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RESUMO

Os sub-produtos da industrializacdo da mandioca s&o partes constituintes da
prépria planta, gerados em funcdo do processo tecnolégico adotado no seu beneficiamento.
Tanto a qualidade como a quantidade dos sub-produtos pode variar em funcéo de fatores
diversos, como cultivar, idade da planta, tempo ap6s a colheita, tipo e regulagem do
equipamento industrial, etc. Considerando-se os principais tipos de processamento de raizes
de mandioca no Brasil, como a fabricacéo de farinha de mandioca e a extracdo de fécula, os
sub-produtos gerados podem ser solidos ou liquidos. Como soélidos, destaca-se a casca
marrom, a entre casca, 0 descarte, a crueira, a fibra, o bagaco e a varredura. A crueira é
constituida por pedagos de raizes e entre casca, separados por peneiras antes do forno, no
processamento da farinha de mandioca. Neste trabalho, realizaram-se todas as etapas para a
caracterizacdo fisico-quimica da crueira. No aspecto energético, avaliaram-se dois
processos para obtengdo de hidrolisado a partir de amostras de crueira, para obtengédo de
alcool fino. Primeiramente utilizou-se a via de hidrdlise com ataque acido, que foi
descartada, devido dificuldades de processo e maior custo; e paralelamente, o material foi
tratado por hidrolise enzimatica em escala laboratorial, bem como em batelada. Para ambos
0s processos de hidrolise enzimatica, determinou-se a eficiéncia e rendimento econdmico
para producéo de alcool fino, onde verificou-se um rendimento de 65,8%. Uma tonelada de

crueira € capaz de produzir aproximadamente 370 litros de &lcool fino, visando sua



reciclagem por parte das farinheiras. Concluiu-se que o residuo crueira pode ser
considerado economicamente viavel como substrato para producdo de alcool fino, e que a

eficiéncia do processo € melhor quando a hidrdlise € realizada por acdo enzimatica.
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SUMMARY

Sub-products of the cassava industrialization are constituent parts of
the proper plant, generated in function of the adopted technological process in its
improvement. As much the quality as the amount of sub-products can vary in function of
diverse factors, as to cultivate, age of the plant, time after the harvest, type and regulation of
the industrial equipment, etc. Considering the main types of processing of cassava roots in
Brazil, as the cassava flour production and the extration of starch, the sub generated products
can be solid or liquid. As solid, it is pointed out brown rind, between rind, the discarding, the
crueira, the fiber, the bagasse and varredura. The crueira is constituted by pieces of roots and

between rind, separate for bolters before the oven, in the processing of the cassava flour. In



this work, all the stages for the physical-chemistry crueira characterization had been become
fullfilled. In the energy aspect, two processes for hidrolisate attainment had been evaluated
from samples of crueira, for fine alcohol attainment. First it was used hydrolysis way with acid
attack, that was discarded, because of difficulties of process and higher cost; parallel, the
material was treated by enzymatic hydrolysis in laboratorial scale, as well as in bath. For both
enzymatic hydrolysis processes, it was determined efficiency and economic income for fine
alcohol production, where a 65,8% income was verified. A ton of crueira is capable to produce
370 liters of fine alcohol approximately, aiming at its recycling on the part of the cassava flour
industry. It was concluded that the crueira residue can be considered economically viable as
substratum for fine alcohol production, and the efficiency of the process is better when the

hydrolysis is carried through by enzymatic action.

Keywords: Cassava, fine alcohol, enzymatic hydrolysis, sub-products, the crueira.



1. INTRODUCAO

A cultura das tuberosas, entre as quais se destaca a mandioca
(Manihot esculenta Crantz.) ¢ feita em nivel mundial nos paises que se situam proximos a
linha do Equador, englobando toda a América Latina, Caribe, Africa e Asia. (Cereda, 2002).

Na ultima década (1990-2000) a América Latina perdeu posi¢ao na
participagdo da producdo de mandioca no mundo, ocupando a terceira posi¢cdo com cerca de
20% da producdo mundial. Na regido, cabe ao Brasil a maior parcela, chegando a 72,7% em
2000 (Cereda, 2002).

O cultivo da mandioca estd associado ao Brasil desde o seu
descobrimento. Planta-se a cultura em todas as unidades da federacdo e o produto tem
destacada importancia na alimentacdo humana e animal, além de ser utilizado como matéria-
prima em inumeros produtos industriais. Dentre os principais Estados produtores destacam-se:
Paranéd (18,05%), Bahia (16,40), Para (16,27%), Rio Grande do Sul (5,36%) e Sdo Paulo
(4,44%), que em conjunto sdo responsaveis por 60,52% da produgdo do pais (Cereda, 2002).

As regides Norte e Nordeste destacam-se como principais
consumidoras, sendo a producdo essencialmente utilizada na dieta alimentar, na forma de
farinha. Nas regides Sul e Sudeste, em que os rendimentos médios sdo da ordem de 18,7 t /Ha
e 17,1 t /Ha, IBGE (2001), respectivamente a maior parte da producdo € orientada para a

industria. Em termos sociais, a cultura da mandioca tem um importante papel no Brasil, tanto



para a alimentagdao humana como para alimentagdo animal. Quanto na geracdo de emprego e
de renda, notadamente, nas areas pobres da regido nordeste, a mandioca tem grande nimero de
usos correntes e potenciais, classificados segundo o tipo de raiz, em duas grandes categorias:
mandioca de mesa e mandioca para a industria (Cardoso et al , 1999; Cereda, 2002).

Como a crueira ¢ um residuo das farinheiras na producao de farinhas, esta
geralmente ¢ descartada na peneiragem. Como produto de descarte, a mesma segue para
venda, e serd utilizada como ra¢do animal ou mesmo descartada ao solo como adubo orgénico.

A questdo energética vem sendo constantemente discutida, com propostas
para um elenco de medidas que inclui incentivo ao uso de fontes de energia sustentaveis. As
fontes de energia consideradas sustentdveis devem ser ao mesmo tempo renovaveis e de
menor impacto ambiental. Neste contexto, insere-se entre outros, a produ¢do de alcool a partir

de um sub-produto da mandioca, conhecido como crueira.

Este trabalho teve como objetivos avaliar as caracteristicas da crueira e
verificar o seu potencial como substrato pds hidrolise quimica e/ou enzimatica, para producao

de etanol.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura da mandioca

As plantas tuberosas sdo tipicas de regides tropicais e incluem aquelas
que produzem raizes, tubérculos, etc. A mandioca, inhames, taro, batata-doce, yacon, etc,
estdo entre as principais representantes das tuberosas. Destaca-se na América Latina, o cultivo
da mandioca, com enfoque especial para o Brasil.

Em termos de acimulo de macromoléculas, as tuberosas sdo
essencialmente caldricas, caracterizando-se como culturas de subsisténcia para alimentacao
humana e animal, conforme citado por Cereda (2002). O consumo da mandioca ¢
predominantemente in natura. Para fins industriais, destaca-se a farinha e a fécula. A fécula e
seus derivados tém destinacdo principalmente para alimentagdo humana ou como insumo para
outras finalidades industriais, com forte agregacao de valor (Cereda, 2002).

Em termos fisiologicos, o uso da agua pela cultura, permite sua
exploragdo em regides onde a estagcdo seca ¢ prolongada, como ocorre no nordeste do Brasil e
Africa. A tolerincia a pragas e doencgas sob determinadas condi¢des, indica que esta planta
tem potencial para sistemas produtivos de mandioca integrados a programas de producgdo de
alimentos. Nas regides produtoras do Brasil, em especial no nordeste, o uso de agrotoxicos €

restritivo ou inexistente, conforme citado por Cardoso e Leal (1999).



2.2 Aspectos botanicos

A mandioca ¢ uma planta classificada na familia Euforbiaceae. Apresenta
forma herbacea, quando jovem, e sub-lenhosa na fase adulta. O caule principal ¢ ramificado
sendo que os ramos apresentam cicatrizes devido as folhas caducas. O caule apresenta ainda
gemas axilares na regido do no, sendo utilizado para a reproducdo vegetativa, como maniva.
Para a multiplicagdo, Viegas (1976) enfatiza que as ramas colhidas na estacdo seca geralmente
apresentam crescimento rapido.

Viegas (1976) realizou caracterizagdes anatomicas da raiz e da folha da
mandioca cv. IAC 576-70. Os autores observaram que as folhas apresentaram caracteristicas
morfo-anatdmicas peculiares, com destaque para a presenca de papilas na face abaxial da
epiderme. Esta estrutura aumenta a superficie especifica, formando uma espécie de coroa ao
redor dos estomatos. Esta caracteristica ¢ muito importante para o bom funcionamento dos

estdmatos, os quais podem permanecer abertos por mais tempo em ambientes adversos.

2.3 Desenvolvimento vegetativo

Ternes (2002) descreveu as principais fases de desenvolvimento
vegetativo das plantas de mandioca. Segundo o autor, para completar um ciclo de crescimento,
a planta passa por cinco fases fenoldgicas principais, sendo quatro ativas e uma de repouso
vegetativo: brotacdo da maniva, formagdao do sistema radicular, desenvolvimento da parte
aérea, engrossamento das raizes de reserva e fase de repouso. Ainda segundo Ternes (2002) ao
contrario do observado para cereais, ocorre crescimento da parte aérea e das raizes fibrosas de
forma paralela, resultando no aciimulo do amido. Nesta fase, aproximadamente aos 28 dias
apo6s o plantio, foi possivel a detecgdo de graos de amido nas raizes fibrosas de mandioca. O
espessamento das raizes fibrosas pode ocorrer em torno de seis semanas depois do plantio.
Ap6s dois a trés meses de cultivo, pode-se distinguir o nimero de raizes fibrosas héabeis para o
acumulo de amido. Provavelmente, este fator pode ser influenciado pelo aumento das taxas
fotossintéticas. O crescimento paralelo que ocorre na parte aérea € o espessamento das raizes

fibrosas com amido, ¢ diferente do processo observado em cereais, com constante competi¢ao



pelos produtos resultantes da fotossintese. Se o balanco de assimilagdo favorecer a parte aérea

provavelmente o crescimento da raiz de reserva ficara prejudicado (Ternes, 2002).

A mandioca ¢ uma planta considerada como Cs;, em relacdo a
modalidade de fixacdo de carbono no processo fotossintético (Ducatti, 2004). Esta
classificagdo, pode funcionar como marcador especifico de todo o processo de
desenvolvimento da planta. Esta caracteristica € muito importante, considerando-se que a
mesma pode fornecer rastreabilidade para a espécie, inclusive em relagdo a seus sub-produtos,
através de técnicas isotopicas. Em termos praticos, ¢ possivel se rastrear a origem destes
materiais pela discriminagdo isotopica da abundéncia do carbono (°C / *C), em todas as fases
de cultivo, industrializacao e uso dos produtos advindos da mandioca.

A multiplicagdo da mandioca ¢ feita por reproducdo vegetativa.
Pedacos da rama (manivas) sdo plantados, reproduzindo a planta mae. Este tipo de reprodugdo
pode ocasionar diminui¢do na producdo em funcido do envelhecimento precoce do material e
pelo aumento da infestacdo por doengas transmitidas por sucessivas geracdes (Takahashi,
1996). Assim, a selecdo de manivas, ¢ fator essencial para o aumento da produtividade

agricola, embora o produtor ndo dé a devida importancia a este aspecto (Ternes et al.,1978).

2.4 Fatores socio-econdomicos

A importancia sécio-econdmica que a mandioca vem exercendo nos
ultimos anos vem induzindo ao aumento da sua area de cultivo e melhoria na sua
produtividade.

A mandioca ¢ uma cultura explorada em todo o territorio brasileiro,
sendo seu uso imediato em forma de farinhas e/ou consumo in natura, ou de forma indireta
como matéria-prima da raiz tuberosa no processamento agroindustrial. Durante o
processamento industrial, sdo produzidas elevadas quantidades de residuos solidos os quais

constituem-se em sérios riscos para impacto ambiental (Cereda et al., 1990).



2.5 Residuos solidos

Considerando-se os principais tipos de processamento das raizes de
mandioca no Brasil, como a fabrica¢cdo de farinha de mandioca e a extragdo de fécula, os sub-
produtos gerados podem ser s6lidos ou liquidos. Alguns dos sub-produtos so6lidos sdo a casca
marrom, a entrecasca, o descarte, a crueira, a fibra, o bagago e a varredura. Entre os residuos
liquidos cita-se a manipueira. Baseado em diferengas culturais/ambientais, a producdo de
residuos so6lidos pode representar cerca de 40 % em relagdo ao volume total. Considerando-se
apenas os componentes da parte aérea da planta, estes valores podem representar cerca de 21
% do total de residuos produzidos (Sangrilo et. al. 2002).

Os residuos oriundos da industria da mandioca sdo a principio, partes
constituintes da propria planta, gerados a partir do processo tecnoldgico adotado. Segundo
Cereda (1994) e Leonel (2001), a qualidade e quantidade dos residuos, variam em fungao de

fatores culturais, bem como do equipamento utilizado, entre outros.

2.6 Balanco de massa de uma farinheira

Bianchi (1998) demonstrou, através de um balanco de massa de uma
fabrica de farinha de médio porte, situada no interior do estado de Sao Paulo, que é possivel
avaliar os pontos positivos e negativos das etapas de transformac¢dao da matéria-prima em
farinha. Pelas medic¢des efetuadas, ficou demonstrado que a farinheira para cada tonelada de
matéria-prima que entrou no sistema, em peso umido, gerou aproximadamente 15 kg de resto
de patio; 200 kg de casquinha, 1.200 kg de aguas de lavagem; 400 kg de manipueira; 13 kg de
crueira; 330 kg de farinha; 1,5 kg de bagacinho; 1 kg de varredura. Demonstrou que em peso
seco, para cada tonelada de raiz, foi produzido 730 kg de farinha, com 89 % de amido e 150
kg de casquinha como sendo o principal residuo formado com 67 % de amido. Segundo
Bianchi (1998), varias oportunidades podem ser implementadas visando o aproveitamento

desses residuos, com maiores rentabilidades financeiras para as farinheiras.



A falta de informacdes sobre a quantificacdo e caracterizacao do
material gerado durante o processamento, sao fatores restritivos.

Dessa forma, ¢ possivel justificar a pesquisa em empresas produtoras
de farinha de mandioca, avaliando os processos tecnoldgicos na melhoria de processos e
aproveitamento dos residuos gerados.

O processamento de farinha de mandioca ¢ composto pelas operagdes
de pesagem, descascamento, lavagem, ralacdo, prensagem, esfarelamento e secagem.

Segundo Bianchi (1998) o fluxograma abaixo demonstra o processo
de produgdo de farinha, na empresa onde foi desenvolvido o estudo de balango de massa de

uma fabrica de farinha de mandioca.



2.7 Fluxograma de processo, producio de farinha de mandioca.
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2.8 Fluxograma de processo, farinheira fornecedora do material em estudo (crueira).
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2.9 Foto do processo de separacio da farinha e crueira

CRUEIRA

10
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Cereda (1996) também caracterizou farelo de mandioca, com 85% de
umidade inicial. Encontrou cerca de 75% de amido, 15% de fibras, 1,6 % de cinzas, 2% de
proteina, 1% de agucares e 0,8% de matéria graxa expressos na base seca. Os valores de pH e
acidez sdo bastante variaveis, devido a fermentacdes naturais do residuo iimido. Quanto ao
farelo seco, Leonel e Cereda (1995) e Cereda (1996) obtiveram resultados bastante
semelhantes quanto a composi¢do mineral. A média observada foi de 0,06% de N; 0,02% de
P; 0,13% de K; 0,24% de Ca; 0,11 % de Mg; 0,01 % de S; 98 mg Kg™' de Fe; 4,0 mg Kg' de
Zn; 1,0 mg Kg' de Cu e 10 mg Kg' de Bo. Entre outras caracteristicas, verificou-se que o
material ¢ uma excelente fonte de fibras, apresentando em média 29% pelo método de
detergente neutro, 14 % por detergente acido e 7% de fibra dietética, sendo 6% insoluvel e 1 %
soluvel (Cereda, 1996). Leonel et al.(1998), analisando o farelo de mandioca ao microscopio
optico verificou a presenga de células de parénquima que nao foram rompidas com a moagem
com granulos de amido além de fibras e fragmentos de casca e entrecasca da mandioca.
Observou também, uma quantidade elevada de granulos de amido livres que ndo foram
retirados com as lavagens nas centrifugas.

O farelo, devido ao seu grande volume gerado na industria, constitui-
se em problema para as mesmas. Uma das raras destinagdes deste sub-produto, tem sido na
alimenta¢do animal. Outras possibilidades que se apresentam, seria o uso do farelo,
juntamente com complementos protéicos, na formulacdo de ragdes para bovinos
(Ospina,1998) e o seu emprego como substrato para produgdo de etanol (Leonel, 1998;
Leonel e Cereda, 1998). Outras alternativas seriam a producdo de carvao, enchimento para
comprimidos e embalagens biodegradaveis (Castro e Cereda, 1999).

Outro sub-produto, a casca marrom ou periderme da mandioca, gera
entre 2 ¢ 5% da massa total das raizes processadas. Este tecido ¢ constituido de uma fina
camada celuldsica, marrom clara ou escura. As cascas, embora passiveis de tratamento por
digestdo anaerdbica (Motta, 1985), poderdo ser empregadas como adubo ou para alimentagdo
animal.

Segundo Motta (1985) e CERAT (2000; dados nao publicados)
realizaram intimeros testes fisico-quimicos para avaliagdo de alguns sub-produtos do

processamento da mandioca. Entre os resultados, destaca-se que o farelo ou bagago, sdo
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residuos sélidos compostos pelo material fibroso de raiz, contendo parte do amido que nao foi
possivel extrair no processamento. Este material ¢ gerado na etapa de separacao da fécula e
por estar altamente hidratado (75% de umidade), apresenta volume maior que a propria
matéria-prima. O farelo ¢ constituido por mais que 70% de amido residual e ao redor de 16%
de fibras. O amido residual ndo ¢ acessivel por métodos fisicos, mas pode ser mobilizado por
enzimas. O elevado teor de amido no farelo sugere uma aparente ineficiéncia no processo de
extracdo. Na verdade, a raiz de mandioca apresenta cerca de 2% de fibra, em geral expressa
como celulose e 30% de amido. Na extragdo, cerca de 30% do amido residual fica retido em
menos que 3 % de fibra, que absorve grandes quantidades de agua, o que explica porque

praticamente cada tonelada de raiz equivale uma tonelada de farelo imido.

2.10 Caracterizacio fisico-quimica da crueira da mandioca.

Durante os processos de industrializagdo da mandioca, parte do
material a ser peneirado fica retido na malha, caracterizando um farinhdo denominado crueira.
Este material ¢ bastante fibroso e constituido por partes da raiz e entrecasca e geralmente sera
separado na peneira, antes da etapa de desidratacao. A caracterizagdo fisico-quimica da crueira
¢ importante para se elucidar o seu potencial como substrato para a producdo de alcool.

Baseado na literatura corrente, observa-se que este material tem
despertado pouco interesse em sua caracterizagdo. Comparado a outros residuos da industria
da mandioca, os dados disponiveis na literatura, refere-se geralmente a caracterizacdes em
residuos liquidos, como da manipueira ou a residuos so6lidos como nos farelos, bagaco,
varreduras, etc. Entretanto, conforme publicado por Cereda (2001), a composi¢do da crueira
ou farinhdo, justifica interesse na utilizagdo desde residuo. Destaca-se a concentragdo de
amido que ainda fica retido no material, em torno de 68 %, muito préximo dos valores
observados para a composi¢do do farelo. Como a crueira ¢ geralmente material descartado,
conclui-se que o potencial energético do mesmo também ficard perdido. Caracterizagdes de
farelo de mandioca realizadas por Cereda (1996a) estabeleceu que o teor de amido nestes

materiais pode ter relagdo com os cultivares e/ou etapas da colheita.
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Melotti (1972) determinou a composi¢do quimica de alguns sub-
produtos da industria da mandioca. Observou por exemplo, que a crueira apresentou a
umidade proxima a 9%, proteina bruta na faixa de 3,71% e analisou também alguns minerais
importantes como Ca e P.

Em termos nutricionais, a mandioca enquadra-se como rica em
carboidratos e pobre em proteinas. Em relacdo aos sub-produtos, tem-se pouca informacao,
mas, provavelmente seguem esta tendéncia (Thieman, 1986).

Conforme citado em boletim técnico (Albino et al., 1983), o farinhao
ou crueira de mandioca foi utilizado como componente de ragdo de frangos de corte, como
fonte de energia metabolizével/proteina, do alimento ingerido pelos frangos. A caracterizagao
da crueira para este fim, indicou valores de proteina bruta em torno de 1,5 %, fibra bruta
16,34 % e energia bruta, Kcal/Kg 3.730, o que qualifica este residuo como boa fonte para

racoes.

2.11 Producio de alcool de amilaceos

Segundo determinagdo da legislacdo brasileira, considera-se como
amido a fracao extraida da parte aérea de plantas e fécula, a fracdo amilacea extraida de raizes,
tubérculos e rizomas (Brasil, 1978).

Amido e fécula sdo polimeros de unidades de glicose, cujas ligacao
glicosidica ¢ do tipo a (alfa). Estas ligacdes podem ser facilmente hidrolisadas, quando
comparadas com aquelas do tipo B (Beta, encontradas na celulose). Esta peculiaridade faculta
ao amido um maior interesse para sua utilizagdo como substrato de processos biossintéticos.
Em termos estruturais, o amido ¢ um polimero composto (amilose e amilopectina, sendo esta
ultima forma, ramificada) em concentragdes diferentes em fungdo de sua origem botanica. A
amilose ¢ de maior predominancia , composta de unidades de glicose polimerizadas por
ligagdes glicosidicas a -1,4, de forma linear. A segunda fra¢do, a amilopectina, ¢ um polimero
de maior peso molecular, onde as unidades de glicose estdo unidas por ligagdes o -1,4 ¢ o -1,6
em configuracdo ramificada. A fécula de mandioca é composta de 18% de amilose ¢ 82% de

amilopectina, em relacao ao total da molécula de amido. (Leonel e Cabello, 1999).
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Os processos conhecidos para produgdao de alcool, incluem ataque
acido e de forma especial, a utilizagdo de enzimas. Quando comparados, tem-se que os ataques
acidos sdo relativamente menos eficientes que os tratamentos enzimaticos. A eficiéncia maior
das enzimas, pode ser explicada pelo menor tempo para se obter a hidrolise das ligagdes
glicosidicas, além do menor custo final para o processamento.

As enzimas amiloliticas sao catalisadoras da hidrolise de ligacdes dos
tipos a —1,4 e a- 1,6 encontradas nos polissacarideos, recebendo a denominagdo de amilases.
Estas enzimas oriundas de plantas, bactérias, fungos e animais e recebem, classificagdo como
a-amilases, PB-amilases, amiloglucosidases, pululanases e isoamilases. Cada uma dessas
enzimas possui mecanismo diferenciado de catalise, o que resulta em produtos diferentes. As
a-amilases, por exemplo, sdo endo-glicosidases que atuam em regides internas do
polissacarideo, afastada da extremidade redutora, produzindo inumeros tipos de
oligossacarideos. Por outro lado, as  —amilases hidrolisam o polissacarideo na regido externa
do grupo nao-redutor, produzindo cadeias de baixo peso molecular em configuracdo do tipo
beta.

As enzimas o-amilases ndo sdo capazes de clivar ligacdes a-1,4
proximas de ligagcdes a- 1,6. Desta forma, sua catalise resulta em cadeias com trés a seis
unidades de glicose, denominadas dextrina-limite, principalmente as maltotrioses e
isomaltoses. As amiloglucosidades sdo consideradas exoenzimas (Fujii et al., 1988), por
atuarem nas extremidades nao- redutoras. Assim, ndo tem agao sobre a estrutura helicoidal da
amilose. Outra peculiaridade dessas enzimas, é que elas ndo sdo produtoras de dextrinas, pois
hidrolisam as ligagdes do tipo a-1,6 € a-1,4, fornecendo como produto final moléculas de D-
glicose. Em processos de degradagdo de polissacarideos, geralmente sdo utilizadas uma
endoenzima, a o-amilase, associada a amiloglucosidase. Na hidrolise, espera-se que as
primeiras formem moléculas menores de substrato facilitando assim a acdo da
amiloglucosidase. As pululanases apresentam especificidade para hidrolisar somente ligagdes
a-1,6 podendo atuar em conjunto com as amiloglucosidases, em substratos ricos em
amilopectinas (Cabello, 1996).

Para que a hidrolise de uma solugcdo de amido hidratada possa ser
completa, esta solucao devera ser composta por apenas moléculas de D-glicose, que ¢ definido

como (DE) ou Dextrose Equivalente igual a 100. Portanto quando a hidrolise ndo ¢ total, esta
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solucdo formada ¢ denominada xarope de glicose, formando assim uma composicao de
carboidratos varidvel, que depende seguramente das condi¢des do tratamento a que foi
submetida. O (DE) ¢ empregado como medida do grau de hidrdlise da suspensdo. Os granulos
de amido insoluveis em agua, sdo mantidos unidos por ligagdes de hidrogénio no meio dos
polimeros, amilose e amilopectinas.

Assim que uma suspensao aquosa de amido ¢ aquecida, as ligacdes
enfraquecidas, permitem que os granulos possam absorver agua. Isto pode acontecer em
diferentes faixas de temperatura. Para o amido de trigo, a temperatura de gelatinizacdo ¢ de
58°C; ponto médio a 61°C e final a 64°C. Ao mesmo tempo em que ocorre a quebra das
ligagdes de hidrogénio, ocorre o intumescimento do granulo que vai liberando cadeias de
amilose e amilopectina. Assim, a solubilidade do amido tende a aumentar, com aumento
paralelo da viscosidade e transparéncia das suspensdes iniciais. Assim temos o processo de
gelatinizagdo. Nestas condi¢des, as enzimas a-amilases aumentam a velocidade de hidrdlise,
em sistema de ataque multiplo, cuja formacdao de complexo entre enzima e substrato, darao
origem as primeiras clivagens. Parte da cadeia serd liberada e a parte remanescente continuara
complexada com a enzima quando varias ligagdes 0-1,4 serdo hidrolizadas até a dissociagdo
do sitio da enzima.(Cabello, 1996).

Dentre as enzimas comerciais presentes no mercado brasileiro, temos
aquelas comercializadas pela Novozymes. Como caracteristicas principais, tem-se que a
Termamyl 120 L ¢ uma enzima produzida na forma liquida, composta por uma alfa-amilase,
sendo termostavel. A enzima ¢ produzida por cepa geneticamente modificada do Bacillus
licheniformis. Titulada com o nome sistematico de 1,4-alfa-D-glucanohidrolase a enzima
possui aparéncia de liquido marrom, de densidade entre 1.20 e 1.25g/mL. Sua atividade
declarada ¢ de cerca de 120 KNU/g (KNU, Kilo-NOVO-Alfa-amilase-Unit), sendo que uma
unidade, corresponde a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 5.26g de amido por
hora. A enzima ¢ formada por uma endo-amilase capaz de hidrolisar ligagdes glicosidicas
alfa-1,4 em amilose e amilopectina, em temperaturas na faixa de 93°C, quando o amido sera
rapidamente degradado em dextrinas soliveis e oligossacarideos. Para a produgdo de alcool,
esta enzima ¢ normalmente utilizada para liquefacao da solugdo de amido (Novozymes, 2003).

A enzima AMG 300 L, ¢ uma exo-alfa-1,4-D-glucosidase isolada de

cepas selecionadas de Aspergillus niger. Tecnicamente, ¢ denominada como alfa-1,4-D-
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glucano glucohidrolase. A enzima possui uma aparéncia de liquido marrom, de densidade
1.2g/mL. Sua atividade (Novo amiloglucosidase unit, AGU) ¢ definida como a quantidade de
enzima que hidrolisa 1 micromol de maltose por minuto. Em condi¢des padronizadas, a faixa
de temperatura adequada ¢ de 60°C por 48 h. A enzima hidrolisa as ligacdes alfa-1,4 e alfa-1,6
no amido, quando unidades de glicose serdo removidas da extremidade ndo redutora da
molécula do substrato. A taxa de hidrolise depende do tipo da ligacdo e do tamanho da cadeia.
As ligagdes alfa-1,4 sdo hidrolisadas mais rapidamente que as alfa-1,6 sendo que as
maltotrioses e maltoses sdo hidrolisadas em taxas mais baixas que os oligossacarideos maiores

(Novozymes, 2003).

2.12 Foto do hidrolisado de crueira

hidrolisado enzimatico
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Planejamento dos experimentos

A crueira ou farinh@o fazem parte do material constituido como sub-
produto sélido da industria da mandioca, constituido de pedacos de raizes e entre casca,
separados por peneiras antes do forno, no processamento da farinha .

O material foi recolhido na Industria de Alimentagdo Monjolinho
Ltda, Garga - SP. A crueira foi levada a estufa a uma de temperatura de 45°C por um periodo
de 4 horas para secagem. O material foi resfriado e mantido fechado em sacos plasticos

selados, em embalagens de 2 Kg em local arejado.

Na primeira etapa (caracteriza¢do do material) foram realizados todos
os testes fisico-quimicos, segundo (Pregnolatto,1985).

Parte destes testes foram realizados em colabora¢ao com o CERAT —
Centro de Raizes Tropicais da FCA/UNESP-Campus de Botucatu. Na segunda fase, foram
realizados as hidrolises (hidrolise acida e hidrélise enzimatica), para obtencao de alcool.

Na terceira fase, foi realizada uma hidrdlise enzimatica em batelada,
com caracterizagdo dos produtos. Com os dados obtidos, foi proposto um estudo de balango de

massas do processo integral.
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3.2 Analises fisico-quimicas da crueira

3.2.1 Teor de umidade pelo método de secagem em estufa

Para esta analise, utilizou-se a determinagdo a 130° C, conforme
método descrito por Pregnolatto (1985).

Pesaram-se 2g da amostra em pesa-filtro de 35 mL de forma baixa,
previamente aquecido em estufa a 30°C. O material foi entdo mantido em estufa a 150° C por
1 hora. Apoés este periodo, os recipientes foram resfriados em dessecador com cloreto de
calcio anidro até a temperatura ambiente e pesado em balanga analitica. Repetiram-se as
operagdes de aquecimento e resfriamento até peso constante, porém com temperatura de
estufa a 130° C.

O teor de umidade foi entdo determinado segundo a expressdao: 100 x
N /P, onde N = diferenca de massa da amostra antes e apos a secagem, em gramas ; P =
massa da amostra antes da secagem, em gramas. O teor de umidade foi expresso em

percentagem (p/p).

3.2.2 Teor de umidade pelo método de aquecimento por meio de luz infravermelha em

balanca de umidade.

Para esta determinacdo, as amostras foram analisadas em balanca de
umidade infravermelho modelo Bell, com quatro casas apds a virgula. Nesta balanca, a
amostra € pesada e posteriormente seca; O teor de umidade ¢ expresso diretamente na balanga

em % de matéria seca.
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3.2.3 Determinacio do pH da crueira

Para determinagcdo do pH, pesou-se 10 g de amostra e transferiu-se
para Erleynmeyer de 250 mL. Adicionaram-se 100 mL de agua (recém fervida) para obtencao
de uma suspensdo homogénea. Continuou-se agitando, regularmente, por mais 30 minutos.
Ap6s repouso de 10 minutos, o sobrenadante foi transferido para outro frasco seco quando

efetuou-se a medida do pH (Pregnolatto,1985).

3.2.4 Determinacao do teor de amido

Geralmente, a extragdo de amido vem acompanhada de outros
carboidratos como celulose, hemicelulose, pentosanas, glicosideos e taninos, bem como seus
proprios produtos de hidrolise, dextrinas e agucares. O método escolhido para sua
determinagdo levou em conta as interferéncias destas substancias. Os métodos hidroliticos, em
que o amido foi hidrolisado por 4cido e enzimaticamente até a glicose, tém aplicagao limitada
para os produtos que apresentam carboidratos insoluveis em 4gua em pequena propor¢ao € o
resultado inclui as pentosanas. Os métodos ndo hidroliticos tratam o amido com substancias
capazes de dispersd-lo em um solvente, apds serem removido os lipidios e proteinas, e
determinam o amido por polarimetria ou gravimetria apos remocao do solvente. Estes métodos
sdo os mais indicados para os produtos em que o amido estd em maior propor¢ao. Através do
método de polarimetria, tomou-se 2 g da amostra em um tubo de centrifuga, onde foi lavado
com 2 volumes de 10 mL de éter para se remocao de gorduras. Adicionou-se 10 mL de alcool
a 65%. Apos centrifugagdo, foi decantado o material e repetido o procedimento por mais 5
vezes. Em seguida adicionou-se ao residuo 10 mL de 4gua. Apos agitacdo, foi transferido para
um frasco Erienmeyer de 250 mL, com o auxilio de 60 mL da solug@o de cloreto de célcio e
adicionado 2 mL de acido acético a 0,8%. As amostras foram entdo aquecidas até ebuligdo por
cerca de 15 min. (evitando carbonizacao ou formagao de espuma). Resfriou-se rapidamente
em agua, transferiu-se a solucdo para um baldo volumétrico de 100 mL, lavando

cuidadosamente o frasco com solucdo de cloreto de célcio. Completou-se o volume com
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solucao de cloreto de calcio. Filtrou-se 10 mL da solugdo em papel de filtro Whatman n.° 42,
recolheu-se o filtrado e determinou-se o teor de amido por polarimetria, usando um tubo de 1
dm. Aplicou-se a expressdo: A x 10.000 /203 x L x p = amido por cento p/p, onde A ¢ o valor
médio de 5 leituras do desvio polarimétrico, 203 € a rotacdo especifica para o amido, L ¢ o
comprimento em dm do tubo do polarimetro ¢ P é o n.° de g da amostra usado na

determinagao (Pregnolatto,1985).

3.2.5 Determinacao do teor de fibras

Segundo Pregnolatto (1985) a fibra ¢ um residuo organico obtido em
certas condi¢des de extragdo com éter, depois de tratamento com acido sulftrico diluido,
hidroxido de sédio diluido, alcool e éter. E constituida em grande parte por celulose, que pode
ser acompanhada ou ndo de lignina e representa o residuo das substancias das paredes das
células.

A areia e outras substancias minerais, presas a estes tecidos celulares,
nao sao avaliadas, por ndo se tratar de tecido organico. Os seus valores variam nos diferentes
alimentos, desde os cereais em grao (na ordem de 3 a 11%) as farinhas (na ordem de 0,06%).
Para as analises foram testados dois métodos distintos. Para a determinagao da % de fibra
(p/p), pesou-se 2 g da amostra, que foram envolvidas em papel de filtro e amarrada com fio de
la. A extracdo procedeu-se em aparelho Soxhlet, utilizando-se éter como solvente até a
extracdo total de gorduras. Em seguida, o material foi mantido em estufa para eliminagdo do
excesso de solvente. O residuo resultante foi transferido para um Erlenmeyer de 750 mL.
Adicionou-se 100 mL da solucdo acida (500 mL acido acético glacial, 450 mL de agua
destilada, 50 mL de acido nitrico, 20g acido tetracloracético) e 0,5 g de 1a de vidro. O frasco
foi entdo adaptado um refrigerador de refluxo por 40 min. a partir do tempo em que a solugdo
acida foi adicionada. Agitou-se freqiientemente, a fim de evitar que as gotas secassem nas
paredes do frasco. Por fim, filtrou-se a solugdo a vacuo em cadinho de Gooch, preparado com
camada de 13 de vidro. Lavou-se a la com agua fervente para eliminacdo da acidez.. Lavou-se

finalmente a 18 com uma mistura de 20 mL de alcool € 20 mL de éter. A 13 foi entdo seca em
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estufa a 105 °C, por 2 horas, sendo entdo resfriada em dessecador até a temperatura ambiente e
pesada em balanca analitica. Repetiram-se as operacdes de aquecimento e resfriamento até
peso constante. Incinerou-se em mufla a 550°C, resfriou-se em dessecador até a temperatura
ambiente e pesou-se. Repetiram-se as operagdes de aquecimento na mufla e resfriamento até
peso constante. A diferengca em massa é proporcional ao teor de fibras (em % p/p), segundo a
expressao: % de fibra (p/p) =100 x n/ p, onde: n= g de fibra e p= g da amostra.

O segundo método utilizado determinou a % de fibra bruta. Para este
método, pesou-se aproximadamente 3 g de amostra, onde foram transferidas para um béquer
de 500 mL e acrescentou-se 200 mL de uma solugcdo de H,SO, preparado a 1,25% p/v.
Deixou-se o material em ebuligdo por 30 min., procurando manter o volume inicial
acrescentando-se agua destilada. Apos tal tratamento, o material foi filtrado em papel
Whatman n° 42, lavado com 500 mL de agua quente e transferido para o mesmo béquer de
500 mL. Em seguida adicionou-se 200 mL de uma solucdo de NaOH 1,25% p/v, o material
ficou em ebuli¢do por 30 minutos, em procedimento similar ao da primeira extracdo. Apds
esta segunda etapa, filtrou-se o material em papel de filtro qualitativo comum, previamente
seco a 100°C e com tara conhecida. Lavou o papel com 500 mL de agua quente o qual foi
mantido em estufa a 100 °C até peso constante. O papel e o residuo, apés pesagem, foi
mantido em mufla em capsula tarada a 550°C para determinacdo das cinzas da fibra bruta,
conforme a expressao: peso do papel + residuo - peso do papel x 100 / g da amostra = % fibra

bruta; A % de fibra bruta - cinzas = % fibra real.
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3.2.6 Determinacio do teor de cinzas

Residuo por incineragdo ou cinzas ¢ o nome dado ao residuo obtido
por aquecimento de um produto em temperatura proxima a 550°C (Pregnolatto,1985). Nem
sempre este residuo representa toda a substancia inorgénica presente na amostra, pois alguns
sais podem sofrer reducao ou volatilizagdo nesse aquecimento. Geralmente, as cinzas sao
obtidas por ignicao de quantidade conhecida da amostra, entre I e 5 g, em cadinho ou cépsula
de platina, ou porcelana ou outro material resistente ao calor, mantida em mufla a 550 °C, até
eliminagdo completa do carvao.

Pesou-se 5g da amostra em cépsula de porcelana, ja previamente
tarada, carbonizou-se a amostra em temperatura baixa e incinerou-se em mufla a 550°C.
Resfriado a amostra em dessecador até a temperatura ambiente e conferido seu peso. Repetiu-
se as operagdes de aquecimento e resfriamento até peso constante. Segundo a expressao:

100 X N / P= cinzas por cento p/p , onde N =n.° de g de cinzas e P = n. ° de g da amostra.

3.2.7 Determinacio do teor de proteina total

A partir do teor de nitrogénio para determinacdo do teor de proteinas,
utilizou-se o processo de digestao descrito por Kjeldahl, o qual baseia-se na determinagdo do
teor de N, conforme metodologia descrita por Pregnolatto (1985). A concentragdo de proteina

nas amostras foi calculada conforme a expressdao: PB =V x 0.14 x 6,25/massa da amostra (g).
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3.2.8 Determinacio de lipideos

Para esta determinagdo, utilizou-se metodologia descrita por
Pregnolatto (1985). Pesou-se 3 g da amostra em cartucho de papel de filtro comum ou
cartucho especial para determinagdo de matéria graxa. Acoplou-se o cartucho no conjunto de
Soxleht com baldes de tara conhecida. Adicionou-se sobre os cartuchos 200 mL de éter de
petréleo e acionou-se o banho-maria do conjunto, o qual ficou em refluxo por 12 horas. Apos
este periodo, retirou-se os baldes e o excesso de éter foi evaporado em estufa de ar circulante
a 100 °C por 2 horas. Apds resfriamento em dessecador, pesou-se a amostra e procedeu-se a
comparagao com o peso inicial, sendo o teor de lipideos determinado pela expressao:

(peso do baldo com 6leo) — (peso do baldo) x 100 / massa do material = % de lipideos.

3.2.9 Teste de hidrdlise da crueira por ataque acido : analise do teor de aciicares

redutores livres e apés hidrolise acida pelo método de Somogy e Nelson.

Pesou-se 0,2g da amostra de crueira e transferiu-se as amostras para
erlenmeyers de 250 mL. Em um outro frasco foi preparado uma amostra em branco, com
todos os reagentes, exceto com amostra. Acrescentou-se 30 mL de 4dgua destilada e 5 mL de
acido cloridrico P.A.; o material foi levado para autoclave, onde permaneceu por 20 minutos, a
120 atm de pressdo para hidrolise. Apos o resfriamento dos frascos, a solucdo foi transferida
para um baldo volumétrico de 250 mL, completando-se o volume com agua destilada. Uma
aliquota de 5 mL desta solugdo foi transferida em um baldo volumétrico de 100 mL.
Utilizando-se NaOH 4N, neutralizou-se a solugdo para uma faixa de pH entre 7 e 8,
completou-se o volume do balao com agua destilada. Para a determinacdo do teor de agucares
redutores, pipetou-se 1,0 mL dessa solu¢do neutralizada e adicionou-se 1,0 mL do reativo de
Somogy, ambos em tubos de ensaio. Os tubos foram mantidos em banho Maria fervente por
10 minutos. Apds resfriar os tubos, acrescentou-se 1,0 mL de reativo de Nelson, mais 7,0 mL
de agua destilada. Ap6és homogeneizagdo em agitador vortex, efetuou-se leitura em
espectrofotometro a 535 nm. Para o cdlculo da concentragdo de agucares, utilizou-se reta

padrdo de glicose.
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Para a determinagdo do teor de agucares redutores livres, pesou-se 1,0
g da amostra de crueira, transferiu-se para frascos erlenmeyer de 250 mL; em outro frasco foi
preparado uma amostra em branco, com todos os reagentes, exceto com amostra. Acrescentou-
se 50 mL de 4gua destilada, e incubou-se em banho-maria aquecido a 65°C por 30 minutos.
Apods resfriar a amostra, a mesma foi colocada em um baldo volumétrico de 100 mL
completando-se o volume com agua destilada. Filtrou-se a solu¢do em papel de filtro
qualitativo, pipetando-se 1,0 mL do filtrado para tubos de ensaio, adicionando-se 1,0 mL do
reativo de Somogy. Os tubos foram incubados em banho-maria fervente por 10 minutos, e
apos seu resfriamento, acrescentou-se 1,0 mL de reativo de Nelson com mais 7,0 mL de dgua
destilada. Apos homogeneizagao em agitador vortex, foi feito a leitura em espectrofotometro a
535 nm. Para obtencdo da concentracdo de agucares redutores, submeteu-se os resultados de
absorbancia a uma reta padrao de glicose, conforme descrita anteriormente. A percentagem de

acucares redutores totais(%ART) foi estimada com o auxilio da equagdo abaixo:

% A.R.T. = A. K. 100
ug

onde:

A% = absorbancia da amostra, a 535 nm.
K = constante da curva padrao de glicose.

ug = massa da amostra, em microgramas.



25

3.2.10 Teste de hidrolise da crueira por via enzimatica

Foi preparado uma suspensdo de crueira com 150g de amostra e
completado para 1000g com agua destilada p/p, em becker de 1000mL. Em seguida foi
corrigido o pH para 6,50 com uso de hidréxido de sodio (NaOH) IN., para que as enzimas
possam atuar com maior eficiéncia. A primeira enzima utilizada foi a Termamyl 120L (para a
liquefacdao e quebra das ligacdes oo 1-4) 0.3125mL na propor¢do de uma unidade enzimatica
para 4g de amido, adicionado 70mg de Cloreto da Calcio ( CaCjp). Em seguida foi para banho-
maria temperatura de 95°C, com agitacdo peridodica por 90 minutos e monitorado a
sacarificagdo com teste de lugol até ndo apresentar mais a coloragao azul).

Apo6s 90 minutos, resfriou-se amostra para 60°C retirando uma amostra
para leitura de Brix e ajustando o pH para 4:75 ,sendo adicionado 0.125mL de AMG 300L
(quebra das ligagdes o 1-6 ) e encubando em shaker a 60°C com agitacdo constante por 2,5
dias e em seguida sendo avaliado o brix. O hidrolisado foi centrifugado a 2000 RPM e filtrado
a vacuo obteve-se um volume de hidrolisado e fibra residual. As fibras residuais do
hidrolisado foram desidratadas a 50°C, o peso das fibras apds desidratar, foram analisadas para
verificar a eficiéncia da hidrolise. O hidrolisado foi avaliado por cromatografia liquida para
determina¢do de quais agucares foram obtidos na hidrolise e para determinar a concentragao

do xarope final. Informagdes fornecidas pelo catalogo do fabricante Novozymes (2003).



3.2.11 Fluxograma de processo da hidrdlise enzimatica.

Crueira + Agua
% de matéria seca

a-amilase
2h-97°C pH-5,52a6,0
agitacao

Glucoamilase
24 h-60°C pH-4,5
agitacio

Centrifugacio / filtracio

Hidrolisado + residuo

26



27

3.2.12 Preparo do material (hidrolise de crueira) para fermentacio em batelada

utilizando-se reator com capacidade de 100 L.

Com o objetivo de se realizar uma fermentacio em batelada,
misturou-se 4,45 Kg de crueira em 15 L de dgua destilada. A esta mistura, adicionou-se 7,0
mL de enzima comercial Termamyl 120 L (Novozymes). O material foi hidrolisado por duas
horas a uma temperatura de 97°C. Como endo-amilase, a Termamyl 120 L hidrolisa liga¢des
a-1,4 em amilose e amilopepctina. O amido gerado ¢ rapidamente degradado em dextrinas
soluveis e oligossacarideos. Apds o tempo estabelecido de duas horas de hidrdlise, adicionou-
se 20 mL de enzima AMG 300 L. Para melhorar a atividade da enzima, rebaixou-se o pH da
solugdo para 4,5, através da adicdo de acido citrico a 0,1 M, em tampao citrato/fosfato. O
material ficou entdo em hidrdlise por 8 horas, a uma temperatura de 60°C. A enzima, hidrolisa
as ligagdes a-1,4 e a-1,6 no amido liquefeito. Durante a hidrolise, unidades de glicose sdo
removidas das extremidade ndo-redutoras da molécula do substrato. A taxa de hidrolise
depende do tipo de ligagdo assim como do tamanho da cadeia; por exemplo, ligagdes a-1,4 sao
hidrolisadas mais rapidamente que ligacdes a-1,6, e maltotriose e maltose sdo hidrolisadas a
uma taxa mais baixa que os oligossacarideos maiores. Apo6s decorrido o tempo de hidrélise,
foi realizado uma andlise de brix para verificar se a hidrolise estava pronta para receber o
fermento. Em nossos ensaios, esta medida apresentou um valor de 19°. Para a fermentagao
utilizou-se 280 g de fermento biologico seco (Saccharomyces cerevisiae) totalizando 4% do
volume total. Apds 48 h de fermentagdo a uma temperatura de aproximadamente 37°C, o
hidrolisado foi destilado em coluna de vidro (Bo-silicato) com 2,20 m de comprimento, com
alimentador no meio da coluna e condensador instalado na extremidade superior. A
temperatura de trabalho da cabeca foi mantida entre 80 e 82 °C. Apds a destilagdo, obteve-se

alcool (etanol) a 88° GL. Apos bidestilagdo, resultou em uma graduagao alcodlica de 96°GL.



3.2.13 Foto do reator utilizado no Cerat./ experimento semi-industrial

Reator de aco inox, capacidade de 100 litros, com agitador

aquecimento por vapor, gerado por caldeira.
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3.2.14 Discriminacio isotopica por espectrometria de massa do etanol destilado

Amostras do etanol obtidas apds hidrolise de crueira e destilagdo,
foram diluidas na propor¢do de 1:2 e acondicionadas em céapsula de estanho. As capsulas
foram inseridas no analisador elementar (Etelementar, modelo EA 1108 CHN, Fisqns — Italia),
acoplado ao espectrometro de massa (modelo delta S Finnign-Mat) para analise da razao
isotdpica do etanol. O equipamento possui duas colunas: uma de oxidagdo com temperatura de
1.100°C, outra de reducdo com temperatura de 650°C, passando por uma coluna de
cromatografia a 34°C. A razdo isotopica foi determinada pelas concentra¢des de '*C/"°C em
relagdo a um padrdo de concentracdo conhecido para estas duas espécies de carbono

ambiental, denominado V-PDB.

3.2.15 Analise cromatografica por CLAE do hidrolisado de crueira e do etanol.

Para andlise do hidrolisado, utilizou-se cromatégrafo HPLC Varian,
modelo pro-star 410, equipado com uma coluna de separagdo para carboidratos do tipo HPX
87-P, a 85°C e fluxo de 0,6 mL / min.; como fase movel, utilizou-se agua destilada, com
membrana 0,22 um, com volume de injecao 20 um / L. O padrao utilizado foi diluido para um
valor equivalente a 1:100 de brix.

Para analisar o etanol, utilizou-se coluna modelo HPX 87 H, aquecida
a 50° C e com fluxo de 0,7 mL / min.; Como fase movel utilizou-se acido sulfurico (H,SOy),
0,01 N, com volume de injecao de 20 puL. O padrdo etanol foi diluido a 1:100 em agua
destilada.

3.2.16 Delineamento experimental.

O experimento, foi realizado em uma primeira fase, no laboratorio
sendo realizadas as analises de bancada. Na fase seguinte foram realizados testes em
batelada sendo utilizado os reatores de 100 L. A fase final, foram feitas as destilagoes

seguindo das andlises cromatograficas e balango de massa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A crueira foi processada para sua caracterizagdo fisico-quimica
sendo que os diferentes parametros foram determinados por etapas. O objetivo principal das
analises foi o de conhecer o potencial da crueira como substrato energético.

Primeira etapa, foi realizado a caracteriza¢do do material.

Segunda etapa, foram realizados as hidrolises acidas e as hidrélises

enzimaticas.

Terceira etapa, foram realizadas as hidrélises enzimaticas em sistema

de batelada, em reatores de 100 litros.
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Tabela 4.1: Caracterizacio da composicio da crueira de mandioca, oriunda da

farinheira Deusa. Valores médios e desvio padriao, composto de 3 repeticoes.

Parametro Resultados
Umidade inicial (%) 15,5+0,10
Umidade desidratada (%) 5,09+ 0,18
Amido (%) 81,1 £0,18
Fibras (%) 7,39 £ 0,01
Cinzas (%) 0,90 + 0,02
Proteinas (%) 1,41 £ 0,01
Matéria graxa (%) 0,44 £ 0,01
Acucares Sol. Totais (%) 2,24 £0,05
Acucares Redutores (%) 1,06
pH 5,40
Acidez (mL NaOH N/100g ) 5,48

'Valores médios e desvio padrio, composto por trés repetigdes.

Os resultados de caracteriza¢do de crueira apresentados na Tabela 1,
indicam valores proximos aos encontrados por Cereda (2001) e CERAT ( 2000). Destacam-se
os valores elevados encontrados para a percentagem de amido, o que de certa forma vem
confirmar os experimentos preliminares. O teor de umidade, proteina e matéria graxa
encontrados no material diferem pouco dos valores citados por Cereda (2001), embora os
teores de proteina e lipideos encontrados sejam superiores aos citados na literatura.
Considerando-se variagdes naturais, como cultivar, idade fisiologica, clima, solo, etc, tais

alteracdes sdo bastante comuns em caracterizagdes bioldgicas.
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Tabela 4.2: Analise da suspensio inicial de crueira de mandioca e agua, utilizado para o

processo de hidrolise enzimatico.'

Parametro Resultados

pH 5,14+0,01

Fibras (%) 6,19 +£0,02
Acucares redutores (%) 1,70 + 0,01
Amido (%) 2,82 +0,04
Umidade (%) 11,4 +£0,01

'Valores médios e desvio padrio, composto por trés repetigdes.

A Tabela 2 resume os resultados obtidos na analise do hidrolisado
enzimatico da crueira. Os valores obtidos, demonstraram um percentual de amido no material,
comparavel aos resultados obtidos no CERAT/UNESP e publicados por Cereda (2001). Neste
trabalho, os autores encontraram concentragdes iniciais de amido da ordem de 68,48%. Assim,
em comparacdo com estes resultados, verificou-se que o residuo (crueira) produzido pela
farinheira Deusa concentra um pouco mais de amido. Em sua recuparacdo, ou seja, pela
degradagdo em agucares fermenteciveis, seria possivel a obtencao de hidrolisados com maior

valor de Brix.
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Tabela 4.3: A analise de hidrdlise acida (HCl) da crueira de mandioca, oriunda da

farinheira Deusa.

Parametro Resultados

pH 5,31+0,02

Fibras (%) 7,35+0,19
Actcares Redutores (%) 1,95+ 0,17
Amido (%) 3,1+0,09

Umidade (%) 13,48+ 0,15

'Valores médios e desvio padrio, composto por trés repetigdes.

Observou-se através deste método, que a eficiéncia de extragdo por
hidrélise acida em relagdo ao método enzimdtico ¢ menor. Outro fator negativo, ¢ a maior
dificuldade para implementacdo do processo de extragdo, pelo tempo e custo demandado.
Embora o processo seja viavel para hidrélise, o presente experimento ndo teve continuidade

em nossos ensaios, considerando-se que o ataque enzimatico foi mais eficiente.
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Tabela 4.4: Analise do bagaco residual da crueira proveniente da farinheira Deusa apos

hidrolise enzimatica’

Parametro Resultados

Fibras (%) 17,58 + 0,02

Acucares Redutores (%) 0,46 + 0,13
Amido (%) 2,88 +0,02

Umidade (%) 79,9 + 0,04

Umidade do material desidratado (%) 6,45 = 0,05

'Valores médios e desvio padrio, composto de 3 repeticdes.

Observou-se em nossos ensaios (Tabela 4), que apo6s a hidrolise
enzimatica, o residuo ainda conservava parte de agucares redutores que nao originaram
produtos, além de cerca de 3 % de amido. Segundo Cereda (2001) o amido total encontrado
em outros residuos da industria, como manipueira de fecularias e manipueira de farinheiras,

podem variar de 9,42 ¢ 6,12 respectivamente.
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Tabela 4.5: Analise de hidrolisado, fermentacio e destilacio em pequena escala, a partir

de amostras de 170 g de crueira’

Parametro Resultados
Mosto filtrado (g) 31,1 +0,79
Sobra de bagaco (g) 194,3 + 2,08.
Destilado (mL) 80,0
Destilado (°GL) 95+ 0,20
Concentracdo de etanol (%) 99.19+ 0,24

'Valores médios e desvio padrio, composto de 3 repeticdes ; *Analise realizada no CERAT/UNESP.
Observamos neste experimento, que todas as analises seguiram um
mesmo padrdo de hidrolise, com resultados comparaveis entre si. Pela utilizacdo das enzimas
endo-amilases, (Termamyl 120 L e AMG 300 L) verificou-se que o rendimento ficou préximo
das especificagdes da Novozymes, produtora das enzimas, além de confirmar a eficiéncia
destas enzimas. Destaca-se a concentracdo de etanol obtido, pelo seu alto teor, podendo ser
classificado como alcool fino proximo aqueles obtidos de cereais. As andlises cromatdgraficas
a serem apresentadas na sequéncia, confirmam estas observagdes. Varios trabalhos, discutem a
utilizagdo de residuos da industria da mandioca como fontes potenciais para a produgdo de
alcool. Destacam-se as citagdes de Leonel (1997); Leonel (2001), quanto a utilizagdo de
enzimas complementares ; Srikanta et al (1987) entre outros. Embora trabalhando com farelo,
Srikanta obteve eficiéncia de cerca de 65% no processo quando partiu para fermentagdo do
xarope. Em compara¢do a hidrdlise acida com a enzimatica, nas tabelas 4.3 e 4.4, fica

demostrado que a hidrolise enzimatica neste experimento foi mais eficiénte que a acida.
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Tabela 4.6: Analise do xarope final obtido por hidrélise enzimatica, por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE) em escala laboratorial.

Parametro Resultados
pH 5,25
Acgucares redutores 121,7g L’
Brix 15°
% de agticar (CLAE) 97,49 (%) Glicose

1,35 (%) Maltotriose
1,16 (%) Dextrinas

FEE O §F F #

i olts |[sstaridatatpad roesthida dizada vietorD0 1 mn‘ File: cAstaridata\pad mesthido dizado victor00 1 un

Channel: & = A Results

60—

Last recale: 10/2/03 1029 AM

50—

a0 —

30—

Mattotiose (13.611)

20—

Dextrinas (10.164)

Dextrinas (9.461)

K287 6 Minutes

o156 myvalts

Minutes
Cromatografia, % de acicar (CLAE) 97,49 (%) Glicose
1,35 (%) Maltoriose

1,16 (%) Dextrinas



37

Em hidrolise enzimatica realizada em laboratorio, obtive-se um
xarope para fermentacdo, onde sua concentragdo de acucar fermentecivel foi da ordem de
97,49% conforme Tabela 5.

Neste material, o Brix encontrado foi de 15°. Segundo Lima (2001) as
concentragdes de mostos ideais para serem usados nas fermentagdes para obtengdo de alcool,
devem se situar entre 15° e 25° brix. Entretanto, mostos mais diluidos, fermentam mais
rapidamente, diminuindo também o processo de incrustra¢do do destilador. Ja os mostos com
brix mais concentrados, ocasionam maiores perdas em acgucares infermentados, com
temperaturas mais altas durante a fermentacao.

A analise cromatografica do xarope por CLAE, revelou uma
concentragdo de aglicares predominantemente na forma de glicose (cerca de 97%), sendo o

restante subdividido entre maltoses e dextrinas.
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Tabela 4.7: Analise do hidrolisado de crueira realizado em escala semi industrial, por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Parametro Resultados
Dextrinas (%) 0,4500
Maltotriose (%) 1,1961
Glicose (%) 98,3539

Observamos que os resultados obtidos para a andlise do hidrolisado
obtido em batelada, os valores ndo se diferenciaram muito daqueles obtidos em escala menor,
ou na bancada de laboratdrio (Tabela 4.5). Para ambos os processos, a eficiéncia de hidrdlise

enzimatica foi bem comparavel.

Os carboidratos constituintes do hidrolisado de crueira, mostraram
perfil de aglcares caracteristico, onde a glicose foi o aglicar predominante seguida de

pequenas percentagens dos demais acticares analisados.

Os resultados das andlises demonstraram que a crueira da mandioca,
tem alto potencial energético em fun¢do do teor de amido presente, o que a credencia para
hidrélise em fermentagdes para producdo de alcool fino. Desta forma, existe viabilidade
econdmica para seu uso, uma vez que pode-se agregar valor a um residuo muitas vezes
descartado na industria.

O investimento em uma destilaria de alcool para produgdo de alcool de
crueira, estima-se através de calculos do departamento financeiro da farinheira Deusa, em
relagdo a producdo mensal de crueira (6,875 t), com uma produgdo didria de 275 kg. Com
producdo estimada de alcool produzido de aproximadamente 100 litros diarios e 2.500 litros
mensais. O custo de implantagdo na farinheira fica aproximadamente em torno de R$

28.000,00.
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Tabela 4.8: Analise cromatogriafica (CLAE) do alcool obtido por destilacio do

fermentado.
Parametro Resultados
Concentragao de etanol (%) 99,47
Outros compostos (%) 0,52

Através de destilacdo simples em laboratorio, foram obtidas amostras
de alcool o qual, ap6s analise cromatografica apresentou concentragdo de etanol da ordem de
99,47%. Com este grau de pureza, o produto pode ser empregado para produgdo de bebidas,
cosméticos, medicamentos, etc. Segundo Lopes (1986) o alcool etilico ndo apresenta
diferencas quanto a origem da matéria-prima utilizada. Algumas diferengas podem advir de
impurezas presentes ao alcool, as quais irdo caracterizar cada matéria-prima e também o seu
grau de pureza. O etanol, considerado alcool de cereais em fun¢do de seu grau de pureza,
pode ser considerado um produto de alto valor agregado, diferenciando-se de outros produtos

obtidos na industria da mandioca.
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Tabela 4.9: Resultados obtidos da fermentacido e destilacio em batelada, utilizando o

hidrolisado em reatores de 100 L.

Parametro Resultados
Crueira (g) 4.450
Agua destilada (L) 18
Brix do hidrolisado 19°
Mosto filtrado (g) 12.000
Sobra de bagaco (g) 7.350
Vinhaga (L) 8,4
% brix da sobra de bagaco 8°
Amido(g) por Kg de bagaco 0,8
Destilado (mL) 1,780
Alcool destilado (°GL) 88°
Alcool bidestilado (°GL) 95°
Etanol (%) 82,20




41

< < T T
rrkd b [t el b e 13 I ] Pt i mdted b L 3
ek F1- A Firmall
Lad s 7147 W5 AH
0
m—
50 ]
a0 ]
3::'—

10 lf E !I

Cromatografia do etanol diluicao 1/ 100 do destilado obtido do hidrolisado realizado em

reatores tipo batelada em tanques de 100 litros.

Analisando-se a Tabela 9, observa-se que os resultados obtidos em
relacdo ao percentual de etanol, difere daquele observado em condi¢des de laboratério, com
uma eficiéncia menor no sistema de batelada. Segundo Srikanta et al. (1987) o rendimento do
processo de producdo de etanol a partir de farelo de mandioca com hidrélise acido-enzima
apresentou eficiéncia da ordem de 65,52 %. Estes valores sdo muito proximos aos encontrados
no presente experimento(65,8 %, com hidrolise exclusivamente feita por via enzimatica),

como podera ser verificado no balago de massas (pagina 45).
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Tabela 4.10: Discriminacio isotopica por espectrometria de massa do etanol, destilado

do hidrolisado de crueira.

Parametro Resultados

Amostra : Etanol (alcool de crueira) -26,79 £ 0,07

A idéia de se realizar um teste de discriminacdo isotopica no alcool
obtido apo6s hidrolise enzimatica da crueira, nasceu da discussdo sobre a rastreabilidade de sua
composicdo em esqueletos carbonicos. Observou-se que, pela andlise de discriminagdo de
cabono, o etanol produzido via fermentacdo do hidrolisado de crueira, confirmou sua origem,
como componente de uma planta Cs. Outras plantas economicamente importantes, também se
incluem na via Cs;, como por exemplo o arroz, leguminosas em geral, trigo, cevada, frutas,
hortaligas, beterraba, algodao, alfafa, soja e feijdo. O resultado encontrado para as amostras de
alcool de crueira de mandioca confirmam sua origem em planta C;, de acordo com tabela

publicada por Ducatti (2004).

Via fotossintética sB3c A
Cs -21 a 35%o 13 a 22%eo
Cy -10 a -14%o 4 a 8%o

Esta andlise facilitara, como referéncia, o estudo da origem de
alcool de cereais, cujas fontes podem ser identificadas, conforme peculiaridades distintas das

plantas.



43

O balaco de massas do processo esta resumido nas tabelas abaixo.

A partir de amostras de crueira, determinou-se os teores de umidade,
matéria seca e amido. Nestas andlises ficou evidenciado que a crueira ¢ um residuo de descarte
ainda rico em amido (80 %). Seu teor de umidade ¢ de cerca de 15 %, com matéria seca na

faixa de 84 %.

CRUEIRA
Teor de umidade 15,71%
Matéria seca 84,29%
Amido 79,73%

Para o balanco de massas, aplicou-se um sistema hidrélise em
batelada, iniciando-se pela hidratacdo do material. Apds caracterizacdo, o mesmo revelou

cerca de 3 g de amido total, sendo que os agucares totais foram da ordem de 86 g.

CRUEIRA
Gramas de crueira 4.450
Gramas de aguas 699,1
Gramas de MS 3.750,9
Gramas de amido 2.989.8
Gramas de fibras 275,5

Gramas de acucares totais 86,25




44

Ao final da hidrolise enzimatica, obteve-se dois componentes: um
xarope com Brix em torno de 19° e um bagago residual que ainda continha tragos de amido.

Com o xarope, efetuou-se fermentacdo, com obten¢do de um volume final de 1,78 L de alcool.

HIDROLISE
Xarope brix (%) 19°
Fermentacao (%) 4%
Volume de alcool (L) 1,78
Bagaco umido (g) 7.350
Amido (g) 5,8

Para o estudo do rendimento, considerou-se o calculo de massa de
glicose (C¢ Hjz Og ) presente no mosto e no bagaco. Para esta analise, considerou-se as
seguintes variaveis: m (mosto + bagago) = 19350 g; Brix = 19°; m (Cs Hi; O ) = 3676,5 g.

Para o célculo do volume de etanol teodrico, utilizou-se os seguintes
valores: Glicose (180 g); [4% de fermento (Saccharomyces cerevisiae)]; 2COx(g) (88 g) + 2
H3;CCH,OH (92 g). A massa obtida no processo foi na faixa de 3676,5 g, sem do massa do

etanol calculada pela expressao:

Massa do etanol =3676,5 x92 = 1879,1 g

180

Dividindo-se a massa do etanol pela sua densidade a 20° C (0,7895 g/
mL) obtem-se um volume teorico de etanol a 100%, conforme a expressao:

V= 1879,1/0,7895 = 2380,1 mL de etanol a 100 %
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Para o calculo de rendimento, inicialmente, calculou-se o volume de
alcool obtido: (Vol. etanol a 100 % = 1.780) x 0,88 =1566,4 mL
Em seguida, este resultado foi dividido pelo valor do volume teérico de alcool a 100% de
etanol, conforme expressao:

Calculo do Rendimento = R = [Vol.Obtido/ Vol.Teodrico] x 100 % =» R =[1566,4 /
2380,1]1 x 100 = 65,8 %

Apés realizar a hidrolise enzimdtica, fermentacdo e a destilacdo
utilizando reatores de 100 L na forma de batelada. Com estes resultados, demonstrou-se que o
aproveitamento da crueira de mandioca produzida como residuo das farinheiras pode ser uma

excelente alternativa na produgao de etanol.
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5. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos nos experimentos foi possivel concluir:

1- Apos caracterizagdo da crueira, concluiu-se que a mesma reune caracteristicas fisico-
quimicas bem peculiares em relacdo ao teor de amido quando comparada a outros residuos da

industria da mandioca.

2- Ap6s testes com duas modalidades de hidrélise (quimica e enzimatica), concluiu-se que a
hidrolise enzimatica apresentou melhores resultados em todos os aspectos. Onde se verificou
que uma tonelada de crueira, ¢ capaz de produzir aproximadamente 370 litros de alcool fino,

tendo um rendimento médio de 65,8 %.

3- Os testes paralelos com o alcool produzido, mostraram se tratar de um produto de alta

pureza e rastreabilidade, comprovando-se ser um alcool Cs,

Por fim, de modo geral, concluimos que, as farinheiras podem estabelecer programas de
reciclagem da crueira gerada em seus processos industriais, como fonte de energia, com

objetivo de produgdo alternativa de alcool Cj,
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7.1 Matéria-prima (mandioca), utilizada nas farinheiras.
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7.2 Processo de obtencao do residuo crueira.
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CRUEIRA




7.3 hidrolisado / destilacao
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7.4 Destilacao do hidrolisado de crueira
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