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RESUMO

Atualmente, a matriz energética brasileira centraliza toda a sua producdo de bioetanol a partir
da cana-de-agucar, no entanto, tendo em vista a vasta biodiversidade encontrada em seu
territério, o Brasil dispde de uma grande variedade de residuos agricolas e agroindustriais
cujo bioprocessamento para a producdo de bioetanol desperta um grande interesse
econOmico e social. Nesse contexto, a presente pesquisa teve como objetivo estudar o
aproveitamento de sementes de jaca (residuo) como fonte de amido para a producdo de
bioetanol. Visando a maxima remog¢ao do amido presente nas sementes de jaca, as mesmas
foram submetidas a etapas de extragdo e purificacdo. Parametros fisico-quimicos foram
determinados tanto para as sementes quanto para o amido extraido das sementes de jaca. O
material amildceo obtido foi, entdo, submetido a tratamentos hidroliticos, empregando os
dcidos sulftrico e fosférico como catalisadores, seguindo um planejamento fatorial completo
23 com trés pontos centrais. Foram definidas como varidveis independentes, a temperatura
(80, 100 e 120 °C), o tempo de reagdo (30, 60 e 90 min.) e a concentragdo do dcido (1, 3 e
5%), e como varidveis dependentes, as concentracdes de glicose e hidroximetilfurfural (g.L
1) presentes nos licores hidrolisados. A fim de observar e avaliar o efeito dos tratamentos
acidos, realizados nas condi¢des otimizadas de operagdo, sobre a superficie dos granulos do
amido extraido de sementes de jaca, a técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV)
foi empregada. Os licores hidrolisados pelos &cidos sulfurico e fosférico, obtidos nas
condi¢des otimizadas de operacdo, foram submetidos a ensaios fermentativos em uma
camara incubadora com agitacdo orbital a 160 rpm, sob temperatura controlada de 32 °C,
empregando como microrganismo, a levedura industrial Saccharomyces cerevisiae Y904, e
como nutrientes, o composto nutricional industrial Nitrofés. O material amildceo extraido
das sementes de jaca apresentou elevado teor de amido (85,5%). Maiores concentracdes de
glicose, 32,98 e 31,23 g.L'! para os tratamentos hidroliticos com os 4cidos sulfdrico e
fosférico, respectivamente, concomitantemente, com concentracdes de hidroximetilfurfural
(HMF) que nio inibissem o processo fermentativo, 0,53 e 0,08 g.L"! para os tratamentos com
os 4cidos sulftrico e fosférico, respectivamente, foram encontradas no ensaio executado nas
condi¢cdes mais severas estabelecidas para a matriz de planejamento, sendo elas: 120 °C,
concentracdo do 4cido a 5% e 90 min. de reacdo. O tratamento hidrolitico do amido
conduzido com o acido sulfurico apresentou maior eficiéncia de hidrolise (70,13%) quando
comparada a eficiéncia alcancada pelo tratamento empregando-se o é&cido fosférico
(66,41%). As micrografias revelaram os aspectos morfoldgicos caracteristicos dos granulos
de amido de sementes de jaca, constatando-se formatos, predominantemente, elipsoides e
hemisféricos, e tamanhos variando de 4 a 9 um, bem como suas modificagdes estruturais
causadas pela acdo dos acidos durante os tratamentos hidroliticos. Os ensaios fermentativos
realizados com os licores hidrolisados pelos acidos sulftirico e fosférico apresentaram
eficiéncias de fermentacdo de 97,85 e 95,89%, respectivamente, indicando, portanto, que a
levedura foi capaz de metabolizar, praticamente, todo o substrato limitante (glicose) presente
nos licores em etanol. Considerando os resultados obtidos em todas as etapas realizadas
durante a presente pesquisa, conclui-se que o amido extraido de sementes de jaca apresentou-
se como uma matéria-prima promissora para a producdo de bioetanol.

Palavras-chave: jaca, amido, hidrdlise dcida, fermentagdo alcodlica, bioetanol.
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ABSTRACT

Currently, the Brazilian energy matrix centralizes all their production of bioethanol from
sugar cane, however, in view of the vast biodiversity found in its territory, Brazil has a wide
variety of agricultural and agro-industrial waste whose bioprocessing for bioethanol
production arouses a great economic and social interest. In this context, the present research
was to study the use of jackfruit seeds (residue) as a source of starch for the production of
bioethanol. For ultimate removal of this starch in jackfruit seeds, they were subjected to
extraction and purification steps. Physical and chemical parameters were determined for both
the seeds and the starch extracted from jackfruit seeds. The starch material obtained was then
subjected to hydrolytic treatments using sulfuric and phosphoric acids as catalysts, following
a full 2% factorial design with three central points. We defined as independent variables the
temperature (80, 100, 120 °C), the reaction time (30, 60 and 90 min.) and the concentration
of the acid (1, 3 and 5%), the dependent variables were the glucose concentrations and
hydroxymethylfurfural (g.L!) present in the hydrolyzed liquor. In order to observe and
evaluate the effect of acid treatments, based on the optimized operating conditions on the
surface of starch granules extracted from jackfruit seeds, scanning electron microscopy
technique (SEM) was used. The liquors hydrolyzed by sulfuric and phosphoric acids,
obtained in the optimized operating conditions, underwent fermentation trials in a dry
incubator with orbital shaking at 160 rpm, under controlled temperature of 32 °C, using
industrial yeast Saccharomyces cerevisiae Y904 as microorganism, and the industrial
nutritional compound Nitrophds as nutrients. The starch material extracted from jackfruit
seeds showed high starch content (85.5%). We found higher concentrations of glucose, 32.98
and 31.23 g.L'! to hydrolytic treatment with sulfuric and phosphoric acids respectively,
concurrently, with concentrations of hydroxymethylfurfural (HMF) which would not inhibit
the fermentative process, 0.53 and 0, 08 g.L‘l for treatment with sulfuric and phosphoric
acids, respectively. These were found in the test run under the most severe conditions
attached to the planning matrix, namely, 120 °C, 5% acid concentration and 90 min.
reaction. The hydrolytic treatment of starch conducted with sulfuric acid hydrolysis showed
higher efficiency (70.13%) compared to treatment efficiency achieved by employing
phosphoric acid (66.41%). The micrographs revealed the characteristic morphology of
jackfruit seed starch granules, confirming hemisphere and ellipsoid formats, and sizes
ranging from 4 to 9 um, as well as its structural modifications caused by the action of acid
during the hydrolytic treatment . The fermentation trials with liquors hydrolyzed by sulfuric
and phosphoric acids showed fermentation efficiencies of 97.85 and 95.89%, respectively,
thus indicating that the yeast was capable of metabolizing substantially all the limiting
substrate (glucose) present in liquors from ethanol. Considering the results obtained in all
steps undertaken during this research, it is concluded that the extracted starch jackfruit seeds
appeared as a promising raw material for the production of bioethanol.

Keywords: jackfruit, starch, acid hydrolysis, alcoholic fermentation, bioethanol.



Introdugdo

1. INTRODUCAO

A constante busca pela preservacdo do meio ambiente maximizam a importancia da
inclusdo de combustiveis renovdveis na matriz energética mundial. Essa nova visdo,
aumentou o interesse na conversdo de biomassa em bioetanol e, hoje, esse biocombustivel
tornou-se, além de uma realidade imediata, uma alternativa promissora, sendo estudado
mundialmente (SILVA, 2012).

O Brasil tem investido na producdo de biocombustiveis desde a década de 1970 e,
atualmente, ¢ conhecido mundialmente pela producdo de etanol a partir da cana-de-agicar
(BERNARDO, 2009), sendo o segundo maior produtor de etanol do mundo, com a producio
de 23,5 bilhdes de litros anuais (BRASIL, 2013). No entanto, defronta-se com a perspectiva
de um aumento significativo da demanda de etanol. Segundo Barcelos (2012), esta previsao
sustenta-se em trés realidades de mercado: aumento interno do consumo de alcool hidratado
pelo sucesso da introdugdo da alternativa flex fuel no mercado de veiculos automotivos leves,
expansao das exportacOes brasileiras de etanol em fun¢do do crescente interesse mundial pela
mistura do dlcool a gasolina e op¢ao brasileira pela producao do biodiesel utilizando etanol na
transesterificacdo dos 6leos vegetais.

Nesse contexto, o Brasil necessita de uma politica de expansdo para a producio de
etanol, requerendo, portanto, estimular cada vez mais a pesquisa e o desenvolvimento de
novas matérias-primas para a producio desse biocombustivel. Uma alternativa promissora € a
evolugdo de processos biotecnolégicos que visam o aproveitamento de residuos da
agroindustria, uma vez que alia o aumento da producdo da industria alcooleira e a diminuicao
dos problemas ambientais associados a disposi¢do dos mesmos no meio ambiente.

As matérias-primas usadas para a produgdo de etanol provenientes da agroindustria
sdo as mais variadas possiveis e, segundo a sua composi¢do quimica estdo distribuidas nas
seguintes categorias: agucaradas, amildceas e celulésicas (WENZEL, 2001; LIMA, 2001;
PEREIRA Jr. et al.,, 2008). Os requisitos desejados para a matéria-prima ideal incluem
multiplos fatores ndo facilmente concilidveis, tais como: disponibilidade, preco, qualidade em
relacdo ao processo de conversao e sustentabilidade ambiental (COUTINHO e BOMTEMPO,
2011).

O Nordeste brasileiro apresenta uma grande diversidade de espécies frutiferas nativas

e exoticas bem adaptadas as suas condi¢des edafoclimdticas, representando um grande
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potencial sécio-econdmico, tanto para o mercado interno e externo de comercializacdo de
frutas in natura, como para industrializacdo (FONSECA, 2010). A jaqueira (Artocarpus
heterophyllus L.) é uma destas fruteiras exdticas, originiria da India, bem adaptada ao
ambiente de transicdo entre a Mata Atlantica e o Semiarido nordestino (OLIVEIRA et al.,
2011).

Os frutos da jaqueira sdo comercializados e consumidos quase que exclusivamente na
forma in natura, e sua alta perecibilidade leva a um indice elevado de perda pds-colheita,
acarretando prejuizos aos produtores (OLIVEIRA et al., 2011). Um volume expressivo de
residuos gerados pelo consumo in natura ou pela industrializa¢do desse fruto, como o carog¢o
ou semente, que representam de 15 a 25% do fruto, sdo ricos em nutrientes, tais como
carboidratos, proteinas, fibras, sais minerais e acidos graxos, podendo ser utilizados na
industria alimenticia (ASQUIERI et al., 2008; QUEIROZ et al., 2013), além de possuirem
elevado teor de amido, matéria-prima para a obtencdo de etanol (MADRIGAL-ALDANA et
al., 2011).

Entretanto, o amido ndo ¢é passivel de fermentacdo pela levedura alcodlica,
necessitando, portanto, ser transformado a mono e dissacarideos fermentdveis por hidrolise
dcida ou enzimdtica, etapa imprescindivel a formagdo de agucares redutores requeridos a
fermentacao (BRINGHENTI e CABELLO, 2005).

Segundo Woiciechowski et al. (2002), a hidrdlise 4cida apresenta vantagens em
relagdo ao tratamento enzimdtico, principalmente, quando se compara a eficiéncia na
recuperagdo de acucares redutores, com os custos de operacdo, uma vez que, a hidrélise dcida
necessita de um menor tempo de reacdo, bem como de menores gastos com produtos
quimicos e energia do que a hidrélise enzimatica.

A jaqueira, mesmo sendo uma cultura muito popular e de multiplos objetivos de uso, o
mercado ainda ndo despertou para a rentabilidade que a mesma pode gerar (SILVA et al,,
2007). Esse fato evidencia a necessidade de processos simples e baratos, que possam oferecer
alternativas para um maior aproveitamento do fruto, promovendo uma perspectivagao dos
complexos agroindustriais em dire¢do aos empreendimentos, ampliando as politicas de cunho
social, ambiental e econdmico nas comunidades agricolas.

A produgdo de etanol a partir do amido extraido da semente de jaca acena como uma
alternativa para transformar o residuo amildceo em co-produto, agregando valor & matriz
produtora da fruta, minimizando, assim, as perdas provocadas por sua comercializacdo, e

promovendo o aumento de novos investimentos, empregos, renda e desenvolvimento
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tecnoldgico em regides onde a cultura da jaca se faz presente, além de poder atender parte da
crescente demanda brasileira por combustiveis de reduzido impacto ambiental.

Diante do exposto, a presente pesquisa teve como objetivo geral desenvolver um
processo tecnoldgico visando o aproveitamento da semente de jaca como fonte de amido para

a produgdo de etanol e, como objetivos especificos:

» Determinar o rendimento do processo de extragdo do amido das sementes de jaca;

» Caracterizar, através de andlises fisico-quimicas, as sementes de jaca e o amido obtido
a partir das sementes de jaca (teor de 4gua, cinzas, proteinas, aclcares redutores,

acucares totais, fibras, amido, lipidios, acidez e pH);

» Definir as condi¢des otimizadas de operacdo (temperatura, tempo de reacdo e
concentracdo do 4cido) para os tratamentos hidroliticos conduzidos com os acidos

sulftrico e fosforico;

» Comparar as eficiéncias de hidrélise dos diferentes tratamentos dcidos realizados;

» Verificar as mudancas morfoldgicas na estrutura do amido da semente de jaca

ocasionadas pelos diferentes tratamentos hidroliticos realizados;

» Avaliar a fermentabilidade dos licores hidrolisados pelos acidos sulftrico e fosférico
obtidos nas condicdes otimizadas de operacdo através de um estudo cinético e da

determinag¢do dos parametros fermentativos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na secdo 2 estdo apresentadas as fundamentagoes teoricas sobre os temas abordados
na tese, sendo elas; a importdncia dos biocombustiveis, bem como um breve historico sobre o
etanol e as matérias-primas para sua producdo; em seguida, caracteristicas estruturais do
amido e a viabilidade de sementes de jaca como fonte de amido; posteriormente, aspectos
relacionados aos processos de hidrolise e fermentacdo, finalizando com a descricdo de
pesquisas visando o aproveitamento de residuos amildceos para a produgdo etanol (Estado

da arte).

2.1. Biocombustiveis

Uma sucessdo de desvantagens estdo relacionadas ao emprego de combustiveis fosseis
como fonte de energia, entre elas destacam-se: a elevada projecao de precos a longo tempo, a
emissdo de gases causadores do efeito estufa e consequéncias ambientais como mudangas
climaticas atribuidas as emissdes de didxido de carbono (MUSSATTO et al., 2010;
DOHERTY et al., 2011; TSIGIE et al., 2011). Estas desvantagens podem ser fortemente
minimizadas ou mesmo eliminadas com a substituicdio destes combustiveis pelos
biocombustiveis, os quais representam uma fonte de energia limpa e sustentdvel
(HAMELINCK et al., 2005).

Os biocombustiveis, segundo a Lei N° 9.478, sdo definidos como sendo um
combustivel derivado de biomassa renovdvel que pode substituir, parcial ou totalmente,
combustiveis derivados de petroleo e gds natural em motores a combustido ou em outro tipo de
geracdo de energia (ANP, 2013). Conforme a ANNEL (2005), a biomassa € toda matéria
organica de origem animal ou vegetal que pode ser utilizada na producdo de energia.

O Brasil apresenta potencial para producdo de biocombustiveis em grande parte de sua
extensdo territorial. Suas caracteristicas edafoclimdticas, biodiversidade, disponibilidade de
area e de mao-de-obra, bem como comprovada competéncia técnica no campo da ci€ncia
agricola contribuem para esta condi¢ao (DIAS et al., 2008).

No entanto, alguns estudiosos e ambientalistas demonstram preocupagdes quanto ao

impacto da expansio da drea de producdo de biocombustiveis, pois o cultivo em larga escala
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de matéria-prima requer grandes quantidades de recursos naturais, como agua, além de
fertilizantes e de pesticidas. Portanto, o planejamento produtivo deve sempre visar o respeito
aos requisitos socioambientais, conforme as caracteristicas edafoclimdticas, a aptidao e a
capacidade de uso de cada drea ou regido, sendo apoiado por tecnologias e metodologias de
andlise como o zoneamento agroecoldgico de espécies importantes em areas de expansao da
agroenergia (MANZATTO et al., 2009).

O uso de biocombustiveis na matriz energética nacional jid proporciona uma
significativa redu¢@o nas emissdes de gases de efeito estufa (GEE). Na Figura 2.1, observam-
se as emissOes de gases de efeito estufa evitadas no Brasil em 2012, medidas em toneladas de
CO; equivalente, decorrentes do uso de biocombustiveis renovéveis (etanol anidro e hidratado

e biodiesel), em detrimento de seus equivalentes fosseis, gasolina e diesel (BRASIL, 2013).
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Fonte: Brasil (2013).
Figura 2.1. Emissdes de gases de efeito estufa (GEE) evitadas no Brasil em 2012.

No entanto, o aumento considerdvel na demanda global por energia exige o continuo
avanco de tecnologias que visem, cada vez mais, a diminuic@o das emissdes de gases de efeito
estufa, colaborando assim, com a preservacdo do meio ambiente. Nesse contexto, inimeras
pesquisas visando o desenvolvimento de novos processos sustentdveis € a otimizagdo dos
processos ja existentes vém sendo extensamente desenvolvidas. Segundo Milessi (2012),
dentre os biocombustiveis estudados atualmente, o bioetanol recebe destaque no Brasil devido
a grande disponibilidade de matéria-prima e ao seu histérico de pioneirismo neste

biocombustivel desde a década de 1970.
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2.2. Etanol

Em meados de 1975, o governo brasileiro, ao levar em conta o potencial do Pais em
expandir 4rea produtiva, sem comprometer outras culturas, adotou o dlcool etilico como
carburante. Alternativa aparentemente interessante, pois reduziria as despesas com a
importacio do petréleo, sugerindo entio o Programa Nacional do Alcool (Pré-dlcool), criado
pelo decreto n® 79.953, de 14 de novembro de 1975, visando incentivar a produgdo de 4lcool
etilico, que tinha como matéria-prima a cana-de-agicar e, levantando interesse por outras
culturas potencialmente energéticas como o sorgo e a mandioca (RIBEIRO FILHO et al.,
2008).

Em 1979, o Pré-dlcool foi expandido devido a segunda crise do petréleo. Assim, em
1984, 94,4% dos carros novos brasileiros eram movidos a etanol. No entanto, o aumento do
preco do acgucar e a liberalizagdo da exportacdo do produto em 1988, levaram a reducdo da
producdo do etanol. Depois de 1989, com o crescente aumento do preco desse combustivel,
aumentaram as vendas de veiculos movidos a gasolina, levando, nos anos 1990, ao final da
producdo de motores movidos somente a etanol. Entretanto, foi mantida a mistura de etanol a
gasolina de 20-25%, a fim de reduzir as emissdes de CO», especialmente, nos centros urbanos
(KOHLHEPP, 2010).

Acompanhando a evolucdo e as novas tendéncias do seguimento, no ano de 2002, foi
apresentado o primeiro veiculo com motor flex-fuel, movido a gasolina e a etanol, ou com
uma mistura dos dois, modelo desenvolvido por empresas alemads, e produzido em série no
Brasil a partir de mar¢o de 2003. Em marco de 2004, 16% dos veiculos novos vendidos no
Brasil ja eram equipados com esse tipo de motor, sendo hoje mais de 92% (KOHLHEPP,
2010).

Atualmente, o Brasil € o produtor de bioetanol com maior capacidade competitiva do
mundo, possuindo um mercado interno bem desenvolvido e cada vez mais estimulado pelo
crescimento das vendas de veiculos flex. Sendo o maior produtor de cana-de-agicar do
mundo, devido as condicdes climaticas favordveis, amplas chuvas durante a época certa e
terras produtivas abundantes, o Brasil possui potencial para aumentar significativamente sua
producdo de etanol e desempenhar um papel importante na satisfacdo da demenda global

futura, sem comprometer a produgao de alimentos (CANILHA et al., 2011).
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Segundo dados do Ministério de Minas e Energia, em 2012, foram produzidos 23,5
bilhdes de litros de etanol no Brasil (volume 2,8% superior a 2011), sendo 9,7 bilhdes de

anidro e 13,9 de hidratado (BRASIL, 2013), conforme ilustra a Figura 2.2.
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Figura 2.2. Producdo brasileira de etanol em 2012.

Quanto ao cendrio mundial, dados reunidos pela renomada consultoria alema F. O.
Licht, divulgados pela Global Renewable Fuels Alliance (Figura 2.3), mostraram que a
producdo mundial de etanol, em 2012, foi de 85,2 bilhdes de litros, revelando uma evolugdo

positiva de 0,9% entre 2011 e 2012 (KNOWTEC, 2013).
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Figura 2.3. Produ¢do mundial de etanol em 2012.
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O Brasil é o segundo maior produtor de etanol do mundo, sendo precedido apenas
pelos Estados Unidos. Enquanto a matéria-prima brasileira é a cana-de-acucar, os Estados
Unidos utilizam o milho para produzir este biocombustivel, desta maneira, a cana-de-agtcar e
o milho sdo as principais matérias-primas utilizadas na produgao de bioetanol (HARUN et al.,
2010).

No entanto, estudos indicam que o consumo mundial de dlcool combustivel serd de
205 bilhoes de litros em 2025 (KNOWTEC, 2013). Portanto, o estabelecimento de metas
extremamente ambiciosas para aumento do consumo do etanol nos préximos anos, requer um
aumento substancial da producdo de etanol e, nesse sentido, estimula a pesquisa € o

desenvolvimento de novas matérias-primas para a produgdo de etanol.

2.2.1. Matérias-primas para producao de etanol

Alguns critérios devem ser considerados na escolha da matéria-prima para obtencdo de
etanol, destacam-se a produtividade do processo, o custo de producdo, os requisitos de
qualidade de solo e clima para a producdo em larga escala da matéria-prima, os residuos
gerados no processo com valor energético, a sazonalidade, os usos alternativos dos residuos e
da matéria-prima, o nivel de difusdo da cultura, o nivel tecnolégico e os impactos ambientais
(SCHULZ, 2010).

A produgdo de etanol é normalmente realizada em trés etapas: obtencdo dos acucares
fermentesciveis, fermentacdo dos aciicares por microrganismos e separagdo e purificacdo do
etanol, realizada geralmente por destilacdo, retificacdo e desidratacdo (MUSSATO et al.,
2010). As matérias-primas utilizadas para sua producdo podem ser divididas em trés grandes
grupos (Figura 2.4): matérias-primas agucaradas, amilaceas e celuldsicas (JOHN et al., 2011).

A complexidade do processo de produgdo de etanol depende da matéria-prima. Desse
modo, o espectro de tecnologias concebidas e aplicadas vai desde a simples conversdo de
acucares por fermentagdo, até a conversdo em vdrias fases da biomassa. A grande diversidade
de alternativas tecnoldgicas requer a analise do processo global, juntamente com a concepgao

e desenvolvimento de cada uma das operacdes envolvidas (CHAGAS, 2012).
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Figura 2.4. Rota de producio de etanol para diferentes matérias-primas.

A principal diferenca entre a produgdo de etanol a partir de biomassas agucaradas,
amildceas e celuldsicas estd na etapa de obtencdo dos actcares fermentesciveis. Enquanto
biomassas acgucaradas necessitam somente de uma etapa de moagem para a extracdo dos
acucares, a produgdo de etanol a partir de amildceos necessita de uma etapa de hidrdlise das
cadeias de carboidratos para obten¢io de um xarope de acticares (CARDONA e SANCHEZ,
2007; MUSSATTO et al., 2010). Ja a utilizacdo de biomassa celuldsica necessita de um pré-
tratamento antes da hidrélise para liberar os acucares fermentesciveis (PEREIRA Jr. et al.,

2008; CARDONA e SANCHEZ, 2007; NIGAM e SINGH, 2011).
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2.2.1.1. Matérias-primas amilaceas

A busca por novas matérias-primas para produgdo de etanol, assim como a tecnologia
industrial utilizada para fontes amildceas, ja faz parte da agenda dos paises detentores de alta
tecnologia, como Alemanha, Dinamarca, Bélgica, Suécia, Franca e Estados Unidos, desde o
final da década de 90 (IEL, 2008).

O Brasil é um pais rico em plantas que acumulam amido e que apresentam
potencialidade de virem a ser introduzidas como matérias-primas para extragao de amido
comercial, incrementando o setor agricola e agregando valores as culturas de tuberosas
amildceas tropicais (LEONEL et al., 2004).

No Brasil, a produgdo de etanol € tradicionalmente baseada na cultura da cana-de-
acucar, mas as necessidades energéticas no mundo viabilizam a sua producdo a partir de
fontes alternativas (URBANO, 2012). Em virtude disso, novas fontes tém sido exploradas,
entre elas, o amido para a producdo de etanol (LOTTERMANN, 2012).

Entre as fontes mais comuns de amido exploradas pelo mercado mundial estdo o milho, a
batata inglesa, a batata-doce e a mandioca (VILPOUX, 2003). Essas matérias-primas
apresentam algumas vantagens sobre a cana-de-agucar para producao de etanol. S@o ricas em
carboidratos totais, apresentando maior concentracio de carboidratos por unidade de matéria-
prima vegetal que a propria cana-de-acucar, o que significa diminui¢do considerdvel do
manuseio de volumes madssicos. Por exemplo, uma tonelada de cana produz 85 litros de
etanol, enquanto uma tonelada de mandioca com 33% de amido e 2% de glicose produz 211
litros de etanol (SILVA e CABELLO, 2006). A composi¢do quimica de algumas matérias-

primas amildceas encontra-se exposta na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Composi¢do quimica de algumas matérias-primas amildceas.

Constituinte (%) Milho Mandioca Batata-doce  Batata inglesa
Teor de dgua 63,5 61,8 69,5 82,9
Proteina 6,6 1,1 1,3 1,8
Lipidios 0,6 0,3 0,1 -
Carboidrato 28,6 36,2 28,2 14,7
Fibra 3,9 1,9 2,6 1,2
Cinzas 0,7 0,6 0,9 0,6

Fonte: Taco (2011)
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A producio de etanol por fermentacdo de substratos amildceos vem sendo objeto de
intensas pesquisas que buscam aperfeicoar a conversdo destes materiais de um modo mais
rdpido e a menores custos. A ampliacio da participagdo da biomassa, a partir do
desenvolvimento de fontes amildceas, poderd promover uma perspectivacdo dos complexos
agroindustriais em dire¢do aos pequenos empreendimentos, ampliando as politicas de cunhos
social, ambiental e econdmico nas comunidades agricolas e de base familiar (COSTA, 2010).

Além de uma nova iniciativa, serd também um modo de produzir dlcool etilico com
menor teor de impurezas, podendo destinar-se a industria farmacéutica e de bebidas,
promovendo o aumento de novos investimentos, empregos, renda e desenvolvimento
tecnoldgico, além de poder atender parte da crescente demanda mundial por combustiveis de

reduzido impacto ambiental (SALLA, 2008).

2.3. Amido

O amido € um polissacarideo pertencente a classe dos carboidratos, formado por meio
da unido de vérias unidades de D-glicose. Sendo a principal fonte de armazenamento de
energia nas plantas, estd presente em raizes, frutos, tubérculos e sementes (BRUICE, 2006;
FRANCISCO JUNIOR, 2008; RUDNIK, 2008). A matéria-prima ¢é disponivel em
quantidade suficiente, e os processos industriais permitem que o amido seja extraido com
elevada pureza. Trata-se de uma matéria-prima renovével, biodegraddvel e ndo téxica (VAN
DER BURGT et al., 2000).

Sendo formado nos plastideos das plantas superiores, o amido € sintetizado nas folhas,
onde serve como carboidrato de reserva temporario, acumulando-se nos cloroplastos durante
o dia e servindo como fonte principal para a sintese de sacarose citosdlica durante a noite.
Essa sacarose € entdo transportada para os 6rgdos de armazenamento das plantas, como
sementes, frutas, tubérculos e raizes, acumulando assim, amido nestes tecidos (TESTER et al.,
2004; VANDEPUTTE e DELCOUR, 2004).

A prética e o uso industrial de produtos amildceos e mais recentemente, do proprio
amido, vém se desenvolvendo desde um periodo primitivo. H4 milénios o homem aprendeu
como utilizar as plantas amildceas para obter alimentos e bebidas tdo importantes quanto o

pao e a cerveja. Atualmente, além da utilizagc@o no setor alimenticio, € bastante significativo o
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emprego do amido na industria, chegando mesmo, em alguns casos, a ultrapassar seu uso
como alimento (CEREDA, 2002).

Ainda segundo Cereda (2002), além dos usos j citados, o amido tem sido utilizado
como matéria-prima na inddstria téxtil, na elaboracdo de compostos farmacéuticos, na
producdo de resinas naturais e na elaboracdo de materiais termopldsticos biodegradaveis.
Podendo ser também empregado na producgdo de alcodis finos para o preparo de bebidas e
producdo de dlcool carburante.

Os paises de regides tropicais, como o Brasil, apresentam grande vantagem em relacio
aos principais produtores de amido no mundo, que estdo localizados em regides temperadas,

devido a grande variedade de culturas tropicais amildceas (LACERDA, 2006).

2.3.1. Estrutura do amido

Dentre os polissacarideos, somente o amido se organiza na forma de granulos (Figura
2.5), que sdo pequenas unidades individuais e relativamente densas (RIBEIRO e
SERAVALLI, 2004; LIU, 2005). A biossintese do granulo de amido inicia-se no hilo e o
granulo se desenvolve por aposi¢do ao redor desse hilo (Figura 2.6). Os granulos apresentam
variadas formas e tamanhos, dependendo de sua origem botanica. Geralmente, a diferenca na
morfologia externa € suficiente para permitir a caracterizagdo da origem botanica, podendo

ser visualizada através da microscopia (PEREZ e BERTOFT, 2010).

Fonte: Oliveira (2011).

Figura 2.5. Representacio esquemadtica do granulo de amido.
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Fonte: Oliveira (2011).

Figura 2.6. Estrutura interna do granulo de amido.

Por estar ligado ao desenvolvimento da planta, a estrutura do amido estd também
intimamente relacionada as condi¢cdes agrondmicas do local na qual se dd o cultivo.
Alteragdes de clima, por exemplo, podem influenciar na formagdo do granulo e na deposi¢do
do amido. Esses fatores, por sua vez, podem interferir sobre o tamanho e formac¢ado do granulo
de amido (DAIUTO e CEREDA, 2004).

Os granulos de amido quando observados através de um microscépio de luz polarizada
exibem uma cruz de malta (Figura 2.7), a qual é uma refracdo da luz polarizada das regides
cristalinas dos granulos, ja que os granulos de amido sdo compostos por anéis de crescimento

semi-cristalinos e amorfos alternados (COISIDINE et al., 2011).

.. Amorphous
— regions
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,
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regions

Fonte: Denardin e Silva (2008).

Figura 2.7. Regides amorfas e cristalinas no granulo de amido.
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As dreas cristalinas sdo responsdveis por manter a estrutura granular, influenciando
seu comportamento em dgua e tornando-o relativamente resistente ao ataque enzimético ou
quimico (CEREDA, 2002). A zona amorfa dos granulos é a regido menos densa, mais
suscetivel aos ataques quimicos ou enzimaticos, e absorve mais 4gua em temperaturas abaixo
da temperatura de gelatinizacdo (BILIADERIS, 1991).

O amido, que se apresenta na forma de discretos granulos com forma e tamanho
dependente da sua fonte botanica, é composto basicamente por dois tipos de macromoléculas:
a amilose e a amilopectina. O amido deve muito de sua funcionalidade a estas duas
macromoléculas, assim como a organizacdo fisica delas dentro da estrutura granular. A
proporcdo entre amilose e amilopectina é varidvel com a fonte botanica, a qual confere
caracteristicas especificas a pasta de amido (CEREDA, 2002).

A amilose (Figura 2.8) € uma molécula essencialmente linear, composta por unidades
de D-glicose ligadas em a-1,4 com um pequeno nimero de ramificacdes (HANSEN et al.,
2008). Seu peso molecular é de 1x103 a 1x10° g/mol e seu comprimento pode variar de 4 a
100 wunidades de glicose (JAYAKODY, 2001). A maioria dos amidos contém,
aproximadamente, 25% de amilose (BeMILLER e WHISTLER, 2009), e esse contetdo varia
de acordo com a fonte botanica, maturidade fisiolégica e condi¢des de solo e clima

(CEREDA, 2002).

Ligagio alfa1-4

Fonte: Borsolari et al. (2009).

Figura 2.8. Estrutura da amilose.

Segundo Tester et al. (2004), a localizacdo exata da amilose dentro do granulo de
amido ndo é clara. Acredita-se que a amilose esteja localizada entre as cadeias de
amilopectina e, aleatoriamente, entremeada entre as regides amorfas e cristalinas. As
moléculas de amilose maiores estdo concentradas no centro do granulo e, provavelmente,

formam duplas hélices associadas com a amilopectina, enquanto as moléculas menores
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presentes na periferia podem ser lixiviadas para fora do granulo. Apesar de seu papel limitado
na formagdo de cristais, a amilose pode influenciar a organizacdo das duplas hélices,
interferindo na densidade de empacotamento das cadeias de amilopectina.

A amilopectina (Figura 2.9) é formada por moléculas de D-glicose em ligagdes a-1,4,
porém, diferentemente da amilose, é bastante ramificada devido a unidades de glicose em
ligagdes a-1,6. E considerada uma das maiores biomoléculas encontradas na natureza, com
peso molecular podendo chegar a mais de 1x10° g/mol. Esta molécula representa em média 70

a 85% do granulo (SANTOS, 2009).
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Fonte: Borsolari et al. (2009).

Figura 2.9. Estrutura da amilopectina.

Uma molécula de amilopectina consiste de uma cadeia principal C e numerosas
cadeias ramificadas denominadas cadeias A e B (Figura 2.10). As cadeias A s@o aquelas que
sdo conectadas a outras cadeias via ligacdes a-1,6, mas ndo carregam qualquer ramificacao.
As cadeias B sdo aquelas conectadas a outras cadeias também via ligagdes a-1,6, mas
possuem uma ou mais cadeias A ou B, ligadas a ela através de ligagdes a-1,6 (CEREDA,
2002; IZIDORO, 2011).

As ramificacdes presentes na cadeia da amilopectina consistem de um grande nimero
de cadeias laterais lineares e curtas, arranjadas em duplas hélices, formando cachos ou
clusters (Figura 2.10). Estas estruturas sdo extremamente compactas, resultando em regides

cristalinas, conhecidas pela resiténcia a hidrdlise, tanto dcida quanto enzimadtica. Estas regides
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se alternam com regides amorfas que, por sua vez, sdo pouco ramificadas, menos compactas

e, consequentemente, mais suscetiveis a hidrélise (CORDENUNSI, 2006).

Clusters

| A
\

lT B

< c

®

Fonte: Adaptado de Santos (2009).

Figura 2.10. Tipos de cadeias existentes na estrutura da amilopectina.

A amilopectina tem um papel principal na cristalinidade dos granulos de amido. Altas
temperaturas de gelatinizacdo t€ém sido relatadas como resultantes do alto grau de
cristalinidade, que fornece estabilidade estrutural aos granulos e maior resisténcia a
gelatinizagdo. A presenca de amilose reduz o ponto de fusdo das regides cristalinas e a energia
para iniciar a gelatiniza¢do. Assim, amidos com altos contetidos de amilose tém maior regido
amorfa, e perdem cristalinidade em temperaturas menores de gelatinizagao (SINGH et al.,
2003).

Granulos de amido em contato com 4gua fria incham ligeiramente (10-20%), devido a
difusdo e absor¢do de 4gua nas regides amorfas, mas este inchamento € um processo
reversivel com a secagem. Porém, quando os granulos sdo aquecidos em dgua a temperaturas
maiores, se atinge um ponto em que os granulos inchados apresentam um fendmeno
irreversivel, perdem a ordem estrutural devido a fusdo dos cristais. Quando os granulos
continuam a se expandir, a amilose € lixiviada para a fase aquosa entre os granulos. Estas
mudancas moleculares levam a um aumento na viscosidade da amostra. Em conjunto, o
inchamento, a ruptura da estrutura granular e a solubiliza¢do das moléculas de amido, define o
término do processo de gelatinizacdo, conforme estd apresentado na Figura 2.11 (BELLO-

PEREZ et al., 2006).
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A temperatura na qual o amido comecga a sofrer estas mudangas € denominada
temperatura de gelatiniza¢do. Segundo Scipioni (2011), a energia requerida para a gelatinizacio
difere entre os granulos da mesma fonte botanica ocorrendo em uma faixa de temperatura. Assim
como, as temperaturas de gelatinizacdo também variam dependendo da fonte botinica do

amido.

granulo granulo granulo
de amido inchado rebentado
O P P
molécula molécula
""""" O] f} ¢ deamido
=] : ;

o as moléculas de amido
retém a agua
|} e formam um gel

Figura 2.11. Processo de gelatinizacao do amido.

Com o resfriamento da pasta de amido, apds a sua gelatinizagdo, as cadeias de amido
ficam com menos energia e as pontes de hidrogénio ficam mais fortes, fazendo com que as
moléculas de amilose apresentem uma forte tendéncia a se associar por pontes de hidrogénio
com moléculas de amilose adjacentes, formando uma estrutura ordenada, este processo €

conhecido como retrogradacio (HOSENEY, 1994; BELLO-PEREZ et al., 2006).

2.3.2. Extracao e purificacao do amido

Para que seja possivel analisar a estrutura e avaliar as propriedades funcionais do
amido, a principio, faz-se necessdria a sua extracdo e purificacdo dos componentes do tecido
vegetal. A extracdo do amido, tanto em nivel de laboratério quanto industrial, envolve etapas
de desintegrac¢do, separagdo em peneiras, concentracao e desidratacdo.

A extracdo do amido em laboratério constitui uma das etapas mais dificeis da

pesquisa, pois as condi¢cdes em que essa extracdo se faz, assim como as técnicas de secagem
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podem alterar profundamente a cristalinidade do granulo e, por conseguinte, as propriedades
funcionais do amido (CEREDA, 2002).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), o amido comercial
(Figura 2.12) deve-se mostrar como um pé fino, branco, inodoro e insipido, e quando
examinado em camada fina, ndo deve apresentar impurezas visiveis ou sujidades (BRASIL,
2010). A Legislacdo Brasileira estabelece que o amido comercial deve apresentar no minimo
80% de amido, € no maximo 14% de umidade, 0,5% de cinzas, 0,6% de fibras, 0,5% de
matéria graxa e 0,1% de proteina (BRASIL, 1978).

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 2.12. Amido comercial.

As técnicas de extragdo do amido presentes na literatura sao diversas, e variam desde a
simples extracdo com 4dgua pura até a utilizacdo de diferentes reagentes quimicos. A qualidade
da extracdo do amido é avaliada em funcdo de seu contetido de proteinas, lipidios, fibras e
cinzas. Quanto menor o conteido destes componentes, melhor a qualidade do processo
extrativo (ARAUJO FARRO, 2008).

Estudos realizados visando a extracdo do amido da semente do fruto da Swartzia
burchelli por Barbosa et al. (2011), e extragdo do amido de pinhao nativo por Daudt (2012),
foram conduzidos utilizando apenas dgua como solvente. Os resultados demostraram que as
extracOes foram eficientes, uma vez que, obtiveram-se amidos com elevado grau de pureza,
99,24% para o amido da semente do fruto da Swartzia burchelli e 94,53% para o amido de

pinhdo nativo.
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Alves (2012) extraiu o amido presente na cana-de-acucar utilizando cloroférmio e
etanol. O rendimento de extracdo foi de 10,6% e o o teor de amido obtido foi de 99,1%, o que
demonstrou eficiente extracdo e purificacdo do mesmo, refletindo em baixos teores de
impurezas.

Barbosa (2013) utilizou em sua metodologia para a separacdo e purificagdo do amido da
semente de jaca, solucdo de bissulfito de sddio. Os resultados obtidos para a composi¢do quimica
do amido comprovaram a eficicia do processo de extragdo. O granulo mostrou teor de amido
igual a 86,71%. Outros constituintes considerados como impureza do amido (cinzas,
proteinas, lipidios e fibras) foram encontrados em porcentagens minimas.

Santos et al. (2013) avaliaram trés métodos de extracdo para o amido de sementes de
jaca, método de Schoch e Maywald (M1), de extracdo com &dgua (M2) e de Chiang
modificado (M3), quanto ao rendimento de extracdo e pureza do amido obtido. As sementes
de jaca apresentaram 78,8% de amido. Com relacdo aos tratamentos de extragdo aplicados,
observou-se que os tratamentos M1, utilizando solucdo de bissulfito de sédio (0,2% m/v), e
M2, fazendo uso apenas de dgua, apresentaram valores semelhantes quanto ao rendimento
pratico de extragdo, em média 11,41%, sendo este valor maior do que o encontrado para o
tratamento M3, o qual foi empregado solucdo de hidréxido de sodio (0,2% m/v).

Por apresentarem propriedades especificas, cada amido € considerado unico, assim,
devido a exigéncia da industria, houve nos dltimos anos uma prospec¢do intensa de novas
fontes amildceas, principalmente, dentro de tuberosas tropicais que sdo ainda pouco
exploradas (AMARAL et al., 2011). Devido ao elevado teor de amido encontrado na semente
de jaca, outro possivel emprego, além da importancia alimenticia, é o seu uso na producdo de
etanol. Com isso, muitos produtores rurais podem ser beneficiados com o cultivo da jaca,

podendo, além do cultivo de subsisténcia, comercializa-la para a industria do etanol.

2.4. Jaca

Artocarpus heterophyllus L. (Figura 2.13), origindria da Asia, conhecida popularmente
no Brasil como jaqueira, pertence a familia Moraceae. Foi trazida para o Brasil pelos
portugueses durante o periodo de colonizacdo, sendo bem adaptada devido ao clima tropical.

z.

E uma 4arvore de regides quentes e umidas, de clima tropical imido que também se
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desenvolve em regides de clima subtropical e semidrido, cujo fruto é conhecido como jaca

(ABREU e RODRIGUES, 2010).

Fonte: Oliveira (2009).
Figura 2.13. Jaqueira (Artocarpus heterophyllus L.).

O Brasil, em especial a Regido Nordeste, apresenta uma grande diversidade de
fruteiras nativas e exdticas bem adaptadas as suas condi¢des climdticas, representando um
grande potencial socio-econdmico (OLIVEIRA, 2009). Atualmente, a jaqueira encontra-se
disseminada desde o sul de Sdo Paulo até os estados do Norte e Nordeste, sendo mais comum
na regido litordnea que se estende do sul da Bahia até a Paraiba (SACRAMENTO e
BARRETTO, 2012). Apesar da disseminacdo da jaqueira em diversas regides, e da
possibilidade de diferentes usos dos seus frutos, ndo ha relatos confidveis de dreas plantadas
com essa frutifera, nem dados sobre a comercializacdo no Brasil (SANTOS-SEREJO et al.,
2009).

O fruto da jaqueira mede de 12 a 90 cm de comprimento, 13 a 50 cm de diametro e
apresenta peso variando de 3 a 60 kg, sendo considerado um dos maiores frutos do mundo
(GOMES, 2007). Seu interior € formado pela reunido de varios gomos soldados em torno de
um eixo central, denominado sincarpo. Cada gomo, constituido de uma por¢do comestivel

chamada polpa, envolve as sementes (SEAGRI, 2010).
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O ponto de colheita ¢ demonstrado pelo aroma forte que os frutos exalam e por som
oco, que emitem quando neles se bate. Uma jaqueira pode produzir frutos por um periodo de
100 (cem) anos. As plantas provenientes de mudas de sementes iniciam frutifica¢cdo no 5° ou
6° ano pds transplantio com frutos pequenos e pouco numerosos, com a sucessao dos anos, o
tamanho e o nimero aumentam. A producdo de uma jaqueira adulta pode alcancar 50
(cinquenta) a 100 (cem) frutos por drvore e por ano (OLIVEIRA, 2009).

No Brasil, distinguem-se trés variedades de jaca: Jaca-dura, com os maiores frutos,
bagos de consisténcia rigida, que se prestam para a producido de compotas; Jaca-mole, com
frutos menores, bagos doces e com consisténcia mole; e Jaca-manteiga, que apresenta bagos
adocicados e de consisténcia intermediaria, sendo muito comum no estado do Rio de Janeiro e
muito confundida com a Jaca-mole (SEAGRI, 2010).

A jaca € considerada uma fruta energética por ser rica em carboidratos e, também,
apresenta um alto teor de fibras que sdo importantes para o funcionamento intestinal. Na
composicdo quimica, mostra-se rica também em célcio, fdsforo, ferro e vitaminas do
complexo B, principalmente, a vitamina B2 (Riboflavina) e vitamina B5 (Niacina) (SOUZA,
2007). De acordo com os dados fornecidos pela Tabela Brasileira de Composicao de
Alimentos (TACO, 2011), 100 g de parte comestivel da jaca apresentam 1,4 g de proteinas,
0,3 g de lipidios, 22,5 g de carboidratos, 2,4 g de fibras, 11,0 mg de cdlcio e 40,0 mg de
magnésio.

Embora ainda seja uma fruta pouco explorada, a jaca possui grande potencial para
utilizacdo na producdo de diferentes produtos, sendo uma boa alternativa no combate a
desnutricdo (SOUZA et al., 2011). Além do consumo in natura, a jaca pode ser utilizada para
confeccdao de compota, doce cristalizado e doce desidratado. O fruto, quando colhido ainda
imaturo, pode ser usado como vegetal em cozidos, incluindo sopas, e pratos assados ou fritos,
podendo ser cortado em fatias e preparado tipo “chips” (SACRAMENTO e BARRETTO,
2012).

O fruto da jaqueira € constituido de trés partes: polpa, sementes e casca. Dos
subprodutos da jaca, as sementes (15 a 25% do fruto) s@o muito utilizadas na alimentacao
humana, podendo ser cozidas, torradas em forno ou assadas a brasa e, além de serem
nutritivas, sdo saborosas (SILVA et al., 2007). Na Tabela 2.2 encontram-se valores referentes

a composicdo quimica de sementes de jaca determinados por alguns autores.
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Tabela 2.2. Percentuais de constituintes em sementes de jaca.

Constituinte (%) Albuquerque Abedin et al. Chongkhong et al.
(2011) (2012) (2012)
Teor de dgua 58,48 42,25 56,51
Cinzas 1,48 2,12 1,42
Proteinas 5,56 14,81 5,48
Amido 21,35 17,90 20,38
Fibras - 3,83 1,27
Lipidios 0,24 - -

Cada semente de jaca (Figura 2.14) se encontra dentro de um arilo branco que envolve
uma fina espermoderma marrom a qual, por sua vez, cobre o cotilédone branco e carnudo. Os

cotilédones da jaca sdo ricos em amido (SINGH et al., 1991).

Fonte: Oliveira (2009).

Figura 2.14. Sementes de jaca.

Um volume expressivo de subprodutos, como cascas € sementes, estdo disponiveis
como residuos da agroinddstria (SILVA et al., 2007). Atualmente, hd uma crescente
preocupacdo com o descarte destes residuos, que podem levar a problemas ambientais pela
presenca de substancias de alto valor organico, potenciais fontes de nutrientes para
microrganismos, como também as perdas de biomassa e energia, exigindo investimentos

significativos em tratamentos para controlar a polui¢do (ABUD e NARAIN, 2009).
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Segundo Silva et al. (2007), a jaqueira mesmo sendo uma cultura muito popular e de
multiplos objetivos de uso, o0 mercado ainda ndo despertou para a rentabilidade que a mesma
pode gerar. A maior parte da comercializacio da jaca é na forma in natura, entretanto, a perda
p6s-colheita é muito elevada devida sua rapida deterioracdo. Nesse contexto, hd a necessidade
de desenvolvimento de novos produtos para aumentar a vida util desta fruta e agregar valor
(SOUZA et al., 2011). De acordo com Albuquerque (2011), devido ao elevado teor de amido
encontrado em sua semente, a jaca apresenta potencial como fonte amil4cea.

Rengsutthi e Charoenrein (2011) compararam o uso do amido da semente de jaca com
o amido de milho como espessante e estabilizante em molhos de pimenta. O molho de
pimenta contendo amido de semente de jaca apresentou maior viscosidade, antes e durante o
armazenamento, quando comparado ao molho de pimenta contendo amido de milho € molho
de pimenta sem amido (controle), sendo considerado, portanto, a melhor op¢do como
espessante e estabilizante em molhos de pimenta. Além disso, a avaliacdo sensorial
demonstrou que o molho de pimenta contendo amido de semente de jaca recebeu a maior
pontuacdo em termos de cor, sensacdo de boca, homogeneidade e qualidade geral.

Albuquerque (2011) extraiu o amido da semente de jaca, das variedades mole e dura, e
0 caracterizou quanto a sua composicdo quimica, estrutural e propriedades térmicas. A
semente de jaca apresentou grande potencial para uso como matéria-prima amildcea, tendo em
vista a grande quantidade de amido, 92,81% para a variedade mole, e 94,49% para a
variedade dura. O amido exibiu baixa temperatura de gelatinizagdo, podendo ser aplicado em
sopas desidratadas. Foi verificada alta capacidade de absorc@o de dgua e dleo, proporcionando
a sua utilizacdo na panificac@o e no processamento de alguns produtos carneos. As pastas de
amido mostraram-se opacas, tornando possivel o seu uso em confec¢des de pudins e
sobremesas prontas. O amido das duas variedades apresentaram baixa viscosidade, podendo
ser aplicado na industria de balas e caramelos.

Barbosa (2013) estudou o efeito da adi¢cdo de proteinas nas propriedades fisicas e
reoldgicas dos géis obtidos a partir de amido da semente de jaca. As concentracdes utilizadas
para o amido foram 3, 6, 9 e 12%, e para a proteina 0, 2, 4 e 6%. Nos ensaios reoldgicos,
todos os sistemas analisados possuiram um comportamento viscoeldstico, com perfil
caracteristico de gel. Na andlise do perfil de textura com adi¢do de proteina, os géis na
concentracdo de 9% de amido apresentaram-se rigidos e coesos, € na concentraciao de 12% de

amido mostraram-se duros e quebradicos. Os géis mistos em maiores concentracoes de amido
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e proteina exibiram uma incompatibilidade termodindmica, apresentando uma separacdo de
fases com consequéncias na textura.

Dentre as diferentes biomassas que compdem os materiais amildceos, a semente de
jaca pode vir a ser uma fonte promissora para bioconversdo em etanol, uma vez que se
constitui em um residuo abundante. No entanto, a producdo de etanol a partir de matérias-
primas amildceas necessita de uma hidrdlise prévia de suas cadeias para a obtencdo de

glicose, pois estas matérias-primas ndo sdo diretamente fermentaveis.

2.5. Hidrolise do amido

A palavra hidrélise significa decomposi¢do pela dgua, mas sdo raros 0s casos em que
somente a dgua pode realizar uma hidrélise completa. Neste caso, € necessdrio operar a
temperaturas e pressdes elevadas, e para que a reagcdo seja rdpida e completa é sempre
indispensavel um agente acelerador, qualquer que seja 0 mecanismo da reagdo (BARCZA,
2013).

No processo de hidrélise do amido, além da 4gua, hd a necessidade de aceleradores
quimicos ou enzimdticos capazes de catalisar a quebra das ligacdes glicosidicas, sob
temperaturas e pressoes elevadas. A hidrélise dos biopolimeros constituintes dos granulos de
amido quebra as ligacOes glicosidicas progressivamente, gerando cadeias mais curtas de
dextrina, maltose e glicose (URBANO, 2012). Segundo Franco (2001), a hidrdlise se da pelo
desdobramento total das moléculas de amilose e amilopectina, que ao se romperem,
transformam-se em dextrinas cada vez mais simples e, finalmente, em glicose.

Grupos funcionais aldeidicos e cetdonicos aparecem nas moléculas dos carboidratos,
proporcionando um sitio ativo para reacOes. Carboidratos como a glicose e frutose,
apresentam terminais redutores, sendo aldeidicos na glicose e cetonicos na frutose. Na Figura
2.15 € apresentada a molécula plana de glicose com as numeragdes de carbono. O radical
redutor serd sempre o carbono 1 (C1), enquanto que o carbono 4 (C4) € uma extremidade nao
redutora (SURMELY et al., 2003). Segundo Moutta (2009), a hidrélise acontece de forma
mais rdpida nas ligacdes em finais redutores quando comparadas aos finais ndo redutores das

cadeias de polissacarideos.
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Terminal nédo redutor Terminal redutor

Figura 2.15. Terminais redutores e ndo redutores presentes na molécula de glicose.

Ao se medir as extremidades redutoras do amido e seus produtos de hidrélise, os
resultados serdo expressos em glicose equivalente ou Dextrose Equivalente (DE). Quanto
maior o valor de DE, maior o efeito de hidrélise ou despolimerizacio do amido. E possivel
caracterizar os hidrolisados de amido pelo equivalente dextrose (DE). Por exemplo, DE tem
valor de 100 quando a propor¢do das moléculas de glicose € de 100%, e tem valor proximo de
0 quando o amido nao € hidrolisado (SURMELY et al., 2003). Segundo Camili (2010), o DE
€ empregado como medida do grau de hidrélise da suspensao de amido.

A denominacdo de hidrolisados de amido retine todos os produtos do fracionamento
do amido, independentemente dos catalisadores usados (4cidos ou enzimas) ou do grau deste
fracionamento. Inclui um importante nimero de produtos diferentes como glicose, maltose,
maltotetraose, maltodextrinas, frutose, ciclodextrinas, dextrinas etc. Os hidrolisados
apresentam propriedades fisicas, funcionais, energéticas e organolépticas que sdo
caracteristicas de cada tipo de produto (TEAGUE e BRUMM, 1992). Amidos de qualquer
origem podem ser utilizados como matéria-prima na fabricacdo de hidrolisados (SURMELY
et al., 2003). As modificagdes no amido nativo visam proporcionar produtos amildceos com
propriedades especificas para sua utilizacdo em diversos processos (SANTOS, 2012).

O rendimento do processo de hidrélise do amido € calculado sobre a quantidade usada
de matéria-prima, mais comumente, considerando a quantidade de amido que entrou no
processo. E normal encontrar rendimentos acima de 100%. O fracionamento do amido em
cadeias menores € acompanhado pela adi¢cdo de uma molécula de dgua (hidrélise) em cada
ligacdo rompida, o que acarreta aumento do peso de amido fracionado e, consequentemente,
um aumento de rendimento (SURMELY et al., 2003).

Ainda segundo Surmely et al. (2003), a hidrdlise enzimatica quando comparada a
hidrdlise 4cida, apresenta maior rendimento, um produto mais puro € menos efluentes da
producdo. No entanto, apesar de todas essas vantagens, os custos elevados com a linha de

processamento enzimadtico, incluindo alto investimento inicial, mdo de obra especializada,
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laboratdrios e analises mais sofisticados, além dos custos com as enzimas, sdo fatores
restritivos para a aplicacdo desta tecnologia.

Woiciechowski et al. (2002) realizaram um estudo da viabilidade econdmica quanto a
producdo de agucares redutores a partir do bagaco de mandioca por hidrélise édcida e
enzimadtica. Os resultados revelaram que a hidrélise dcida de 150 kg de bagaco de mandioca
necessitaria de US$ 34.27, enquanto que o processo enzimatico, para a mesma quantidade de
biomassa, custaria US$ 2470.99. Portanto, os autores afirmaram que a hidrélise 4cida
apresenta vantagens em relacdo ao tratamento enzimdtico, principalmente, quando se compara
a eficiéncia na recuperacdo de agucares redutores, com os custos de operacdo, uma vez que, a
hidrdlise dcida necessita de um menor tempo de reagdo, bem como de menores gastos com

produtos quimicos e energia do que a hidrdlise enzimaética.

2.5.1. Hidrolise acida do amido

Virios compostos quimicos induzem a hidrélise do amido, alguns sozinhos e outros
com auxilio de um processo fisico como calor ou pressdo. O tratamento mais utilizado tem
sido com 4cidos minerais, diluidos ou ndo. Quando se usa acido, a hidrdlise € tanto mais
rdpida quanto maior o poder ionizante do dcido (CEREDA, 2002). Tanto a hidrélise 4cida
quanto a enzimdtica possuem a finalidade de reduzir o amido em monossacarideos
(SURMELY et al., 2003). As varidveis do tipo e da concentracdo do 4cido, a temperatura,
concentracdo do amido e o tempo de reacdo devem ser selecionados em fung¢do do processo
de hidrélise (MOORTHY, 2000).

A hidrélise com 4cido diluido, conduzida sob altas temperaturas e pressoes, tendo um
tempo de reagdo numa escala de até minutos € provavelmente o método mais difundido entre
os diversos métodos quimicos. Apresenta como vantagens, o fato da formacdo de produtos
indesejaveis e a corrosdo dos equipamentos ndo serem significativas (YU et al., 2008;
MORAIS, 2012). Porém, o rendimento em acucares depende do tipo de matéria-prima
utilizada, bem como das condi¢des operacionais (AKPINAR et al., 2011).

O processo com &cido concentrado utiliza condi¢des de temperatura e pressio
relativamente mais suaves, com tempos de reagdes mais longos, obtendo-se um rendimento
mais alto em glicose, quando comparado ao processo realizado com acido diluido (YU et al.

2008; SANCHEZ ¢ CARDONA, 2008). No entanto, a quantidade de 4cido requerida para o
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processo causa problemas ambientais, corrosdo dos equipamentos e elevado custo na
recuperagdo do dcido consumido (YU et al., 2008).

Durante a hidrélise dcida, o amido é suspenso em uma solucdo 4cida, e mantido a
temperatura que varia da ambiente aquela logo abaixo da temperatura de gelatiniza¢do
(MOORTHY, 2000). O aquecimento de suspensdes de amido causa uma transic¢ao irreversivel
em sua estrutura (gelatinizagcdo), que torna a molécula de amido mais acessivel ao ataque do
dcido, possibilitando uma rea¢do mais eficiente (HANSEN et al., 2008). Segundo Surmely et
al. (2003), a gelatiniza¢do do amido € o primeiro passo para o processo de hidrélise. O amido
hidrolisado, parcial ou totalmente, forma polissacarideos de menor massa molar,
oligossacarideos e, finalmente, unidades de D-glicose (BOBBIO e BOBBIO, 2003).

O 4cido sulftrico (H2SO4) € o catalisador mais utilizado por ser barato e eficaz. No
entanto, a hidrélise 4cida pode ser conduzida com outros 4cidos inorganicos, como o 4cido
cloridrico (HCl), 4acido fosférico (H2PO4) e 4acido trifluoroacético (TFA) (FENGEL e
WEGENER, 1984). Os 4cidos organicos fracos também podem ser empregues na hidrélise
com 4cidos diluidos, ainda que os resultados mostrem-se inferiores aos obtidos com acidos
inorganicos (CARVALHEIRO et al., 2008; GIRIO et al., 2010).

Na modificac¢do acida (Figura 2.16), o 4cido penetra livremente pelas partes amorfas
do granulo de amido. O ion do 4cido ataca o dtomo de oxigénio glicosidico e hidrolisa as
ligacOes glicosidicas. O efeito principal do dcido é reduzir o peso molecular das moléculas de
amido, alterando suas propriedades fisico-quimicas, porém, deixando intacta a estrutura

cristalina do granulo (SPIER, 2010).

Amido Glicose

Figura 2.16. Representagdo da hidrdlise dcida do amido.

Segundo Nakazawa e Wang (2004), sdo observadas duas fases distintas durante a
hidrélise dcida em fun¢do do tempo. A primeira fase € atribuida a uma hidrdlise relativamente
répida, principalmente, na zona amorfa do granulo, enquanto uma segunda fase ocorre de

forma mais lenta na zona cristalina do granulo. Muitos fatores podem contribuir para a
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protecdo da zona cristalina, como o empacotamento das cadeias que ndo permite a penetragao
do ion do 4cido e as ligacoes glicosidicas que estdo no interior das duplas hélices onde o ion
de hidrogénio nio consegue penetrar.

Alguns fatores, tais como: a composi¢do do amido, a concentracdo e o tipo de reagente
e as condicdes da reacdo, podem afetar a reatividade do amido durante modifica¢des
quimicas. A heterogeneidade dos granulos dentro de uma unica fonte de amido pode também
afetar a extensdo da modificagdo. As mudancas nas propriedades fisico-quimicas,
morfoldgicas, térmicas e reoldgicas dos amidos apds a modificacdo sdo a base para a
compreensdo da eficiéncia do processo de hidrdlise (SINGH et al., 2007).

Os principais problemas provenientes da hidrélise 4cida estdo relacionados a formacao
de compostos intermedidrios indesejaveis. O 5-hidroximetil-2-furfural (HMF) € o furano
produzido pela desidratacdo de hexoses, principalmente, glicose e frutose, em meio acido.
Além do HMF, a desidratagdo via catdlise dcida pode gerar outros produtos, tais como o dcido
levulinico e produtos secunddrios poliméricos, como os dcidos hiimicos. Esses subprodutos,
quando em concentragdes inadequadas, sdo considerados compostos toxicos e, portanto,
inibidores do crescimento microbiano (LEWKOWSKI, 2001; CORMA et al.,, 2007;
TAHERZADEH et al., 2007).

Freitas et al. (2009) estudaram a conversdo do amido presente no farelo de mandioca
em actcares fermentesciveis a partir de tratamento dcido (H2SO4 9,14 M) e termopressurizado
(121 £ 1°C / 1,0 atm) em autoclave. Foram consideradas como varidveis independentes do
processo, o pH (0,5 e 1,0) e o tempo de reagdo (30 e 60 min.), e como variaveis dependentes,
o rendimento de hidrdlise (%) e o teor de agucares redutores (%). Os ensaios utilizando pH
0,5 apresentaram valores de agucares redutores pouco superiores quando comparados aos
ensaios empregando pH 1,0. No entanto, a quantidade requerida de dcido para os tratamentos
em pH 0,5 foi cerca de trés vezes maior do que para os tratamentos em pH 1,0, tornando-se,
portanto, menos vidvel. Além disso, o pH mais baixo (pH 0,5) pode interferir no rendimento
final do processo fermentativo, uma vez que aumenta a quantidade de sal formado. O tempo
nao se mostrou como fator determinante na conversao do amido em agucares fermentesciveis.
Os resultados mostraram que em todos os tratamentos a conversdo do amido foi acima de
60%, o que demonstra que o farelo de mandioca é uma boa fonte, alternativa a cana-de-
actcar, para producdo de acucares fermentesciveis, e posteriormente, etanol.

Spada (2011) modificou o amido de pinhdo, fruto da Araucaria angustifélia, via

hidrélise 4cida utilizando um planejamento fatorial 22, onde as varidveis independentes
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corresponderam a temperatura de hidrélise (30 a 44 °C) e a concentragdo de acido cloridrico
(3 a 5 mol.L'"), sendo a varidvel de resposta, o teor de dextrose equivalente (DE), expresso
como a porcentagem de acgucares redutores presentes. Neste estudo, verificou-se que sob
maiores valores de temperatura e concentracdo de acido, maiores valores de DE foram
encontrados.

Ferreira et al. (2013) realizaram um estudo sobre a hidrdlise 4cida na farinha de arroz
visando a recuperacao de agucares redutores. A farinha de arroz apresentou elevado teor de
amido (90,19%). A hidrdlise foi conduzida utilizando-se dispersdo 1:5 (p/v) de farinha e
solucdo de dacido cloridrico (HCl) em diferentes concentragdes (0,075; 0,15 e 0,3M),
temperatura de 50 °C em banho-maria sob agitacdo e tempos de hidrélise de 7, 8 e 9 horas. Os
resultados mostraram que em condi¢des mais severas de concentracdo do acido (0,3M) e
tempo de hidrolise (9 horas) houve maior producdo de acucares redutores.

A hidrélise dcida do amido tem sido utilizada para producdo de etanol a partir dos
actcares redutores produzidos (TASI’C et al., 2009). No entanto, visando a obtengdo de
etanol, o licor hidrolisado, rico em acticares fermentesciveis, deve ser submetido a um

processo fermentativo.

2.6. Fermentaciao alcodlica

A via fermentativa € o processo mais importante para obten¢do do dlcool etilico no
Brasil. Um dos fatores que torna a producdo de etanol por fermentacdo a forma mais
econdmica de sua obtencdo, € o grande nimero de matérias-primas naturais existentes em
todo pais (CASADEI, 2012). A producio de etanol por fermentacdo de substratos amildceos
vem sendo objeto de intensas pesquisas que buscam aperfeicoar a conversdo destes materiais
de um modo mais rapido e a menores custos (COSTA, 2010).

Ainda segundo Costa (2010), a fermentagdo alcodlica € o processo bioquimico que
ocorre no citoplasma da levedura, responsével pela transformacdo de agicar em alcool etilico.
Esse processo bioquimico € realizado por mais de uma dezena de enzimas, e pode ser
considerado como a oxidag¢do anaerdbica, parcial, da glicose, por acdo de leveduras, com a
produgio final de 4lcool etilico e anidrido carbonico, além de outros produtos secunddrios. E
um processo de grande importancia, no qual sd@o obtidos todos os dlcoois industriais e todas as

.

bebidas alcodlicas, destiladas e ndo destiladas e, como produto secundario, o gas carbonico. E
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ainda utilizado na producdo de leveduras de panificacio e na obtencdo de leveduras
prensadas.

Conforme Sousa e Monteiro (2011), além da producao de etanol e diéxido de carbono,
outros compostos sdo obtidos em uma fermentacdo alcodlica, tais como: glicerol, dcidos
organicos, dlcoois superiores, acetaldeido, acetoina, butilenoglicol, etc.

Os critérios tecnolégicos que fazem com que uma levedura seja utilizada na
fermentacdo alcodlica sdo: o alto rendimento e a elevada produtividade, ou seja, rdpida
conversao de acucar em dalcool etilico, com baixa producdao de componentes secundarios. A
espécie mais importante de levedura alcodlica é a Saccharomyces cerevisiae, que possui um
largo espectro de utilizagdo, sendo empregada na producdo de paes, bebidas alcodlicas,
etanol, etc. Sua biomassa pode ser recuperada como subproduto de fermentacdo e
transformada em levedura seca, que se constitui em matéria-prima para a fabricacdo de ragdo
animal ou suplemento vitaminico para 0 homem (OSTROWSKI et al., 2006; CAMILI, 2010).

Segundo Andrietta et al. (2006), o género Saccharomyces é um dos grupos de
microrganismos mais estudados pela comunidade cientifica. Esse interesse € fungcdo da ampla
aplicacdo biotecnoldgica desses microrganismos. Essa levedura tem sido relatada como

agente de transformacao desde 1800.

2.6.1. Fatores que afetam o rendimento da fermentacao

Diversos fatores fisicos, quimicos e microbiolégicos afetam o rendimento da
fermentacdo, ou seja, a eficiéncia da conversdo de acticar em etanol. Geralmente, as quedas na
eficiéncia fermentativa decorrem de uma alteracdo na estequiometria do processo, levando a
maior formacdo de biomassa e produtos secundarios, especialmente, glicerol e dacidos
organicos (LIMA et al., 2001; CAMILI, 2010).

De acordo com Russel (2003), as leveduras sdo capazes de crescer em uma ampla
faixa de temperatura (5 a 43 °C). No entanto, a faixa de temperatura recomendada para o
processo de fermentagdo estd entre 30 e 35 °C. Temperaturas inferiores ao limite diminuem a
atividade da levedura, retardando, como consequéncia, a fermentacdo, e superiores podem
gerar o enfraquecimento da levedura, criar boas condicdes para o surgimento de outros
microrganismos, ou seja, favorecer o aparecimento de contaminacdes € ocasionar maiores

perdas de élcool por evaporacao (EMBRAPA, 2012). Portanto, o controle da temperatura em
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um processo fermentativo dentro de intervalos estreitos € de grande importincia (RIBEIRO,
2010).

Ainda segundo Ribeiro (2010), a maioria dos microrganismos se desenvolvem
rapidamente em uma faixa estreita de pH. Embora haja excecdes, bactérias usualmente
crescem no intervalo de 6,5 a 7,5, e as leveduras na faixa de 4 a 6,5. Desta forma, o pH pode
ser controlado durante a fermentacdo para selecionar, preferencialmente, as leveduras sobre as
bactérias, e como consequéncia, diminuir a susceptibilidade a contaminag¢do bacteriana.
Conforme Sousa e Monteiro (2011), durante a fermentagcao o pH deve estar em torno de 4,5 a
5,0, afim de evitar o desenvolvimento de bactérias indesejadas, e afetar o crescimento das
leveduras.

Em aerobiose, as leveduras se reproduzem intensamente. J4 em anaerobiose, as
leveduras produzem etanol e gds carbonico, e apresentam um pequeno crescimento. Por esta
razdo, a aeracdo e a agitagdo devem ser realizadas no inicio da fermentacdo visando uma
melhor multiplicacdo das leveduras. No entanto, devem ser evitadas durante a fermentacio,
pois a presenca de oxigénio pode propiciar a formacdo de dcido acético, reduzindo, portanto, a
producdo de etanol (SOUSA e MONTEIRO, 2011; EMBRAPA, 2012).

Durante o processo de fermentacdo alcodlica, as células de leveduras apresentam
necessidades nutricionais. Os nutrientes sdo importantes porque influenciam no
desenvolvimento das leveduras, e consequentemente, na eficiéncia da transformacdo de
acticar em dalcool (AMORIM et al., 2011; SOUSA e MONTEIRO, 2011). No entanto, a
concentracdo adequada de nutrientes no mosto € de suma importincia, pois se presentes em
quantidades insuficientes ou exageradas, podem refletir de forma negativa sobre o processo
fermentativo (CAMILI e CABELLO, 2007). Segundo Sousa e Monteiro (2011), elevadas
concentracdes de nutrientes podem inibir o crescimento das leveduras.

Entre as necessidades nutricionais das leveduras, assim como as outras formas de vida,
estdo os elementos quimicos; carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogé€nio, fésforo, potéssio,
enxofre, magnésio, ferro, zinco, etc (LIMA et al., 2001). Na Tabela 2.3 encontram-se os
valores adequados para as concentracdes dos principais nutrientes minerais necessirios a uma

eficiente fermentacgdo alcodlica.
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Tabela 2.3. Concentracdes de nutrientes minerais para obtencao de

uma fermentacdo alcodlica eficiente.

Nutri¢cao mineral Concentracgio (mg.L1)
NH4* 40 - 5900
P 62 —560
K* 700 — 800
Ca™ 120
Mg*™ 70 —200
SO4* 7—-280
Na* 200
Co™ 3,5
Zn™* 0,5-10
Cu** 7
Mn™* 10-80
Fet* 0,2

Fonte: Adaptado de Lima et al. (2001).

As concentracdes de leveduras e substrato devem ser controladas durante o processo
fermentativo. Recomenda-se iniciar a multiplicacdo de leveduras em meio com baixo teor de
substrato e, a medida que a concentracao de leveduras no meio aumenta, eleva-se também o
teor de substrato. Segundo Riesenberg e Guthke (1999), as destilarias brasileiras operam com
altas concentragdes de substrato (10 a 20% do volume da dorna).

Quando em concentracdes demasiadas, o etanol presente no mosto em fermentacio
afeta diretamente a membrana celular das leveduras, inibindo o desenvolvimento das mesmas.
Segundo Fernandes et al. (2009), a levedura S. cerevisiae pode permanecer vidvel e
metabolicamente ativa até concentracdes de 20% v/v de etanol. A temperatura também
influencia na toxicidade do etanol a levedura, quanto mais alta a temperatura, maior o efeito
téxico causado pelo etanol.

A contaminacdo bacteriana, reconhecida como um dos graves problemas tecnolégicos
encontrados na maioria das destilarias do Brasil, advém de processos fermentativos que nao
sdo conduzidos em condi¢des adequadas de assepsia (URBANO, 2012). A infeccdo
bacteriana pode causar danos ao processo, tais como: consumo de agucar, formacdo de goma,
floculagdo do fermento, inibicdo e queda da viabilidade das leveduras, dcidos organicos
excretados no meio e, por consequéncia, reducdo da eficiéncia do processo fermentativo

(MENEGHIN, 2007).
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O mosto se constitui como um 6timo substrato para o crescimento de bactérias, devido
ao elevado contetido de nutrientes organicos e inorganicos, presenga de dgua, pH favoravel e
temperatura 6tima (CHERUBIN, 2003). Segundo Casadei (2012), pesquisas realizadas na
area de fermentacdo mostram que as bactérias do grupo Gram-positivo sdo 0s microrganismos
contaminantes que predominam na fermentacdo alcodlica, sendo os géneros Bacillus e
Lactobacillus os de maior ocorréncia.

De acordo com Amorim et al. (2011), para uma destilaria que produz 1 milhdo de
litros de etanol diariamente, pode haver perdas de 10 a 30 mil litros de etanol por dia se a
contaminaco atingir 10% células por mililitro de amostra. Conforme Campana (2012), estima-
se que as destilarias brasileiras gastam por ano cerca de 120 a 150 milhdes de reais com
antibioticos, 4acidos e biocidas para controlar a contaminagdo bacteriana. Portanto, é
importante para a industria alcooleira ter conhecimento da quantidade de microrganismos
contaminantes presentes em cada ponto do sistema, pois sendo assim, adequados
procedimentos podem ser realizados visando combater a infec¢do bacteriana a tempo,

evitando problemas mais sérios.

2.6.2. Processos fermentativos

Existem, basicamente, dois tipos de processos fermentativos sendo usados
industrialmente no Brasil, sendo eles o sistema em batelada alimentada e o sistema continuo
multi-estdgio, ambos praticam o reciclo do fermento (CGEE, 2009).

No processo operado em batelada alimentada, adicionam-se células de levedura e
nutrientes a0 mosto contendo o substrato agucarado, e os produtos permanecem na dorna até o
final da fermentacao (KEIM, 1983; WENDHAUSEN JUNIOR, 1998). Em alguns casos, os
nutrientes sdo gradualmente alimentados, em uma vazao constante ou varidvel com o tempo,
assim como a adicdo do mosto pode ocorrer de forma continua ou intermitente. No entanto,
uma escolha adequada da vazio de alimentacdo leva a melhores resultados de produtividade e
rendimento do processo (CHENG, et al. 2009; ANDRIETTA et al., 2013).

De acordo com Venturini Filho e Mendes (2003), no processo em batelada alimentada,
a fermentacdo € monitorada pelo controle de sua temperatura e pelo acompanhamento da
atenuacdo do °Brix do mosto. Quando a atenuacdo limite (°Brix constante) é atingida, a

z

fermentacdo € considerada encerrada, e o vinho (mosto fermentado) juntamente com o
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fermento em suspensdo € enviado a centrifuga. Esse equipamento separa as células de
levedura do vinho. O vinho, praticamente isento de células, segue para a destilaria, visando a
recuperacdo do dlcool etilico, enquanto o fermento passa por tratamento quimico. As
leveduras sdo enviadas para uma cuba de tratamento na qual recebem 4dgua e 4cido sulfirico
na proporcao de 1:1 até que o pH do meio caia para 2,5-3,0. As células permanecem nesse pH
por duas horas, sob agitacdo realizada por um agitador mecanico ou por injecdo de ar. Esse
tratamento € realizado visando destruir a maior parte dos microrganismos contaminantes, bem
como as leveduras alcodlicas debilitadas. Apds o tratamento quimico, o fermento é enviado

novamente ao fermentador, reiniciando o processo, conforme mostrado na Figura 2.17.

Leite de levedura x\
Acido sulfiirico e 4gua (f Vinho delevurado

Cubade
tratamento

Mosto l i Fermento tratado

Dorna

Vinho

Fonte: Adaptado de Venturini Filho e Mendes (2003).

Figura 2.17. Processo descontinuo de fermentagdo alcodlica com recirculagio de levedura.

No processo continuo, os nutrientes e o substrato sio bombeados continuamente para
dentro de um biorreator onde os microrganismos encontram-se ativos, € simultaneamente, sob
mesma vazdo, o produto € retirado do sistema (CAYLAK e SUKAN, 1996). Para que o
sistema atinja a condi¢do de estado estaciondrio, ou seja, condicdo nas quais as varidveis de
estado (concentracdo de células de levedura, de substrato limitante e de produto) permanecem
constantes ao longo do tempo de operacdo do sistema, faz-se necessaria a manuteng¢ao de um
volume constante de liquido no biorreator (BARCELOS, 2012).

Segundo Venturini Filho e Mendes (2003), o processo continuo de fermentagdo
alcodlica pode ser conduzido com uma ou mais dornas ligadas em série. O sistema com

dornas ligadas em série deve ser preferido por apresentar maior produtividade. Nesse
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processo, representado pela Figura 2.18, o primeiro fermentador recebe continuamente mosto
e ar, os quais fornecem as leveduras alcodlicas, nutrientes e oxigénio para a multiplicacdo e
producdo de etanol. O mosto, parcialmente fermentado, da primeira dorna € enviado em fluxo
continuo para os demais fermentadores, os quais apresentam tempo de residéncia que varia
em funcdo do volume e fluxo de mosto. A fermentacdo deve terminar na dltima dorna.

O vinho, contendo o fermento em suspensao, que sai continuamente da dltima dorna é
enviado para centrifugacido. Apds essa operacdo, o vinho delevurado segue para a destilaria,

enquanto o fermento passa por tratamento acido, retornando posteriormente ao processo.

Leite de levedura i\ Vinho delevurado
Acido sulfiirico e d4gua <
Cubade
tratamento
1
Mosto /
EEEE— —
D D D
i
Ar

Fonte: Adaptado de Venturini Filho e Mendes (2003).

Figura 2.18. Processo continuo de fermentagdo alcodlica com recirculacdo de levedura.

A escolha entre a producdo de etanol a partir do sistema batelada alimentada ou
continuo € bastante polémica, contudo, o sistema batelada domina o mercado de etanol no
pais (EMBRAPA, 2012). Aproximadamente, 85% das destilarias brasileiras funcionam por
batelada alimentada, e apenas 15% funcionam com o processo fermentativo continuo
(CAMPANA, 2012).

No Brasil, o processo em batelada alimentada € considerado mais confidvel por muitos
engenheiros, devido apresentar sistema de assepsia mais ficil (ALCOOLBRAS, 2006). Ao
final de cada batelada, o biorreator pode ser esterilizado juntamente com um novo meio de
cultura, recebendo um novo inéculo que deve ser submetido a todos os controles necessarios

para assegurar a presencga tunica do microrganismo responsavel pelo processo (SCHIMIDELL
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e FACCIOTTI, 2001). Além do menor risco de contaminagdo, este processo apresenta grande
flexibilidade de operagdao, devido a possibilidade de utilizacdo dos fermentadores para a
fabricacdo de diferentes produtos, e por permitir uma melhor condicdo de controle com
relacdo a estabilidade genética do microrganismo (CARVALHO e SATO, 2001).

Os processos continuos, quando bem operados, atingem produtividades elevadas,
porém a investimentos iniciais e operacionais muito maiores do que os processos em batelada
alimentada, exigindo sistemas de controle mais sofisticados (ATALA et al., 2000). Além
disso, no que se refere a assepsia, o processo continuo € mais suscetivel a contaminagao
bacteriana, por se tratar de um sistema essencialmente aberto € ndo haver frequente limpeza

das dornas (EMBRAPA, 2012).

2.6.3. Cinética de processos fermentativos

O estudo cinético de um processo fermentativo consiste inicialmente na andélise da
evolugdo dos valores de concentragdo de um ou mais componentes do sistema de cultivo, em
funcdo do tempo de fermentacdo. Entende-se como componentes, 0 microrganismo, 0s
produtos do metabolismo (ou metabdlitos) e os substratos que compde o meio de cultura,
representados por X, P e S, respectivamente. Tais valores experimentais de concentragao,
quando representados em fun¢do do tempo, permitem o tracado das curvas de ajuste,
conforme ilustra a Figura 2.19.

Os perfis cinéticos representam o ponto de partida para a descricdo quantitativa de
uma fermentacdo como, por exemplo, a identificacdo da duracdo do processo, geralmente
baseada no instante em que X e P apresentam valores maximos (SCHMIDELL e

FACCIOTTI, 2001).
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o t. > Tempo

Fonte: Nascimento (2012).

Figura 2.19. Curvas de ajuste para uma cinética de fermentacao idealizada.

Segundo Viegas (2003), o objetivo fundamental do estudo da cinética de processos
microbianos é o de quantificar a taxa de crescimento celular, de consumo de substrato,
formacdo de produtos e demais pardmetros cinéticos relacionados, além de avaliar a
influéncia de fatores externos como pH, temperatura, inibidores, etc. nessas taxas.

Portanto, uma vez que esses valores representam parte de um conjunto de dados
necessdrios ao dimensionamento de uma instalacdo produtiva, fica evidente que sem o
conhecimento da cinética torna-se invidvel a transposicdo de um experimento de laboratério

para a escala industrial.
2.7. Estado da arte
2.7.1. Producao de etanol a partir de matérias-primas amilaceas
Pesquisas visando o aproveitamento de residuos amildceos para a producdo

biotecnoldgica de compostos com alto valor agregado, como o etanol, vém sendo cada vez

mais recorrentes. Diversos autores em todo o mundo buscam formas de desenvolver processos
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economicamente vidveis e eficientes. Desta forma, alguns desses trabalhos serdo descritos,
enfatizando os métodos e os resultados obtidos.

Monsalve et al. (2006) hidrolisaram por via 4cida amido de mandioca e o contetido de
celulose e hemicelulose presentes na casca de banana como alternativa a producdo de
acucares redutores, e subsequente fermentacdo utilizando dois microrganismos, a bactéria
Zymomonas mobilis e a levedura Saccharomyces cerevisiae, visando a obtencdo de etanol. A
hidrélise da casca de banana foi realizada utilizando-se 100 g da casca, adi¢do de 50 mL de
acido sulftrico a 5%, temperatura de 125 °C e pressdo de 1 atm, durante 15 minutos. Para a
mandioca, a hidrélise foi conduzida preparando-se suspensdes de amido/solu¢cdo de dcido
sulfirico a 20% em diferentes concentracdes (170, 180 e 200 g.L'!), temperatura de 94 °C e
pressdo atmosférica, durante 6 horas. A fermentacdo foi realizada em frascos de Erlenmeyers
contendo 50 mL de hidrolisado, conduzida em anaerobiose a 30 °C e 200 rpm, durante 72
horas para a bactéria Zymomonas mobilis, e 5 horas para a levedura Saccharomyces
cerevisiae. Os ensaios de fermentacdo conduzidos na presenca da levedura S. cerevisiae
mostraram-se mais eficientes, alcangando 7,92% em etanol. No entanto, ndo houve producdo
considerdvel de etanol (menos de 0,1%) para os ensaios utilizando a bactéria Z. mobilis.

Com vistas ao aproveitamento do residuo rico em amido oriundo da extracdo do 6leo
de sementes de mamona para a industria de biodiesel como fonte de acucares fermentaveis
para producdo de etanol, Melo et al. (2008) avaliaram o hidrolisado obtido por sacarificagdo
quimica do amido da torta de mamona (residuo amildceo). A hidrdlise quimica foi realizada
em frascos conicos de 250 mL contendo 10 g de torta de mamona seca e solucido de acido
sulfiirico na concentracdo de 0,25 mol.L!. O processo hidrolitico transcorreu durante 40 min.
a 121 °C em autoclave. Apds a etapa de hidrdlise, a fracdo solivel foi usada como mosto, o
qual teve o pH corrigido para 5,0 com uso de hidréxido de célcio hidratado. Durante a
fermentagdo, o sistema ndo aerado foi mantido sob agitacdo de 100 rpm durante 8 h a 33 °C.
Como agente fermentador foi utilizada a levedura Saccharomyces cerevisiae na concentragao
de 10 gL''. A andlise cromatogrifica do hidrolisado revelou a presenca de 27 gL' de
acticares redutores e 0,51 g.L'! de hidroximetilfurfural. O HMF ndo interferiu na fermentagio,
tendo sido observada a completa conversao dos agticares redutores apds 8 h. A produtividade
volumétrica (Qp) do processo fermentativo foi igual a 1,38 g.L-.h!, sendo atingida uma
concentragdo em etanol de 11 g.L°"! ao final do processo, o equivalente a um rendimento (Ypss)

de 0,41.
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Gongalves et al. (2009), visando a obtencao de etanol, hidrolisaram o amido presente
em raizes de mandioca de 17 acessos provenientes de diferentes regides do estado do Rio
Grande do Sul. Os ensaios de hidrélise foram realizados em autoclave, utilizando-se 50 g de
mandioca ralada, adi¢ao de 250 mL de solu¢do de acido sulftrico a 1%, temperatura e pressao
fixas em 127 °C e 1,5 atm, respectivamente, durante 60 minutos. Cada acesso de mandioca
apresentou um teor diferente de glicose, verificando, portanto, que a produtividade em glicose
nao depende apenas do clima e do solo, visto que acessos provenientes da mesma localidade
apresentaram teores de glicose diferentes. O processo de hidrdlise dcida do amido da
mandioca mostrou-se eficiente, resultando em elevados teores de glicose para os 17 acessos
analisados (19,9 a 26,4%, m/m). Os autores concluiram que para a variedade de mandioca em
que se obteve maior teor de glicose (26,4%), o volume de etanol correspondente (valor
tedrico) seria de 171 litros por tonelada de mandioca.

Costa (2010) avaliou a produgdo de etanol a partir da hidrélise dcida do amido da
farinha de mandioca de trés variedades cultivadas no municipio de Junqueiro, localizado no
estado de Alagoas. Os tratamentos hidroliticos foram conduzidos em autoclaves, utilizando-se
50 g de farinha de cada variedade, adi¢do de 250 mL de solucdo de acido sulfurico a 1% e
pressdo de 1,5 atm, durante 60 minutos. Apds hidrélise, as suspensdes foram filtradas, e os
hidrolisados tiveram o pH ajustado para 4,5 utilizando solucdo de hidréxido de sédio a 26%.
Os ensaios de fermentacdo foram realizados em estufa a 38 °C, sob agitacdo constante (150
rpm), durante 16 horas. Como agentes de fermentagdo foram utilizadas duas cepas da
levedura Saccharomyces cerevisiae de linhagem UPSA, além de uma levedura comercial.
Cessada a fermentacdo, os mostos foram submetidos a andlise de determinacdo do teor
alcodlico pelo método ebuliométrico. Os melhores resultados para as trés variedades de
farinha de mandioca foram alcancados para os ensaios conduzidos com o fermento comercial,
onde os maiores valores obtidos para a efici€éncia de fermentagdo e produtividade em etanol
foram de 82,05% e 1,38 g.L'!.h"!, respectivamente.

Chongkhong et al. (2012) hidrolisaram o amido presente em sementes de jaca visando
posterior obten¢do de etanol. Os ensaios de hidrdlise foram realizados em frascos
Erlenmeyers, nos quais foram adicionados 30 g de sementes de jaca trituradas e 30 mL de
dgua destilada, em seguida, os frascos foram submetidos a um banho de 6leo em temperaturas
variadas (70,75, 80, 85 e 90 °C), em diferentes tempos de aquecimento (5, 10, 15 e 20 min.),
sob agitagdo constante de 100 rpm. Durante a fermentacdo, frascos Erlenmeyers contendo o

hidrolisado e o microrganismo Loog-pang foram, também, imersos em um banho de éleo sob
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agitacdo constante (100 rpm). Os ensaios fermentativos foram executados de acordo com uma
matriz de planejamento fatorial completo 2° com trés pontos centrais, tendo como varidveis
independentes o tempo (96, 120 e 144 h), o pH (4, 5 e 6 ) e a temperatura (30, 35 e 40 °C), e
como variavel dependente o percentual de etanol (%) encontrado no licor hidrolisado. Foram
definidas como condi¢des 6timas de operagdo: temperatura de 32,2 °C, pH de 5,2 e tempo de

124,5 h, resultando em uma producdo de etanol de 11,5%.
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3. MATERIAL E METODOS

Na secdo 3 estdo apresentados os procedimentos metodologicos realizados na
presente pesquisa, os quais compreenderam as atividades assim distribuidas: obtencdo e
preparo da matéria-prima, extracdo e purificacdo do amido presente nas sementes de jaca,
estudo dos processos hidroliticos utilizando os dcidos sulfiirico e fosforico como
catalisadores e estudo da fermentacdo dos hidrolisados visando a producdo de etanol. A
primeira etapa da pesquisa, referente a obtencdo e preparo das sementes de jaca, foi
realizada no Laboratorio de Armazenamento e Processamento de Produtos Agricolas
(LAPPA) da Unidade Académica de Engenharia Agricola (UAEA) do Centro de Tecnologia e
Recursos Naturais (CTRN), e as demais etapas, foram conduzidas no Laboratério de Quimica
de Biomassa (LQOB) e no Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB) da Unidade
Académica de Engenharia Quimica (UAEQ) do Centro de Ciéncias e Tecnologia (CCT),
sendo todos os laboratérios citados localizados na Universidade Federal de Campina

Grande (UFCG), Campus I, Campina Grande, PB.

3.1. Matéria-prima

Nesta pesquisa foram utilizadas, como matéria-prima, sementes de jaca (Artocarpus

heterophyllus L.) fisiologicamente desenvolvidas, das variedades dura e mole (Figura 3.1),

adquiridas nos municipios de Belo Jardim — PE e Campina Grande — PB.

Figura 3.1. Sementes de jaca (Artocarpus heterophyllus L.).
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3.1.1. Preparo da matéria-prima

Os frutos foram higienizados e abertos, as sementes retiradas dos bagos e lavadas em
agua corrente para remoc¢do dos residuos da polpa. A pelicula marrom (espermoderma) que
envolve as sementes de jaca foi removida manualmente. As sementes foram acondicionadas
em sacos de polietileno e armazenadas sob refrigeracdo em freezer a -18 °C até subsequente

utilizagdo.

3.2. Analises fisico-quimicas

Os parametros fisico-quimicos foram determinados tanto para as sementes de jaca
quanto para o amido extraido das sementes de jaca. Todas as andlises descritas a seguir foram
realizadas em triplicata e os resultados expressos como valores médios seguidos de desvios

padroes.

3.2.1. Teor de agua

A determinacdo do teor de dgua foi realizada por método gravimétrico em estufa com
circulagdo de ar regulada a 105 °C, até peso constante da amostra, conforme a metodologia

descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). Os resultados foram expressos em percentagem.

3.2.2. Acicares redutores

O teor de acticares redutores foi determinado pelo método titulométrico de Lane &
Eynon, utilizando-se solu¢des de Fehling, seguindo o procedimento descrito pelo Instituto

Adolfo Lutz (2008). Os resultados foram expressos em percentagem.
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3.2.3. Cinzas

A determinacgd@o do teor de cinzas foi realizada por método gravimétrico, baseado na
incineracdo da amostra em forno tipo mufla a 550 °C, até peso constante da amostra, segundo
a metodologia proposta pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). Os resultados foram expressos em

percentagem.

3.2.4. pH

O pH foi determinado através do método potenciométrico, calibrando-se o
potencidmetro com solugdes tampao de pH 7,0 e 4,0, de acordo a metodologia descrita pelo

Instituto Adolfo Lutz (2008). Os resultados foram expressos em unidades de pH.

3.2.5. Acidez

A acidez da amostra foi definida pelo método titulométrico, utilizando-se solu¢do de
hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 mol.L! e solucdo alcodlica de fenolftaleina a 1% como
indicador, seguindo o procedimento descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). Os resultados

foram expressos em percentagem.

3.2.6. Amido

O teor de amido foi determinado através da hidrélise 4cida do amido a glicose em
autoclave, utilizando-se solu¢do concentrada de acido cloridrico (HCl), e caracterizacdo da
glicose pelos reagentes de Fehling A e B por titulacdo, conforme a metodologia descrita pelo

Instituto Adolfo Lutz (2008). Os resultados foram expressos em percentagem.
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3.2.7. Proteinas

A determinacdo do teor de proteinas baseou-se na determinacdo do teor de nitrogénio
presente na amostra pelo método de Kjeldahl cldssico, utilizando-se o fator de conversao 5,28
(para améndoas), visando transformar a massa de nitrogénio encontrada em massa de
proteinas. O procedimento realizado foi conduzido de acordo com a metodologia proposta

pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). Os resultados foram expressos em percentagem.

3.2.8. Lipidios

O teor de lipidios foi determinado apds extracdo em aparelho do tipo Soxhlet,
utilizando-se como solvente éter de petréleo, conforme a metodologia descrita pelo Instituto

Adolfo Lutz (2008). Os resultados foram expressos em percentagem.

3.2.9. Fibras

Para a determinagdo do teor de fibras, a amostra foi submetida a uma digestdo 4cida
utilizando-se solugdo aquosa contendo 4cido acético glacial, 4cido nitrico e dacido
tricloracético, de acordo com o método gravimétrico descrito pelas normas propostas pelo

Instituto Adolfo Lutz (2008). Os resultados foram expressos em percentagem.

3.3. Extracio e purificacio do amido

A extragdo e purificagdo do amido das sementes de jaca foram realizadas de acordo
com a metodologia proposta por Bobbio et al. (1978).

As sementes de jaca, previamente descascadas, foram imersas em uma solug¢do aquosa
de bissulfito de sodio (0,5%, m/v) durante 48 horas, visando evitar o escurecimento do amido.
Em seguida, as sementes foram lavadas em dgua corrente, pesadas e desintegradas em
liquidificador industrial (marca Siemsen) com adi¢do de agua destilada na proporcao de 1:3

(semente:dgua, m/v), por 5 minutos.
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Apo6s a desintegracdo das sementes, o material foi passado em peneira de malha 65
mesh (marca Granutest), havendo a separacdo do bagaco do leite do amido. Seguidamente, o
bagaco das sementes de jaca foi também desintegrado e purificado, sendo o procedimento
finalizado até que o sobrenadante tornar-se limpido, indicando, possivelmente, total remog¢ao
do amido presente no bagaco.

A suspensdo de amido (leite do amido) foi decantada por um periodo de 12 horas em
ambiente refrigerado. Apds a primeira decantacdo, a suspensdo teve seu sobrenadante
descartado, e o precipitado suspenso em 4gua destilada, sendo novamente decantado por 12
horas. Este procedimento foi efetuado até que o precipitado apresentasse cor e textura
caracteristicas de amido.

Ao final da etapa de decantagdo, o amido obtido foi, entdo, seco em estufa com
circulagdo de ar (marca Cetec) a 50 °C durante 24 horas, moido para a padronizacdo da
granulometria por peneiramento (malha 65 mesh) e armazenado em sacos de polietileno. Com
o objetivo de manter o amido em ambiente no qual ndo absorvesse umidade, esses sacos
foram armazenados em uma caixa de poliestireno expandido contendo silica gel, e mantidos
em temperatura ambiente até posterior utilizacdo. As etapas referentes ao processo de

extracdo e purificacdo do amido das sementes de jaca estdo expostas no fluxograma da Figura
3.2.
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Figura 3.2. Fluxograma do processo de extracdo e purificagdo do amido das sementes de jaca.

3.3.1. Rendimento da extracao do amido

O rendimento da extragdo do amido foi calculado como a porcentagem da massa de
amido obtido ao final da secagem em relacdo a massa das sementes de jaca que foram

desintegradas, conforme a Equacgdo 3.1.
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m
Rendimento da extracio do amido (%) = — x 100 (3.1)
mi’

Onde:
m, (g) = Massa de amido obtido apds secagem;

m; (g) = Massa das sementes de jaca desintegradas.

3.4. Planejamento experimental visando a otimizacao dos processos hidroliticos

Visando otimizar as condi¢des de operagdo para os processos de hidrdlise do amido
realizados com os 4cidos sulfirico (H2SO4) e fosférico (H3POs), foi adotado o planejamento
fatorial completo 2° com trés pontos centrais, totalizando onze experimentos para cada
processo.

A temperatura de reacio (°C), o tempo de reagdo (min.) e a concentracdo do acido (%)
foram empregadas como varidveis independentes, e como varidveis dependentes, as
concentracdes de glicose e hidroximetilfurfural (g.L ') presentes no licor hidrolisado e a
eficiéncia de hidrdlise (%). Tomando como referéncia testes preliminares realizados e
trabalhos encontrados na literatura (FREITAS et al., 2009; GONCALVES et al., 2009;
COSTA, 2010 e OLIVEIRA, 2011), foram definidos para cada varidvel independente, os dois
niveis codificados alto (+) e baixo (-) e o ponto central (0), conforme estd apresentado na
Tabela 3.1. Na Tabela 3.2 encontra-se a matriz de planejamento fatorial completo 2° com trés
pontos centrais, a qual foi executada para os processos hidroliticos conduzidos com os acidos

sulfuarico e fosfoérico.

Tabela 3.1. Niveis reais e codificados para as varidveis independentes do planejamento

fatorial completo 2° incluindo os pontos centrais.

.l Nivel baixo Ponto Central Nivel alto
Variavel
(-) (0) (+)
Concentragao do 4cido (%) 1,0 3,0 5,0
Temperatura de reacdo (°C) 80 100 120
Tempo de reagdo (min.) 30 60 90
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Tabela 3.2. Matriz de planejamento fatorial completo 2° com trés pontos centrais.

Temperatura de reacao Tempo de reacdo  Concentracao do acido

Ensaio
°C) (min.) (%)
1 (-) 80 (-) 30 (-) 1,0
2 (+) 120 (-) 30 (-) 1,0
3 (-) 80 (+) 90 - 1,0
4 (+) 120 (+) 90 - 1,0
5 (-) 80 (-) 30 (+) 5.0
6 (+) 120 (-) 30 (+) 5.0
7 (-) 80 (+) 90 (+) 5,0
8 (+) 120 (+) 90 (+) 5,0
9 (0) 100 (0) 60 (0)3,0
10 (0) 100 (0) 60 (0)3,0
11 (0) 100 (0) 60 (0) 3,0

Ap0s execugdo da matriz de planejamento para cada processo de hidrdlise, as varidveis
independentes (temperatura de reagdo, concentragdo do acido e tempo de reacdo) e suas
interacdes (temperatura/tempo de reagdo, temperatura/concentracdo do 4cido e tempo de
reacdo/concentracdo do dcido) foram avaliadas quanto a influéncia sobre as varidveis
dependentes (concentracdo de glicose e concentragdo de hidroximetilfurfural) mediante
analise estatistica, utilizando o software Statistica®5.0.

Cada varidvel dependente foi analisada separadamente, tendo o seu modelo gerado. A
andlise de variancia (ANOVA) foi realizada para verificar a significancia estatistica dos
modelos obtidos. A qualidade do ajuste do modelo foi expressa pelo coeficiente de
determinacdo (R?) e sua significincia estatistica condicionada pelo teste-F. Os efeitos das
varidveis independentes e de suas interacdes foram mensurados pela andlise do diagrama de

Pareto e pelas curvas de superficie de resposta.

3.5. Hidrolise acida do amido

Os tratamentos hidroliticos do amido de sementes de jaca foram realizados na

presenca dos acidos sulfirico e fosférico em diferentes concentracdes (%), temperaturas (°C)
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e tempos de reacdo (min.), conforme estabelecido pela matriz de planejamento apresentada na
Tabela 3.2.

Os ensaios de hidrélise foram conduzidos em um sistema formado por seis reatores
tubulares de aco inoxiddvel, com capacidade individual de 160 mL, contendo tampas de aco
roscavel em uma das extremidades (Figura 3.3) e um banho de d6leo com aquecimento

controlado sob agitacao (Figura 3.4).

Figura 3.4. Banho de 6leo com aquecimento controlado sob agitagao.

Inicialmente, em cada reator foi adicionado 5 g da amostra contendo amido e 100 mL

da solucdo acida (proporcdo 1:20; m/v). Apds a carga, os reatores foram imersos em um
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banho de 6leo pré-aquecido a uma temperatura de 10 °C acima da temperatura de operagao,
sob agitacdo. Visando atingir o equilibrio térmico entre a mistura presente no interior do
reator com o banho de 6leo, o tempo de reagdo foi cronometrado cerca de 5 minutos apos a
imersdo dos reatores no banho. Ao atingir os tempos de reagdo pré-estabelecidos, os reatores
foram retirados do banho de 6leo e resfriados em dgua corrente, objetivando interromper a
reacao de hidrélise.

A suspensdo foi filtrada a viacuo em funil de Buchner. Devido ao menor poder
ionizante do acido fosférico quando comparado ao do 4cido sulfirico, o residuo de biomassa
resultante da hidrélise conduzida com o 4cido fosférico permaneceu em estado de
gelatinizacdo sendo, portanto, retido em tecido de polipropileno com didmetro de 1 pm,
enquanto o residuo proveniente da hidrélise realizada com o acido sulftrico foi retido em
papel de filtro.

O licor hidrolisado, oriundo da filtracdo, foi acondicionado em refrigerador doméstico
a 5 °C e, posteriormente, submetido a andlise cromatogriafica para a determinacdo das

concentracoes de glicose e hidroximetilfurfural (HMF).

3.6. Determinacao das variaveis dependentes do planejamento experimental

ApOs a execugdo dos ensaios de hidrdlise para os dois catalisadores em estudo, dcido
sulfiirico e 4cido fosférico, seguindo a matriz de planejamento fatorial completo 2> com trés
pontos centrais (Tabela 3.2), tornou-se possivel quantificar as varidveis dependentes do

processo hidrolitico.

3.6.1. Concentracoes de glicose e hidroximetilfurfural no licor hidrolisado

As concentracdes de glicose e hidroximetilfurfural presentes nos licores hidrolisados
pelos é4cidos sulfurico e fosférico foram determinadas por CLAE (Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia), seguindo a metodologia descrita por NREL (2008). Para a anélise utilizou-se
um cromatégrafo equipado com uma bomba modelo ProStar 210 (Varian); injetor manual
com loop de 20 pL; detector de indice de refracio modelo ProStar 356 (Varian) para a

glicose; detector modelo ProStar 356 (Varian) UV/ visivel, comprimento de onda 284 nm
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para o hidroximetilfurfural; coluna analitica de aco inox Hi-Plex H (300 mm x 7,7 mm;
Varian); temperatura da coluna de 40 °C; fase moével: solu¢do de 4cido sulfirico a 0,005
mol.L"' com vazdo de 0,6 mL.min"! e tempo de andlise: 60 min. Antes de serem injetadas, as
amostras foram, previamente, diluidas e filtradas em membranas de PTFE

(politetrafluoroetileno) de porosidade 0,20 pm (Chromafil Xtra).

3.6.2. Eficiéncia da hidrolise

A eficiéncia do processo de hidrélise foi definida como a porcentagem de amido
removido da semente de jaca e transformado em glicose. Para o célculo da eficiéncia de
hidrdlise fez-se necessaria a determinagdo da concentragdo tedrica de glicose, de acordo com
a Equacdo 3.2.

Concentragio teérica de glicose (g.L7) = 1,1x Cponaso

X Tﬂmido (32}

Onde:
Csuspensio (8.L'1) = Concentracdo da suspensao de amido em solugdo acida;
Tamidco = Teor de amido presente nas sementes de jaca apds o processo de extracdo e

purificagdo.

O fator de conversdo 1,1 estd relacionado a adicdo de uma molécula da agua (18
g.mol™!) para a liberacdo de uma molécula de glicose (180 g.mol™!) apés o rompimento de
cada ligacdo durante a hidrélise do amido (BARCELOS, 2012).

A partir do valor obtido para a concentracdo tedrica de glicose foi calculada a

eficiéncia do processo de hidrolise, conforme a Equagdo 3.3.

. i Concentracde real de glicose
Eficiéncia da hidrélise (%) = — x 100 (3.3)
Concentracdo tedrica de glicose

A concentragio real de glicose (g.L!) foi determinada a partir da andlise

cromatografica realizada no licor hidrolisado, de acordo com a metodologia descrita no item

3.6.1.
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3.7. Hidrdlise acida do amido nas condicoes otimizadas de operacao

A partir da determinacdo das varidveis dependentes do planejamento experimental,
concentracdo de glicose e concentracdo de hidroximetilfurfural, o processo de hidrdlise do
amido para os dois catalisadores em estudo, dcido sulfiirico e dcido fosférico, foi executado nas
condi¢des otimizadas de operacdo, seguindo a metodologia descrita no item 3.5, conforme é
apresentado no fluxograma da Figura 3.5.

Objetivando tornar o licor hidrolisado aproveitdvel para o processo fermentativo, 0 mesmo
teve o seu pH ajustado para valores entre 4,5 e 5,0 utilizando solugcdo de hidréxido de sdédio a

50%, sendo em seguida, centrifugado a 2000xg (Cu-5000 — Damon/IEC Division) por 15 min.

PREPARO DA SUSPENSAO

Proporg¢ao de 1:20 (amido:solu¢do dcida; m/v)

v

AQUECIMENTO

Banho de 6leo na temperatura de operacao

[ RESFRIAMENTO ]
v

[ FILTRACAO ]
|

v v

[ RESIDUO DE BIOMASSA ] [ LICOR HIDROLISADO ]
v v

[ ANALISE MORFOLOGICA ] AJUSTE DO pH

Solug¢do de hidréxido de sédio a 50%

[ CENTRIFUGACAO ]

Figura 3.5. Fluxograma referente ao processo de hidrélise d4cida do amido de sementes de

executado nas condicdes otimizadas de operagao.
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3.8. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A fim de observar e avaliar o efeito dos tratamentos acidos, realizados nas condi¢des
otimizadas de operagdo, sobre a superficie dos grinulos do amido extraido de sementes de
jaca, a técnica de microscopia eletronica de varredura foi empregada utilizando-se um
microscopio eletronico de varredura de bancada, modelo TM-1000, marca HITACHI, com
aumentos de até 10.000 X, profundidade de foco de 1 mm, resolu¢do de 30 nm, 15 KV, baixo
vacuo e pressdao variada (1 a 270 Pa). A referida anélise foi realizada no Laboratério de
Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais — CERTBIO, da Universidade Federal de

Campina Grande — UFCG.

3.9. Processos fermentativos

Visando quantificar o consumo do substrato limitante (glicose) e subsequente
obtencdo do produto (etanol), com a finalidade de definir os perfis cinéticos para os processos
fermentativos, os licores hidrolisados pelos dcidos sulftrico e fosférico foram reproduzidos
nas condi¢des otimizadas de operacdo definidas apds execugdo do planejamento experimental

e, em seguida, submetidos a ensaios de fermentaciao, conforme descrito a seguir.

3.9.1. Microrganismo

Como agente fermentador foi utilizada a levedura industrial Saccharomyces cerevisiae

Y904, cedida pela Consultoria em Biomassa e Bioprocesso — CBB.

3.9.2. Nutrientes

Foi utilizado o composto nutricional industrial (Nitrofés) contendo os elementos:

fosforo, nitrogénio, magnésio, manganes e zinco, cedido pela Consultoria em Biomassa e

Bioprocesso — CBB.
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3.9.3. Ensaios de fermentacao

Os ensaios de fermentacdo foram conduzidos em batelada simples. O mosto foi
preparado em um béquer com capacidade nominal de 1 L, ao qual foram adicionados 500 mL
do licor hidrolisado (Figura 3.6), 0,3 g de Nitrofés (0,6 gL ') e 6 g de levedura (12 g.L'}).
Apds homogeneizacido, o mosto foi mantido em uma cimara incubadora com agitagdo orbital

(SHAKE — Tecnal TE-420) a 160 rpm, sob temperatura controlada de 32 °C.

(a) (b)

Figura 3.6. Licores hidrolisados pelos catalisadores: (a) dcido sulfirico e (b) 4cido fosférico.

A fim de construir o perfil cinético referente a cada ensaio fermentativo, aliquotas do
mosto, de aproximadamente 1,5 mL, foram coletadas em intervalos regulares de 1 h e, em
seguida, centrifugadas a 2000xg (Cu-5000 — Damon/IEC Division) por 15 min, havendo a
separacdo das células de levedura do sobrenadante. O sobrenadante, entdo, foi diluido e
filtrado em membrana de PTFE (politetrafluoroetileno) com porosidade de 0,20 pm
(Chromafil Xtra) para a determinacdo das concentracdes de glicose e etanol por CLEA
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), seguindo a metodologia descrita no item 3.6.1.

Os ensaios de fermentagdo foram interrompidos quando, praticamente, todo o
substrato limitante (glicose) havia sido consumido pela levedura Saccharomyces cerevisiae
Y904. As etapas referentes ao processo de fermentacdo realizado para os licores hidrolisados

pelos acidos sulftrico e fosférico estdo expostas no fluxograma da Figura 3.7.
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[ PREPARACAO DO MOSTO ]

v

[ AGITACAO ]

[ RETIRADA DE ALICOTAS ]

[ CENTRIFUGACAO ]

v
[ CELULAS DE LEVEDURA ] [ SOBRENADANTE ]

v

[ DILUICAO E FILTRACAO ]

ANALISE CROMATOGRAFICA

Concentracdes de glicose e etanol

Figura 3.7. Fluxograma referente ao processo de fermentacdo realizado para os licores

hidrolisados pelos dcidos sulftrico e fosférico.

3.9.4. Determinacao dos parametros fermentativos

Com base na concentracdo inicial de glicose (Si), concentragdes finais de glicose (St) e
etanol (Pr) e tempo final de fermentacdo (tr), os parametros fermentativos: fator de conversao
de glicose em etanol (Ypss), produtividade volumétrica em etanol (Qp), eficiéncia de
conversdo (1) e porcentagem de consumo de glicose (Ys/so) foram calculados para os ensaios
de fermentag¢do conduzidos com os licores hidrolisados pelos dcidos sulftrico e fosférico, de

acordo com as equagdes expressas a seguir.
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3.9.4.1. Fator de conversao de glicose em etanol

O fator de conversdo de glicose em etanol, expressa a quantidade de etanol formado

por unidade de substrato limitante consumido, e foi calculado de acordo com a Equacao 3.4.

P, — P.
Yp, = L ¢ (3.4)
s 5.~ 5

Onde:

Yris = Fator de conversdo de glicose em etanol;
Ps (g.L‘l) = Concentra¢ao final de etanol;

P; (g.L!) = Concentracdo inicial de etanol;

St (g.L'!) = Concentracio final de glicose;

Si (g.L°!) = Concentragio inicial de glicose.

3.9.4.2. Produtividade volumétrica em etanol

A produtividade volumétrica em etanol, expressa a concentragdo de etanol produzido

por tempo de fermentacao, e foi determinada através da Equacao 3.5.

tr— ¢

Qp = (3.5)

Onde:

Qp (g.L1.h'") = Produtividade volumétrica em etanol;
P (g.L"") = Concentragio final de etanol;

P; (g.L!) = Concentracdo inicial de etanol;

tr (h) = Tempo final de fermentacao;

ti (h) = Tempo inicial de fermentacao.
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3.9.4.3. Eficiéncia de conversao

A eficiéncia do processo de fermentacao foi calculada com base no rendimento tedrico

proveniente da equagdo de Gay-Lussac (0,511 g etanol/g glicose), conforme a Equacéo 3.6.

pr'r_'; obtido
= ——— x 100 3.6
1 0,511 ( }

Onde:
1 (%) = Eficiéncia de conversao;

Yrss obtido = Fator de conversdo de glicose em etanol obtido pela presente pesquisa.

3.9.4.4. Porcentagem de consumo de glicose

A quantidade de glicose consumida durante os ensaios fermentativos, expressa em

porcentagem, foi calculada através da Equagdo 3.7.

5.—S;
Vs, ==L x100 (3.7)

Onde:
Ysss0 (%) = Porcentagem de consumo de glicose;
St (g.L!) = Concentracio final de glicose;

Si (g.L") = Concentracdo inicial de glicose.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na secdo 4 serdo apresentados os resultados experimentais e as respectivas
discussoes referentes as seguintes etapas da pesquisa: caracterizacdo fisico-quimica das
sementes de jaca e do amido extraido das sementes de jaca; rendimento do processo de
extracdo do amido; otimizacdo dos processos de hidrolise do amido utilizando os dcidos
sulfiirico e fosforico como catalisadores; avaliagdo morfologica da microestrutura do amido
nativo e hidrolisado nas condigoes otimizadas de operacdo e avaliacdo da fermentabilidade

dos licores hidrolisados pelos dcidos sulfiirico e fosforico.

4.1. Caracterizacao fisico-quimica das sementes de jaca

As sementes de jaca (Artocarpus heterophyllus L.) fisiologicamente desenvolvidas

foram submetidas a andlises fisico-quimicas, e os resultados das referidas andlises encontram-

se na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Composicdo fisico-quimica das sementes de jaca.

Constituintes Valores médios*
Teor de dgua (%) 59,0+ 0,47
Cinzas (%) 1,06 £ 0,01
Proteinas (%) 4,30 £ 0,08
Actcares redutores (%) 1,67 £0,03
Actcares totais (%) 3,72 £0,02
Fibras (%) 1,21 £ 0,09
Amido (%) 20,81 + 0,62
Acidez (%) 0,62 £ 0,01
pH 5,39+ 0,06

* Médias seguidas de desvios padroes
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O valor encontrado para o teor de dgua (59%) mostrou-se semelhante aos
determinados por Silveira (2000) e Albuquerque (2011) para sementes de jaca, sendo de
60,57% (variedade mole) e 58,48% (variedade dura), respectivamente.

O teor de cinzas obtido (1,06%) estd préximo ao encontrado por Albuquerque (2011)
que obteve valor de 1,15% para sementes de jaca da variedade mole, e inferior aos
determinados por Silveira (2000), Feitosa (2007) e Albuquerque (2011), que encontraram
valores de 1,47% (variedade dura), 1,49% (variedade mole) e 1,48% (variedade dura) para
sementes de jaca, respectivamente.

Quanto ao teor de proteinas, o resultado referente a presente pesquisa (4,30%)
mostrou-se inferior aos indicados na literatura para sementes de jaca. Silveira (2000)
encontrou 5,50% para a variedade dura e 5,07% para a variedade mole, enquanto
Albuquerque (2011) constatou 7,98 e 5,56% para as variedades mole e dura, respectivamente.
Segundo a Secretdria de Agricultura, Irrigacio e Reforma Agraria (SEAGRI, 2010), as
sementes de jaca contém, em média, 6,6% de proteinas.

A porcentagem encontrada para os agucares redutores (1,67%) foi inferior ao obtido
por Feitosa (2007), que também analisando sementes de jaca, apresentou valor de 2,29%. O
conteddo de agucares totais (3,72%) foi superior aos reportados por Leonel e Cereda (2002),
sendo de 2,02, 1,08, 0,83, 1,19 e 1,34% para as tuberosas amildceas: acafrdo, araruta, biri,
inhame e mandioquinha-salsa, respectivamente. De acordo com os autores, um elevado teor
de actcares totais e redutores torna a matéria-prima utilizdvel ndo somente para a extracao do
amido, mas para a producdo de hidrolisados e fermentados.

O percentual de fibras encontrado (1,21%) foi superior ao determinado por Silveira
(2000) que obteve 1,02% para sementes de jaca da variedade mole, e inferior aos indicados
por Silveira (2000) e Feitosa (2007) para sementes de jaca, sendo de 1,57% (variedade dura) e
1,71% (variedade mole), respectivamente. Conforme Brasil (2002), s3o considerados
alimentos s6lidos ricos em fibras, aqueles que apresentam teores de fibras acima de 3%, sendo
assim, as sementes de jaca ndo se enquadram nesta categoria.

As sementes de jaca apresentaram elevado teor de amido (20,81%) mostrando-se,
portanto, promissoras para serem utilizadas como matéria-prima para a produgdo de etanol. O
valor encontrado foi similar ao citado por Albuquerque (2011) para sementes de jaca da
variedade dura (21,35%), e superior aos determinados por Feitosa (2007) e Albuquerque

(2011) para sementes de jaca da variedade mole, sendo de 18,83 e 15,9%, respectivamente.
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Comparando o percentual de amido encontrado nas sementes de jaca (20,81%) com
outras fontes amildceas, nota-se que valores semelhantes foram reportados por Leonel e
Cereda (2002) e Tango et al. (2004) para inhame (20,10%) e sementes de abacate (20,43%),
respectivamente. No entanto, as demais tuberosas amildceas analisadas por Leonel e Cereda
(2002) como agafrdo, ahipa, batata-doce, biri e mandioquinha-salsa apresentaram valores
inferiores, sendo de 8,83, 7,68, 14,72, 18,45 e 15,75%, respectivamente.

A acidez encontrada (0,62%) foi inferior a determinada por Feitosa (2007) ao avaliar o
processamento e armazenamento de sementes de jaca (2,44%). Possivelmente, essa
discordancia de valores estd relacionada ao grau de maturidade da fruta, uma vez que,
segundo Ventura et al. (1992), a reducdo da acidez é consequéncia do metabolismo continuo,
posterior a colheita das frutas e durante o armazenamento, devido ao avanco da maturagdo.

O valor do pH (5,39) foi compativel com o indice de acidez encontrado (0,62%), visto
que, quanto menor a acidez maior serd o pH determinado, confirmando, portanto, que as
sementes de jaca utilizadas como matéria-prima na presente pesquisa encontravam-se

fisiologicamente desenvolvidas e em um grau de maturacao avancado.

4.2. Caracterizacao fisico-quimica do amido extraido das sementes de jaca

Na Tabela 4.2 encontram-se os valores médios seguidos de desvios padrdes referentes
as andlises fisico-quimicas realizadas no material amildceo oriundo de sementes de jaca, o
qual foi obtido apds processos de extracdo e purificacao.

O teor de dgua presente no amido obtido (7,69%) encontra-se dentro da faixa relatada
na literatura pesquisada (entre 5,45 e 11,3%) para amido extraido a partir de sementes de jaca
(SILVA et al.,, 2008; DUTTA et al., 2011), assim como, estd de acordo com o limite
estabelecido pela Legislacdo Brasileira, que permite no maximo 14% de teor de dgua para o
amido comercial (BRASIL, 1978). Portanto, as condicdes de operacdo utilizadas durante o
processo de extragdo do amido, tempo e temperatura de secagem, foram suficientes para se
alcancar um teor de dgua satisfatorio, sendo esse teor adequado para a conservacido do amido

até posterior utilizagao.
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Tabela 4.2. Composicao fisico-quimica do amido extraido das sementes de jaca.

Constituintes Valores médios*
Teor de dgua (%) 7,69 +£0,71
Cinzas (%) 0,14 £ 0,01
Proteinas (%) 2,58 +0,16
Lipidios (%) 0,35+ 0,08
Amido (%) 85,50 £ 0,81
Acidez (%) 0,27 £0,03
pH 4,62 £0,03

* Médias seguidas de desvios padrdes

Os valores obtidos para os teores de cinzas e lipidios, de 0,14 e 0,35%,
respectivamente, estdo em conformidade com o limite mdximo de 0,5% estabelecido pela
Legislacdo Brasileira para amidos comerciais (BRASIL, 1978). Para o teor de cinzas,
resultados semelhantes foram relatados por Silva et al. (2008) e Albuquerque (2011), que
encontraram 0,12 e 0,16% em amido extraido de sementes de jaca, respectivamente. Quanto
ao teor de lipidios, valor muito pr6ximo ao encontrado no presente estudo foi conseguido por
Silva et al. (2008). Barbosa (2013) apresentou valor superior, de 0,80%, e Rengsutthi e
Charoenrein (2011) reportaram resultado inferior, de 0,03%, tendo todos os autores citados,
analisado amido de sementes de jaca.

Segundo Wang e White (1994), dos constituintes presentes em menores
concentragdes, os que mais influenciam as propriedades funcionais dos amidos sdo os
lipidios. De acordo com 0s mesmos autores, quanto maior a quantidade de lipidios menor sera
a temperatura de gelatinizagdo do amido, o que sugere menor organizacdo da estrutura
cristalina do amido.

O teor de proteinas encontrado (2,58%) foi superior ao permitido pela Legislacdo
Brasileira para amidos comerciais, sendo de no méaximo 0,1% (BRASIL, 1978). Comparando
aos valores apresentados por outros autores, que também analisaram amido extraido de
sementes de jaca, o resultado obtido apresentou-se semelhante ao citado por Barbosa (2013),
de 2,06% e, superior aos indicados por Rengsutthi e Charoenrein (2011) e Dutta et al. (2011),

sendo de 0,09 e 0,4%, respectivamente. No entanto, inferior ao reportado por Mendes (2011)
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que encontrou 5,60% de proteinas em amido de sementes de manga, variedade Tommy
Atkins.

O resultado obtido para o teor de amido, de 85,5%, apresentou-se superior ao limite
estabelecido pela Legislagdo Brasileira para amidos comerciais, que € de no minimo 80%
(BRASIL, 1978), além de possuir elevado grau de pureza, uma vez que, como mostrado
anteriormente, o produto teve baixos teores de cinzas, proteinas e lipidios podendo, portanto,
ser considerado promissor para a utilizacdo como fonte amildcea. Quando equiparado a
valores indicados na literatura para amido de sementes de jaca, o teor de amido encontrado na
presente pesquisa mostrou-se similar aos determinados por Madrigal-Aldana et al. (2011) e
Barbosa (2013), sendo de 81,16 e 86,71%, respectivamente, e inferior aos citados por Silva et
al. (2008) e Dutta et al. (2011), que encontraram 94,55 e 99,20%, respectivamente, sendo
essas diferencas atribuidas, possivelmente, aos métodos de extracdo executados pelos autores
citados. Comparando com outras fontes amildceas, o teor de amido obtido estd pr6ximo ao
valor encontrado por Ribeiro (2006), que foi de 84,07% para amido de fécula de mandioca, e
revelou-se superior ao amido oriundo de sementes de manga, variedade Tommy Atkins, que
foi de 71,56%, relatado por Mendes (2011).

Segundo Oliveira (2011), € esperado para o amido nativo, ou seja, que nao passou por
processo de fermentacdao ou modificacao (hidrélise), valores de pH préximos da neutralidade.
No entanto, o amido obtido apresentou acidez de 0,27% e pH de 4,62. Essa acidez pode ter
sido ocasionada pelo tempo de decantagdo durante o processo de extragcdo, pois de acordo
com o mesmo autor, amidos que sdo deixados por longos periodos em contato com a agua,
podem iniciar o processo de fermentacdo, reduzindo, portanto, o pH. Valores préximos a
neutralidade foram reportados por outros autores, Henriquez et al. (2008) em seu trabalho
com amido de pinhdo (semente de Araucaria araucana) encontraram pH de 5,9, Moura
(2008) analisando amido dos rizomas de H. coronarium encontrou pH de 6,37 e Urbano

(2012) obteve pH de 5,91 para amido de mandioca.
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4.3. Rendimento do processo de extracao do amido

Visando verificar a eficiéncia da metodologia aplicada na presente pesquisa para a
extracdo do amido de sementes de jaca, na qual foi utilizada solucdo de bissulfito de sddio
(0,5%) como reagente, o rendimento do processo de extracdo foi calculado com base na
quantidade de amido obtido apds o processo de extracdo em relacdo a quantidade de sementes
de jaca utilizadas no processo. De acordo com Oliveira (2011), o rendimento de extracdo do
amido é um parametro importante a ser considerado, visto que, para a industria, um maior
rendimento em amido torna o processo economicamente mais atrativo.

Em comparacdo a resultados reportados por outros pesquisadores, que também
verificaram o rendimento de extracdo do amido de sementes de jaca, o valor obtido no
presente estudo, de 8,14%, mostrou-se semelhante aos determinados por Silva et al. (2008) e
Santos et al. (2013), que encontraram 8,91 e 8,17% em seus protocolos de extracdo com
solucdes de bissulfito de sédio (0,5%) e hidroxido de sédio (0,2%), respectivamente.
Resultados superiores foram relatados por Rengsutthi e Charoenrein (2011), Madrigal-Aldana
et al. (2011), Barbosa (2013) e Santos et al. (2013), sendo de 10,55, 9,30, 9,64 e 11,34%,
respectivamente. Todos os autores citados anteriormente utilizaram, como reagente, solucdo
de bissulfito de sédio, exceto Rengsutthi e Charoenrein (2011), que empregaram solugdo de
hidréxido de sédio (0,05 mol.L™!). No entanto, o maior resultado para o rendimento de
extragdo do amido de sementes de jaca encontrado na literatura foi reportado por Santos et al.
(2013), que realizando a extracdo do amido apenas com agua, indicaram um valor de 11,48%.

A metodologia utilizada no presente estudo mostrou-se eficiente quanto a pureza do
amido, uma vez que, as andlises fisico-quimicas realizadas no amido revelaram baixas fracdes
dos constituintes cinzas, proteinas e lipidios. Segundo Peroni (2003), quanto menor o teor
desses constituintes, melhor a qualidade do amido.

O material amildceo extraido de sementes de jaca (Figura 4.1) apresentou
caracteristicas tipicas de amido, exibindo-se como um pé fino, branco, inodoro, insipido e

produzindo ligeira crepitagdo quando comprimido entre os dedos.
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Figura 4.1. Amido extraido de sementes de jaca.

4.4. Planejamento experimental para o processo de hidrélise do amido utilizando acido

sulfirico como catalisador

Na Tabela 4.3 encontram-se os valores reais das varidveis independentes (temperatura,
tempo de reacdo e concentragdo do 4cido) e os resultados obtidos para as varidveis
dependentes (concentragdo de glicose, concentracdo de hidroximetilfurfural e eficiéncia da
hidrélise) apds os diferentes tratamentos de hidrélise do amido empregando 4cido sulfirico
como catalisador, os quais foram executados de acordo com a matriz de planejamento fatorial
completo 2° com trés pontos centrais apresentada no item 3.5, totalizando 11 experimentos.

Os resultados mostraram que a concentragdo de glicose presente nos licores
hidrolisados por 4cido sulfdrico variou de 0,08 a 32,98 gL' para os ensaios 1 e 8,
respectivamente. A maior eficiéncia de hidrélise (70,13%) foi constatada no ensaio 8, sendo
esse valor obtido pela razdo entre o maior valor encontrado para a concentracdo de glicose
(32,98 gL'!) e a mixima concentragio de glicose que seria alcancada se todo o amido
utilizado no ensaio fosse convertido em glicose apés o processo de hidrdlise (47,02 g.L™h).
Dos onze tratamentos realizados, apenas quatro apresentaram hidroximetilfurfural (HMF),
sendo o valor maximo encontrado de 0,53 g.L‘1 (ensaio 8). Verifica-se, também, que os
ensaios realizados no ponto central (ensaios 9, 10 e 11) exibiram pequena variacdo para a
concentracdo de glicose e, consequentemente, para a eficiéncia da hidrélise, ndo apresentado
variabilidade para a concentracdo de HMF, indicando, portanto, boa repetibilidade do

Processo.
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Tabela 4.3. Valores reais das varidveis independentes e resultados obtidos para as varidveis
dependentes apds diferentes tratamentos de hidrélise do amido utilizando 4cido sulftrico

como catalisador.

Ensaio Temperatura Tempo H2S04 Glicose HMF Eficiéncia
(°O) (min.) (%) (gL (gL (%)
1 80 30 1 0,08 0 0,17
2 120 30 1 26,37 0,02 56,08
3 80 90 1 0,16 0 0,34
4 120 90 1 29,76 0,13 63,28
5 80 30 5 0,46 0 0,98
6 120 30 5 27,65 0,17 58,80
7 80 90 5 4,34 0 9,23
8 120 90 5 32,98 0,53 70,13
9 100 60 3 19,55 0 41,57
10 100 60 3 20,20 0 42,96
11 100 60 3 20,05 0 42,64

Mediante andlise estatistica, considerando um intervalo de confianca de 95%, as
varidveis independentes (temperatura, tempo de reacdo e concentracdo do 4cido) e suas
interacdes (temperatura/tempo de reagdo, temperatura/concentracdo do 4cido e tempo de
reacao/concentracdo do dacido) foram avaliadas quanto a influéncia sobre as varidveis
dependentes, concentragcdo de glicose e concentragdo de hidroximetilfurfural, obtidas apds os

diferentes tratamentos hidroliticos utilizando acido sulfdarico como catalisador.

4.4.1. Analise estatistica para a concentracio de glicose no licor hidrolisado por acido

sulfdrico

Os resultados obtidos para a concentracdo de glicose (Tabela 4.3) foram tratados
estatisticamente, considerando um intervalo de confianga de 95% (p < 0,05), sendo possivel
determinar os coeficientes de regressdo para os parametros em estudo, 0s quais encontram-se

na Tabela 4.4. A Equacdo 4.1 corresponde ao modelo obtido para a concentracdo de glicose,
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onde os termos em negrito representam os parametros que foram estatisticamente

significativos.

Concentracdo de glicose = 15473,75 + 14215,65 T + 1835,90 t + 884,63 C +

4.1
84590 Txt—25791 Tx C+468,39tx C 1)
Tabela 4.4. Coeficientes de regressdo para a concentracio de glicose no licor hidrolisado por

acido sulfurico.

Limite de Limite de
Coeficiente Desvio

Parametros de Regressio  Padriio t(2) p c;)-l;t;ia;ja calgf";atl;og)a
Média 15473,75 1265,27 12,23  0,0066 10029,72  20917,77
Curvatura 6461,30 242281 2,67 0,1165 -3963,21 16885,82
(T) Temperatura 14215,65 1265,27 11,23  0,0078  8771,63 19659,68
(t) Tempo 1835,90 1265,27 1,45 02839  -3608,13 7279,92
(C) Concentragdo 884,63 1265,27 0,69 05568  -4559,40 6328,65
Txt 845,90 1265,27 0,66  0,5726  -4598,13 6289,92
TxC -257.91 1265,27 -0,20 0,8573  -5701,94 5186,11
txC 468,39 1265,27 0,37  0,7468  -4975,63 5912,42

Analisando a Tabela 4.4 e a Figura 4.2, que apresenta, graficamente, os efeitos
significativos e ndo significativos das varidveis independentes e de suas interacOes sobre a
concentracdo de glicose ao nivel de confianca utilizado, observa-se que a temperatura foi a
Unica varidvel a apresentar efeito estatisticamente significativo (p < 0,05) sobre a
concentracdo de glicose, indicando, portanto, que a elevacdo da temperatura provoca o
aumento da concentragdo de glicose no licor hidrolisado por 4cido sulftrico.

Apesar dos efeitos das varidveis, tempo de reacdo e concentracdo do 4cido, ndo serem
estatisticamente significativos (p > 0,05), as mesmas, por exibirem coeficientes positivos,
apresentaram influéncia positiva sobre a concentragdo de glicose, sugerindo, assim, que
valores elevados dessas duas varidveis supracitadas favorecem o aumento da concentragdao de

glicose no licor hidrolisado, porém, de forma menos significativa quando comparada a

influéncia da varidvel temperatura. Comportamentos semelhantes foram observados para as
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interacdes temperatura/tempo de reacdo e tempo de reacdo/concentracdo do dcido. Além
disso, o tempo de reacdo indicou maior efeito sobre a concentracdo de glicose quando
comparado ao efeito da concentracdo do 4cido.

No entanto, o efeito combinado da temperatura com a concentragdo do 4cido, por
exibir coeficiente negativo, indica que existe uma influéncia negativa sobre a concentracdo de
glicose, sinalizando, assim, que o aumento simultaneo dessas duas varidveis ndo favorece a

elevagdo da concentracdo de glicose no licor hidrolisado.

,
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p=,05

Figura 4.2. Diagrama de Pareto referente aos efeitos das varidveis independentes e de suas

interacdes sobre a concentracdo de glicose no licor hidrolisado por 4cido sulftrico.

Na Tabela 4.5 encontra-se a andlise de variancia (ANOVA) para a concentragdo de
glicose no licor hidrolisado por acido sulftrico, a qual determina a significincia estatistica do
modelo obtido (Equacdo 4.1). Analisando-se os resultados exibidos na referida tabela,
verifica-se que o coeficiente de correlacdo entre as respostas observadas e os valores preditos
pelo modelo (R?) foi de 98,45%, indicando, portanto, que o modelo expressa bem os dados
experimentais. Com relacdo ao teste F, observa-se que o valor de Fcalculado € 3,93 vezes maior
que o Fuabelado, constatando-se, assim, que o modelo € estatisticamente significativo ao nivel de
95% de confianca, mas nao preditivo. De acordo com Box e Wetz (1973), uma regressao para
ndo ser apenas significativa, mas também apresentar valor preditivo, necessita que o valor de

F calculado seja de 4 a 5 vezes maior do que o F tabelado.
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Tabela 4.5. Andlise de varidncia (ANOVA) para a concentragdo de glicose no licor

hidrolisado por 4cido sulftrico.

Fonte de Soma Graus de Média

Variacao Quadratica Liberdade Quadriatica Teste F*
Regressao 1749001797 6 249857399,5 3,93
Residuo 27473905 3 9157968,3
Falta de ajuste 1859315 1 1859315
Erro puro 25614590 2 12807300
Total 1776475702 9
%R> 98,45
Flabelado = 6,94
Fealculado = 27,28

* Teste F = Fcalculado/ Ftabelado

Através da Figura 4.3 pode-se confirmar que o modelo representa bem os dados
experimentais, uma vez que Os pontos experimentais encontram-se distribuidos préoximos a

reta de ajuste.
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Figura 4.3. Valores previstos pelo modelo em fun¢do dos valores experimentais referentes a

concentragdo de glicose no licor hidrolisado por édcido sulftrico.

Como o modelo obtido para a concentracdo de glicose € estatisticamente significativo
ao nivel de 95% de confianca, construiu-se a superficie de resposta para a andlise das

influéncias das varidveis independentes sobre a varidvel dependente em estudo.
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A superficie de resposta e a curva de contorno para a concentragdo de glicose (Figuras
44 e 4.5, respectivamente) foram geradas em funcdo das varidveis independentes,
temperatura e tempo de reag@o, pois como ji discutido anteriormente, foram essas varidveis

que apresentaram maior influéncia sobre a concentracdo de glicose no licor hidrolisado por
acido sulfurico.
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Figura 4.4. Superficie de resposta para a concentracdo de glicose no licor hidrolisado por
acido sulftrico.
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Figura 4.5. Curva de contorno para a concentracio de glicose no licor hidrolisado por dcido
sulfurico.
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Avaliando-se as Figuras 4.4 e 4.5 observa-se que, tomando-se como referéncia os
niveis definidos para as varidveis independentes do planejamento experimental realizado
nesta pesquisa, a regido de mdxima concentracio de glicose foi alcangada para os niveis mais
elevados (+) de temperatura e tempo de reacdo, sendo eles, 120 °C e 90 min.,
respectivamente.

No entanto, como a temperatura teve um maior efeito significativo sobre a
concentragdo de glicose quando comparada ao efeito do tempo de reacdo, percebe-se, através
das figuras supracitadas, que em temperaturas superiores a 120 °C e em tempos inferiores a
90 min. pode-se atingir, também, mixima concentracio de glicose. Este fato, possivelmente,
tornaria o processo mais econdmico, devido a diminui¢io do tempo para a realizacdo do
tratamento hidrolitico. Entretanto, sabe-se que o composto furano, hidroximetilfurfural, €
resultante da degradacdo de hexoses, como a glicose, sob elevadas temperaturas, e inibe o

processo fermentativo, quando em concentragdes inadequadas.

4.4.2. Andilise estatistica para a concentracdo de hidroximetilfurfural no licor

hidrolisado por acido sulfarico

A partir dos coeficientes de regressdo para os parametros em estudo obtidos apds
tratamento estatistico (Tabela 4.6) realizado para os resultados referentes a concentragdo de
hidroximetilfurfural (Tabela 4.3), tornou-se possivel a constru¢do do modelo para a
concentracdo de HMF, o qual encontra-se representado pela Equacdao 4.2. Os termos em
negrito representam os parametros que foram estatisticamente significativos ao nivel de 95%

de confianca.

Concentragcdao de HMF = 106,96 + 106,46 T + 59,71 t + 69,36 C + 60,22 T x t +

4.2)
6885TxC+3084txC
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Tabela 4.6. Coeficientes de regressdo para a concentragdo de hidroximetilfurfural no licor

hidrolisado por 4cido sulftrico.

Limite de Limite de
Coeficiente Desvio

Parametros de Regressio  Padrio ) p czr;féa;g)a c((ll;t";all;og)a

Média 106,96 1,53 69,84  0,0002 100,37 113,55
Curvatura -93,62 2,93 -31,92  0,0009  -106,24 -81,00
(T) Temperatura 106,46 1,53 69,51 00,0002 99,87 113,05
(t) Tempo 59,71 1,53 38,99  0,0007 53,12 66,30
(C) Concentragao 69,36 1,53 45,29  0,0005 62,77 75,95
Txt 60,22 1,53 39,32 0,0006 53,63 66,81

TxC 68,85 1,53 4496  0,0005 62,26 75,44

tx C 30,84 1,53 20,13 0,0025 24,25 37,43

Os resultados exibidos na Tabela 4.6 e na Figura 4.6 indicaram que todas as variaveis
independentes e suas interagdes apresentaram efeitos estatisticamente significativos (p < 0,05)
sobre a concentracao de hidroximetilfurfural no licor hidrolisado por 4cido sulftrico.

A temperatura, como previsto e comentado anteriormente, foi a varidvel que
apresentou maior efeito significativo sobre a concentragdo de HMF. Segundo Vargas (2006),
o hidroximetilfurfural forma-se por desidratacdo de hexoses em meio acido, numa velocidade
que varia diretamente com a temperatura.

No entanto, mesmo apresentando menores efeitos sobre a concentracio de HMF
quando comparadas ao efeito da temperatura, as varidveis, concentragdo do dcido e tempo de
reacdo, além de todas as combinacOes entre as varidveis independentes, por apresentarem
efeitos estatisticamente significativos (p < 0,05), devem ser analisadas durante o processo de
hidrdlise do amido, visando favorecer menores concentracdoes de hidroximetilfurfural, sem
que haja, entretanto, prejuizos a eficiéncia do processo. Para Lewkowski (2001), os
compostos furanicos, 5-hidroximetilfurfural (HMF) e furfural, sdo os inibidores mais potentes
derivados da degradacdo da biomassa através da hidrdlise dcida diluida e, de acordo com
Zaldivar et al. (2001), podem afetar a fisiologia celular da levedura, podendo causar uma
diminui¢do em sua viabilidade, acarretando diminui¢do do rendimento e produtividade em

etanol.
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Figura 4.6. Diagrama de Pareto referente aos efeitos das varidveis independentes e de suas
interagdes sobre a concentracdo de hidroximetilfurfural no licor hidrolisado por 4acido
sulfurico.

Analisando os resultados referentes a andlise de variancia (ANOVA) para a
concentracdo de hidroximetilfurfural no licor hidrolisado por 4cido sulftirico, os quais
encontram-se exibidos na Tabela 4.7, constatou-se que o modelo para a concentracdo de
HMF, Equacdo 4.2, expressa satisfatoriamente os os dados experimentais, uma vez que o
coeficiente de correlaciio (R?) entre as respostas observadas e os valores preditos pelo modelo
foi de 96,95%. Quanto ao teste F, o valor da razdo entre o Fcalculado € O Frabelado foi de 1,96,
indicando, portanto, que o modelo € estatisticamente significativo ao nivel de 95% de

confianca, mas ndo preditivo.

Shdmia Borborema Cabral 72



Resultados e Discussdo

Tabela 4.7. Andlise de variancia (ANOVA) para a concentracdo de hidroximetilfurfural no

licor hidrolisado por 4cido sulftrico.

Fonte de Soma Graus de Média
Variacao Quadratica Liberdade Quadriatica Teste F*
Regressao 251336,7 6 35905,2 1,96
Residuo 7896.,9 3 2632,3
Falta de ajuste 7859,4 1 1859315
Erro puro 37,5 2 12807300
Total 259233,6 9
%R> 96,95
Flabelado = 6,94
Fealculado = 13,64

* Teste F = Fcalculado/ Ftabelado

O bom ajuste do modelo aos dados experimentais, R* = 96,95%, pode ser comprovado
por meio da Figura 4.7, visto que os valores experimentais encontram-se distribuidos

proximos a reta de ajuste.
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Figura 4.7. Valores previstos pelo modelo em fun¢do dos valores experimentais referentes a

concentragdo de hidroximetilfurfural no licor hidrolisado por 4cido sulfurico.

Em consequéncia do modelo para a concentragdo de hidroximetilfurfural ter sido

considerado estatisticamente significativo ao nivel de 95% de confianca, a superficie de
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resposta € a curva de contorno para a concentracio de HMF (Figuras 4.8 e 4.9,
respectivamente) foram construidas visando avaliar a influéncia das varidveis independentes
que apresentaram maiores efeitos significativos sobre a concentragdo de HMF no licor

hidrolisado por 4cido sulfirico, sendo elas, a temperatura e a concentracdo do écido.
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Figura 4.8. Superficie de resposta para a concentracdo de hidroximetilfurfural no licor

hidrolisado por acido sulfurico.
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Figura 4.9. Curva de contorno para a concentracdo de hidroximetilfurfural no licor

hidrolisado por dcido sulfurico.
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Analisando as Figuras 4.8 e 4.9, percebe-se que a regido de méxima concentragdo de
hidroximetilfurfural foi atingida quando o tratamento hidrolitico foi conduzido sob os niveis
mais severos (+), de temperatura e concentracdo do 4cido (120 °C e 5%, respectivamente),
definidos para o planejamento experimental realizado nesta pesquisa. De acordo com Ogeda e
Petri (2010), no tratamento 4cido, além da temperatura, a concentracdo do 4cido é fator
determinante no controle da degradacdo de aguicares e formacgdo de produtos toxicos.

Portanto, sabendo que o hidroximetilfurfural, quando em concentragdes inadequadas,
inibe o processo fermentativo e, considerando que a varidvel tempo de reacao também revelou
efeito significativo sobre a concentracdo de HMF, o processo de hidrélise do amido com
acido sulftirico deve ser conduzido em condi¢des de temperatura, concentragdo do 4cido e
tempo de reacdo que visem favorecer menores concentracdes de HMF, sem que haja, no
entanto, reducdes significativas na concentracdo de glicose presente no licor hidrolisado, o

que acarretaria menor rendimento em etanol.

4.5. Planejamento experimental para o processo de hidrélise do amido utilizando acido

fosforico como catalisador

Na Tabela 4.8 observam-se os valores reais das varidveis independentes (temperatura,
tempo de reacdo e concentracdo do 4cido) e os resultados obtidos para as varidveis
dependentes (concentragdo de glicose, concentracdo de hidroximetilfurfural e efici€éncia da
hidrélise) apds os diferentes tratamentos de hidrélise do amido utilizando 4cido fosférico
como catalisador, os quais foram conduzidos de acordo com a matriz de planejamento fatorial
completo 2* com trés pontos centrais apresentada no item 3.5, totalizando 11 experimentos.

Os resultados revelaram que a concentracdo de glicose presente nos licores
hidrolisados por 4cido fosférico variou de 0,96 a 31,23 g.L‘1 para os ensaios 2 e 8,
respectivamente. Os licores hidrolisados oriundos dos tratamentos conduzidos na menor
temperatura estabelecida para o planejamento experimental (80 °C) ndo apresentaram
concentragdes detectaveis de glicose (ensaios 1, 3, 5 e 7). O valor maximo para a eficiéncia de
hidrélise (66,41%) foi verificado no ensaio 8. Os diferentes tratamentos hidroliticos do amido
com 4cido fosférico ndo geraram hidroximetilfurfural, com exce¢ao apenas para o ensaio 8,
que apresentou 0,08 gL' de HMF. Além disso, os resultados provenientes dos ensaios

realizados no ponto central (ensaios 9, 10 e 11) confirmaram a repetibilidade significativa do
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processo, uma vez que ndao houve variagdo considerdvel para a concentracdo de glicose e,

consequentemente, para a eficiéncia de hidrélise.

Tabela 4.8. Valores reais das varidveis independentes e resultados obtidos para as varidveis
dependentes apds diferentes tratamentos de hidrélise do amido utilizando &cido fosférico

como catalisador.

Ensaio Temperatura Tempo H3PO4 Glicose HMF Eficiéncia

(°O) (min.) (%) (gL (gL (%)

1 80 30 1 0 0 0

2 120 30 1 0,96 0 2,04

3 80 90 1 0 0 0

4 120 90 1 8,59 0 18,27

5 80 30 5 0 0 0

6 120 30 5 3,27 0 6,95

7 80 90 5 0 0 0

8 120 90 5 31,23 0,08 66,41

9 100 60 3 1,17 0 2,49

10 100 60 3 1,24 0 2,64

11 100 60 3 1,19 0 2,53

Assim como foi realizado para o processo hidrolitico utilizando o &4cido sulfurico
como catalisador, as varidveis independentes (temperatura, tempo de reacdo e concentracdo
do 4cido) e suas interacdes (temperatura/tempo de reacao, temperatura/concentracdo do acido
e tempo de reacdo/concentracdo do dcido) foram avaliadas, por meio de andlise estatistica
(considerando um intervalo de confianca de 95%), quanto a influéncia sobre as varidveis
dependentes, concentragdo de glicose e concentragdo de hidroximetilfurfural, obtidas apds os

diferentes tratamentos hidroliticos utilizando acido fosférico como catalisador.
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4.5.1. Analise estatistica para a concentracio de glicose no licor hidrolisado por acido

fosforico

Na Tabela 4.9 estdo apresentados os coeficientes de regressdo para os parametros em
estudo, os quais foram determinados apds tratamento estatistico realizado para os resultados
referentes a concentragdo de glicose (Tabela 4.8). O modelo obtido para a concentracdo de
glicose encontra-se representado pela Equacdo 4.3. Os termos em negrito representam os

parametros que foram estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca.

Concentragdo de glicose =522 +522 T +4,17t+284 C+417Txt+ 2,84 T

4.3
xC+226txC (4.3)
Tabela 4.9. Coeficientes de regressdo para a concentragdo de glicose no licor hidrolisado por

acido fosférico.

Limite de Limite de
Coeficiente Desvio

Parametros de Regressao Padrao @ P c:)-l;ts‘ia;: (ia C&Ig;a;f)a

Média 5,22 0,01 409,88  0,000006 5,17 5,28
Curvatura -4,02 0,02  -164,89 0,000037 -4,13 -3,92

(T) Temperatura 5,22 0,01 409,88 0,000006 5,17 5,28
(t) Tempo 4,17 0,01 326,92  0,000009 4,11 4,22
(C) Concentracdo 2,84 0,01 222,59  0,000020 2,78 2,89
Txt 4,17 0,01 326,92 0,000009 4,11 4,22

TxC 2,84 0,01 222,59  0,000020 2,78 2,89

txC 2,26 0,01 177,29  0,000032 2,20 2,31

Analisando a Tabela 4.9, verifica-se que as varidveis independentes, temperatura,
tempo de reacdo e concentra¢cdo do dcido, além de todas as interacdes entre elas, apresentaram
efeitos estatisticamente significativos (p < 0,05) sobre a variavel dependente concentracao de
glicose, e atuaram de forma positiva sobre o processo, ou seja, maiores valores para as
varidveis independentes e suas interagdes favoreceram a elevagdo da concentracio de glicose

no licor hidrolisado por 4cido fosférico.
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A significancia estatistica dos efeitos individuais e combinados das varidveis
independentes foi confirmada através do diagrama de Pareto mostrado na Figura 4.10. Por
meio deste diagrama, tornou-se possivel perceber que, assim como foi observado para o licor
hidrolisado por 4cido sulfurico, a temperatura foi a varidvel independente que apresentou
maior influéncia sobre a concentracdo de glicose no licor hidrolisado por acido fosférico,
seguida das varidveis, tempo de reacdo e concentracdo do 4cido. O efeito menos expressivo

foi observado para a combinacdo entre as varidveis tempo de reagdo e concentragio do acido.

(T) /// 409,8827

Txt /// 326,9256

(t) /// 326,9256

(©) /// 222,5918

Txo //// 222,518

txC /// 177,289

Curvatr. // 164,893

p=,05

Figura 4.10. Diagrama de Pareto referente aos efeitos das varidveis independentes e de suas

interacdes sobre a concentracdo de glicose no licor hidrolisado por 4cido fosfoérico.

Visando verificar a significincia estatistica do modelo obtido para a concentragdo de
glicose no licor hidrolisado por 4cido fosférico (Equagdo 4.3), a analise de variincia
(ANOVA) foi realizada, e os resultados encontram-se na Tabela 4.10. Avaliando os resultados
referentes a andlise supracitada, percebe-se que o modelo apresentou boa qualidade de ajuste
aos dados experimentais, posto que, o coeficiente de correlac@o entre as respostas observadas
e os valores preditos pelo modelo (R?) foi de 94,22%. Em relacdo ao teste F, constatou-se que
o modelo € estatisticamente significativo ao nivel de 95% de confianga, mas ndo preditivo,

pois a razdo entre 0 Fcalculado € O Frabelado foi de 1,17.
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Tabela 4.10. Andlise de variancia (ANOVA) para a concentracdo de glicose no licor

hidrolisado por 4cido fosforico.

Fonte de Soma Graus de Média
Variacao Quadratica Liberdade Quadriatica Teste F*
Regressao 665,98 6 110,99 1,17
Residuo 40,86 3 13,62
Falta de ajuste 40,86 1 40,86
Erro puro 0,01 2 0,01
Total 706,84 9
%R> 94,22
Flabelado = 6,94
Fealculado = 8,15

* Teste F = Fcalculado/ Ftabelado

Por meio da Figura 4.11, verificou-se a boa qualidade de ajuste do modelo aos dados
experimentais (R?> = 94,49%), uma vez que os valores experimentais estio distribuidos

proximos a reta de ajuste.

Valores Previstos

-5 0 5 10 15 20 25 30 35

Valores Experimentais
Figura 4.11. Valores previstos pelo modelo em funcdo dos valores experimentais referentes a

concentragdo de glicose no licor hidrolisado por dcido fosférico.

Como o modelo obtido para a concentracdo de glicose € estatisticamente significativo
ao nivel de 95% de confianca, a superficie de resposta e a curva de contorno para a

concentragdo de glicose (Figuras 4.12 e 4.13, respectivamente) foram geradas visando avaliar
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a influéncia das varidveis independentes que exibiram maiores efeitos sobre a concentracdo de

glicose no licor hidrolisado por 4cido fosférico, sendo elas, a temperatura e o tempo de

reacao.

B 20D

Figura 4.12. Superficie de resposta para a concentracdo de glicose no licor hidrolisado por

acido fosférico.

Tempo (min.)

75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125

Temperatura (°C)

Figura 4.13. Curva de contorno para a concentragdo de glicose no licor hidrolisado por 4cido
fosforico.
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Observando as Figuras 4.12 e 4.13, verifica-se que a regido de mixima concentracao
de glicose foi alcangada quando o tratamento hidrolitico com 4cido fosférico foi realizado sob
os niveis mais elevados (+) de temperatura e tempo de reacdo (120 °C e 90 min.,,
respectivamente) definidos para a matriz de planejamento (Tabela 4.3).

Comparando ao tratamento com 4cido sulfirico, comportamento semelhante foi
percebido para a varidvel temperatura, uma vez que essa varidvel independente apresentou
maior influéncia sobre a concentracdo de glicose para os dois tratamentos hidroliticos
realizados na referida pesquisa. Quanto a influéncia da varidvel tempo de reacdo, maior efeito
sobre a concentragdo de glicose foi observado para o tratamento com acido fosférico (p <
0,05) quando comparado ao tratamento com dcido sulftrico (p > 0,05).

Apesar de ndo ter sido gerada uma superficie de resposta em funcido da varidvel
concentracdo do 4cido, a mesma apresentou efeito bastante significativo sobre a concentragdao
de glicose, indicando, portanto, que maiores concentracdes para o dcido fosférico
provocariam o aumento da concentracdo de glicose no licor hidrolisado. No entanto,
concentracoes mais elevadas de dcido, possivelmente, refletiriam na inviabilidade do
processo, posto que, segundo Yu et al. (2008), uma maior quantidade de acido requerida para
0 processo causaria problemas ambientais, corrosdo dos equipamentos e elevado custo na
recuperagdo do dcido consumido. Além da possibilidade de haver maior formacido de

inibidores.

4.5.2. Andlise estatistica para a concentracio de hidroximetilfurfural no licor

hidrolisado por acido fosférico

As andlises estatisticas realizadas no presente estudo foram executadas visando avaliar
a influéncia das varidveis independentes (temperatura, tempo de reacdo e concentracdo do
acido) e de suas interagdes (temperatura/tempo de reagcdo, temperatura/concentragdo do acido
e tempo de reagdo/concentracdo do acido) sobre as varidveis dependentes (concentragdo de
glicose e concentracdo de hidroximetilfurfural). Portanto, em virtude dos tratamentos
hidroliticos com d4cido fosférico ndo terem gerado concentracdes detectiveis de
hidroximetilfurfural (HMF), com excecdo apenas para o ensaio 8 (0,08 g.L’!), tornou-se

inviavel realizar uma anélise estatistica para a referida varidvel dependente.
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4.6. Consideracoes gerais dos planejamentos experimentais

Os planejamentos experimentais realizados no presente estudo foram executados
visando a otimizagdo dos processos hidroliticos conduzidos com os dcidos sulfirico e
fosférico, ou seja, objetivando determinar em que ensaio, dentre os onze ensaios realizados
para cada processo de hidrdlise, as condi¢des de temperatura, tempo de reacdo e concentracao
do 4cido possibilitariam um licor hidrolisado contendo uma concentracio de
hidroximetilfurfural (HMF) que ndo inibisse o processo fermentativo, concomitantemente,
com uma elevada concentracdo de glicose, favorecendo, portanto, o processo de fermentacao,
e subsequente obtenc¢do de etanol a partir do amido de sementes de jaca.

Para os dois processos de hidrolise do amido, o ensaio 8 (Tabelas 4.3 e 4.8) foi
escolhido como o ponto 6timo, uma vez que, a 120 °C, concentragdo do acido a 5% e apos 90
min. de reacdo obteve-se maiores concentragdes de glicose nos licores hidrolisados, 32,98 e
31,23 g.L'! para os tratamentos com os 4cidos sulfdrico e fosférico, respectivamente. Além
disso, nessas mesmas condi¢des de operacdo, a concentracdo de hidroximetilfurfural nos
licores hidrolisados foram de 0,53 e 0,08 g.L"! para os tratamentos com os 4cidos sulfiirico e
fosforico, respectivamente. De acordo com Taherzadeh (2000), os compostos formados pela
degradacdo de hexoses e pentoses, hidroximetilfurfural e furfural, respectivamente, inibem a
levedura quando encontram-se em concentra¢des proximas de 4 g. L.

Em virtude da maior concentracdo de glicose no licor hidrolisado, o processo de
hidrélise do amido conduzido com o 4cido sulfurico apresentou maior efici€éncia de hidrélise
(70,13%) quando comparada a eficiéncia alcancada pelo processo utilizando 4cido fosférico
(66,41%). Esse fato pode ser justificado pelo elevado poder ionizante do dcido sulftrico (pKa
= 1,92) frente ao 4cido fosférico (pKa = 2,14). Segundo Previdello et al. (2006), a constante
de dissociacdo, pKa, é uma grandeza que permite saber a for¢ca de um acido, quanto menor o
pKa, maior ioniza¢do e mais forte é o dcido. De acordo com Cereda (2002), quando se usa
acido, a hidrélise € tanto mais eficiente e rapida quanto maior o poder ionizante do dcido.

No entanto, mesmo apresentando menor eficiéncia de hidrélise, o tratamento
hidrolitico com 4cido fosforico apresenta vantagem sobre o tratamento com &cido sulfirico no
que diz respeito aos sais formados. Para Grzybowski (2008), o uso de acidos mais brandos,
como o fosférico ou o citrico, tem a vantagem de ndo necessitar a remocao dos sais formados

apos hidrolise, pois esses sais podem atuar como nutrientes para fins fermentativos.
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Gaewchingduang e Pengthemkeerati (2010) hidrolisaram o bagaco de mandioca
utilizando os 4cidos sulftrico e fosférico em diferentes condi¢des de operacdo: concentracao
do 4cido (0,05 a 0,5 mol.L™"), temperatura (115 a 130 °C) e tempo de reagio (15 a 90 min.).
Maiores concentracdes de acticares redutores (800 e 570 mg.g! para os 4cidos sulfiirico e
fosforico, respectivamente) foram alcancadas quando os tratamentos hidroliticos foram
conduzidos a 130 °C, concentra¢do do écido a 0,1 mol.L"' e 90 min. de reacdo. Portanto, os
autores verificaram que o tratamento com &4cido sulfirico apresentou maior eficiéncia de
hidrélise quando comparado ao tratamento com acido fosférico.

Oliveira (2011), operando em condi¢cdes semelhantes as utilizadas na presente
pesquisa (123° C, 90 min. e pH de 1,5), hidrolisou o amido presente no farelo de mandioca
empregando, como catalisadores, os dcidos sulfurico e fosférico, e encontrou valores
inferiores para as eficiéncias de hidrolises. No entanto, também constatou maior eficiéncia de
hidrdlise para o tratamento com o dcido sulfirico (50,05%) do que para o tratamento com o
acido fosférico (36,87%). O tratamento com 4cido fosférico ndo gerou concentragdes
detectdveis de hidroximetilfurfural no hidrolisado, enquanto no tratamento com é&cido
sulfarico, o hidrolisado apresentou 0,02 g.L'1 de HMF.

Zuniga et al. (2013) hidrolisaram o amido presente na farinha do mesocarpo do coco
babacu utilizando trés tipos de &cidos (sulfirico, cloridrico e fosférico) em diferentes
concentracoes (1, 3, 5, 7 e 9%). ApoOs andlise estatistica, os autores verificaram que a
concentracdo dos 4cidos teve efeito significativo sobre o percentual de acticares redutores
formados, tendo o tratamento hidrolitico com 4acido sulfirico a 9% revelado maior eficiéncia

de hidrélise (67,2%).

4.7. Avaliacao morfoldgica dos granulos de amido nativo e hidrolisado

A microestrutura do amido extraido de sementes de jaca, nativo e hidrolisado nas
condi¢des otimizadas de operacdo, foi avaliada a fim de detectar as mudancas morfoldgicas
ocasionadas pelos tratamentos acidos realizados. Na Figura 4.14 encontram-se as micrografias
obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) dos granulos de amido nativo extraido

de sementes de jaca.
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Figura 4.14. Micrografias dos granulos de amido nativo extraido de sementes de jaca em

diferentes ampliagdes: (A) 500x; (B) 1000x; (C) 1500x e (D) 3000x.

As micrografias dos granulos de amido nativo evidenciaram a formacao de uma matriz
coesa, com formas geométricas, predominantemente, elipsoides e hemisféricas,
assemelhando-se ao formato de cupulas. A superficie dos granulos mostrou-se lisa, sem
apresentar fissuras ou porosidade. Quanto ao tamanho dos granulos, o amido em estudo
apresentou didmetros variados, na faixa de 4 a 9 um. Segundo Leonel e Cereda (2002), essa
variacao pode estar relacionada a organizacdo histoldgica da planta, que apresenta diferencas
no tipo e distribuicdo dos cambios vasculares. Entretanto, o ponto de maturacdo das frutas,
também é um aspecto a ser considerado como influenciador na heterogeneidade do tamanho
dos granulos do amido. De acordo com Franco et al. (2001), o tamanho e a forma dos
granulos de amido variam conforme a espécie botinica, enquanto que a distribuicdo de
tamanho varia com o estagio de desenvolvimento da planta.

Albuquerque (2011) analisando as microestruturas dos granulos do amido de sementes

de jaca de duas variedades, dura e mole, por microscopia eletronica de varredura, observou
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que, granulos com didmetros maiores sdo caracteristicos da variedade mole, enquanto os
menores sao peculiares da variedade dura.

Os aspectos morfoldgicos, formatos e tamanhos, encontrados para os granulos do
amido de sementes de jaca foram caracteristicos desta fonte botanica, visto que os resultados
deste trabalho corroboraram com os apresentados por Albuquerque (2011), Dutta et al.
(2011), Kittipongpatana e Kittipongpatana (2011), Madrigal-Aldana et al. (2011), Barbosa
(2013) e Santos et al. (2013), os quais também analisaram microscopicamente a estrutura do
amido de sementes de jaca.

Comparando com amidos de outras espécies botanicas, as formas geométricas dos
granulos do amido de sementes de jaca apresentaram similaridade com os formatos dos
granulos do amido de pinhdo, semente da arvore Araucaria angustifélia, exibidos por
Muccillo (2009) e Spada (2011). Com relagdo aos tamanhos dos granulos, os diametros
encontrados para o amido de sementes de jaca mostraram-se menores que os obtidos para o
amido de banana verde (Musa cavendish), variedade nanica, citado por Izidoro (2011), sendo
de 26,62 pm; amido da semente de manga (Mangifera indicans L.), variedade Tommy Atkins,
reportado por Mendes (2011), encontrando-se na faixa de 10,92 a 16,41 pm e amido da
semente de abacate (Persea americana Mill), referenciado por Silva et al. (2013), situando-se
na faixa de 26 a 36,85 um. Resultados semelhantes foram indicados por Sanabria (2010) e
Pontes (2012) para amido de raizes de maca (Lepidium meyenii Walp) e amido de arroz
(Oryza sativa), que encontraram tamanhos nas faixas de 5,3 a 93 um e 2 a 11 pm,
respectivamente.

Na Figura 4.15 encontram-se as micrografias referentes aos granulos de amido de
sementes de jaca hidrolisados pelos dcidos sulftrico e fosférico nas condi¢des otimizadas de

operagdo.
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Figura 4.15. Micrografias dos granulos de amido de sementes de jaca ap6s hidrélise: (A) com
acido sulftrico (500x); (B) com acido sulftrico (3000x); (C) com acido fosférico (500x); (D)

com dacido fosférico (3000x).

Comparando a microestrutura dos granulos de amido nativo (Figura 4.14), os granulos
de amido hidrolisados pelos dcidos sulfirico e fosférico (Figura 4.15) revelaram-se com
diferentes graus de modificacdo, estando alguns parcialmente degradados, enquanto outros,
totalmente degradados, inferindo, portanto, na perda, parcial ou total, da morfologia
caracteristica desta espécie botanica.

Contrapondo as micrografias dos granulos de amido hidrolisado, observa-se que,
aqueles oriundos do tratamento com 4cido sulfirico (Figuras 4.15A e 4.15B) apresentaram

maior rompimento estrutural em relacdo aos provenientes do tratamento com &cido fosférico
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(Figuras 4.15C e 4.15D). Esse fato, como ja comentado, pode ser justificado pelo elevado
poder ionizante do 4cido sulftrico frente ao 4cido fosférico.

Analisando-se as Figuras 4.15A e 4.15C, percebe-se uma massa amorfa ao redor dos
aglomerados de granulos de amido. Este comportamento, possivelmente, estd relacionado a
gelatinizacdo parcial dos granulos, que corresponde, segundo Herndndez-Medina et al.
(2008), a destrui¢ao gradual e irreversivel da estrutura dos granulos de amido. De acordo com
Hansen et al. (2008), ao atingir-se o estado de gelatinizacdo, a molécula de amido torna-se
mais acessivel ao ataque do 4cido, possibilitando uma reagdo mais eficiente. Para Surmely et
al. (2003), a gelatiniza¢do do amido € o primeiro passo para o processo de hidrdlise.

Para os dois tratamentos dcidos, os granulos de amido mostraram-se agrupados, sendo
observados poucos granulos dispostos de forma isolada. Essa aglomeracdo, provavelmente,
ocorreu devido ao processo de retrogradagdo do amido. Conforme Parker e Ring (2001), apds
a gelatinizacdo do amido, quando a temperatura € reduzida a temperatura ambiente, algumas
moléculas do amido comecam a associar-se formando precipitados, o que caracteriza o

processo de retrogradacgdo.

4.8. Avaliacdo da fermentabilidade dos licores hidrolisados pelos acidos sulfiirico e

fosforico

A fim de avaliar a fermentabilidade dos licores hidrolisados pelos acidos sulfurico e
fosférico, os quais foram reproduzidos nas condi¢des otimizadas de operacdo (item 4.6),
ensaios de fermentacdo foram realizados utilizando, como agente fermentador, a levedura

industrial Saccharomyces cerevisiae Y904.

4.8.1. Cinética de fermentacao para producao de etanol

Através das Figuras 4.16 e 4.17 pode-se observar os perfis cinéticos da produgdo de
etanol e consumo de glicose (substrato limitante) em fun¢ao do tempo referentes aos ensaios
fermentativos utilizando os licores hidrolisados pelos 4cidos sulfirico e fosférico, os quais

tiveram concentragdes iniciais de glicose de 30,41 e 28,98 g.L'!, respectivamente.
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Figura 4.16. Perfil cinético da producao de etanol e consumo de glicose em fun¢do do tempo

para fermentacdo do licor hidrolisado por dcido sulftrico.
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Figura 4.17. Perfil cinético da produc¢do de etanol e consumo de glicose em func¢ao do tempo

para fermentacdo do licor hidrolisado por dcido fosférico.

Comparando os ensaios fermentativos realizados, percebe-se que, inicialmente,
ambos apresentaram comportamentos semelhantes, havendo producido de etanol em duas
horas de fermentacdo. No entanto, a completa conversao de glicose foi alcangada em 7 horas

para o ensaio com o licor hidrolisado por dcido fosférico. J4 para o ensaio utilizando o licor
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hidrolisado por 4cido sulftrico, a glicose foi integralmente consumida em 10 horas. Esse
fato, possivelmente, ocorreu em virtude da maior concentracdo de hidroximetilfurfural no
licor hidrolisado por 4cido sulfirico (0,49 gL!) quando comparada a concentracio
encontrada no licor hidrolisado por 4cido fosférico (0,06 g.L!). A concentracio de HMF no
licor hidrolisado por 4cido sulftrico, mesmo sendo inferior a estabelecida como tdxica ao
microrganismo, pode ter retardado o processo fermentativo. Como ja comentado, segundo
Taherzadeh (2000), o hidroximetilfurfural inibe a levedura quando encontra-se em
concentracdes proximas de 4 g.L'!. Entretanto, Larsson et al. (1999) e Felipe et al. (1995)
afirmam que mesmo em concentracdes baixas de inibidores, é recomendado a detoxificacdo
do licor antes do processo fermentativo, pois ha efeitos sinérgicos dos inibidores podendo
dificultar a fermentagdo alcodlica.

Apesar do maior tempo requerido para o ensaio fermentativo utilizando o licor
hidrolisado por &cido sulftrico, tornou-se evidente que a levedura industrial Saccharomyces
cerevisiae Y904 foi capaz de metabolizar, completamente, o contetido de glicose presente
nos licores hidrolisados em estudo. Além dos tratamentos hidroliticos com os &4cidos
sulfarico e fosforico ndo terem gerado concentragcdes de HMF consideradas toxicas ao
microrganismo, tal acontecimento pode ser justificado pela concentracdo da suspensdo de
amido em solugio 4cida utilizada nos ensaios hidroliticos (50 g.L') que, mesmo atingindo
100% da eficiéncia de hidrolise, acarretaria em 47,02 g.L‘l de glicose, valor este, inferior aos
utilizados nos processos fermentativos em escala industrial. De acordo com Gibson et al.
(2007), altas concentragdes de sdlidos dissolvidos no mosto acarretam em fermentacoes
incompletas, uma vez que as células tornam-se vulnerdveis a varios mecanismos de estresse,
dentre eles, o aumento da pressdo osmotica externa e elevadas concentragdes de etanol, os
quais podem afetar o desempenho da levedura. Segundo Ribeiro (2010), valores entre 350 a
500 g.L"! de agticares redutores totais (ART) tornam o crescimento celular impossivel devido
a desidratacdo ocasionada pelo estresse osmaético.

Urbano (2012) avaliou a fermentabilidade de hidrolisados de amido da mandioca em
diferentes concentracdes de glicose (180, 220 e 260 g.L!), em tratamentos com e sem
aeragdo, utilizando duas linhagens da levedura Saccharomyces cerevisiae (Y904 e Y670).
Para os ensaios fermentativos, em aerobiose e anaerobiose, com hidrolisados apresentando
180 e 220 g.L“ de glicose, as duas cepas, Y904 e Y670, foram capazes de metabolizar todo o
conteido de substrato (glicose). No entanto, para os ensaios com os hidrolisados

apresentando maior concentragio de glicose (260 g.L™!), foi percebido que o contetido de
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glicose ndao foi completamente consumido. Os ensaios conduzidos com a cepa Y904
apresentaram concentracdes residuais de glicose de 28,40 gL' e 48,60 g.L!, para os
tratamentos em aerobiose e anaerobiose, respectivamente. De forma semelhante, os ensaios
realizados com a cepa Y670 revelaram concentragdes residuais de glicose de 31,50 g.L!'e
24,60 g.L'!, para os tratamentos em aerobiose e anaerobiose, respectivamente.

Outro fator que deve ter colaborado para que a levedura Saccharomyces cerevisiae
Y904 tenha sido capaz de metabolizar todo o contetido de substrato limitante (glicose)
presente nos licores hidrolisados, foi o elevado potencial fermentativo apresentado pela
linhagem supracitada. Steckelberg et al. (2006) isolaram e caracterizaram diferentes
linhagens de levedura do género Saccharomyces oriundas de dornas de fermentacido de 19
unidades produtoras brasileiras de etanol. Embora com variacdes previsiveis, todas as
leveduras apresentaram caracteristicas fermentativas adequadas ao processo industrial, tendo
a linhagem Y904 revelado o maior valor encontrado para o nivel de conversdo de substrato

(99,64%).

4.8.2. Determinacao dos parametros fermentativos

A partir da concentragdo inicial de glicose (S;), concentracdes finais de glicose (S¢) e
etanol (Pr) e do tempo final de fermentacdo (tr), os parametros fermentativos foram
calculados para os ensaios de fermentacdo conduzidos com os licores hidrolisados pelos
acidos sulfdrico e fosférico através das equacdes exibidas no item 3.9.4., e os resultados

encontram-se na Tabela 4.11.

Tabela 4.11. Resultados obtidos para os parametros fermentativos referentes aos ensaios de

fermentac¢do conduzidos com os licores hidrolisados pelos dcidos sulfurico e fosforico.

Licores hidrolisados

Parametros
H2S04 H3PO4
Yrss 0,50 0,49
Qe (g.L"h™) 1,52 2.04
1] (%) 97,85 95,89
Ys/s0 (%) 100 100
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O fator de conversdo de glicose em etanol obtido (Yp/s) para o ensaio fermentativo
realizado com o licor hidrolisado por dcido sulfirico foi de 0,50, que corresponde a 97,85%
de eficiéncia de fermentacdo (I]). Esses valores mostraram-se semelhantes, porém, pouco
superiores aos determinados para o ensaio fermentativo conduzido com o licor hidrolisado
por acido fosférico, que foram de 0,49 e 95,89% para o fator de conversdo de glicose em
etanol e eficiéncia de fermentacdo, respectivamente.

Como o fator de conversao Ypssrelaciona a quantidade de etanol produzido a partir da
quantidade de glicose consumida, os resultados encontrados foram coerentes, uma vez que o
licor hidrolisado por 4cido sulfdrico apresentou maior concentracio de glicose (30,41 g.L'!)
em relacdo ao licor hidrolisado por 4cido fosférico (28,98 g.L‘l) e, em virtude da levedura
Saccharomyces cerevisiae Y904 ter sido capaz de metabolizar, de forma semelhante (0,50 e
0,49 g de etanol/ g de glicose para as fermentacdes com os hidrolisados por 4acido sulfurico e
fosforico, respectivamente) todo o conteddo de glicose (substrato limitante) presente nos
licores hidrolisados supracitados (Ys/so = 100%), teve-se como consequéncia, uma maior
concentragdo de etanol para a fermentagao com o hidrolisado por dcido sulftrico (15,18 g.L'")
quando comparada a concentracdo de etanol para a fermentacdo conduzida com o licor
hidrolisado por 4cido fosférico (14,27 g.L'1).

Tomando como referéncia os valores alcangados na industria, os resultados obtidos
na presente pesquisa para a eficiéncia de fermentacdo mostraram-se promissores. Segundo
Ingledew (1999), na industria, a faixa de eficiéncia de fermentacdo atinge de 90 a 93% do
valor tedrico de conversao de glicose a etanol. De acordo com Ribeiro (2010), o rendimento
tedrico de etanol por grama de glicose consumida (Yps) € 0,511, sendo este valor
considerado 100% quando o substrato for glicose. Como na condi¢do de fermentacdo
industrial brasileira, a eficiéncia alcancada € em média 91%, isto corresponde a 0,465 gramas
de etanol por grama de glicose consumida.

Quanto a produtividade volumétrica em etanol (Qp), pardmetro fermentativo que
expressa a concentracdo de etanol produzido por tempo de fermentacdo, resultado superior
foi encontrado para o ensaio fermentativo com o licor hidrolisado por acido fosférico (2,04
g L1 h!). Esse fato ocorreu em virtude do referido ensaio ter exigido menor tempo (7 h) para
alcangar a maior concentraciio de etanol (14,27 g.L'!) quando comparado ao ensaio com o
licor hidrolisado por acido sulftrico, que necessitou de 10 h de fermentagcdo para atingir a
maior concentracio de etanol (15,18 g.L'!), revelando uma produtividade volumétrica de

1,52 gL !,
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Melo et al. (2008), com vistas a producdo de etanol, hidrolisaram o amido presente no
residuo oriundo da extracdo do 6leo de sementes de mamona para a indudstria de biodiesel
utilizando uma solucéo de 4cido sulfiirico (0,25 mol.L™!"). Apés hidrélise, a fragdo solivel foi
usada como mosto, tendo como agente fermentador a levedura Saccharomyces cerevisiae (10
g.L'!). A anilise cromatogrifica do hidrolisado revelou a presenca de 27 g.L'! de agticares
redutores e 0,51 g.L'1 de hidroximetilfurfural. O HMF nao interferiu na fermentacdo, tendo
sido observada a completa conversdo dos agucares redutores apdés 8 h. Os parametros
fermentativos determinados pelos autores foram inferiores aos encontrados no presente
estudo. A concentracdo de etanol atingida apés 8 h de fermentacio foi de 11 gL', o que
equivale a uma produtividade volumétrica de 1,38 g.L"".h"! e um rendimento em etanol por
substrato consumido (Ypss) de 0,41, que corresponde a 80,2% de eficiéncia fermentativa.

Tasic et al. (2009) hidrolisaram o amido da batata doce utilizando os acidos cloridrico
e sulfirico em diferentes concentracdes (0,5 a 2 mol.L™!). Devido ter apresentado maior
concentragio de glicose (94 g.L'') e menor concentracio de HMF (0,04 g.L'), o licor
hidrolisado pelo 4cido cloridrico na concentragio de 1 mol.L™! foi submetido a ensaios de
fermentacdo, empregando a levedura comercial Alltech-Fermin AD (género Saccharomyces
cerevisiae) como agente fermentador. Resultados inferiores aos obtidos na presente pesquisa
foram alcancados pelos autores. A concentragdo de etanol apés 18 h de fermentacdo foi de
31,2 g.L'!, o que corresponde a um fator de conversio de glicose em etanol (Ypss) de 0,33 e
uma eficiéncia de fermentacao de 65%.

Oliveira (2011) avaliou a producdo de etanol a partir do amido presente no farelo de
mandioca. O material amildceo foi submetido a tratamentos hidroliticos utilizando, como
catalisadores, os dcidos sulfurico e fosférico. Por ter obtido maior concentracdo de agucares
redutores, o hidrolisado por édcido sulfurico foi submetido a fermentagdo durante 12 horas,
utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae M-26. Comparando-se aos resultados
observados na presente pesquisa, o autor encontrou valor similar para a quantidade de etanol
formado por unidade de substrato consumido (0,50), e resultado inferior para a produtividade

volumétrica em etanol (0,9 g.L''.h™).
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4.9. Balanco Material: Potencial de sementes de jaca para a producao de etanol

A partir dos resultados obtidos em todas as etapas realizadas durante a presente
pesquisa, 0s quais encontram-se expostos na Tabela 4.12, tornou-se possivel efetuar um
balanco material visando a avaliacdo do potencial de sementes de jaca para a producdo de

etanol.

Tabela 4.12. Resultados necessarios ao cdlculo do balan¢o de massa visando a avaliagdo do

potencial de sementes de jaca para a produgdo de etanol.

Parametros Valores

Massa inicial de sementes de jaca (ton) 1
Rendimento de extragdo do amido (%) 8,17

Teor de amido (%) 85,5
Densidade do etanol (g/cm?) 0,789
Catalisadores H>SO4 H3POq4
Eficiéncia de hidrdlise (%) 70,13 66,41
Eficiéncia de fermentagdo (%) 97,85 95,89
Etanol (L) 31,04 29,40

Com base nos cdlculos realizados para o balango de massa do processo global,
observa-se que, partindo de 1 ton de sementes de jaca € possivel obter 31,04 L de etanol a
partir do licor hidrolisado por acido sulfurico e 29,40 L de etanol a partir do licor hidrolisado
por acido fosférico. Esses valores, no entanto, mostram-se inferiores quando comparados ao
rendimento em etanol obtido a partir da cana-de-aguicar. Segundo Andreoli e Souza (2007), 1
ton de cana-de-agucar produz 88 L de etanol.

N3ao ha duvidas que a producio de etanol a partir da cana-de-agucar trata-se de um
complexo produtivo impressionante, porém com a matriz energética centrada apenas em uma
cultura. Portanto, faz-se necessdria a busca por outras fontes de matérias-primas para
producdo de etanol, visando a sustentabilidade e a consolidacdo do conceito de energia
renovavel. O Brasil, além de concentrar grande nimero de pequenos, médios e grandes

produtores, apresenta uma diversidade de condi¢cdes ambientais que permitem, ao explorar o
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potencial de matérias-primas renovaveis e com aptidio regional, promover a
descentralizacdo da producgdo de etanol.

Em sintese, com base nos resultados apresentados e discutidos, pode-se dizer que €
possivel, a partir dos procedimentos metodoldgicos realizados na presente pesquisa, produzir
etanol utilizando sementes de jaca como matéria-prima amildcea. O método utilizado para a
extracdo e purificacdo do amido mostrou-se eficiente quanto ao rendimento de extracdo e
pureza do amido. As condicdes otimizadas de operacdo definidas para os tratamentos
hidroliticos conduzidos com os &4cidos sulftrico e fosférico foram capazes de romper as
cadeias poliméricas do amido, revelando altas concentracdes de glicose e baixas
concentracoes de hidroximetilfurfural (HMF). Nas condi¢bes estabelecidas para os ensaios
fermentativos, a levedura Saccharomyces cerevisiae Y904 conseguiu metabolizar,
praticamente, todo o conteido de substrato limitante (glicose) presente nos licores
hidrolisados em etanol, atingindo elevadas eficiéncias de fermentacdo. No entanto, visando a
producdo de etanol em escala produtiva, melhorias devem ser alcangcadas no tocante a
eficiéncia de hidrdlise, tendo como consequéncia, maior rendimento final em etanol.

Contribuindo para o desenvolvimento energético sustentdvel, as sementes de jaca,
lancadas ao meio ambiente sem qualquer valor agregado, acenam como uma alternativa

promissora para a producdo de combustiveis de reduzido impacto ambiental.
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5. CONCLUSOES

Partindo-se dos objetivos pretendidos e dos resultados alcancados, pode-se concluir

que:

» O material amildceo obtido a partir das sementes de jaca apresentou elevado teor de
amido (85,5%), indicando, portanto, que as mesmas demonstram potencial para serem

utilizadas como matéria-prima para a producdo de etanol.

» A metodologia utilizada para a extracdo e purificacdo do amido mostrou-se eficiente
quanto ao rendimento de extracdo (8,14%) e pureza do amido, uma vez que as analises
fisico-quimicas revelaram baixas fracOes dos constituintes cinzas (0,14%), proteinas

(2,58%) e lipidios (0,35%), os quais sao considerados impurezas do amido.

» Maiores concentracdes de glicose nos licores hidrolisados pelos 4cidos sulfirico
(32,98 g.L'l) e fosférico (31,23 g.L’l) foram encontradas para os tratamentos
hidroliticos conduzidos nas condicdes de operacdo mais severas definidas para o
planejamento experimental utilizado, sendo elas: temperatura de 120 °C, concentracio
do 4cido de 5% e tempo de reacdo de 90 min. Nessas mesmas condi¢des de operagdo,
as concentragdes de hidroximetilfurfural (HMF) nos licores hidrolisados (0,53 e 0,08
gL'l para os tratamentos com os dcidos sulfirico e fosférico, respectivamente)

mostraram-se abaixo das concentragdes consideradas téxicas ao microrganismo.

» O tratamento hidrolitico conduzido com o 4cido sulftirico apresentou maior eficiéncia
de hidrdlise (70,13%) quando comparada a eficiéncia alcancada pelo tratamento
empregando o 4cido fosférico como catalisador (66,41%). Entretanto, o tratamento
com o acido fosférico apresenta vantagem em relacdo ao tratamento com o acido
sulftrico no que diz respeito aos sais formados ap6s hidrdlise, uma vez que esses sais

podem servir como parte dos nutrientes necessdrios ao desenvolvimento da levedura.

» Dentre as varidveis independentes definidas para o planejamento experimental

executado, a temperatura foi a que apresentou maior efeito significativo, ou seja, maior
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influéncia sobre os resultados obtidos para as concentracdes de glicose e HMF em

todos os tratamentos acidos realizados.

» As andlises por microscopia eletronica de varredura (MEV) evidenciaram os aspectos
morfoldgicos, formatos e tamanhos, caracteristicos do amido de sementes de jaca, bem
como suas modificacdes estruturais causadas pela acdo dos 4cidos durante os

tratamentos hidroliticos.

» Quanto aos ensaios fermentativos, as condi¢des de temperatura (32 °C), pH do mosto
(4,5), agitacdo (160 rpm) e concentracdes de levedura (12 g.L'!) e do composto
nutricional Nitrofés (0,6 gL') foram satisfatérias, visto que, a levedura
Saccharomyces cerevisiae Y904 foi capaz de metabolizar todo o conteudo de substrato
limitante (glicose) presente nos licores hidrolisados pelos dcidos sulftrico e fosférico
em 10 e 7 h de fermentacdo, respectivamente, obtendo-se valores excelentes para o
fator de conversdo de glicose em etanol (Yps), sendo de 0,50 e 0,49, os quais
correspondem a 97,85 e 95,89% para a eficiéncia de fermentacdo (I]) referente aos
ensaios conduzidos com os licores hidrolisados pelos acidos sulftirico e fosférico,

respectivamente.

» Com base no balango de massa realizado para o processo global foi observado que,
partindo-se de 1 ton de sementes de jaca pode-se produzir 31,04 L de etanol a partir do
licor hidrolisado por 4cido sulftrico e 29,40 L de etanol a partir do licor hidrolisado

por acido fosforico.

5.1. Sugestoes para trabalhos futuros

» Agregar valor ao processo de extragdo do amido, aproveitando o residuo (bagaco)
oriundo da extragdo como racdo animal ou como matéria-prima celuldsica para a
producdo de etanol, a depender de caracterizagdes fisico-quimicas realizadas no

residuo.
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» Expandir a matriz de planejamento executada para os tratamentos hidroliticos a partir
das condi¢Oes otimizadas de operacdo definidas na presente pesquisa, objetivando

alcancar maiores eficiéncias de hidrolise.

» Submeter o amido da semente de jaca a hidrélise enzimdtica, visando comparar a
eficiéncia na obtencdo de acgucares redutores e os custos de operagdo com oS

tratamentos acidos realizados.

» Avaliar o perfil cinético referente ao crescimento das células de levedura.

» Avaliar a qualidade do etanol produzido de acordo com os padrdes exigidos pela

legislacdo brasileira vigente.
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