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RESUMO

A instituicdo de acordos entre os diversos paises do mundo, com o objetivo de se reduzir a
emissdo de gases causadores do efeito estufa, tem despertado o interesse e desenvolvimento
de pesquisas, no sentido de se produzir e utilizar energias de origem renovavel. Dentre estas
estdo as energias edlica, solar e de biomassa. O Brasil € um pais referéncia na producao de
etanol, a partir do caldo de cana-de-agcucar. No entanto, nos ultimos anos, houve uma
tendéncia mundial de se ampliar a producao de etanol, utilizando-se também como matérias-
primas os residuos agroindustriais, uma vez que alguns desses sdo descartados no meio
ambiente, sem nenhum tratamento prévio, atuando como agentes poluidores. Dentre estes
residuos, no caso do Brasil, estd a manipueira que é o liquido obtido da prensagem da
mandioca (Manihot esculenta Crantz), em seu processamento para a producdo de farinha. A
manipueira apresenta um aspecto leitoso, cor amarelo-claro e forte odor e é altamente
poluente. Com o objetivo de agregar valor ao residuo, foi realizada neste trabalho uma anélise
sobre o potencial do mesmo na producdo de etanol. O trabalho foi realizado em duas etapas.
Na primeira, o residuo manipueira foi sacarificado enzimaticamente, nas seguintes condicdes:
enzima alfa-amilase (1 mL de enzima/100 mL de substrato), 75 °C, pH 5,0, durante 54 horas.
A segunda etapa foi referente a fermentacéo alcodlica do hidrolisado obtido na primeira etapa.
O agente fermentativo utilizado foi a levedura Sacccharomyces cerevisiae (UFLA CA-11). O
volume total de mosto foi de 150 mL, sendo a fermentacdo conduzida em incubadora shaker
(LUCA-223) a 100 rpm, 30 °C e pH 6,0. O processo foi monitorado pela reducéo do teor de
solidos solaveis (°Brix), tendo sido considerada como finalizada quando o °Brix se mantinha
constante, apos 4 leituras consecutivas. Com isso, o processo foi finalizando entre 26 e 27
horas de fermentacdo. Ao final do processo houve um consumo significativo dos aglcares
redutores, na média de 93%. O rendimento médio de etanol em relacéo ao teorico foi de 65,59
+ 1,83 (%).

Palavras-chave: Manipueira, sacarificagdo, fermentacdo alcoolica, rendimento, etanol.



ABSTRACT

The establishment of agreements between the different countries of the world, with the aim of
reducing the emission of greenhouse gases, has aroused the interest and development of
research, in the sense of producing and using renewable energy sources. Among these are
wind, solar and biomass energies. Brazil is a reference country in the production of ethanol,
from the sugarcane juice. However, in recent years, there has been a worldwide tendency to
increase ethanol production, also using agro-industrial waste as raw materials, since some of
these are discarded in the environment, without any previous treatment, acting as agents
Polluters Among these residues, in the case of Brazil, there is the manipueira, liquid obtained
from the pressing of manioc (Manihot esculenta Crantz), in its processing for the production
of flour. The manipueira has a milky appearance, light yellow color and strong odor and is
highly polluting. In order to add value to the residue, an analysis was made on the potential of
ethanol production. The work was carried out in two stages. In the first, the manipulative
residue was enzymatically saccharified under the following conditions: alpha-amylase
enzyme (1 mL enzyme / 100 mL substrate), 75 °C, pH 5.0, for 54 hours. The second stage
was related to the alcoholic fermentation of the hydrolyzate obtained in the first stage. The
fermentative agent used was Sacccharomyces cerevisiae yeast (UFLA CA-11). The total
volume of must was 150 mL, the fermentation being conducted in a shaker incubator (LUCA-
223) at 100 rpm, 30 °C and pH 6.0. The process was monitored by the reduction of soluble
solids content (°Brix), and was considered finished when °Brix remained constant after 4
consecutive readings. With this, the process was finalized between 26 and 27 hours of
fermentation. At the end of the process there was a significant consumption of the reducing
sugars, in the average of 93%. The average yield of ethanol relative to the theoretical was
65.59+1.83(%).

Keywords: Manipueira, saccharification, alcoholic fermentation, yield, ethanol.
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1 INTRODUCAO

O presente trabalho tem como iniciativa o reaproveitamento de um residuo da
agroindustria, prejudicial ao meio ambiente e ao ser humano, atraves de sua transformacao em
uma fonte de combustivel limpa sem provocar impactos na alimentacdo humana.

A matriz energética brasileira apresenta grande potencial mundial quando se fala de
etanol, material combustivel gerado de diversas fontes de biomassa. Atualmente, a principal
fonte de producdo de etanol do pais é a cana-de-acucar. Porém, com a presenca de acordos
visando a diminuicdo dos gases causadores do feito estufa se inicia uma corrida na busca por
novas fontes de combustiveis. No ambito da producdo de combustivel limpo, o Brasil é um
pais referéncia. Devido ao vasto territdrio, propicia uma vantagem na producdo de energias
renovaveis de origem solar, edlica, biomassa, hidraulica e maremotriz (SILVA et al., 2011).

Na década de 1970, com o lancamento do Programa do Alcool (Proalcool) foram
realizados investimentos de pesquisa no territorio brasileiro. A finalidade estratégica do
programa foi substituir parte da gasolina consumida no mercado interno, de forma a reduzir as
importacdes de petroleo. A partir do programa, a industria automotiva desenvolveu novas
tecnologias atualmente conhecidas, como o carro bicombustivel e os motores flex, que
funcionam com gasolina ou com etanol, e também passou a ser 0 centro das atencGes, quando
se procuram solucdes para substituir o petréleo por fontes alternativas de energias renovaveis
(SILVA et al., 2008).

Atualmente, a producdo mundial de etanol combustivel é baseada essencialmente na
fermentacdo de matérias-primas de origem agucaradas (sacarinas) ou de amidos. Entretanto,
nos Gltimos anos, tem-se percebido uma tendéncia para a utilizacdo eficiente de subprodutos
agro-industriais visando a obtencdo de bioprodutos de valor agregado, tais como
biocombustiveis e biomateriais. Por outro lado, o0 processamento de residuos agro-industriais
minimiza os problemas ambientais associados a sua eliminacdo e reduz a dependéncia de
recursos petroliferos quando sdo utilizados na producdo de biocombustiveis, e ndo promove
impactos negativos nos precos dos alimentos (COLLARES et al., 2012).

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) cultivada em todo o Brasil encontra diversas
utilizagbes, podendo ser consumida diretamente na alimentagdo humana bem como matéria-
prima para diversos produtos industriais, dentre os mais importantes estdo a farinha de
mandioca, a fécula e o polvilho azedo. Em relagéo a agroindustria de fabricacdo de farinha de
mandioca, esta tem varios niveis de tecnologias, 0 que tem impacto na qualidade da farinha e
na quantidade e composicao fisico-quimica dos residuos gerados. Durante o processamento da

mandioca sdo gerados subprodutos solidos no descascamento (casca marrom, entrecasca) 0S
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quais podem ser aproveitados para a produc¢do carvao ativado. Ja na prensagem da mandioca é
gerado um liquido (manipueira), de odor forte e com grande quantidade de amido
(AVANCINI, 2007; BRINGHENTI et al., 2006).

Em 2015, a quantidade de mandioca produzida no Brasil foi da ordem de 22,8 milhdes
de toneladas, sendo as maiores produtoras as regides Norte e Nordeste, responsaveis por 35 e
23% do total produzido, respectivamente (CONAB, 2016).

Problemas ambientais sdo gerados devido ao grande volume de manipueira obtido,
sendo em média de 300 L por tonelada de raiz processada, 0 que acarreta em uma demanda
quimica de oxigénio (DQO) de 14.000 mg/L. O indice equivalente em demanda bioquimica
de oxigénio (DBO) é de 54 g/hab/dia; uma fecularia e uma casa de farinha que processam
individualmente uma tonelada/dia de raizes, equivalem, respectivamente, a polui¢do causada
por 200 a 300 e 150 a 200 habitantes/dia (FERREIRA et al., 2001).

O amido residual presente na manipueira apresenta-se como substrato potencial para
processos fermentativos. Entretanto, o amido ndo é disponivel & levedura alcodlica,
necessitando assim ser submetido a um processo de transformacao a aclcares fermentesciveis,
0 que pode ser conseguido via hidrélise enzimatica, utilizando amilases como catalisadores
(CAMILI et al.,2009; BRINGHENT!I et al., 2006).

Assim, o residuo manipueira pode ser reutilizado na producdo de etanol dando uma
contribuicdo melhor para a economia nacional, assim como minimizando os problemas
ambientais gerados pelo seu descarte. Para tanto, o processo de obtencdo de etanol passa por
diversas etapas, tais como: caracterizacdo inicial, sacarificacdo enzimatica, fermentagéo
alcoolica e por fim, a destilacdo (BRINGHENT] et al., 2006)

Barana (2000) afirma que para cada tonelada de mandioca colhida séo produzidos 300
litros de manipueira e esses mesmos produzem 19,33 litros de alcool. Segundo a Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB, 2016), no ano de 2015 , o Brasil teve uma producéo de
22,8 milhdes de toneladas de mandioca. Caso toda a mandioca fosse destinada a producéo de
farinha, entdo a manipueira gerada no processo, se hidrolisada e fermentada a etanol, poderia

gerar 4,4 mil m® do produto.

1.1 Objetivo

1.1.1 Objetivo Geral
Em geral, este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial de aproveitamento do

residuo agro-industrial manipueira para a obtencéo de etanol.
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1.1.2 Objetivos Especificos

¢ Realizar a sacarificacao do residuo, utilizando enzima alfa-amilase.
e Fermentar o hidrolisado obtido, utilizando uma linhagem industrial de Saccharomyces

cerevisiae.
e Destilar o vinho obtido para determinacéo do grau alcodlico;

e Determinar os rendimentos de etanol.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Etanol

A preocupacdo global com as mudancas climaticas e a consequente necessidade de
diminuir as emissdes de gases de efeito estufa tém incentivado o uso de combustiveis
renovaveis, destacando-se dentre estes, o etanol, que pode ser usado em substituicdo ou como
aditivo de combustiveis de origem féssil, como a gasolina (DIAS et al., 2009).

Ha& diferentes maneiras de se obter etanol, entre elas, estdo a via sintética e a via
fermentativa. No caso do Brasil, a via fermentativa € a maneira mais importante, devido ao
grande numero de matérias-primas naturais existentes em todo o territério (LIMA et al.,
2001).

Na obtencdo do alcool por via fermentativa, distinguem-se trés fases: o preparo do
substrato, a fermentacéo e a destilacdo (LIMA et al., 2001).

Qualquer produto que contenha aglcar ou outro carboidrato constitui-se em matéria-
prima para a obtencdo do etanol. Diversos paises utilizam matérias-primas variadas para a
producdo de etanol, como é o caso da Unido Europeia, que utiliza o trigo e a beterraba
sacarina, os Estados Unidos, que utilizam o milho, o Canada e a China, que fazem uso do
milho e do trigo e no caso do Brasil, a cana-de-agucar (LIMA et al., 2001; VASCONCELOS,
2012). Além dessas matérias-prima, no sentido de aumentar a producdo de etanol, associada
ao objetivo de minimizar os impactos ambientais causados pelo uso dos combustiveis fdsseis,
deu-se uma corrida em todo o mundo pelo desenvolvimento de pesquisas relacionadas ao uso
de subprodutos da agro-industria. Dependendo da matéria-prima utilizada e das etapas de
processamento, o etanol passou a ser chamado de primeira, segunda e terceira geracéo.

2.1.1 Etanol de 12 Geracéo

Na producéo de etanol de 1?2 geracdo, o0 agente fermentativo, consegue metabolizar o
substrato, sem a necessidade de uma etapa preparatéria. No caso do Brasil, a principal
matéria-prima é a cana-de-aglcar, rica em sacarose. Os agentes fermentativos mais
importantes séo as leveduras (LIMA et al., 2001; PACHECO, 2011).

O processo de obtencdo de etanol, em escala industrial, a partir da cana-de-agucar,
segue as seguintes etapas (PACHECO, 2011):
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- A matéria prima, ao chegar as usinas, passa pela balanca para a pesagem e logo em
seguida é lavada. O ideal é que ndo passe mais de 24 horas no patio, evitando assim, a perda
de sacarose.

- Apds a limpeza, segue para as facas e os desfibradores para facilitar a extracdo do
caldo, sendo essa extracdo feita por ternos de moenda. Em algumas sessdes sdo feitas
embebicdes simples ou compostas para que possa ser feita a retirada do méximo de sacarose
contida no bagaco; em seguida esse bagaco vai para a cogeracdo da empresa ou é vendido e 0
caldo vai receber os tratamentos adequados de acidos e bactericidas, calagem, decantacéo,
filtracdo e aquecimento para retirada de diversas impurezas encontradas.

A fermentacdo é realizada em dornas sendo elas continuas ou por batelada aonde sera
adicionada a levedura para que possa consumir 0s acgucares contidos no caldo e seja
convertido em alcool sendo depois centrifugado, separado em colunas de destilacdo, para a
obtencédo do etanol de 12 geracdo, sendo ele hidratado com 95,1% a 96% (v/v) de alcool e o
etanol anidro com 99% alcool (ANP N°7,9 fev,2011).

2.1.2 Etanol de 22 geracado

Obtido através da biomassa de residuos industriais, vegetais e urbanos, o etanol de
segunda geracdo, vem como alternativa de reaproveitar essa biomassa que sobra ou até
mesmo é descartada e transforma-la em uma fonte de combustivel renovavel e com baixo
poder de polui¢do (ALVES, 2012)

Segundo Alves (2012), na producdo de etanol de 22 geracdo faz-se necessaria uma
etapa de pré-tratamento dessa biomassa, sendo a do tipo: quimico, fisico, bioldgico ou
combinados. Existem varios tipos de tratamentos, sendo os mais usados: a explosdo a vapor
(tratamento fisico), hidrolise acida e hidrolise alcalina como tratamentos quimicos, a
utilizacdo de fungos para solubilizar a lignina como tratamento biolégico e o tratamento
combinado com a explosao a vapor catalisado com COx.

ApoOs o pré-tratamento a biomassa tem que ser hidrolisada com acido ou com enzimas
para obtencdo de acgUcares fermentesciveis para em seguida, ser realizada a fermentacdo e
destilacdo do mosto fermentado (ALVES, 2012).

2.1.3 Etanol de 32 geragdo

A producéo do etanol de terceira geragdo vem buscar novas fontes de matérias-primas

na producdo de biomassa. Segundo Francisco et al. (2014) uma fonte descoberta foram as
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microalgas as quais acumulam lipideos nas células e com sua extracdo sdo transesterificadas
para a obtencdo do combustivel.

De acordo com Azevedo (2014) existem trés tipos de microalgas: as fotossintetizantes,
umas sendo heterotréficas e outras sendo fotossintéticas; e as mixotroficas apresentando as
duas fases. Existem vérios fatores para escolha das microalgas como: as suas caracteristicas
bioldgicas, valor de custo da terra, energia e trabalho e o custo de agua e nutrientes, e sendo
cultivadas na forma autotrofica por lagoas abertas por sistemas fechados por foto biorreatores

e o sistema hibrido.

2.2 Mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), da familia das Euforbiadceas é uma raiz
marrom com uma grande participacdo no alimento mundial. Sua origem ¢€ brasileira, e desde o
descobrimento do Brasil com a chegada dos portugueses ja se tinha o relato do consumo da
mandioca. Até os dias atuais, ela é consumida de diversas maneiras (tapioca, farinhas de
diversos tipos, beiju, polvilho doce etc.). E de facil plantacio, exige pouco cuidado no periodo
gue se encontra no solo e tem uma grande fonte de nutrientes principalmente o amido
(SILVA, 2009).

Com seu vasto poder nutritivo e econémico, torna o Brasil um dos maiores
consumidores de farinha do mundo, tendo seu principal mercado, 0 consumo interno, € uma
pequena porcentagem € externamente consumida. O Mercosul relatou que quase 200 milhdes
de pessoas consomem farinha (SILVA, 2009).

A estrutura da mandioca apresenta trés fases distintas, a casca (periderme), entrecasca
(cortex) e a polpa (parénquima de armazenamento de amido), apresentando de 60% a 65% de
umidade e 30% a 35% de carboidratos, basicamente o amido. Existem dois tipos de mandioca,
as “mansas” e as “bravas” sendo classificadas de acordo com a quantidade de cianogénicos
(CAMILI et al., 2009).

O beneficiamento da mandioca se dar em casas de farinha, pequenas fabricas,
geralmente familiares, onde ocorre a recep¢do, descascamento que pode ser manual ou
mecanizado. Em seguida, ocorre a lavagem, o repicamento, a ralagdo, prensagem, onde ocorre
a separacdo, em duas fracdes: a biomassa e o liquido chamado de manipueira. A Figura 1
ilustra uma prensa utilizada em casa de farinha familiar. Apos a prensagem, as proximas
etapas sdo a moagem e esfarelamento, secagem e outra etapa de moagem e esfarelamento. O

processo esta representado no fluxograma da Figura 2.



20

Figura 1 - Prensagem separando a biomassa do
liquido
Ny

Fonte: Autor, 2017.

Figura 2 - Fluxograma das etapas de prensagem na casa de farinha
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2.2.1 Manipueira

Manipueira que em tupi-guarani significa “o que brota da mandioca”, € o liquido
gerado na fabricagdo da farinha de mandioca, precisamente na etapa de prensagem da raiz,
seguindo para lagoas para depdsito (Figuras 3 e 4), podendo ser utilizada na fertirrigacdo,
producéo de tijolo, vinagre e alcool (SANTOS, 2008).

Figura 3 - Despejo da manipueira proveniente da
casa de farinha

/T

2
Fonte: Autor, 2016.

Figura 4 - Lagoa de armazenamento da
manipueira ao lado da casa de farinha

Fonte: Autor, 2016.

De cor amarelada, com grande odor e forte potencial hidrolisavel a acido cianidrico,

traz problemas de toxicidade com a presenca de glicosideo que afeta as células nervosas
(SANTOS, 2008).
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Esse composto glicosideo libera limarina que ao entrar em contado com a corrente
sanguinea pode inibir a corrente respiratdria, com grande poder poluidor chegando a ser 25
vezes mais poluente comparado ao esgoto domeéstico, tendo sua DQO (demanda quimica de
oxigénio) de 50.000.00 mg/L HCN (Acido cianidrico) de 140.000 ppm quando gerado na
farinheira, DQO de 25.000.000 mg/L e HCN de 80.000 ppm ja o esgoto doméstico apresenta
DQO de 2.000 mg/L (BARANA, 2000).

A manipueira despejada de forma inadequada nos rios pode trazer grandes problemas
como, a alteracdo da capacidade de autodepuracdo aonde 0s rios se recuperam naturalmente, o
que é difilcultado devido ao excesso de matéria poluente, e a eutrofizagdo com crecimento em
excesso de algas devido ao excesso de nitrogénio e fosforo, causando putrefacdo do solo pela
sua carga poluidora (SANTOS, 2008).

2.3 Hidrolise Enzimatica

A hidrolise enzimética do amido € a transformacdo do amido em acucares
fermentesciveis, para que em seguida o hidrolisado seja submetido a fermentagéo
(WOSIACKI, 2002). De acordo com Oliveira et al. (2008). As enzimas sdo proteinas
responsaveis pela catalise de reacdes bioldgicas, tendo uma extraordinario poder catalitico, e
atuam como unidades funcionais do metabolismo celular, aonde o sitio de ligacdo do
substrato da enzima é dado pelo arranjo tridimensional de uma regido de moléculas, podendo
reconhecer isdbmeros 6ticos D e L de um igual composto, existem dois fatores que interferem
diretamente na atividade enzimética:

- a temperatura, que quanto maior, maior sera a velocidade de reacdo, até determinado
valor que é considerado como temperatura 6tima; acima da temperatura 6tima, a atividade
volta a diminuir, por desnaturacdo da molécula; e

- 0 pH que existe um valor 6timo, onde a distribui¢do de cargas elétricas da molécula
da enzima e, em especial do sitio catalitico, é ideal para a catalise. As amilases hidrolisam
grupos de amido, assim liberando dextrinas e pequenos polimeros e podem ser divididos em
duas categorias bem distintas as endoamilases e exoamilases. As endoamilases catalisam as
hidrélises de forma aleatdria no interior do amido e as exoamilases hidrolisam as
extremidades ndo redutoras da cadeia, apresentando-se em trés grupos de amilases: (i) as a-
amilases, sdo responsaveis pelo rompimento das ligaces do substrato; (ii) as B-amilases, que
hidrolisam unidades das extremidades ndo redutoras; (iii) as glucoamilases que véo liberar

unidades de glicose do terminal ndo-redutor das moléculas do substrato. Logo, para que haja
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uma boa eficiéncia da hidrolise de amido em diferentes compostos, faz-se necessaria uma
acao em conjunto das enzimas (SANTANA, 2012).

2.4 Determinacdo de agUcares redutores

Os acgUcares redutores sdo caracterizados por possuirem grupo carbonilico e cetdnico
livres, capazes de se oxidarem na presenca de agentes oxidantes. Dentre estes, estdo 0s
monossacarideos frutose e glicose (SILVA et al., 2003).

Para se determinar o teor de acUcares redutores numa amostra, existem varios métodos
quimicos. Os métodos quimicos classicos conhecidos para a anélise de agUcares redutores na
sua maioria sdo fundamentados na reducgdo de ions cobre em solugdes alcalinas, mas também
existem aqueles fundamentados na desidratacdo dos agucares, por uso de acidos concentrados,
com posterior coloracdo com compostos organicos, além da simples reducdo de compostos
organicos, formando outros de coloragdo mensuravel na regido do visivel. Os métodos podem
ser agrupados tanto em titulométricos, gravimétricos e espectrofotométricos (SILVA et al.,
2003).

A determinacdo de agUcares redutores pelo método colorimétrico do DNS (&cido 3,5-
dinitrosalicilico) foi desenvolvida com base sobre a capacidade do &cido ser reduzido pela
glicose a um composto aromatico nitroamino analogo - &cido 3-amino-5-nitrosalicilico -
(Figura 5), o qual tem a capacidade de absorver fortemente a luz, estabelecendo dessa forma,
uma conexdo direta entre media calorimétrica e a quantidade de acUcares redutores
(GONGALVES, 2010 apud VASCONCELOS, 2013).

Figura 5 - Reacdo utilizada para determinacdo espectrofotométrica de agucares redutores.

Aclcar reduzido Ac(car oxidado
(grupo carbonil livre) (grupo carboxil)

H 0y _OH
OH OH

Condicdes alcalinas
Aquecimento 2

b

02 NO: No:

Fonte: Vasconcelos, Pinto e Aragdo (2013).
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2.5 Fermentacdo alcodlica

A transformacdo de acUcares em alcool é feita através da fermentacdo, sendo a
levedura Saccharomyces cereviseae amplamente utilizada no processo (CARVALHO et al.,
2008). Reguly (1998) afirma que esta levedura possui uma toleréncia a pH de 4,5 a 5,5, sendo
ainda mais viavel a pH entre 4,0 a 6,0. A temperatura ideal para sua fisiologia encontra-se na
faixa entre 26 °C e 35 °C, sendo estabelecida uma meédia de 30 °C.

O processo descontinuo de fermentacdo apresenta trés fases bem distintas: a fase
preliminar, a fase principal ou tulmutosa e, por fim, a fase complementar. A fase preliminar,
denominada de fase lag, tem o seu inicio no momento em que ocorre 0 contato da levedura
com o mosto. Nesta fase ocorre uma intensa reproducdo das leveduras, sendo facilitada pela
aeracdo do mosto. Ocorre pequena elevacdo da temperatura e pequeno desprendimento de
dioxido de carbono. A fase principal, é caracterizada pela liberacdo intensa de CO, acontece
0 aumento de etanol e a diminui¢do do °Brix, uma observacao importante € que para a0 mosto
amilases e necessario a adicdo de agitacdo para que possa ocorrer a liberacdo de CO,. Essa é
fase de maior tempo de duracdo. Ocorre rapida elevacdo da temperatura, ocorre 0 aumento da
percentagem de &lcool e acidez. Por fim, a fase complementar na qual ocorre a diminuicéo da
intensidade de desprendimento do CO., diminuicdo da densidade do vinho e a concentracdo
de acucares chega ao fim (REGULY, 1998; LIMA et al., 2001)

Uma forma bastante usada para o calculo do rendimento é a relacdo do teor alcodlico
real da fermentagdo com o teor tedrico descrito pela Equacdo de Gay Lussac (Equacdo 1)
(SILVA, 2000).

C¢H,0, = 2C,H:.OH + 2CO, + Calor @
180g —2x46 g + 2x44g
lg — 0511 g + 0488

A sacarose e 0 amido sdo grandes fontes para a producdo de etanol. Entretanto, o
rendimento ndo ultrapassa 95% do rendimento tedrico, pois Louis Pasteur ja demostrou que

ha sempre consumo de carboidratos pelas leveduras (REGULY, 1998).
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2.6 Destilacdo

Processo de separacdo de misturas homogéneas, de dois ou mais componentes que
apresentam diferentes temperaturas de ebulicdo (FLORINDO, 2012).

Apos a fermentacdo, 0os meios agucarados passam a denominar-se vinhos, com uma
constituicdo variavel, de substancias gasosas, solidas e liquidas. Os liquidos mais importantes
sdo0 a agua e o etanol, em porcentagens que variam de 88 a 93% e 12 a 7%, respectivamente,
nos vinhos comuns. Do material impuro e heterogéneo e centrifugado e separa-se o etanol por
destilacdo, em grau de pureza e concentracdo variaveis. Nessa operagdo geram-se vapores de
alcool e agua, que depois de resfriados formam um liquido de concentracdo no componente
mais volatil superior a do vinho, e isento de substancias sélidas. Em relacdo a maneira de

conduzi-la, a destilacdo classifica-se em intermitente e continua (LIMA et al., 2001).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Manipueira

Foram coletados 10 litros de manipueira de uma casa de farinha, localizada no
municipio de Pedras de Fogo, litoral sul da Paraiba. A amostra ao chegar ao laboratério foi
submetida a uma caracterizacdo inicial de pH, °Brix, turbidez e condutividade. Os
experimentos e analises foram realizadas nos Laboratérios de Tecnologia Sucroalcooleira,
Microbiologia e de Processos e OperacBes Unitarias, localizados no Centro de Tecnologia e
Desenvolvimento Regional CTDR-UFPB.

3.2 Sacarificacdo enzimatica da manipueira

A reacdo de sacarificacdo foi realizada em triplicata, em um rotaevaporador (Logen
Scientific - LSRI52C5) a uma temperatura de 75 °C, em banho maria, pH 5,0 e agitacdo de
120 rpm. O volume reacional foi composto de 400 mL de amostra todas, ao qual foram
adicionados 4 mL enzima alfa-amilase (cedida pela CBB — Biomassa e Bioprocessos). O
tempo total de sacarificacdo foi 54 horas. Ao final da sacarificacdo, foi retirada uma amostra

para analise do °Brix e agucares redutores (ARS).

3.3 Fermentacdo alcodlica

Ao final do processo de sacarificagdo da manipueira, descrito anteriormente (item 3.2),
foi realizada a fermentacdo de 150 mL do hidrolisado em frasco de Erlenmeyer de 250 mL.
Uma linhagem industrial de levedura Saccharomyces cerevisiae (UFLA CA-11), foi utilizada
para a producdo de etanol.

Inicialmente, foi realizada uma etapa de hidratacdo das células, utilizando-se 1,5 g de
levedura em 15 mL de solucdo de glicose a 0,5%. Em seguida, adicionaram-se 75 mL da
manipueira hidrolisada a qual foi aerada durante 1 hora. Ao final de 1 hora de aeracéo,
acrescentaram-se 0s 75 mL restantes, compondo assim, 0 mosto de fermentacdo. O mosto
teve o pH ajustado para 6,0, e 0 °Brix correspondente ao obtido do hidrolisado.

O processo fermentativo foi conduzido na temperatura de 30 °C, 100 rpm em
incubadora shaker (LUCA-223).

A fermentacdo foi monitorada pela reducgéo do °Brix, sendo finalizada quando o °Brix

manteve-se constante, apos 4 leituras consecutivas.
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O rendimento da fermentacdo alcodlica foi determinado através da Equacdo 2, sendo
considerado o valor do etanol produzido em gramas e dos agucares redutores (ARS)

consumidos, em gramas ( SILVA, 2008).

, Etanol (g)
Rendim ento (%) = ARs () 0511 (g/Q) x 100 (2)

Onde:
ARs: AgUcares redutores consumidos

0,511: Valor estequiométrico da equacao de Gay Lussac (REGULY, 1998).
3.4 Metodologia Analitica

3.4.1Determinacdo dos aglcares redutores

Ao final do processo de sacarificacdo e no inicio da fermentacdo determinou-se a
concentracdo de acucares redutores (ARs) pelo método DNS (Acido 3,5 -Dinitrosalicilico)
descrito por Vasconcelos, Pinto e Aragdo (2013). Para tanto, inicialmente foi construida uma
curva de calibracdo mostrada na Figura 6 com uma solucéo padréo de glicose, da qual foram
realizadas diluigdes de forma a se obter as seguintes concentragdes de glicose em (g/L): 0,1;
0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 0,9 e 1,0, gerando a equacdo da reta pra ser calculado a concentracdo de
acucares redutores. Foi adicionado 1 mL de cada diluicdo em tubos de ensaio + 1 mL da
solugédo de DNS. Os tubos foram levados a aquecimento em banho-maria (Q218-9) a 100 °C,
durante 15 minutos. Ap6s 15 minutos, os tubos foram resfriados em banho de gelo, durante 5
minutos. Em seguida, foram adicionados a mistura reacional 8 mL de agua destilada. As
amostras foram homogeneizadas e na sequéncia, foram realizadas as leituras de absorbancia,
em espectrofotébmetro (Edutec-FFQ-9005) a 540 nm.

As amostras foram analisadas seguindo o mesmo procedimento empregado na
construcdo da curva de calibracdo, realizando as diluicdes adequadas, de forma a ter uma

absorbancia dentro do limite da curva construida.
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Figura 6 - Curva de calibracdo do DNS
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Fonte: Autor, 2017.

3.4.2 Determinacédo da graduacdo alcodlica

O vinho foi centrifugado em centrifuga de bancada (Centrifuga — N11811) como
mostra a Figura 7. A centrifugacdo ocorreu a 4000 rpm durante 10 minutos. O grau alcodlico

de 50 mL de vinho delevedurado foi determinado utilizando-se um ebulidometro (Tech Vision
Ltda).

Figura 7 - Centrifuga de bancada

Fonte: Autor, 2017.

Outra fragdo de 50 mL da mistura alcodlica foi submetida a destilagio em micro
destilador de bancada (BFEMDAB8OQ), apresentado na Figura 8. Foi coletado 1/10 do destilado,
sendo submetido a medicao de sua graduacédo alcodlica em °GL, utilizando-se um densimetro
portatil (130 N portéatil-KIOTO).



Figura 8 - Micro destilador de bancada

Fonte: Autor, 2017.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo da manipueira

Os resultados referentes a caracterizacdo da manipueira (pH, turbidez, condutividade e

°Brix) estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizacéo inicial da manipueira.
Turbidez | Condutividade
pH (NTU) (MHO 20) °Brix
4,5 668 1,38 0
Fonte: Autor, 2017.

Dados de caracterizacdo referentes a turbidez e a condutividade nao foram
encontrados na literatura para que pudéssemos comparar aos valores determinados.

Quanto ao pH, em um levantamento realizado por Cassoni (2008) foi verificado que o
pH da manipueira obtida de diferentes fontes variou entre 5,3 e 6,27, ficando acima do
verificado na manipueira utilizada no presente trabalho. Entretanto, essa manipueira para ser
sacarificada devera ter o seu pH ajustado. Pois como afirma Oliveira et al. (2008), o pH ideal

para a enzima deve estar entre 5e 7.

4.2 Sacarificacdo enzimatica da manipueira

O processo de sacarificacdo foi acompanhado ao longo do tempo, verificando-se o
°Brix, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 2, sendo alcancados em 54 horas de

hidrolise o °Brix de 11,6, 12,6 e 11,1 para 0s experimentos 1, 2 e 3, respectivamente.

Tabela 2 - Quantidade de so6lidos.
Solidos solaveis — °Brix

Tempo Experimento Experimento Experimento
(h) 1,0 2 3
0 0,0 0,0 0,0
24 2,5 1,4 5,6
48 8,0 11,6 10,4
54 11,6 12,6 11,1

Fonte: Autor, 2017.

Ao final de 54 horas, retirou-se uma amostra de cada experimento para determinagéo

dos acucares redutores (ARs), cujos valores encontram-se na Tabela 3. Para os experimentos
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realizados em triplicata, percebe-se que os valores ficaram préximos, cuja concentracdo media

foi de 82,69 g/L com um desvio padréo de 2,18 g/L.

Tabela 3 - Concentracdo dos agucares redutores apos 54 horas da
sacarificacdo da manipueira.
Experimento  AcUcares Redutores (g/L) Média  Desvio Padrédo

1 85,63
2 50,42 82,69 218
3 82.03

Fonte: Autor, 2017.

Oliveira et al. (2008) utilizando dois tipos de enzimas (a-amilase e glucoamilase) para
hidrolisar cascas das raizes de mandioca, obtiveram uma concentracdo de acucar redutor de
68,4 g/L, ficando abaixo das concentracBes encontradas nos ensaios de sacarificacdo
alcancados neste trabalho. Camili et al. (2009) ao sacarificar a manipueira, também utilizando
as enzimas utilizadas por Oliveira et al. (2008), conseguiram um hidrolisado contendo 204,94
e 12,90 g/L de glicose e frutose, respectivamente. Entretanto, as quantidades de glicose e
frutose liberadas apos a hidrélise dependem da composicdo da manipueira, onde a quantidade
de amido varia de acordo com diversos fatores, tais como: 0 processamento, a variedade da

mandioca, a qualidade do solo, clima etc.

4.3 Fermentacdo alcodlica

Uma vez terminada a hidrélise enzimatica foi iniciado o processo de fermentacdo com
0 °Brix abaixo do recomendado para a fermentacdo como afirma Volpe (1996) que é de 14 a
16 °Brix, ideal para o melhor desenvolvimento da levedura. Porém, nas condic@es utilizadas
no presente trabalho (30 °C e pH 6,0), 0 °Brix ndo teve interferéncia sobre o desenvolvimento
da levedura.

As Figuras 9 e 10 mostram a reducdo do °Brix em funcdo do tempo de fermentagédo
onde a as duas figuras mostram os trés experimentos nas mesmas condi¢cdes. Porém, a retirada
de amostras do experimento 3 ocorreu em intervalos de tempos diferentes quando comparada
aos experimentos 1 e 2. O °Brix manteve-se aproximadamente constante apds 24 horas de

fermentacdo, ficando em torno de 4 °Brix para o0s trés ensaios fermentativos.



Figura 9 — Reducdo do °Brix em funcéo de tempo de fermentacéo, referente aos

experimento 1 e 2.
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Fonte: Autor, 2017.

Figura 10 - Decaimento do °Brix ao longo do processo fermentativo

(Experimento 3).
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Fonte: Autor, 2017.
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O rendimento das fermentagfes foi calculado utilizando-se a Eq. 2 (item 3.3). Para

isso, determinou-se o teor alcoolico do vinho delevedurado e a massa especifica para se obter

a quantidade de etanol em gramas.

Para determinacdo dos acUcares redutores consumidos, ao final da fermentacédo

retirou-se uma amostra, para determinagdo dos agUcares redutores.



33

Na Tabela 4, estdo os dados referentes aos ensaios de fermentacdo, quanto ao teor

alcodlico e massa especifica do vinho delevedurado, e aos agUcares redutores remanescentes.

Tabela 4 — Par@metros determinados ao final do processo fermentativo.

Teor ®Volume de Massa Massa Aclcares
Experimento  alcodlico etanol especifica etanol redutores
(°GL) (mL) (9/mL) (@) (/L)
1 8,3 4,15 0,965 4,00 5,92
2 7,9 3,95 0,981 3,87 5,92
3 7,5 3,75 0,989 3,71 5,68

(*) Volume de Etanol em 50 mL de vinho
Fonte: Autor, 2017.

Observando as concentracdes de acUcares redutores no inicio das fermentaces, que
sdo as mesmas do final da sacarificacdo (Tabela 3) e aquelas determinadas no final de cada
fermentacdo (Tabela 4), verifica-se que houve um consumo da ordem de 93,1% de acucares
redutores nos experimentos 1 e 3 e, de 92,6%, no experimento 2.

O teor alcodlico ficou entre 7,5 — 8,3 °GL, estando de acordo com dados da literatura.
Lima et al. (2001) afirma que apés a fermentagdo de mostos acgucarados, o percentual de
etanol varia de 7 a 12%, enquanto Reguly (1998) relata que a concentracdo de etanol fica
entre 7 e 10%. Os rendimentos (%) em etanol estdo apresentados na Tabela 5, assim como na

Figura 11.

Tabela 5-Rendimento de etanol obtido da fermentagdo do hidrolisado de manipueira.

Experimento Rendimento (%) Meédia Desvio Padréo
1 65,55
2 67.86 65,59 1,83
3 63,37

Fonte: Autor, 2017.
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Figura 11 — Rendimento de etanol obtido ao final dos processos de fermentacao.
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Fonte: Autor, 2017.

Embora, tenha ocorrido um consumo significativo de agucares redutores da ordem de
93%, em média, o rendimento de etanol foi 65,59% em relacao ao tedrico maximo.

Ha poucos trabalhos publicados relacionados a fermentacdo alcodlica de hidrolisado
de manipueira. Entretanto, h4 dados relacionados & fermentagdo de outras fontes de amido.
Urbano et al. (2009) hidrolisaram manipueira, empregando dois tipos de enzimas comerciais,
em duas etapas distintas. Em cada etapa foram aplicadas condicGes de temperatura, pH e
tempo de hidrélise. Ao final do processo, o hidrolisado foi fermentado utilizando-se uma cepa
comercial de levedura a 3%, durante 20 horas a 100 rpm e 19 °C. Ao final do processo, foi
obtido um rendimento de etanol de 96,18%. No vinho obtido, aléem do etanol, estava presente
0 metanol e pequenos tracos de glicerol.

Camili (2010) realizou um estudo sobre a producdo de etanol a partir de polpa de
mandioca. Nesse estudo verificou-se a influéncia de diferentes parametros operacionais,
sendo que no processo de fermentacdo alcodlica, os fatores estudados foram a concentracao
de indculo e o tempo de fermentacdo, sobre o teor de etanol, glicerol, teores de agUcares
residuais e o rendimento de etanol a partir do consumo de glicose. Pelos resultados obtidos, o
maior rendimento de etanol, foi de 80,29% (obtido para a concentracdo de levedura de 8% e
no tempo de fermentacdo de 24 horas). E importante chamar a atencdo para o fato que,
embora tenha ocorrido um consumo consideravel de glicose, da ordem de 99%, mesmo assim,

o rendimento de etanol sequer alcancou os 95% do rendimento tedrico, sugerido por Louis
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Pasteur. Ainda no trabalho de Camili (2010) uma concentragdo consideravel de glicerol foi
quantificada (18,22 g/L), sendo o segundo componente em maior quantidade, dentre aqueles
quantificados, ficando atrds apenas do etanol. Entdo, no presente trabalho, embora tenha
ocorrido um consumo significativo dos acgUcares redutores (proximo de 93%), estes podem ter
sido direcionados para a formacdo de glicerol, ou até mesmo outros subprodutos. Segundo
Lima et al. (2001), na sequéncia de rea¢Bes enziméticas que ocorrem no interior da célula de
levedura, rotas alternativas aparecem para propiciar a formacdo de materiais necessarios a
constituicdo da biomassa (polissacarideos, lipideos, proteinas, acidos nucléicos), bem como
para formacdo de outros subprodutos de interesse metabolico, relacionados direta ou
indiretamente com a adaptagdo e sobrevivéncia. Assim, juntamente com o etanol e com o
CO», 0 metabolismo anaerdbico permite a excrecdo de glicerol, acidos organicos (succinico,
acetico, piravico), alcodis superiores, acetaldeido, aléem de outros compostos de menor
significado quantitativo. Além disso, ocorre simultaneamente o crescimento das leveduras
(formacgéo de biomassa).

Outro fator que pode estar associado ao consumo significativo de substrato, porém,
com baixo rendimento de etanol, é o problema da contaminacao bacteriana. Frederick (1994)
apud Camili (2010) chama a atencdo para o fato que os maiores prejuizos causados pela
contaminacdo bacteriana sdo a degradacdo de acUcares e a correspondente formacdo dos
acidos lactico e acético, e intoxicagdo das leveduras.

Embora, no presente trabalho, o hidrolisado da manipueira tenha sido obtido numa
temperatura elevada (75 °C), o que pode ter reduzido a carga microbiana, que porventura
estivesse presente, ndo podemos garantir que toda a populacéo teria sido eliminada. Além do
mais, no preparo do indculo, na fase inicial houve uma aeracdo para melhor adaptacdo da
levedura ao hidrolisado. Porém, esse ar ndo estava estéril, ndo garantindo a assepsia do
processo.

Sé&o fatores que favorecem a contaminacéo bacteriana: altas temperaturas, aumento do
tempo de fermentacdo e o estresse da levedura (LIMA et al., 2001). Camili (2010) avaliou os
niveis de contaminacdo durante o processo de fermentacdo, e verificou que acima de 12 horas
de fermentacdo houve um aumento do nimero de bactérias contaminantes, atingindo a ordem
de 1,0 x 10® unidades formadoras de col6nias por mililitro de mosto analisado. Essa
quantidade de bactérias ja € considerada prejudicial ao processo, pois pode acarretar na
reducdo do rendimento e da qualidade do etanol.

As fermentacdes dos hidrolisados da manipueira, foram desenvolvidas durante um

longo periodo, de 26 a 27 horas. Talvez tenha ocorrido contaminagdo ao longo do processo.
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Se isto aconteceu, pode ser outro fator que levou a baixos rendimentos de etanol (em média
65,59%), quando comparados a dados disponibilizados na literatura.

Também séo fatores importantes, para o bom desenvolvimento das leveduras e a
consequente formacéo de etanol, a presenca de compostos organicos e minerais no mosto. A
levedura Saccharomyces cerevisiae utiliza o nitrogénio nas formas amoniacal (NH4"), amidica
(ureia) ou aminica (na forma de aminoécidos); o fosforo é absorvido na forma de ion H2PO4
(LIMA et al., 2001). Silva et al. (2008), através de um estudo de otimizacao da fermentacédo
alcoolica de caldo de cana-de-agucar, ao suplementar os mostos com fontes de nitrogénio e de

fésforo, conseguiram elevar a produtividade do etanol.

4.3 Destilagéo

O vinho delevedurado foi submetido a destilacdo em micro destilador de bancada, para
a obtencdo do alcool hidratado. A destilacdo obteve bons resultados, sendo obtidos teores
alcodlicos de 90,1; 90,3 e 83,3 °GL, para os vinhos delevedurados das fermentacGes 1, 2 e 3,
respectivamente.

A Figura 12 apresenta os teores alcoolicos dos vinhos delevedurados (obtidos no

ebulidmetro), e dos vinhos apos a separacdo, por destilacéo.

Figura 12 - comparagédo do vinho fermentado com o destilado em termos de graduacéo
alcodlica.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nos experimentos realizados foram positivos e ddo um
indicativo da agregacdo de valor a manipueira, através da producdo de etanol. Embora, o
rendimento médio de etanol obtido por fermentacdo tenha ficado abaixo do teérico maximo,
esta foi uma avaliag&o inicial.

O aumento desse rendimento pode ser alcangcado através do estudo da influéncia de
fatores sobre a fermentacdo do hidrolisado, tais como: temperatura, pH, concentracdo da
levedura, necessidade ou ndo de suplementacdo de nutrientes, assim como 0s cuidados
referentes a assepsia do mosto, com o objetivo de minimizar possiveis contaminacdes. Vale
salientar que anteriormente a etapa de fermentacdo, faz-se necessaria uma melhor
caracterizacdo fisico-quimica da manipueira. Estas caracteristicas sao variaveis e dependentes
da variedade da mandioca, do solo, quantidade de adubo colocado, clima e das condicdes de
processamento, 0 que vai impactar significativamente sobre a hidrdlise e consequentemente,
sobre o processo fermentativo.

O teor alcoodlico do vinho delevedurado ficou dentro do intervalo reportado pela
literatura. Apds a destilacdo observou-se que o teor alcodlico foi de 90,1; 90,3 e 83,3 °GL,

tendo-se assim o etanol hidratado ao final do processo d fermentacéo.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Caracterizacéo fisico-quimica da manipueira.

e Variar as condi¢Bes experimentais da sacarificacdo enzimética, de modo a maximizar
a quantidade de acucar liberada, e reduzir o tempo de experimento.

e Otimizar o processo de fermentacao alcoolica;

e Verificar a viabilidade econdmica para a producdo de etanol, a partir da manipueira.
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