacionado
com a formacdo do produto, que é o etanol. Desta forma, tanto o crescimento da
levedura como a formacao do etanol sao influenciados pelas condicbes que o meio
oferece. Entdo, para suprir as exigéncias das leveduras, alguns macronutrientes
e/ou micronutrientes sao adicionados ao mosto, a fim de complementar as
deficiéncias do meio quanto a certos elementos indispensaveis as leveduras, para a

méaxima transformacéo dos agucares (SANTOS, 2008).

As leveduras sdo microrganismos saprofitas, que exigem uma fonte de
carbono elaborada, glicose ou outro agucar, que fornece a energia quimica através
do esqueleto carbbnico de suas estruturas celulares, constituidas

predominantemente de carbono, oxigénio e hidrogénio. Algumas vitaminas, como
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tiamina e &cido pantaténico, também sdo exigidas. O meio deve, igualmente,
fornecer nitrogénio, fésforo, enxofre, potassio, magnésio, célcio, zinco, manganés,
cobre, ferro, cobalto, iodo e outros elementos em quantidades diminutas (LIMA et al.,
2001).

Os micronutrientes (enxofre, magnésio, manganés, zinco, cobre, cobalto,
dentre outros) tém uma funcdo importante no metabolismo celular, principalmente
devido aos seus requerimentos como cofatores para varias enzimas. Zinco, cobre e
manganés sdo muito interessantes devido ao efeito positivo na atividade respiratoria
e na taxa de crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae (STEHLIK-TOMAS
et al., 2004).

Segundo Aiba et al. (1973), fésforo, potassio, enxofre e magnésio sdo os
minerais mais encontrados na composicao de microrganismos. Estes e outros
elementos presentes em quantidades significativas devem ser suplementados ao

meio de cultura.

Lima et al. (2001) apresentam as concentracdes dos principais nutrientes
minerais para uma boa fermentacdo etandlica (Tabela 6). Segundo os autores, tais
nutrientes podem ja estar presentes no mosto, sendo desnecessaria uma
complementacao. Entretanto, podem ocorrer tanto teores inadequados e deficiéncia

de alguns nutrientes quanto concentracdes excessivas de outros.

Tabela 6 - Concentragcdo de nutrientes minerais no mosto para adequada fermentacéo

etandlica
Nutriente Mineral Concentragao Nutriente Mineral Concentragao
(mg/L) (mg/L)
NH," 40 — 5900 Co™ 3,5
P 62 — 560 Co™” 10
K" 700 — 800 Zn** 0,5-10
ca™ 120 Cu™ 7
Mg*™ 70 - 200 Mn™* 10-33
SO, 7-280 Mn* 10 (10 - 80)
Na* 200 Fe™ 0,2

Fontes: Amorim, 1977; Lima, 1953; Lima, 1962.
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Os nutrientes exercem fungdes importantes e diferenciadas no metabolismo
celular. Fésforo € essencial para o metabolismo energético e sintese de &cidos
nucléicos, tendo importancia na transformacao do acucar em etanol e na producao
de ATP, tanto na glicélise quanto na cadeia respiratoria. Potassio atua como ativador
em uma série de reacdes da glicolise e em outros passos do metabolismo. Magnésio
desempenha um papel importante no crescimento das leveduras como cofator de
muitas reacbes metabdlicas. Cobre e ferro sdo necessarios em pequenas
guantidades, na fase de multiplicacdo e crescimento da levedura. Zinco, manganés
e cobalto atuam como ativadores enzimaticos na glicélise. Calcio, embora ndo seja
aparentemente necessario para o crescimento de células de leveduras, estimula a
fermentacdo (AMORIM, 1977; SUOM ALAINE; OURA, 1971 apud VASCONCELOS,
1987; PEREIRA, 2007; SILVA, 2007).

Dragone et al. (2004) investigaram diferentes fatores de fermentagdo de
xarope de maltose no aumento da producdo de etanol pela Saccharomyces
cerevisiae, dentre eles a suplementacdo do mosto com nutrientes como extrato de
levedura e ergosterol, e concluiram que a producao de etanol aumenta com a adi¢éo

dos nutrientes, mesmo sem avaliar a concentragao desses nutrientes.
2.4.4 Parametros Cinéticos Importantes na Fermentacdo Etandlica

Em uma fermentacdo ocorrem muitas transformacfes, células crescem, se
reproduzem e morrem, substancias diversas existentes no meio sdo consumidas
pelos microorganismos e produtos de metabolismo sdo lancados no meio em que 0s
microorganismos atuam. No caso da fermentacdo etandlica, os parametros mais

medidos para acompanhamento cinético sao (COPERSUCAR, 1987):
- A variacao da concentracao de células com o tempo;
- A variacao da concentragao de substrato com o tempo;
- A variacdo da concentracao de etanol formado com o tempo;

- Eventualmente, a variacdo de outros nutrientes ou produtos (fonte de

nitrogénio, CO,, etc.) com o tempo.
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Segundo Gretschmann (2009), o estudo do processo fermentativo consiste
em avaliar a evolucdo dos valores de concentracédo de tais parametros do meio de
cultivo em funcdo do tempo de fermentacdo. Segundo o autor, os valores
experimentais desses parametros, permitem que sejam tracadas curvas de ajuste

gue descrevem 0S mesmos.

A Figura 16 apresentada por COPERSUCAR (1987) representa o
comportamento de um processo fermentativo em batelada simples, onde ocorre
consumo de substrato com simultanea formacéo de produto e crescimento celular.
Segundo os autores, a partir destas curvas é possivel determinar as velocidades
médias de transformagdes num periodo de tempo (At). Considera-se no grafico, as
concentracfes de substrato (S), concentracdo de produto (P) e concentracdo de

microorganismos (X) presente no meio em um instante t.

Figura 16 - Variacdo de S, X e P com tempo em um processo fermentativo descontinuo

tempo

Fonte: COPERSUCAR, 1987.

De acordo com Lima et al. (2001), a fermentacao etandlica pode ser dividida
em fases distintas, embora ndo se possam estabelecer, com rigidez, os limites de
separacdo entre elas. Segundo o autor, pode-se distinguir numa fermentagéo
etandlica uma fase preliminar, uma fase principal ou tumultuosa e uma fase
complementar. Na primeira fase, também denominada fase preliminar, lag-fase ou
fase lag, ocorre grande multiplicacdo celular, pequena elevacdo de temperatura e
pequeno desprendimento de dioxido de carbono. Nesta etapa garante-se a producao

de grande quantidade de células.
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Na segunda fase, também denominada fase tumultuosa, ocorre o
desprendimento volumoso e intenso de dioxido de carbono, devido ao grande
namero de células presentes no meio para desdobrar os aclUcares fermentesciveis
do mosto. Esta é a fase de maior tempo de duracdo. A temperatura eleva-se
rapidamente, a densidade do mosto reduz-se e elevam-se a porcentagem de etanol
e a acidez. A elevacdo da temperatura deve ser corrigida com um sistema de
refrigeracdo. Ja na fase complementar observa-se a diminuicdo da intensidade do
desprendimento do didxido de carbono, por menor agitacdo do meio e diminui¢do de

temperatura, até encerramento da fermentacao.

No estudo da cinética de processos fermentativos, € interessante que seja
examinada a maneira pela qual as curvas representativas das variacoes das
concentragbes de substrato e de produto relacionam-se entre si. Nesse sentido
podem ser observadas (COPERSUCAR, 1987):

- Fermentacbes nas quais a formacdo de produto esta diretamente

relacionada a utilizacéo do substrato. Exemplo: fermentacao etandlica;

- Fermentacbes nas quais a formacdo de produto estd indiretamente
relacionada a utilizacao do substrato. Exemplo: fermentacao para producéo
de &cido citrico;

- Fermentacdes nas quais a formacéo de produto ndo esta, aparentemente,

associada a utilizacao do substrato. Exemplo: fermentacao penicilinica.

Segundo Daré (2009), o estudo da cinética dos processos fermentativos exige
o conhecimento e a utilizacdo de parametros que possibilitem a analise da producéo
de células e producédo da substancia desejada, como o etanol. Segundo o autor,
entre 0s parametros encontram-se a velocidade especifica de crescimento celular
(ux ou simplesmente ), a velocidade especifica de consumo do substrato (Us) e a

velocidade especifica de formacéo de produto (Up).

De acordo com COPERSUCAR (1987), os fatores de conversdo de substrato

em células (Yxs) e de substrato em produto (Yp;s), também sdo muito importantes no
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estudo de processos fermentativos, visto que a partir destes parametros é possivel

determinar o rendimento da fermentacéo.

2.5 Consideracfes sobre Producdo de Etanol a partir de Materia-Prima

Amilacea

A necessidade de se reduzir as emissfes de dioxido de carbono resultante
dos combustiveis fésseis, bem como as preocupacdes referentes a escassez destes,
tem intensificado a busca por novas fontes de energia limpa. No Brasil, a cana-de-
acucar € a principal matéria-prima para a producédo de etanol. Ainda assim, outras
culturas apresentaram-se rentaveis para esta finalidade, dentre as quais a mandioca
(RIZATO; FELIPE, 2009).

A producdo de etanol de material amilaceo ndo é novidade no Brasil. O
presidente da Camara Setorial da Mandioca do Estado de Sao Paulo, José
Reynaldo Bastos da Silva, revela que a producéo de etanol a partir da mandioca ja
ocorre desde a implantacdo do Proalcool, em 1975, quando era considerada uma
alternativa viavel. Naquela época, seis usinas foram instaladas no Brasil para a
producado de etanol a partir da mandioca. Entre 1978 e 1983, a Petrobras produziu o
combustivel em uma unidade do Maranhao, a Unica que conseguiu, com certa rotina,
por se tratar de regido relativamente vocacionada a esta cultura, enquanto as
demais usinas foram construidas em regides pouco tradicionais de producédo e
industrializacdo econdmica da mandioca, tornando a producdo inviavel. Também,
porque, aquela época, inexistia uma tecnologia eficiente para o cultivo e
industrializagcdo da mandioca em grande escala. Segundo Santana (2007), enquanto
a producdo de etanol de cana-de-aclcar era aperfeicoada em diversos aspectos
tecnoldégicos e econdbmicos, a producdo de etanol de mandioca era abandonada,

sem maiores investimentos e estudos.

Dados da FAO (2008), apresentados na Tabela 7, apontam que, em termos
mundiais, a mandioca apresenta maior rendimento na converséo de etanol, em L/,

em relacdo a culturas como beterraba e cana-de-acucar (RIZATO; FELIPE, 2009).
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Tabela 7- Comparativo de rendimento de diferentes matérias primas para a producéao

de etanol
Rendimento do
Rendimento Rendimento )
Produto _ biocombustivel
(Tonelada/hectare) (Litros/tonelada) _
(Litros/hectare)
Beterraba 46 110 5.060
Cana-de-acucar 65 70 4.550
Mandioca 12 180 2.070
Milho 4,9 400 1.960
Arroz 4,2 430 1.806
Trigo 2,8 340 952
Sorgo 1,3 380 494

Fonte: FAO, 2008.

Nos Ultimos anos, em paises asiaticos, principalmente na Tailandia, a
mandioca tem sido utilizada para producdo de bioetanol (JARDINE, et al., 2009) e
tem sido efetivamente empregada em destilarias na Tailandia (KOISUMI, 2008 apud
BNDES, 2008).

Silva (2012) cita como grande vantagem para a exploracdo da mandioca na
producdo de etanol a grande diversidade genética dessa planta no Brasil. Segundo o
autor, enquanto 1 tonelada de cana produz 85 litros de etanol, 1 tonelada de
mandioca, com rendimento de 33% em amido e de 2% em acuUcares, produz 211
litros de etanol combustivel. J& existem variedades de mandioca com 36% de amido,

0 gque proporciona 230 litros de etanol combustivel por tonelada de mandioca.

Os rendimentos teoricos da fermentacdo da glicose e do amido podem ser
facilmente calculados em 647,0 e 718,9 litros de etanol por tonelada de carboidrato,
respectivamente. O maior rendimento tedrico da fermentacdo etandlica do amido
deve-se ao fato dessa molécula se apresentar mais desidratada em relacdo a
glicose. Na sintese do amido, a partir da polimerizacédo da glicose, perde-se uma
molécula de agua para cada ligagcdo a-1—4 ou a-1—6 realizada. Por ocasidao da

hidrolise essa agua é novamente incorporada (CEREDA, 2001).
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Segundo Cereda (2001), varios autores defendem a producdo de etanol a
partir da cultura da mandioca, pois o etanol produzido a partir desta matéria-prima
apresenta qualidade superior, podendo apresentar outras aplicacbes além de
carburante. O autor defende o incentivo da producdo de etanol de mandioca em
regibes nas quais as condi¢Bes de solo sdo improprias para o cultivo da cana-de-
acucar e apropriadas para essa raiz, pouco exigente em fertilidade, bem como feita
em regides de baixa densidade demogréafica e de baixa renda per capita, como

forma de melhorar a distribuicdo de renda no pais.

Enquanto a cana se desenvolveu como um sistema de produgcédo de grande
escala, centralizada e concentradora de renda, a mandioca para a producdo de
etanol pode se basear em um modelo totalmente diferente, de grande escala, porém
descentralizada e distribuidora de renda. Esse modelo estaria fundamentado em
milhdes de pequenas propriedades agricolas extremamente eficientes, distribuidoras
de renda e de novas oportunidades de trabalho pelas regides interioranas de

municipios de pequenas cidades do Brasil (SILVA, 2012).

De acordo com Gongalves et al. (2009), muitos produtores rurais podem ser
beneficiados com o cultivo da mandioca, garantindo, além do cultivo de subsisténcia,
a comercializacdo para a industria do etanol. Entre os estudos desenvolvidos,
destaca-se o aproveitamento do farelo de mandioca que, além de beneficiar o meio
ambiente, possui elevado teor de amido, suscitando o interesse dos industriais na

producao de etanol a partir da mandioca (OLIVEIRA, 2011).

Nao se pensa em fazer a mandioca desbancar a cana-de-agUcar como
produtora de etanol, mas simplesmente recoloca-la no foco de analise econémica
alternativa para produtores de pequeno porte. Ou até mesmo como uma OpGao
complementar a ociosidade industrial das usinas de cana-de-agucar durante a longa
entressafra (até 6 meses). Além disto, o etanol de mandioca apresenta alta pureza,
sendo ideal para a producdo de alcoois finos destinados a perfumaria e bebidas
etilicas (SILVA, 2012).

O incentivo a novas alternativas energéticas também pode ndo sé contribuir

com as preocupacdes no que diz respeito a oferta de combustiveis fosseis no
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mundo, como a diminuicdo da poluicdo atmosférica que 0s mesmos representam.
Entretanto, € necessario analisar certas variaveis para que a obtencdo de etanol a
partir da mandioca se torne uma alternativa rentavel, a exemplo dos custos e

viabilidade para a producéo deste combustivel na regidao (RIZATO; FELIPE, 2009).

O processo de producdo de etanol de mandioca € similar ao processamento
da cana. As diferencas estdo no preparo da matéria-prima e no sistema de
fermentacdo. No caso da cana, o acgUcar presente no colmo € fermentescivel,
necessitando apenas da extracdo. Na mandioca, é preciso converter 0 amido em
acucar fermentescivel, o que é feito através do cozimento e da sacarificagdo, com

uso de enzimas ou através de acido (ALCOOL, 2006).

Segundo Cunha (2009), os amidos podem ser hidrolisados por via quimica
(acidos, calor e pressao), por via enzimética ou podem sofrer modificagdes fisicas. A
seguir sdo apresentados os tratamentos que mais se destacam no cenario nacional

e gque foram utilizados neste trabalho.

2.5.1 Tratamento Acido

O processo mais simples de hidrdlise do amido € o tratamento acido.
A hidrolise &cida do amido tem por base o fato da ligacdo glicidica ser estavel em

condi¢des alcalinas, mas é rompida em condicbes acidas (OSTROWISKI et al.,
2006).

Segundo WHISTLER et al. (1984), a taxa de hidrélise do amido depende:
- Do efeito do acido na ruptura do granulo;

- Da hidrdlise de cada componente do amido (amilose e amilopectina), que

varia com a natureza;

- Da hidrolise do polissacarideo em si, conforme a quantidade e distribuicao

fisica das estruturas de amilopectina e amilose.
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A hidrolise realizada na presenca de catalisadores acidos apresenta a
vantagem de ser mais rapida, porém envolve os custos de recuperacdo destes

catalisadores e problemas de corrosao (KIM et al., 2000).

O emprego de temperatura na hidrolise acida produz, além de acUcares,
produtos de degradacdo da D-glicose como o 5-hidroximetilfurfural (5-HMF), acido
levulinico e acido férmico, sendo que os dois ultimos sédo obtidos do 5-HMF. Estes
produtos de degradacdo podem interferir negativamente na fermentacdo, quando
estdo em concentracfes que 0s tornam toxicos para 0s microorganismos (KUCUK;
DERMIRBAS, 1997).

2.5.2 Tratamento Enziméatico

Segundo Ostrowiski et al. (2006), a hidrélise enzimatica do amido pode ser

feita por processos diferentes:

a— Através da maltagem, ou emprego do malte. Este produto €
preparado a partir de sementes de cereais, em germinagcdo, secas e
reduzidas a po, e se caracteriza pela sua riqueza em amilase. Adicionado
ao amido previamente preparado, o transforma em maltose. Utilizada na

producédo de uisque e saqué;

b — Pelo processo amilo que consiste no emprego simultaneo de um
fungo capaz de produzir amilase que atua sobre o amido (Rhizopus
japonicum, R. tonkinensis, R. delama, Mucor rouxi e outros) e da levedura
encarregada da fermentacdo do acuUcar proveniente da hidrélise. Este

processo é utilizado na producéo do saqué;

c — Pelo emprego de preparados enzimaticos produzidos previamente em

culturas puras, por certos microorganismos (fungos e bactérias).

De acordo com Kilikian (1984) apud Abud (1997), a acdo combinada das
enzimas a-amilase e glicoamilase, apresenta vantagens tais como maiores
rendimentos, excelente estabilidade da enzima na estocagem e regularidade na

obtencéo e utilizacdo das mesmas. Carioca e Arora (1984) apud Abud (1997) citam
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que a utilizacdo dessa combinacdo permite obter rendimentos na hidrélise da ordem
de 95%.

Segundo ALCOOL (2006), a dificuldade de obtencdo de enzimas para o
processo de hidrélise do amido, a ndo diferenciacdo de precos entre o etanol de
mandioca e o de cana-de-acUcar, a forte concorréncia nos setores de perfumaria,
cosmeético e farmacéutico, sdo fatores desfavoraveis na producdo do etanol de
mandioca. Todavia, a utilizacdo de residuos da agroindustrializacdo da mandioca
como fonte de carbono para fermentacdo etanodlica tem se mostrado adequada na
producdo de um etanol com qualidades requeridas para uso na inddstria alimenticia
e farmacéutica, com auséncia de alcoois superiores, metanol, glicerol e &cidos
organicos (BRINGHENTI; CABELLO, 2005).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho de pesquisa visa estudar o comportamento cinético da
fermentacado etandlica, conduzida em batelada simples, de dois tipos de farinha de

mandioca hidrolisadas acida e enzimaticamente.
3.2 Objetivos Especificos

e Realizar ensaio de hidrélise 4cida com uma mistura (1:1) de dois tipos
de farinha de mandioca visando a obtencdo de glicose para
fermentacdo;

e Realizar ensaio de hidrélise enzimatica com uma mistura (1:1) de dois
tipos de farinha de mandioca visando a obtencdo de glicose para
fermentacdo;

e Definir concentracao inicial de glicose semelhante para os dois tipos de
hidrolisados;

e Realizar ensaios cinéticos de fermentacao etandlica com os hidrolisados
acido e enzimatico, utilizando uma levedura comercial para definicdo do
perfil de consumo de glicose, producéo de etanol, crescimento celular e
tempo de fermentacao;

e Realizar ensaios cinéticos de fermentacao etandélica com os hidrolisados
utilizando complementacdo nutricional para as leveduras com uma
formulac@o comercial de nutrientes disponivel no mercado;

e Comparar os ensaios de fermentacdo tomando-se como parametros as
eficiéncias de fermentacéo e de processo, a produtividade e as taxas de

conversao.



60

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Matéria-Prima

As farinhas de mandioca utilizadas para as hidrélises foram cedidas por uma
casa de farinha do Povoado do Riach&o, localizado no municipio de Junqueiro—-AL, e
armazenadas em sacos plasticos, mantidos fechados, protegidos de umidade e
insolacao direta. Os dois tipos de farinha de mandioca produzidos nessa regiao
foram Santa Catarina e Sergipana. Estas farinhas foram misturadas na proporcéo

1:1 (p/p) para posterior ensaio de hidrdlise.
4.2  Microrganismo

No processo fermentativo foi utilizada a levedura Saccharomyces cerevisiae

comercial (fermento Fermix), vendida na forma de fermento em po seco.
4.3 Nutriente

O nutriente utilizado para complementar os mostos nas fermentacgdes, foi o
Mercofos M+, gentilmente cedido pela Pratense Quimica. Este nutriente € muito
utilizado nas destilarias de etanol para complementar as fermentacdes de mosto de

caldo de cana e melaco.

O Mercofés M+ € um nutriente balanceado, composto por sais de fosforo
(35%) e sais amoniacais (35% de NH,"), adicionados de sais de magnésio (15%),

manganés (4%) e zinco (2%).

Na complementacdo dos meios de fermentacdo deste trabalho, foi utilizada a

dosagem média indicada pelo fabricante, 10 kg/100 m?.
4.4  Hidrélise Acida

A hidroélise acida do amido da farinha de mandioca foi realizada, baseando-se
na metodologia utilizada por Gongalves et al. (2007).
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Para o processo de hidrélise acida foram pesados 200 g de farinha, sendo
100 g de cada tipo (proporcao 1:1), e transferidos para frasco Erlenmeyer de 2000
mL. Em seguida, adicionou-se 1000 mL de &cido sulfarico 1% em cada Erlenmeyer e
fez-se a mistura, sendo o Erlenmeyer tampado e levado para autoclave por 2 horas
a121°C e 1,0 atm.

Apoés a autoclavagem, o hidrolisado foi resfriado a temperatura ambiente, o
pH do mesmo foi ajustado com hidroxido de sodio 26% para pH 4,57 e filtrado.
Desse filtrado foi retirada uma amostra para determinagdo de acucares redutores
(AR) e agucares redutores totais (ART) e o restante do hidrolisado foi armazenado

em geladeira até 0 momento de uso.
4.5 Hidrolise Enzimatica

Para realizar a hidrolise enzimatica da farinha de mandioca foi utilizada
metodologia descrita por ABUD (1997).

Foram pesados 380 g de farinha, sendo 190 g de cada tipo (proporc¢éo 1:1) e
transferidos para uma panela de aco inox onde se fez a homogeneizacdo. Apos
homogeneizagédo, foram adicionados 1000 mL de CaCl, 0,01 M de modo a se ter

uma suspenséao de 380 g/L da farinha.

Fez-se nova homogeneizacdo, adicionou-se 0,3 g da enzima a-amilase
BioChemika (50 U/mg), fornecida pela SIGMA, e ajustou-se o pH da suspensao
entre 6,0 e 6,5, com solucdo de NaOH 2 N. A suspensao foi aquecida em fogo até a
temperatura de 85°C, manteve-se nesta temperatura por 10 minutos, e, depois,
levou-se até a ebulicdo por 5 minutos. ApGs 0 aguecimento, a suspensao foi filtrada
ainda quente, obtendo-se um xarope. Posteriormente, retirou-se uma amostra para
determinacao de acgucares redutores (AR) e acgucares redutores totais (ART). O pH
do xarope de farinha de mandioca foi ajustado para 4,2 utilizando-se solucéo de HCI
2N.

Foram transferidos 500 mL de xarope para 04 Erlenmeyers de 250 mL, sendo

125 mL para cada, e adicionados a cada frasco 0,6 mL da enzima amiloglicosidase
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BioChemika (300 U/mL), fornecida pela SIGMA. Os Erlenmeyers foram tampados e
incubados a 45°C e 150 rpm por 16 horas.

Apoés este tempo, foram recolhidas amostras para dosagem de acucares
redutores (AR) e acUcares redutores totais (ART) e o hidrolisado foi armazenado em

geladeira até momento de uso.
4.6 Meios de Cultura

4.6.1 Meio YPD Liquido

Para o preparo do inéculo nos ensaios de fermentacao, utilizou-se meio de

cultura YPD (Yeast Peptone Dextrose), com a seguinte composicao:
- 10 g/L de extrato de levedura;
- 20 g/L de glicose;
- 20 g/L de peptona bacteriolégica.
Este meio teve seu pH ajustado para 5,0.

4.6.2 Meio Liquido & Base de Hidrolisado Acido de Farinha de Mandioca

Para fazer o estudo cinético da fermentacdo com levedura comercial no
hidrolisado &cido, fez-se a correcdo do mosto de modo a se obter 300 mL de meio

com concentracao de acgUcares redutores totais (ART) em torno de 100 g/L.
4.6.3 Meio Liquido a Base de Hidrolisado Enzimatico de Farinha de Mandioca

Para fazer o estudo cinético da fermentacdo com levedura comercial no
hidrolisado enzimatico, fez-se a correcdo do mosto de modo a se obter 300 mL de
meio com concentracéo de agucares redutores totais (ART) em torno de 100 g/L.

4.7 Preparo do In6culo

Para obtencé&o do in6culo, foi feita a multiplicacdo do fermento comercial em

meio YPD. Nesta etapa, foram utilizados 0,5 g de fermento seco para 50 mL de meio
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YPD, de modo a se obter concentracdo de in6culo de 10 g/L. Este meio foi levado
para incubador rotativo a 30°C e 100 rpm, sendo realizado o acompanhamento do

Brix e absorvancia até se verificar que a fermentacao estava na fase exponencial.

Apos este periodo, o meio foi transferido para trés Erlenmeyeres contendo
150 mL de meio YPD cada, sendo incubados a 30°C e 100 rpm, onde se esperou
atingir a fase exponencial para realizar a centrifugacdo do meio. Para a deteccao da
fase exponencial de crescimento, os valores de absorvancia foram convertidos em
concentracdo celular, em g/L, através de curva padrdo de peso seco construida
previamente. De posse dos valores de concentracdo celular, foi construida a curva
de crescimento celular In(X) vs t que possibilitou a verificacdo da faixa de tempo

onde ocorre a fase exponencial.

O meio centrifugado foi ressuspenso em solugéo salina (NaCl 0,85%) estéril e
centrifugado novamente, de forma a retirar residuos do meio. A massa obtida foi
utilizada para a inoculacdo dos hidrolisados com e sem complementacdo de

nutrientes.
4.8 Testes Preliminares de Fermentacédo Etandlica

Foram realizados testes preliminares de fermentacdo para avaliar a
capacidade de fermentacdo da levedura nos hidrolisados acido e enzimatico, o
tempo de fermentacéo e estabelecer o niumero de amostras a serem feitas no estudo
cinético, assim como o volume de meio necessério para as fermentacdes. Para tal,
fez-se a correcdo do mosto de modo a se obter 50 mL de meio com concentragéo de

acucares redutores totais (ART) em torno de 100 g/L.

Para obtencdo do in6culo para os ensaios preliminares, foi feita a
multiplicacdo do fermento comercial em meio YPD liquido com a composi¢cao
descrita no item 4.6.1 e pH ajustado em 5,0. Nesta etapa foram utilizados 0,5 g de
fermento seco para 50 mL de meio YPD de forma a se obter concentragdo de
inoculo de 10 g/L. Este meio foi levado para incubador rotativo a 30 °C e 100 rpm
por 16 horas. Apés este periodo, o meio foi centrifugado e a massa umida obtida foi

utilizada para inocular os meios de fermentacéo e iniciar os ensaios.
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Na inoculagéo foram utilizados 0,5 g de fermento base Umida para 50 mL de
meio, obtendo-se concentracdo de células em base Umida de 10 g/L em cada

ensaio.

Foram realisados trés ensaios fermentativos em batelada simples, em

incubador rotativo a 30°C e 100 rpm, descritos abaixo:
- meio rico (YPD)
- meio a base de hidrolisado acido (HA)
- meio a base de hidrolisado enzimatico (HE)
4.9 Ensaios de Fermentacao Etandlica

Foram realizados quatro ensaios fermentativos, em batelada simples, em

estufa bacteriologica a 30°C, descritos abaixo:
- meio a base de hidrolisado acido sem complementac¢é&o nutricional (HASN);
- meio a base de hidrolisado acido com complementacéo nutricional (HACN);

- meio & base de hidrolisado enzimatico sem complementacdo nutricional
(HESN);

- meio & base de hidrolisado enzimatico com complementagdo nutricional
(HACN).

Os meios de fermentacao foram corrigidos de modo a se obter concentracéo

de acucar em torno de 100 g/L.
4.10 Metodologia Analitica

Foram feitas analises de acUcares redutores (AR) e acucares redutores totais
(ART) da farinha antes e apdés a hidrolise, assim como a determinacdo da
concentracdo de amido na mesma com a finalidade de calcular o rendimento das

hidrélises.
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Durante os ensaios de fermentagdo, acompanhou-se, através de retiradas
periédicas de amostras (a cada 2 horas), a concentracdo celular (X) e os sélidos
soluveis totais (Brix). Uma aliquota de 20 mL de cada amostra foi centrifugada e o
sobrenadante foi congelado para posteriores analises de acucares redutores (AR),
acucares redutores totais (ART), etanol (E) e pH. A partir dos resultados
experimentais foram tracados os perfis de consumo de substrato, producéo de
etanol e crescimento celular em funcdo do tempo e determinados os parametros
fator de conversdo substrato em células (Yxs), fator de conversdo substrato em
etanol (Ygss), fator de conversédo células em etanol (Ygx), produtividade em etanol
(Pe), produtividade em células (Px), eficiéncia de fermentacéo (ns ¢)) € eficiéncia de

processo (Np %))-

4.10.1 Determinacao de Amido

A determinacdo de amido foi feita utilizando metodologia descrita por
Carvalho et al. (2002).

A metodologia consiste em pesar 2 g de amostra de farinha e transferir para
um Erlenmeyer de 500 mL com o auxilio de 200 mL de &gua destilada. A essa
suspensao sdo adicionados 1 mL de NaOH a 10%. O Erlenmeyer € tampado
adequadamente e levado para autoclave a 121°C por 1 hora. Ap6s esse periodo, o
material retirado € esfriado, adiciona-se 10 mL de HCI concentrado e levado
novamente para autoclave a 1 atm por 30 minutos. Passado este tempo, o material &
esfriado novamente e faz-se a neutralizacdo com NaOH 40%. Transfere-se para um
baldo de 250 mL e completa-se o volume com &gua destilada, faz-se a filtracdo com
papel de filtro, recolhendo o filtrado em Erlenmeyer seco. Esse filtrado é utilizado
para determinar os acgUcares redutores (AR) e 0s acUcares redutores totais (ART).
Tendo-se estes resultados, calcula-se a concentracdo de amido, em g/100g ou %,
utilizando a Equacgéo 1.

%AMIDO = (ARTfinar — ARniciar) X 0,9 (1)

Onde: 0,9 é o fator de transformacao de acgucares redutores em amido.
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4.10.2 Massa Celular

A concentracdo celular foi determinada através de método
espectrofotométrico. As amostras foram diluidas na propor¢cdo 1:50 e fez-se as
leituras de absorvancia em espectrofotbmetro com comprimento de onda de 600 nm.
O valor de absorvancia lido foi convertido em concentracdo, em g¢/L, utilizando
curvas padrdo que relacionam a absorvancia com concentragdo celular em termos
de massa seca em g/L. A construcao das curvas de peso seco foi feita tomando-se
amostras de 10 mL de cada meio (hidrolisado &cido e hidrolisado enzimético) na
fase exponencial de crescimento celular em ensaios preliminares. Para cada meio
de fermentacdo foram retiradas duas amostras, que foram centrifugadas e depois
secadas em estufa até peso constante. Prepararam-se amostras de concentragao
celular conhecida, fez-se as leituras de absorvancia e construiram-se as curvas de
peso seco que relacionam a absorvancia com a concentracao celular, em g/L, para

cada meio de fermentacao.

4.10.3 Sélidos Solaveis Totais (Brix)

A determinacdo dos solidos soluveis totais (Brix) foi feita através de
refratbmetro digital. O acompanhamento do consumo de substrato através do Brix é
muito utilizado, visto que pode ser determinado através de um método muito pratico
e por se tratar de um parametro que apresenta correlacdo linear com as
concentracdes de acucares redutores (AR) e agUcares redutores totais (ART). Estas
medi¢cdes no mosto serviram apenas como um parametro de acompanhamento da
evolucdo das fermentacdes, pois varios compostos, como acidos e alcoois, podem

causar interferéncia no indice de refracdo e, portanto, nos resultados das leituras.
4.10.4 Acucares Redutores (AR) e Acucares Redutores Totais (ART)
Os acucares redutores (AR) foram determinados por espectrofotometria,

utilizando o método do DNS, a partir da reacdo do acido 3,5-dinitrosalicilico.

O DNS reagente foi preparado dissolvendo-se a temperatura ambiente 1 g de
acido 3,5-dinitrosalicilico em 20 mL de NaOH 2 N e 50 mL de agua destilada. Apds a

dissolucéo completa do DNS, adicionou-se 30 g de sal de Rochelle (tartarato duplo
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de sédio e potassio - C4H4sKNaOg.4H,0); o mesmo foi dissolvido e o volume foi
completado com 4gua destilada para 100 mL.

Neste método foi construida uma curva padrdo com concentracoes
conhecidas de glicose (0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 g/L) e as leituras de absorvancia
foram feitas em espectrofotbmetro com comprimento de onda de 540 nm. Para
“zerar’ o espectrofotbmetro, foi necessario fazer a leitura com um branco,
substituindo o volume da amostra por agua destilada na reacdo de DNS. A partir da
curva padrdo obteve-se a equagdo de uma reta, que permitiu calcular a

concentracéo de glicose em cada amostra.

Para a reacdo de DNS foram transferidos 0,25 mL da amostra, 0,5 mL de
agua e 0,25 mL de solucdo de DNS para tubo de ensaio com tampa. Levou-se o
tubo para banho fervente, deixando por 5 minutos, permitindo que ocorresse a
reacao entre a glicose e o DNS. Ap0s este periodo, colocou-se o tubo em banho de
gelo para seu resfriamento. Apdos o resfriamento, foram adicionados 4 mL de agua
destilada ao tubo e foram feitas as leituras de absorvancia em espectrofotdbmetro
com comprimento de onda de 540 nm. De posse das leituras, utilizou-se a curva

padrdo para calcular a concentracédo de acucares redutores (AR) em g/L.

Para a determinacao dos acucares redutores totais (ART), antes de realizar a
analise pelo método do DNS, a amostra passou por um processo de hidrolise acida
com H,SO4 1,5 M e posterior neutralizagdo com NaOH 40%. Foram transferidos 1
mL da amostra para tubos de ensaio com tampa e adicionados 4 mL de H,SO, 1,5
M; em seguida os tubos foram fechados e levados para banho imerso fervente
deixando-se por 30 minutos para hidrolisar os polissacarideos e outros acucares
nao-redutores, tendo o cuidado de agitar os tubos a cada 5 minutos. Apds este
periodo, deixou-se esfriar e neutralizou-se com NaOH 40% e fenolftaleina como
indicador; em seguida tornou-se a solucao incolor com H,SO, 1,5 M, filtrou-se e

completou-se o volume para 25 mL.

4.10.5 Etanol

A determinacdo da concentracdo de etanol foi feita através de oxidagdo com

dicromato de potassio e espectrofotometria. Este método baseia-se na oxidacéo de
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uma mistura hidroalcodlica a 4cido acético, pela reacdo com dicromato de potéssio
em meio acido. A solugdo adquire tonalidade verde proporcional a concentracao de
etanol na amostra, possibilitando a leitura em espectrofotémetro (STECKELBERG,
2001). Para a utilizacdo deste método foi necessaria destilacdo prévia das amostras
e construcdo de uma curva padrdo com leituras de amostras de etanol com
concentragcbes conhecidas (10, 20, 40, 60, 80 e 100 g/L). Apés a destilacdo, as
amostras foram transferidas para baldo volumétrico e o volume completado para 100

mL com agua destilada.

A reacao do dicromato foi feita colocando-se 2 mL do destilado e 2 mL de
solucdo de dicromato em um tubo de ensaio com tampa. O tubo foi levado para
banho-maria a 60°C por 30 minutos. Em seguida, o tubo foi resfriado e fez-se a
leitura em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 600nm. O branco foi feito
substituindo a amostra por agua destilada. Os valores de absorbancia obtidos foram

convertidos em contracéo de etanol, em g/L, através do uso da curva padrao.
4.11 Calculo da Eficiéncia da Hidrélise e dos Parametros do Processo
4.11.1 Rendimento das Hidrolises

O rendimento em porcentagem (%) dos processos de hidrélise foi calculado

utilizando a Equacéao 2, descrita por Oliveira (2011).

AR no hidrolisado (g/L)

Rendimento(%) = - - —— :
Amido na farinha (g/L) + AR inicial (g/L)

(@)

4.11.2 Produtividade e Fatores de Conversdo Globais

Para analisar os tratamentos, foram calculadas as produtividades e os fatores
de conversdo relativos as concentragdes celular, de substrato e de etanol, conforme

equacdes a seguir:
- Fator de converséao de substrato em etanol (g de etanol /g de substrato):

AE
Y., =0 3
rs =g ®
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- Produtividade em etanol (g de etanol/L.h):

p _AE

Y 4)

- Fator de converséao células em etanol (g de etanol /g de células):

AE
Y., = 5
X = 2 )

- Produtividade em células (g de células/L.h):

p =X

X = At (6)

- Fator de conversao substrato em células (g de células/g de substrato):

AX

ekl 7
s = s ™

4.11.3 Eficiéncia de Fermentacéo e de Processo

A partir dos valores obtidos para o fator de conversao substrato em etanol,

foram calculadas as eficiéncias de fermentacdo e de processo como segue.

- Eficiéncia de fermentagdo (n: o)), com base no rendimento teorico

proveniente da equacdo de Gay-Lussac (0,511 g de etanol . 1g de glicose™):

Y
%) =—CE5 100 8
1+ (%) 0511 (8)

- Eficiéncia de processo (np @), com base na concentragéo inicial de agucar

AE
%) =——-.100 9
175 (%) 05115, 9)
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Rendimento dos Processos de Hidrolise

A mistura das farinhas de mandioca antes dos tratamentos de hidrolise
apresentou concentracao de acucares redutores totais (ART) de 39,90 + 2,48 g/100g
de farinha (Tabela 8). Este valor esta de acordo com os valores apresentados por
Costa (2010), que chegou aos valores 35,91 e 39,23 g/100g de farinha para as
farinhas Santa Catarina e Sergipana, respectivamente.

A Tabela 8 apresenta os valores de acUcares redutores (AR) e acucares
redutores totais (ART), assim como o valor da concentracdo de amido da mistura
das farinhas de mandioca utilizadas.

Tabela 8 - Concentracdo de acucares e de amido da mistura das farinhas de

mandioca
AR ART
9/100g g/100g
FARINHA 12,07+0,33 39,90 + 2,48
FARINHA
HIDROLISADA 77,08 £1,10 97,32 +551
AMIDO (%) 76.72

Fonte: Autor, 2013.

A concentracdo de amido obtida foi de 76,72%, valor proximo aos
apresentados por Costa (2010), que encontrou 80,35 e 74,01% de amido para as
farinhas Santa Catarina e Sergipana, respectivamente. Varios autores tém relatado
diferentes concentracbes de amido na farinha de mandioca, entre eles, Andrade &
Lima (1984), 87%, e Ferreira et al. (2005), que relatam 71,65% de amido para outros
tipos de farinha de mandioca.

As diferentes concentracdes de amido podem ser justificadas pelo fato de as
farinhas serem produzidas a partir de diferentes variedades de mandioca, e estas,

por sua vez, apresentarem diferentes composigoes.

Os hidrolisados obtidos apresentaram concentracdo de acucar suficiente para

as fermentacdes, sendo desnecessaria a concentragdo do meio.



71

A tabela 9 apresenta os valores da média e desvio padrdo de duas repeticdes
das andlises das concentracbes de acgucares redutores (AR) e acUcares redutores

totais (ART) dos hidrolisados acido e enzimatico.

Tabela 9 - Acucares redutores (AR) e acUcares redutores totais (ART) dos

hidrolisados

HIDROLISADO ACIDO

AR ART
ENSAIO
g/L g/100g g/L g/100g
1 141,33+ 4,65 70,67 +4,65 181,60 + 1,16 90,80+ 1,16
2 143,30+ 1,86 71,65+ 1,86 187,35+ 0,00 93,67 + 0,00
HIDROLISADO ENZIMATICO
AR ART
ENSAIO
g/L g/100g g/L g/100g
1 330,10+ 8,81 86,87 +8,81 347,23 £ 6,61 91,38+ 6,61
2 331,35+ 7,05 87,20%7,05 353,46 + 2,20 93,01 £ 2,20

Fonte: Autor, 2013.

Observa-se na Tabela 9 que obteve-se concentracdo de acucares redutores
totais (ART), em torno de 185 g/L no hidrolisado &cido, concentracdo esta que
dispensa concentracdo do mosto e pode, também, dispensar a diluicdo do mesmo
para utilizacdo nas fermentagdes. J& a concentracdo destes acucares no hidrolisado
enzimatico chega a ser quase o dobro do conseguido com o tratamento acido, em
torno de 348 ¢g/L. Esse fato destaca o tratamento enzimatico como aquele que
apresenta um hidrolisado com maior concentracdo de acuUcares, necessitando de
diluicdo para se obter concentragdes mais adequadas para a fermentacao.

Os rendimentos das hidrélises foram calculados utilizando a Equacéao 2 e 0s

resultados estéo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Rendimentos das hidrélises

HIDROLISE ENSAIO RENDIMENTO (%)
o 1 79,59
ACIDA

2 80,70

] 1 97,83
ENZIMATICA

2 98,20

Fonte: Autor, 2013.
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Como era esperado, a hidrélise enzimatica apresentou rendimento superior a
hidrélise &cida. Isso se deve ao fato de as enzimas quebrarem as moléculas de
amido de modo especifico e seletivo, ao passo que a hidrélise acida tende a gerar
acucares nao fermentaveis e produtos secundarios, contribuindo para a queda de

rendimento.

Os resultados obtidos na hidrdlise acida foram superiores aos apresentados
por Costa (2010), que obteve 56,81 e 60,78% de rendimento na hidrolise das
farinhas Santa Catarina e Sergipana, respectivamente, utilizando tratamento com
acido sulftrico 1% em autoclave a 1,5 atm por 1 hora.

Oliveira (2011), trabalhando com farelo residual do processamento de fécula
de mandioca, realizou tratamento com &cido sulfdrico em diferentes concentracdes e
tempo de reacdo, conseguindo rendimentos de hidrolise que variaram entre 19,09 e
96,48%, sendo o melhor resultado conseguido com o tempo de reacdo de 90
minutos e pH 0,5. Freitas et al. (2009) obtiveram rendimentos que variaram entre
68,87 e 87,08%, obtendo melhores resultados com tempo de reacdo de 1 hora e pH

0,5 no tratamento com acido sulfurico 9,14 M, em autoclave a 121°C e 1 atm.

Os rendimentos de hidrélise acida conseguidos neste trabalho também foram
superiores aos apresentados por Agu et al. (1997), que obtiveram rendimento de
60% na concentracdo &cida de 0,3 M apés 30 minutos de reacdo. Os maiores
valores dos rendimentos de hidrélise acida estéo relacionados, principalmente, com

a concentracdo do acido e com o maior tempo de reacao utilizados no tratamento.

Os resultados obtidos com a hidrolise enzimatica também foram superiores
aos apresentados por Costa (2010), que obteve 92,56 e 74,07% de rendimento na

hidrolise das farinhas Santa Catarina e Sergipana, respectivamente.

Santana (2007) estudou a eficiéncia da hidrélise do amido de mandioca por
diferentes fontes de enzimas e obteve 81,01, 82,83, 89,76 e 93,18%, utilizando
malte de centeio, trigo, milho e cevada, respectivamente. Leonel e Cereda (1998)
obtiveram rendimento de até 97% na hidrolise de uma suspensdo de farelo de
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mandioca com 6% de amido, utilizando celulase e pectinase como enzimas

complementares & agdo das amilases.

Eduardo (2002), estudando a producdo de xarope de maltose a partir de
mandioca e puba, através da hidrélise com dois diferentes tipos de a-amilase,
obteve 59,1% de eficiéncia de hidrélise em uma concentragdo de solidos de 10%.
Quando utilizado puba de mandioca, o maior rendimento foi de 52,1%, em uma
concentracdo de 20% de solidos. Curvelo-Santana et al. (2010), estudando a
otimizacdo da produgédo de etanol de mandioca, conseguiram com tratamento

enzimatico 80,5% de rendimento.

Demiate et al. (1997), avaliando a farinha de mandioca e o fuba de milho
como substratos para a obtencdo de bebida fermento-destilada, realizaram a
hidrolise com a-amilase e amiloglicosidase e obtiveram rendimento de 57,4 e 66,4%

para o fuba de milho e a farinha de mandioca, respectivamente.
5.2 Ensaios de Fermentacdo Etandlica Preliminar

Os ensaios preliminares de fermentacdes, realizados com os meios YPD, HA
(hidrélise acida) e HE (hidrélise enzimética), possibilitaram o acompanhamento da
evolucdo das fermentacdes através de determinacdes peridédicas do Brix e da
concentracdo celular (X) dos meios. Também foi possivel avaliar o0 comportamento
da levedura utilizada na fermentacéo, estabelecer o tempo para acompanhamento
das fermentacdes, o numero de pontos para o estudo cinético e o volume de meio
necessario para os ensaios, além de confirmar alguns métodos analiticos a serem

utilizados.

Os valores de Brix e concentracdo celular (X) determinados durante as
fermentacdes preliminares estdo apresentados na Tabela 11. As fermentacdes
foram conduzidas em frascos Erlenmeyers, com 1% (p/v) de in6culo, em incubador
shaker a 30°C e 100 rpm.

O final de cada fermentacdo foi detectado através do acompanhamento do
Brix. Assim, verificou-se que as fermentacdes dos meios YPD, HA e HE terminaram

apos 5, 21 e 22 h, respectivamente. Baseando-se nestes tempos de fermentacéo e



74

levando em consideragao a agitagcao nos ensaios preliminares, escolheu-se o tempo

de fermentacdo de 30 h para fazer o estudo cinético da fermentacdo em estufa

bacteriologica.

Como era esperado, o tempo de fermentacdo para o meio YPD foi o menor,

visto que este meio apresenta menor concentracdo de acglcar e caracteristicas mais

favoraveis as leveduras em relacdo aos meios a base de hidrolisado acido e

enzimatico. O maior tempo de fermentacdo para os meios a base de hidrolisado

acido e enzimatico deve-se ao fato destes meios serem menos ricos em nutrientes

gue favorecem o crescimento das leveduras.

Tabela 11 - Concentracédo celular (X) e Brix com o tempo para os meios, YPD, HA e HE

X (g/L) BRIX (g/100g)

t(h) YPD HA HE YPD HA HE
0 3,03 4,12 4,53 53 15,30 12,4
1 3,14 4,43 4,35 51 15,30 12,1
2 4,10 4,25 4,63 4,6 15,30 11,9
3 4,85 4,63 5,33 4,1 14,70 115
4 5,38 5,26 5,92 3,8 14,30 11,0
5 5,29 5,14 5,64 3,7 13,90 10,3
6 5,27 4,86 6,05 3,7 13,50 10,1
7 - 5,04 5,79 - 13,00 9,8
8 - 5,31 541 - 12,70 9,6
9 - 5,62 5,38 - 12,40 8,9
10 - 5,47 6,05 - 12,10 8,7
11 - 6,15 6,23 - 11,40 8,4
12 - 6,45 6,47 - 9,90 8,1
13 - 6,81 6,52 - 9,60 6,2
14 - 7,67 5,90 - 9,10 6,0
15 - 7,84 7,97 - 8,80 5,6
16 - 7,52 7,50 - 8,4 5,3
17 - 7,49 7,71 - 8,2 5,2
18 - 7,72 6,78 - 7,9 4,9
19 - 7,36 7,40 - 7,7 4,7
20 - 6,93 6,88 - 7,5 4,6
21 - 8,20 8,74 - 7,3 4,2
22 - 7,79 8,04 - 7,3 4,1
23 - - 8,56 - - 4,1

Fonte: Autor, 2013.

O maior Brix apresentado pelo meio a base de hidrolisado acido (HA) pode

ser justificado pela degradacdo do meio apds periodo de armazenamento,
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provavelmente causado pela presenca de produtos resultantes do processo de
hidrolise acida, tais como furfural e hidroximetilfurfural (HMF). As leituras de Brix dos
hidrolisados néo foi feita apds os processos de hidrélise, deixando-se para fazer
essas leituras apenas no momento de uso nas fermentacfes. Analises de acucares
redutores (AR) e acUcares redutores totais (ART) foram feitas apds armazenamento
dos meios, verificando-se que houve queda significativa destes acucares nos
hidrolisados acidos, evidenciando a degradacdo deste meio com o tempo de

armazenamento.

A partir dos dados apresentados na Tabela 11, foram construidos os gréaficos
de teor de sélidos soluveis (Brix) e concentracdo celular (X) com o tempo de
fermentacao (Figuras 17 e 18), que mostram a evolucdo destes parametros durante

a fermentacao para cada meio utilizado.

Analisando as Figuras 17 e 18, verifica-se que a concentracdo celular (X)
apresenta perfil crescente ao longo das fermentacdes, enquanto a concentracdo de
substrato, representada pelo Brix, apresenta perfil decrescente ao longo das
mesmas. Assim, constata-se que houve comportamento esperado durante as
fermentacdes, ocorrendo consumo de substrato pelas leveduras e consequente
crescimento das mesmas. Verifica-se também que a fermentacdo em meio YPD foi
mais rapida, fato esperado em virtude da menor quantidade de acucares desse

meio.

Figura 17 -Evolucéo da concentracao celular (X) com o tempo para os meios HA, HE e

YPD
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Fonte: Autor, 2013.
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Figura 18 - Evolucéo do Brix com o tempo para os meios HA, HE e YPD
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Fonte: Autor, 2013.

Foram realizadas andlises de acucares redutores (AR) e aguUcares redutores

totais (ART) de cada meio no inicio e ap6s o término das fermentacoes,

possibilitando verificar o consumo de acucar pela levedura. Também foram feitas

andlises de etanol (E) dos meios apés a fermentacdo para verificar a conversao dos

acucares em etanol pelas leveduras. Os resultados obtidos estdo apresentados na

Tabela 12, onde a concentracdo de substrato (Sp e Sy) refere-se ao ART.

Tabela 12 - Pardmetros de inicio e fim de fermentacdo para os meios YPD, HA e HE

YPD HA HE
So (g/L) 20,00 112,22 106,95
St (g/L) 7,24 26,16 8,64
Xo (g/L) 3,03 4,12 4,53
X (g/L) 5,29 8,20 8,04
Eo (/L) 0,00 0,00 0,00
E; (g/L) 8,43 54,83 54,55
t (h) 5 21 22

Fonte: Autor, 2013.

Através da andlise dos parametros de inicio e fim de fermentacgéo, verifica-se

que as leveduras se comportaram bem nos meios a base de hidrolisados acido e

enzimatico, apresentando consumo de acucar e producdo de etanol satisfatorios.

Dessa forma, constatou-se que a concentracdo de acgucares redutores totais (ART)
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dos meios e a concentracdo celular utilizados foram adequadas e as leveduras

apresentaram boa capacidade de fermentacao nessas condic¢des.
5.3 Fermentacao Etandlica

As fermentacdes foram acompanhadas durante 30 h. O volume util de cada
fermentacdo foi de 300 mL. Foram realizados quatro ensaios fermentativos, dos
quais dois (um com meio a base de hidrolisado &cido e outro & base de hidrolisado
enzimatico) foram complementados com o nutriente comercial Mercofos M+, na
concentracdo média indicada pelo fabricante, 10 kg de nutriente por 100 m* de meio

de fermentacéo.

Durante as fermentacbes foram coletadas amostras a cada 2 h para
determinacdo de pH, concentracdo de acucares redutores (AR), concentracdo de
acucares redutores totais (ART), concentracdo celular (X) e concentracdo de etanol
(E). Dessa forma, foram coletadas 16 amostras de cada fermentacdo e os dados
obtidos foram agrupados e utilizados para tragcar os perfis de concentracdo de

substrato, concentracdo celular e concentracdo de etanol para cada fermentacéo.

A Figura 19 apresenta a evolugcédo do pH dos meios de fermentagdo durante

0S processos fermentativos.

A analise do pH indica a normalidade da fermentacdo. Pode-se notar queda
acentuada do pH nas primeiras 2 h de fermentacdo e, apds este periodo, queda
gradual do mesmo até o final da fermentag&o. Este comportamento do pH foi similar
para todos os ensaios de fermentacdo. Os meios de fermentacdo a base de
hidrolisado enzimatico apresentaram queda mais acentuada do pH em relacdo aos

meios a base de hidrolisado &cido durante toda a fermentacao.
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Figura 19 - pH dos meios de fermentacdo durante os processos fermentativos
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Fonte: Autor, 2013.

Os perfis de concentracdo de acucares redutores (AR) e acgUcares redutores
totais (ART) dos meios de fermentagdo durante os processos fermentativos estao
apresentados nas Figuras 20 e 21. Estes perfis permitem a analise do consumo de

substrato pelas leveduras durante os processos fermentativos.

Figura 20 -Perfil de concentragdo de aclcares redutores (AR) dos diferentes meios de
fermentagdo durante os processos fermentativos
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Fonte: Autor, 2013.
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Figura 21 -Perfil de concentracdo de acUcares redutores totais (ART) dos diferentes
meios de fermentagcdo durante os processos fermentativos
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Fonte: Autor, 2013.

A boa definicdo dos perfis de concentracdo de substrato indica normalidade
do processo fermentativo, havendo consumo adequado do substrato pelas
leveduras. Observa-se destes perfis que ocorreu consumo significativo de substrato
nas primeiras duas horas de fermentacdo. Todos os meios de fermentagéo
apresentam reducdo mais acentuada da concentracdo de substrato até as 18 h de
fermentacdo. ApOs este periodo, pode-se visualizar queda menos intensa e com
tendéncia a estabilidade. Esse comportamento foi semelhante para todos os meios
de fermentacao, porém os perfis dos meios de fermentacdo a base de hidrolisado
enzimatico apresentam maior consumo de substrato em relacdo ao consumo nos
meios de fermentacdo a base de hidrolisado &cido. Esse fato pode se dar devido as
melhores caracteristicas dos meios a base de hidrolisado enzimatico frente aos

meios a base de hidrolisado acido, que contém interferentes decorrentes do

processo de hidrélise acida, ocorrendo melhor desempenho das leveduras.

Os perfis de concentracdo celular dos meios de fermentacdo ao longo dos

processos fermentativos estdo apresentados na Figura 22.
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Figura 22 -Perfil de concentracdo celular (X) dos diferentes meios de fermentacao
durante os processos fermentativos
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Fonte: Autor, 2013.

Analisando a concentragao celular ao longo das fermentagdes (Figura 22),
observa-se que houve crescimento mais acentuado nos meios a base de hidrolisado
enzimatico em relacdo aos meios a base de hidrolisado acido, indicando melhor
desempenho das leveduras naqueles meios. Essa diferenca se justifica, visto que a
hidrélise acida gera produtos que interferem na fermentacao.

A Figura 23 apresenta o perfil de crescimento celular dos meios de

fermentacao.

Figura 23 - Curva de crescimento celular dos diferentes meios de fermentagéo
durante os processos fermentativos
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Observa-se destes perfis que a fase lag foi discreta, ocorrendo crescimento
celular j& nas primeiras 2 h de fermentacdo, fato que indica que houve uma boa
adaptacdo das leveduras aos diversos meios de fermentacdo. Até 18 h de
fermentacdo houve crescimento celular acelerado em todos os meios de
fermentacdo. Apds esse periodo, pode-se visualizar desaceleracdo e estabilizagdo

do crescimento.

A partir das curvas de crescimento celular foram calculados os valores de
velocidade especifica de crescimento celular (1) nos meios de fermentacéo (Tabela
13). Para tal, foram tracadas e ajustadas retas na fase exponencial de crescimento e
determinadas as inclinagdes das respectivas retas, que correspondem a velocidade

especifica de crescimento.

Tabela 13- Velocidade especifica de crescimento para os diferentes meios de
fermentacéo

HASN HACN HESN HECN

Hy (h™h) 0,023 0,031 0,041 0,040

Faixa de tempo

(h) 2al8 2al8 4a18 4a18

Fonte: Autor, 2013.

Avaliando as velocidades especificas de crescimento celular, verifica-se que
0s meios a base de hidrolisado enzimatico apresentaram maiores velocidades em
relacdo aos meios a base de hidrolisado acido. Esse fato se justifica pelas melhores

caracteristicas dos meios a base de hidrolisado enzimatico.

Quanto a adicdo de nutriente nos meios de fermentacdo, observa-se que a
complementagédo nutricional contribuiu de forma significativa para o aumento da
velocidade especifica de crescimento nos meios a base de hidrolisado acido. Isso se
justifica pela deficiéncia nutricional desses meios de fermentacdo em decorréncia do
tratamento acido para hidrélise do amido da farinha. No entanto, 0 mesmo nao
ocorreu nos meios a base de hidrolisado enzimatico. Fato que pode ser justificado
pela melhor qualidade desse meio, que necessita de menor complementagcao

nutricional.
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A Figura 24 apresenta os perfis de concentracao de etanol (E) dos meios de
fermentacdo durante o0s processos fermentativos. Os perfis apresentam
comportamento semelhante para todos os meios de fermentacdo e indicam
producdo de etanol satisfatoria durante os processos fermentativos. Verifica-se
maior produtividade nas primeiras 18 h de fermentag&o, ocorrendo, a partir desse
periodo, produtividade mais discreta e tendéncia a estabilizacdo da producéo a partir
das 26 h, fato justificado pela menor quantidade de acucar no meio e pela inibicdo

da levedura devido a alta concentracéo de etanol.

Figura 24 -Perfil de concentracdo de etanol dos meios de fermentacdo durante os
processos fermentativos
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Fonte: Autor, 2013.

Os graficos com o agrupamento dos perfis de concentracdo de acucares
redutores (AR), concentracdo de acucares redutores totais (ART), concentracao
celular (X), concentracdo de etanol (E) e pH para todos os meios de fermentacéo
estdo ilustrados nas Figuras 25 a 28. Através destes perfis visualiza-se o
comportamento cinético das fermentagbes etandlicas, conduzidas em batelada
simples, e evidencia-se a variacdo das concentracfes de células (X), acgucares

redutores (AR), acucares redutores totais (ART) e etanol durante as fermentacdes.
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Figura 25 -Perfis de concentracdo de aclUcares redutores (AR), acUcares redutores
totais (ART), concentracédo de etanol (E), concentracéo celular (X) e pH para
0 meio de fermentacdo a base de hidrolisado acido sem complementacéo
nutricional (HASN)
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Fonte: Autor, 2013.

Figura 26 -Perfis de concentracdo de acUcares redutores (AR), aclUcares redutores
totais (ART), concentragdo de etanol (E), concentracéo celular (X) e pH para
0 meio de fermentacdo a base de hidrolisado 4&cido com complementacéo
nutricional (HACN)
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Fonte: Autor, 2013.

Analisando as fermentagdes em meio a base de hidrolisado acido, observa-se
que o comportamento cinético foi semelhante em todos os ensaios de fermentacéo,
independentemente da complementac&o nutricional dos meios. As concentracdes de

acucares redutores (AR) e acucares redutores totais (ART) decrescem desde o inicio
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da fermentacdo, apresentando queda de forma aproximadamente exponencial no
decorrer do processo até 20 h, ap0s este periodo, a queda é menos acentuada e

apresenta tendéncia a estabilizacéo.

Figura 27 -Perfis de concentracdo de aclUcares redutores (AR), aclUcares redutores
totais (ART), concentracédo de etanol (E), concentracéo celular (X) e pH para
o meio de fermentacdo a base de hidrolisado enziméatico sem
complementacao nutricional (HESN)
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Fonte: Autor, 2013.

Figura 28 -Perfis de concentracdo de acgUcares redutores (AR), aglcares redutores
totais (ART), concentracédo de etanol (E), concentracéo celular (X) e pH para
0o meio de fermentacdo a base de hidrolisado enziméatico com
complementacgédo nutricional (HECN)
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Fonte: Autor, 2013.
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Analisando os perfis cinéticos das fermentacbes dos meios a base de
hidrolisado enzimético, verifica-se que estes meios apresentam comportamento

semelhante aos dos meios a base de hidrolisado acido.

Observando a relacdo entre os perfis de crescimento celular e producdo de
etanol, verifica-se que a producdo de etanol é associada ao crescimento celular. A
relacdo estabelecida entre a concentracdo de substrato, concentracdo de produto
formado e concentracéo celular durante as fermentacdes, indica que 0S processos
fermentativos ocorreram de forma adequada e ilustram bem o perfil cinético das

fermentacdes.

Os dados de inicio e fim do processo fermentativo, assim como o0s parametros
fator de conversdo substrato em células (Yxs), fator de conversdo substrato em
etanol (Ygss), fator de conversédo células em etanol (Ygx), produtividade em etanol
(Pg), produtividade em células (Px), eficiéncia de fermentagéo (n; «)) € eficiéncia de
processo (N, %)), estdo apresentados na Tabela 14, onde a concentracdo de
substrato (S) refere-se ao ART. Salienta-se que os fatores de conversdo e as
produtividades foram calculados conforme o item 4.11.2, considerando como tempo

final de fermentacdo o tempo de 30 h, estabelecido para os ensaios.

Tabela 14- Dados de inicio e final do processo fermentativo, parametros fator de
conversao substrato em células (Yys), fator de conversdo substrato em
etanol (Ygs), fator de conversao células em etanol (Ygx), produtividade em
etanol (Pg), produtividade em células, eficiéncia de fermentagdo (ngw) €
eficiéncia de processo (Nyee)

HASN HACN HESN HECN
So (g/L) 120,67 120,98 116,35 117,89
S (g/L) 6,17 7,72 1,23 0,93
Xo (g/L) 3,06 3,64 4,61 4,04
X; (g/L) 7,01 6,76 8,23 7,60
Eo (g/L) 0,95 0,90 0,60 1,34
E: (g/L) 48,09 48,11 49,59 49,45
t (h) 30 30 30 30
AS (g/L) 114,50 113,26 115,12 116,97
AE (g/L) 47,14 47,21 48,99 48,11
Y e 0,41 0,42 0,43 0,41
Pe (g/L.h) 1,57 1,57 1,63 1,60
AX (g/L) 3,95 3,12 3,62 3,56
Y ex 11,93 15,13 13,53 13,51
Py (g/L.h) 0,13 0,10 0,12 0,12
Y ws 0,034 0,028 0,031 0,030
ni(%) 80,23 82,19 84,15 80,23
Ny (%) 76,45 76,37 82,40 79,86

Fonte: Autor, 2013.
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Os resultados obtidos indicam que as fermentacdes ocorreram de forma
adequada. A concentracdo de ART no final das fermentag¢des indica que houve
consumo de quase todo substrato pelas leveduras. No entanto, 0os meios
fermentados a base de hidrolisado acido apresentaram concentracdo de substrato
residual de 6,17 e 7,72 g/L para 0s meios sem complementacdo e com
complementagdo nutricional, respectivamente, enquanto os meios a base de
hidrolisado enzimatico apresentaram residual de 1,23 e 0,93 g/L para os meios com
complementacdo e sem complementacdo nutricional, respectivamente. A menor
concentracdo de ART residual nos meios fermentados a base de hidrolisado
enzimatico e o consequente maior consumo desses agucares sdo indicativos de que

estes meios oferecem melhores condicdes para as leveduras.

A concentracao de etanol nos meios fermentados indica que houve converséo
satisfatoria de substrato em etanol pela acdo das leveduras. Observa-se uma
concentracdo final praticamente igual para os meios de fermentacdo a base de
hidrolisado acido, seja com a complementacdo ou sem complementacao nutricional,
ocorrendo 0 mesmo com os meios de fermentacdo a base de hidrolisado enzimatico.
Também se observa que houve maior producdo de etanol nos meios a base de
hidrolisado enzimatico, fato justificado pelo maior consumo de substrato nas
fermentacdes com esses meios de fermentacdo. Como consequéncia, observa-se
para estes Ultimos meios, valores um pouco superiores para a produtividade em

etanol (Pg) e para as eficiéncias de fermentagao n¢ (%) e de processo np (%).

A concentracdo de etanol encontrada no final das fermentacfes esta proxima
aos resultados obtidos por Santana (2007) que conseguiu valores que variaram
entre 39,10 a 48,98 ¢/L utilizando as leveduras Saccharomyces cerevisiae e
Saccharomyces diastaticus na fermentacdo de hidrolisado de amido de mandioca.
Vale ressaltar que os melhores resultados registrados pelo autor foram conseguidos
com a levedura Saccharomyces cerevisiae. Os valores de concentracdo também
estdo proximos ao apresentado por Birol et al. (1998) que obtiveram concentracao
de etanol de 43,8 g/L na fermentacdo de meio com 10% de amido, utilizando uma

variedade geneticamente modificada de Saccharomyces cerevisiae.
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Jamai et al. (2007) obtiveram concentracao de etanol de 43,1 g/L ap6s 65 h, a
partir de amido soluvel, enquanto Shigechi et al. (2002) conseguiram produzir 60 g/L

apos aproximadamente 100 h de fermentacdo em condi¢cdes anaerdbias.

O fator de conversdo substrato em etanol Ygs obtido para os meios de
fermentacao utilizados neste trabalho estdo préximos ao apresentado por Knox et al.
(2004) que avaliaram a producao de etanol a partir de amido e obtiveram taxa de
conversado de substrato em etanol da ordem de 0,4 g de etanol/g de amido apos 120
h em cultivo anaerdbio. Abud (1997) obteve 0,38 g de etanol/g de glicose na
fermentacdo de xarope de glicose obtido da hidrélise enzimatica da farinha de
mandioca, utilizando uma levedura de linhagem recombinante (L-36). Santana
(2007) relata fatores de conversdo substrato em etanol de 0,45 g de etanol/g de
substrato na fermentagdo de mosto de amido de mandioca hidrolisado por enzimas

do malte de trigo, utilizando Saccharomyces cerevisiae.

Os fatores de converséo células em etanol Yys encontrados estdo préximos
aos apresentados por Abud (1997) que obteve o valor de 0,03 g de células/g de
substrato. No entanto, os fatores de converséo foram inferiores aos obtidos em meio
YPD (0,177 g de células/g de substrato), fato que destaca a importancia de um meio

rico em nutrientes para o bom desenvolvimento das leveduras.

Quanto a produtividade em etanol (Pg), verifica-se que as fermentacdes dos
meios a base de hidrolisado enzimatico apresentaram os valores 1,63 e 1,60 g/L.h
para 0S meios com complementacdo e sem complementacdo nutricional,
respectivamente, valores estes superiores aos encontrados para 0os meios a base de
hidrolisado &cido, 1,57 g/L.h para os meios com complementacdo e sem
complementacao nutricional. Estes valores foram inferiores ao apresentado por Abud
(1997) que obteve produtividade em etanol de 1,85 g/L.h em 30 horas de
fermentacdo com a levedura de linhagem recombinante L-36. Também séo inferiores
a produtividade conseguida em meio YPD (1,69 g/L.h), mas se apresentam
superiores a produtividade obtida por Oliveira (2011) que relata 0,9 g/L.h ap6s 12 h
de fermentacdo do hidrolisado de farelo de mandioca. Costa (2010), trabalhando
com os hidrolisados das farinhas Santa Catarina e Sergipana, realizou fermentacéo

com o fermento comercial Fermix e conseguiu produtividades que variam entre 1,38
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e 1,35 g/L.h para os hidrolisados acido e entre 1,75 e 1,82 g/L.h para os hidrolisados
enziméaticos apds 48 h de fermentacao.

A produtividade em células (Px) para os meios a base de hidrolisado acido e
enzimatico variou entre 0,10 a 0,13 g/L. Abud (1997) encontrou produtividade em
células superior, 0,17 g/L.h. As produtividades em células também foram bastante
inferiores a conseguida em meio YPD (0,45g/L.h), fato que também pode ser
justificado pela rigueza em nutrientes apresentada pelo meio YPD frente aos meios a

base de hidrolisado de farinha de mandioca.

Analisando os dados referentes a eficiéncia da fermentacdo etandlica, ao se
considerar 30 h de fermentacao, verifica-se os valores 80,23, 82,19, 84,15 e 80,23%
para os meios HASN, HACN, HESN e HECN, respectivamente. Estas eficiéncias
foram inferiores a conseguida por Abraham et al. (1987) que, apdés 48 h de
fermentacdo de mosto de farinha de mandioca suplementado, obtiveram 97,4% de
eficiéncia de fermentacdo. Demiate et al. (1997) também obtiveram rendimento
superior, 97,3% apo6s 100,4 h de fermentacdo. No entanto, as eficiéncias de
fermentacdo foram superiores a conseguida por Augustini & Junior (2007), que
relatam 71,43% de rendimento de fermentacdo utilizando fermento de panificacéo
(Saccharomyces cerevisiae) na producdo de etanol de mandioca a partir de hidrélise

enzimatica natural.

Os valores apresentados na literatura para eficiéncia de fermentacédo de meio
obtido de material amilaceo séo bastante variados. Abud (1997) conseguiu 74,3% de
rendimento na fermentacédo de xarope de glicose, obtido da hidrélise enzimatica da
farinha de mandioca, utilizando a levedura de linhagem recombinante L-36 ap6s 36
h de fermentacdo. J4 Santana (2007) obteve eficiéncia de 89% na fermentacéo de
mosto de amido de mandioca hidrolisado por enzimas do malte de trigo, utilizando
Saccharomyces cerevisiae, enquanto Curvelo-Santana et al. (2010) obtiveram 88%
de eficiéncia na fermentacdo de hidrolisado de farelo de mandioca, utilizando

levedura do mesmo género.

A eficiéncia de processo fermentativo, ao se considerar 30 h de fermentagéo
foi de 76,45, 76,37, 82,40 e 79,86% para os meios HASN, HACN, HESN e HECN,
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respectivamente. Estes valores sao inferiores ao apresentado por Leonel e Cereda
(1998), que chegaram a obter eficiéncia do processo fermentativo de 86,89% em
relacdo ao teor de glicose no mosto inicial. Costa (2010) obteve eficiéncia de
processo de 77,91% e teor alcodlico de 8,1°GL para o processo de fermentacao do
hidrolisado &cido de farinha de mandioca, enquanto Oliveira (2011) relata 50,59% de
eficiéncia de processo apos 12 h de fermentacdo do hidrolisado de farelo de

mandioca.

Os maiores valores de Pe e n, (%) apresentados pelas fermentacdes dos
meios a base de hidrolisado enzimatico frente aos meios a base de hidrolisado
acido, indicam que a hidrolise enzimatica fornece um meio com melhores condicdes
para as leveduras. No entanto, quando se compara estes parametros com os obtidos
na fermentacdo em meio YPD e com alguns encontrados na literatura, verifica-se

gue estes sao inferiores e que ainda podem ser melhorados.

A adicdo do nutriente comercial na concentragdo média indicada pelo
fabricante ndo apresentou diferencgas significativas nas eficiéncias de fermentacao e
na produtividade em etanol. Vale ressaltar que a dosagem de nutriente indicada pelo
fabricante é baseada pelas caracteristicas do mosto de cana. Esse fato pode
justificar os baixos resultados conseguidos com a complementacdo nutricional dos

meios.

Comparando os ensaios de fermentacdo em estufa com o0s ensaios no
shaker, verifica-se que o tempo de fermentacéo foi menor nos ensaios em shaker,
fato que destaca a agitagdo como um fator importante na reducdo do tempo de

fermentacao.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, foi possivel concluir que a farinha de
mandioca pode ser empregada no processo de producdo de etanol, visto que 0s

hidrolisados obtidos demonstraram ser meio adequado para a levedura utilizada.

A determinacdo de amido da mistura das farinhas ratificou a presenca de
amido em alta concetracado, 76,72%, estando de acordo com valores apresentados

na literatura.

A hidrolise da farinha de mandioca gerou acucar suficiente para as
fermentacdes. Entre os tratamentos de hidrélise empregados, o tratamento
enzimatico apresentou melhores resultados de rendimento de hidrolise, 98,02 £ 0,26,

enguanto o tratamento acido apresentou rendimento de 80,15% * 0,78.

Os ensaios preliminares de fermentacdo mostraram que a levedura
empregada nas fermentacdes teve boa adaptacdo aos meios, apresentando

consumo de substrato e producéo de etanol satisfatorios.

As fermentacbes em batelada simples, com Saccharomyces cerevisiae, dos
meios a base de hidrolisado de farinha de mandioca, mostraram ao final do processo
quantidade de etanol satisfatéria, demonstrando bom desempenho da levedura
nesses meios. Os maiores teores de etanol foram encontrados nas fermentagcdes

dos meios a base de hidrolisado enzimatico.

O rendimento das fermentacBes etandlicas esteve perto dos 80%, se
apresentando superior a alguns rendimentos apresentados na literatura, porém
alguns autores apresentam rendimentos superiores. Assim, verifica-se que as
fermentacdes desses meios ainda podem ser melhoradas de modo a se obter

maiores rendimentos.

A complementacdo dos meios de fermentacdo com nutriente comercial na
guantidade média indicada pelo fabricante ndo se mostrou suficiente para aumentar

significativamente os parametros da fermentacao.
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Portanto, a producdo de etanol a partir de farinha de mandioca se mostrou
factivel e promissora, podendo contribuir com a matriz energética das regibes de
baixa renda e vocacionadas para a cultura de mandioca, além de agregar valor a

sua cadeia produtiva, levando desenvolvimento para essas regifes.
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7 SUGESTOES

Embora o processo desenvolvido neste trabalho tenha apresentado potencial
de aplicacéo tecnoldgica, muito ainda precisa ser investigado e aprimorado. Desta

forma, algumas sugestdes para trabalhos futuros sao elencadas a seguir:

- Avaliar a composicédo geral dos hidrolisados visando a complementacao
nutricional mais adequada do mosto e, consequentemente, seu

enriguecimento e melhores rendimentos de fermentagéo;

- Avaliar a complementacao nutricional em quantidades variadas, assim como

a complementacdo dos meios de fermentagdo com outros nutrientes;

- Realizar um planejamento experimental visando estabelecer condictes

otimas de fermentacao;

- Avaliar o potencial de outras matérias-primas amilaceas além da farinha de

mandioca;

- Realizar simulagdo do processo, bem como o desenvolver estudo de
viabilidade econdmica. Além disso, realizar levantamento mais aprofundado,
incluindo analise de mercado, sobre toda cadeia produtiva, incluindo os

problemas de logistica associados a localizacdo da matéria-prima (mandioca).
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