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RESUMO

Com a expansdo da agroindustria a comercializagdo manga tem demonstrado grande potencial
econdmico, podendo ser utilizada na formulagdo de polpa, néctares, sucos, geléias e compotas.
Em contrapartida, a industrializacdo gera uma grande quantidade de residuos que equivale a
aproximadamente 35 a 60% do peso bruto da matéria prima. Por razdes sanitarias, a deposi¢ao
do residuo deve ser feita em locais distantes da unidade de processamento, o que agrega custo
adicional e gera problemas ambientais. Dentro deste contexto o principal objetivo deste
trabalho foi obter etanol a partir da améndoa do carogo de manga e desenvolver uma nova
metodologia de desidratagdo e retificacdo. Por meio do processo de preparacdo da matéria
prima, hidrolise seguida por fermentacdo e destilagdo, obteve-se um resultado por
cromatografia gasosa de 275 litros de etanol hidratado para cada tonelada de améndoa de
caroco de manga. Na metodologia desenvolvida para desidratagdo do etanol hidratado em
amostras fortificadas, foram empregados os solventes: glicerina, etilenoglicol e
polietilenoglicol como agentes desidratantes, aplicados num processo de destilagdo com arraste
de vapor, obtendo uma relacao de agente desidratante / etanol anidro de 1:1,7, 1:1,8 e 1:2,
respectivamente. Simultdneamente ao processo de desidratagdo avaliou-se a retificacdo do
etanol, observando reducdes dos componentes presentes no etanol hidratado, da ordem de 90,6,
91,7 e 97,0% (m/v) para glicerina, etilenoglicol e polietilenoglicol, respectivamente. No
processo de retificagdo obteve-se uma redugdo de 75,0% na acidez de 92,2% na condutividade
do etanol retificado. O etanol produzido a partir da améndoa do caro¢o da manga foi submetido
ao mesmo processo de desidratagdo e retificacdo desenvolvido, obtendo indices de desidratagao
de 99,9%(m/v), em um alcool com teor de 88%(m/v). Com relagcdo a eliminacdo dos demais
componentes presentes na referida amostra de etanol, observou-se uma redugao de 94,8; 91,5;
97,0 e 100% (m/v), para o acetaldeido, metanol, alcool isoamilico e acido acético
respectivamente, promovendo a redugdo da acidez e da condutividade. Desta forma pode-se
inferir que o novo método mostrou-se adequado para a desidratacdo e retificacdo de etanol
hidratado.

Palavras-chave: Hidr6lise enzimatica, améndoa de caroco de manga, etanol, retificacao.
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ABSTRACT

With the expansion of agribusiness marketing the manga has shown great economic potential
and can be used in the formulation of pulp, nectars, juices, jellies and jams. In contrast, the
manufacturing generates a large amount of waste which is approximately 35 to 60% of the
gross weight of the feedstock. For health reasons, the deposition of waste should be carried out
in remote locations of the processing unit, which adds additional cost and creates
environmental problems. Within this context the main objective of this work was to obtain
ethanol from mango seed almond and develop a new methodology for dehydration and
rectification. By means of the preparation of the feedstock, hydrolysis followed by fermentation
and distillation process obtained theoretical results by gas chromatography of 275 liters of
hydrous ethanol per ton of almond mango seed. In the methodology developed for dehydrating
hydrous ethanol spiked samples, the solvents were employed: glycerin, ethylene glycol and
polyethylene glycol as dehydrating agents, applied in a process of steam distillation drag,
showed a ratio of dehydrating agent / anhydrous ethanol 1: 1, 7, 1: 1.8 and 1: 2, respectively.
Simultaneously, the dehydration process was evaluated rectification of ethanol observing
reductions of the components present in hydrous ethanol, in the order of 90.6, 91.7 and 97.0%
(w / v) glycerine, ethylene glycol and polyethylene glycol, respectively . In the grinding
process yielded a reduction of 75.0% in the acidity of 92.2% in the conductivity of ethanol
rectified. The ethanol produced from almond core sleeve was subjected to the same process of
dehydration and grinding developed, and obtained from dehydration of 99,9% (m / v) with an
alcohol content of 88% (w / v). Regarding the removal of other components present in said
sample of ethanol, there was a reduction 0f 94.8; 91.5; 97.0 and 100% (w / v) for acetaldehyde,
methanol, isoamyl alcohol and acetic acid, respectively, promoting the reduction of acidity and
conductivity. Thus it can be inferred that the new method was suitable for dehydration and
rectification of hydrous ethanol.

Keywords: Enzymatic hydrolysis, almond mango seed, ethanol rectification.
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1. INTRODUCAO

A manga (Mangifera indica L.) é dita uma fruta de drupa carnosa, achatada
lateralmente, com variagdes que podem influenciar no tamanho, forma, coloracdo, presenca de
fibras, aroma ou sabor da manga. Sua divisdo se da basicamente em casca ou exocarpo, polpa
comestivel (mesocarpo) e endocarpo (carogo), contendo fibras que podem estar em maior ou
menor quantidade dispostas entre a polpa e o carogo (CAVALCANT]I, et al., 2011).

Com a expansao da agroindustria, a comercializagdo da manga tem demonstrado
grande potencial econdmico, podendo ser utilizada na formula¢do de polpa, néctares, sucos,
geléias e compotas. Em contrapartida, a industrializacdo gera uma grande quantidade de
residuos que equivale a aproximadamente 35 a 60% do peso bruto da matéria prima. Por razdes
sanitarias, a deposi¢do do residuo deve ser feita em locais distantes da unidade de
processamento, 0 que agrega custo adicional e gera problemas ambientais (ROCHA, 2011).

Através da caracterizacdo quimica do residuo agroindustrial da manga (casca e
semente), determinou-se concentragdes considerdveis de proteinas, fibras, lipideos, acidos
graxos insaturados, carboidratos (amido), que os caracterizam como potenciais ingredientes

para serem aproveitados na alimentacao animal e humana (VIEIRA, et al., 2009).

O amido apresenta grande importancia nutricional e industrial. Encontra-se
amplamente distribuido em diversas espécies vegetais, como carboidrato de reserva, sendo
abundante em grios de cereais, raizes e tubérculos. E a fonte mais importante de carboidratos
na alimentacdo humana, representando 80-90% de todos os polissacarideos da dieta, e o

principal responsavel pelas propriedades tecnoldgicas que caracterizam grande parte dos

produtos processados (WALTER, M.; SILVA, L. P.; EMANUELLI, 2005).

O etanol de segunda geracdo ¢ produzido realizando um pré-tratamento seguido da
sacarificagdo dos polimeros que constituem a parede vegetal, convertendo-o em moléculas
simples passiveis de fermentacdo (RUBIN, 2008).

O etanol anidro desempenha um papel bastante importante no setor da industria de
combustiveis, por ser utilizado como aditivo oxigenante a gasolina a fim de reduzir os impactos
ambientais pela emissdo de gases causadores do efeito estufa, conforme demandado para
alguns paises pelo protocolo de Quioto (ALESSI, 2004).

O etanol puro ¢ obtido a partir de um processo de retificacdo cuja finalidade ¢ livrar o

etanol das impurezas volateis contidas no flegma. Estas impurezas poder ser dividivas em dois



grupos sendo: a) impurezas chamas de “cabeca”, que contém aldeidos, ésteres; b) Impurezas
pesadas chamas de “cauda”, formadas pelos alcoois superiores comum: propilico, isopropilico,

butilico, isoamilico, pelo aldeido acético e 4gua (CUNHA-SALATA, 2012).



2. OBJETIVOS

Considerando a disponibilidade de material residual de diversos setores agroindustriais
e visando agregar valores e reduzir os impactos ambientais, neste trabalho, objetivou-se a
producdo de etanol empregando a améndoa do caroco de manga como opc¢do de matriz

amilacea.

Objetivos Espeificos:

» Avaliar o emprego do carogo de manga como uma nova proposta de biomassa que
propicie a producao de bioetanol,

* Desenvolver e otimizar metodologias que permitam a obten¢do do etanol em sua forma
anidra;

* Desenvolver e otimizar metodologias que permitam efetuar a retificagdo do etanol
anidro;

* Empregar a técnica de cromatografia gasosa para a monitoragao da fermentagao e
qualidade do etanol anidro e retificado.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Manga

A manga (Mangifera indica L.) é dita uma fruta de drupa carnosa, achatada
lateralmente, com variagdes que podem influenciar no tamanho, forma, coloragdo, presenca de
fibras, aroma ou sabor da manga. Sua divisdo se d4 basicamente em casca ou exocarpo, polpa
comestivel (mesocarpo) e endocarpo (carogo), contendo fibras que podem estar em maior ou
menor quantidade dispostas entre a polpa e o caroco. A casca ¢ lisa, podendo apresentar
tonalidade que variam do verde, amarelo, alaranjado até o vermelho (normalmente o lado
exposto ao sol (CAVALCANTI, et al., 2011). Pertence a familia das Anacardiaceae, e ¢
considerada originaria do leste da Asia com sua éarea de concentracdo em Myanmar, Birmania,
Assamna ¢ [ndia, sendo amplamente cultivada em paises tropicais. A inser¢do da fruta no
Brasil se deu por volta do ano 1700 através dos portugueses que também foram os responsaveis
por seu nome (PONTES, 2008).

A manga apresenta larga utiliza¢ao culinaria que se estende da a sua forma in natura
até na formulacdo de doces e outros tipos de pratos. Na Tabela 1 estdo apresentadas algumas
espécies de manga relacionadas a sua aplicagdo culinaria (CAMARGO-FILHO; ALVES;
MAZZELI 2004).

Tabela 1- Relagdo das espécies de manga com sua aplica¢do culinaria (CAMARGO-FILHO; ALVES; MAZZE],
2004).

Aptidao para uso culinario Espécies

In natura Haden, Tommy Atkins, Keity, Palmer,
Ruby, Zill e Van Dick.
Compota em calda Imperial, Carlota, Sdo Quirino, Nom

Plus Ultra, Haden, Palmer, Kent e Zill.

Néctar Carlota, Palmer, Maga Déagua e

Sensation




A Tabela 2 apresenta o percentual de produgdo por regido onde ¢ possivel destacar

que o nordeste e o sudeste do pais, detendo praticamente toda a produgdo nacional.

Tabela 2- Produgdo brasileira de manga por regido fisiografica em 2011 (IBGE, 2011).

Regisio Producio
Nordeste 70,24%
Sudeste 28,44%
Sul 0,78%
Norte 0,29%
Centro-Oeste 0,25%

O Brasil encontra-se numa posi¢ao de destaque no cenario mundial de producao da
fruta, ficando atras apenas de [ndia, China, Tailandia, Indonésia, Paquistao, México
(FAOSTAT, 2011) e em terceira colocagdo no quesito exportacao (VASCONCELOS-
TORRES, 2010) com um valor bruto superior a 900 milhdes de dolares da fruta fresca e cerca
de 2 bilhdes de dolares da fruta processada (IBRAF, 2011).

Com a expansdo da agroindustria, a manga tem demonstrado grande potencial
economico, podendo ser utilizada na formulagdo de polpa, néctares, sucos, geléias e compotas.
Em contrapartida, a industrializagdo gera uma grande quantidade de residuos que equivale a
aproximadamente 35 a 60% do peso bruto da matéria prima. Por razdes sanitérias, a deposi¢do
do residuo deve ser feita em locais distantes da unidade de processamento, o que agrega custo
adicional e gera problemas ambientais (ROCHA, 2011). A Figura 1 ilustra como ¢ realizado o

descarte de uma industria de processamento da manga feito em céu aberto.

Figura 1- Residuo do processamento da manga de uma inddstria em Araguari-MG (CRUZ, 2011).




3.2 Residuo do processamento da manga

Cavalcanti e seus colaboradores através da caracterizagdo quimica do residuo
agroindustrial da manga (casca e semente) mostrado na Tabela 3, determinaram concentragdes
de proteinas, lipideos e, especialmente, carboidratos que o caracteriza como uma potencial

biomassa para a conversao em etanol.

Tabela 3- Composicao centesimal das améndoas contidas no endocarpo da manga da variedade espada e do amido
obtido (CAVALCANTI, et. al,, 2013).

Analises Améndoa da manga Amido da manga
Umidade (%) 39,74+0,40 13,60 = 0,20
Cinzas (%) 2,18+0,01 0,02 £0,01
Proteina (N x 6,25) (%) 6,95+0,21 1,91 £0,21
Lipidio (%) 4,04+0,10 1,66 £ 0,43
Carboidrato (%)* 47,16 82,81

pH 5,63 4,86

* Carboidratos por diferenga. Resultados das analises com média de trés repeticdes (+ desvio padrio).

Um trabalho ainda mais recente mostra que a semente de manga pode ser usada como
uma fonte potencial de ingredientes alimentares funcionais, antioxidantes naturais (presenca
compostos fenodlicos e carotendides), antimicrobianos, produg¢do de cosméticos e carvao
ativado, além do seu processamento para a produgdao de alimentos terapéuticos. Sugerindo
assim que a semente da manga deve ser utilizada em vez de simplesmente descartada como

residuo (KITTIPHOOM, 2012).

Uma pesquisa sobre inser¢ao do farelo do residuo de manga na alimenta¢do animal de
tildpias do Nilo foi proposto por Lima et al. (2011), onde foram avaliados a digestibilidade
aparente, desempenho produtivo, rendimento de carcaca, indice hepatossomico, indice de
gordura viscero-somatica e peso dos 6rgdos, concluindo que por ndo serem observados efeitos
negativos dos tratamentos sobre as varidveis analisadas o emprego de até 15% de farelo de
residuo de manga na racdo das tilapias ¢ possivel. Um trabalho similar utilizou o farelo dos
residuos de manga para a suplementagao de frangos de corte a fim de avaliar pardmetros 0sseos

com testes fisicos, quimicos, mecanicos, bioquimicos e de proteinas colagenosas da tibia



extraida em diferentes periodos do corte, constatando que o farelo pode ser adicionado a ragao
sem que haja nenhum comprometimento da estrutura 6ssea (BIGONHA, 2009).

Na alimentag@o humana foi empregada como ingrediente na elaboragdo de produtos de
panificacdo (bolo), onde a farinha do carogo da manga mostrou-se atdxica, com alta
concentragdo de fibra bruta (73,12%) e tendo uma boa aceitacdo entre os provadores
(FLORESCIO et al., 2012). Na Nigéria, praticamente o mesmo estudo foi realizado testando o
uso de farinha processada, em substituicdo a farinha de trigo na preparacdo de biscoitos
apresentando potencial comercial e podendo resultar em biscoitos com maior teor de energia e
Otima suplementagao proteica (AROGBA, 1999).

No setor de agricultura foi avaliada a qualidade da silagem com residuos de manga
com diferentes aditivos como milho desintegrado com palha e sabugo, palha de feijao, sabugo
de milho, casca de café evidenciando que o padrao de fermentagdo das silagens aditivada foi
satisfatorio, sem haver comprometimento na qualidade fermentativa destas (COUTO-FILHO,

2007).

3.3 Amido

O amido apresenta grande importancia nutricional e industrial. Encontra-se
amplamente distribuido em diversas espécies vegetais, como carboidrato de reserva, sendo
abundante em grios de cereais, raizes e tubérculos. E a fonte mais importante de carboidratos
na alimentacdo humana, representando 80-90% de todos os polissacarideos da dieta, e o
principal responsavel pelas propriedades tecnoldgicas que caracterizam grande parte dos
produtos processados. Estruturalmente, o amido ¢ um homopolissacarideo composto por

cadeias de amilose e amilopectina conforme Figura 2.



Figura 2- Estrutura quimica da amilose (a) e da amilopectina (b) (Corradini, E. et al., 2005)
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A amilose ¢ formada por unidades de glicose unidas por liga¢des glicosidicas a(1—4),

originando uma cadeia linear. Ja a amilopectina ¢ formada por unidades de glicose unidas em

a(1—4) e a(1—6), formando uma estrutura ramificada. Embora a amilose seja definida como

linear, atualmente admite-se que algumas de suas moléculas possuem ramificagoes,

semelhantes a amilopectina (WALTER, M.; SILVA, L. P.; EMANUELLI, 2005).

A Tabela 4 apresenta a relagdo percentual de amilose e amilopectina presentes em
amido de alguns produtos naturais.

Tabela 4- Relagdo de amilose e amilopectina em diferentes fontes de amido.

Produto Natural

% de amilose (a)

% de amilpectina (b)

Amido de milho 24-27
Amido de arroz 15-18
Amido de trigo 20-25
Amido de mandioca 17-20

73-76
82-85
75-80
80-83

(CURVELO-SANTANA et al., 2010), (Modificada).



Cordeiro et al. (2013) desenvolveram um estudo da aplicabilidade do amido e da
nanocelulose obtidos a partir dos residuos gerados no processamento agroindustrial da manga
em bionanocompositos poliméricos por meio do processamento do amido (matriz polimérica) e
da nanocelulose (fase dispersa), concluindo que estes compostos apresentam-se como uma

ope¢ao tecnologica para agregacdo de valor aos residuos do processamento da fruta.

A redugdo do impacto ambiental ¢ foco de muitos cientistas nos dias de hoje. No
trabalho de TRINDADE-FILHO (2013), este apresenta o amido catidbnico como uma
alternativa de agente floculante em industrias de papel, obtendo bom resultado de clarificacao

da 4gua e quando comparado com um floculante comercial.

A hidrolise enzimatica do amido esta presente em diversos trabalhos demonstrando
uma boa eficiéncia nos objetivos desejados. Curvelo-Santana, Ehrhardt e Tambourgi (2010)
utilizaram o processo de hidrdlise enzimatica do amido de mandioca utilizando a enzima
a-amilase a fim de otimizar o processo de obtengdo do alcool deste xarope e concluiram que
tanto o método enzimatico, quanto a enzima mostraram-se eficazes na transformagdo de amido
em amido resistente (em termos de glicose) aumentando o rendimento da fermentacgdo alcodlica
e sendo assim uma alternativa para as industrias sucroalcooleiras. Demiate, Konkel e Pedroso
(2001) utilizaram do método de hidrolise com o intuito de propor uma metodologia mais

barata, agil e confiavel para a determinagdo de amido em amostras.

3.4 Enzimas e Hidrolise Enzimatica

Enzimas sdo substancias sintetizadas em células vivas e catalisam ou aceleram reagoes
termodinamicamente possiveis, de modo que a velocidade da reacdo ¢ compativel com o
processo bioquimico essencial para a manutencao da célula. Estas estruturas polipeptidicas em
condicoes ideais de temperatura ¢ pH podem ser usadas como complemento em processos
industriais, como uma alternativa para aumentar a produtividade, pois as enzimas possuem duas

propriedades importantes: a especificidade reacional onde uma enzima s6 pode catalisar um

tipo de reagcdo. (LEHNINGER; NELSON; COX, 2000).

Existem 5 grupos de enzimas envolvendo a transformagdo do amido: as endo e exo
amilases, as desramificantes, que tem como fun¢do a hidrdlise e as isomerases e as

ciclodextrinas glicotransferases. Na tabela 5 estdo apresentado os principaisgrupos, organismos



10

produtores, os substratos especificos e pardmetros de atividade 6tima par a conversao do amido

em etanol. (MALDONADO; LOPEZ, 1995)

Tabela 5- Descricao das principais enzimas envolvidas na transformagao do amido para conversdo em etanol.

Tipo Nome Comum Microorganismos Substrato pH e Temperatura
produtores Otimo

Endo -amilase Amilase bacteriana | B. subtilis a-1,4-glicosil 6.0 65-70°C
B. licheniformis a-1,4-glicosil 5.0-7.0 90°C

Exo-amilases Amilase fungica A. oryzae a-1,4-glicosil 4.5 50-60°C
Amiloglucosidase A. niger a-1,4-glicosil 4.0-5.0 60°C

B-amilase bacter. | Bacillus sp. a-1,4-glicosil 5.0 55-60°C

Clostridium sp. 5.5-6.0 | 75-85°C
a-1,6-amilase Pululanase K. aerogenes a-1,6-maltotriosil 5.0 60°C

Isoamilase Pseudomanas sp. a-1,6-Heptasac. 4.0 50-55°C

(MALDONADO; LOPEZ, 1995) (Modificada).

Enzimas como a a-amilase que constituem uma classe de calcio-metalo-enzimas sao

usadas na liquefacdo do amido, na produgdo de xaropes, bebidas, produgdo de alcool, em

industrias téxteis, detergentes, entre outras aplicacdes. As de uso industrial sdo termoestaveis,

com atuac¢do na faixa de 90 a 110°C e pH 6,0 (SURMELY et al., 2002). A figura 3 apresenta

uma representacdo esquematica da acao da enzima.
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A amiloglucosidase ¢ uma enzima sacarificante utilizada para produzir glicose a partir
do amido, hidrolisando ligagdes do tipo alfa-1,4 e alfa-1,6. A acdo da amiloglucosidase ¢ lenta
no ataque inicial & amilose, pois sendo uma exoenzima, s6 atua a partir da extremidade ndo
redutora e ndo penetra no interior da estrutura helicoidal da amilose (FUJI;
HOMMA;TANIGUCHI, 1988). A Figura 4 apresenta uma representagdo da agdo da enzima

amiloglicosidade librenaod gradualmente unidade de glciose.

Figura 4 - A¢do da enzima amiloglicosidase

Maltose
Amiloglicosidase
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Durante a hidrolise do amido eliminam-se gradualmente as unidades de glicose na
extremidade nao redutora da molécula do substrato. A velocidade de hidrolise depende do tipo
(linear ou ramificada) e da extensdo da cadeia: as ligagdes alfa — 1,4, se hidrolisam mais
facilmente que as ligacdes alfa — 1,6, porém a maltotriose, e especialmente a maltose hidrolisa-
se mais lentamente que os oligossacarideos. Estas enzimas sdao termoestaveis (55 — 60°C) em
solucdes acidificadas, pH 4,0 — 5,5 (PIMENTEL, 1987). A agdo sinérgica de alfa-amilase e
amiloglicosidase no processo de hidrdlise vem sendo estudada por diversos pesquisadores em
amidos de diferentes origens, quem em sintese estudaram a eficiéncia do uso destas duas
enzimas em granulos de amido de arroz, sagu e batata e concluiram que esta combinacdo
apresenta bons rendimentos na conversdo do amido a glicose em todos os substratos (MONNA

et al., 1989).
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3.5 Bioetanol

Diante do cenario mundial do petrdleo no que diz respeito ao custo e as questdes
ambientais, surge a necessidade da proposta de novas metodologias tecnoldgicas para o
desenvolvimento da geragdo de energia a partir de fontes renovaveis, tal como o etanol (LIMA,
2011). Duas alternativas vém sendo estudadas: o etanol de segunda geracdo utilizando-se de
culturas de salgueiro e capim-elefante e o reaproveitamento da biomassa agroindustrial.

A producao do etanol de primeira geracdo consiste no processo de fermentacdo de
actcares fermentesciveis presentes do colmo da planta (NAIK ez al., 2010). O etanol de
segunda geragdo ¢ produzido realizando a sacarificagao dos polimeros que constituem a parede
vegetal, convertendo-o em moléculas simples passiveis de fermentacao (RUBIN, 2008).

Ainda no Brasil o principal meio de cultura para a producdo de etanol ¢ a cana-de-
actcar, porém outras matérias primas vém se apresentando com uma rentabilidade significativa

como mostra a Tabela 6 (RIZATO, 2009).

Tabela 6-Comparativo de Rendimento de diferentes matérias primas para a produgao de alcool (RIZATO, 2009).

. Eficiéncia na Rendimento do
Rendimento ~ . ,

Produto (Toneladas / hectare) Conversao Biocombustivel

(Litros/tonelada) (Litros / hectare)
Beterraba 46 110 5060
Cana-de-agucar 65 70 4550
Mandioca 12 180 2070
Milho 4.9 400 1960
Arroz 4,2 430 1806
Trigo 2,8 340 952
Sorgo 1,3 380 494

No entanto encontram-se difundido na literatura algumas outras formas de obtengdo de
bioetanol de segunda geracdo. Segundo Silva (2010), ¢ possivel a producdo de etanol de
segunda geracdo utilizando a biomassa residual do sistema de decantacdo da industria de
celulose aplicando a técnica de SSF (Simultaneous Saccharification and Fermentation),
obtendo uma produgdo méxima de 77,6 g.L"' quando a hidrélise foi conduzida em frascos
agitados e 74,6 g. L' quando conduzido em biorreator.

O babagu ¢ uma planta que faz parte da familia das palmeiras e cujo o fruto
subdivide-se em epicarpo, améndoa e mesocarpo que pode chegar a até 60% de amido. Levado

em consideracdo o alto teor de amido, foi realizada uma hidrolise enzimatica com as enzimas
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a-amilase e amiloglucosidase obtendo apos a fermentacdo um teor alcodlico maximo de 2,9°GL
de etanol (PAVLAK, et al., 2007).

A partir da agroindustria de produgdo de farinha de mandioca, segundo Bringhenti e
Cabello (2005) estimam-se que para cada tonelada de mandioca processada uma quantidade em
torno de 100 — 150 kg de residuos solidos sdo gerados, correspondendo a cerca de 67% de
amido. Neste mesmo trabalho foi utilizado esse residuo a fim de converté-lo através da
hidrélise enzimatica seguida de fermentacdo em etanol. Os resultados apontaram que os
residuos agroindustrias da industria da mandioca mostrou-se adequada para a produgdo de

etanol, com caracteristicas passiveis de utiliza-lo na industria farmacé€utica e alimenticia.

3.6 Desidratacao

Apresentando formula minima C,H¢O, o etanol ou alcool etilico, ¢ considerado o
membro mais importante da classe dos alcoois por sua versatil aplicabilidade tal como:
solvente na fabricacdo de corantes para confeitarias e produtos alimenticios, diluente e
clarificador na fabricacdo de tintas de avides, vernizes para madeiras ¢ metais, esmaltes
polidores de metais, fabricacao de seda artificial, plasticos, adesivos, vidros e em dleos e ceras
para polidores para calcados, oleos minerais purificados para uso médicos e lubrificantes
(FIGUEIREDO-OLIVEIRA, 2010).

O alcool pode ser classificado de acordo com o seu teor alcodlico, podendo ser
determinado de duas maneiras distintas: a medida Gay-Lussac (°GL) que mede o percentual em
volume & temperatura padrao de 15°C e a medida do Instituto Nacional de Pesos e Medidas
(INPM) que mede o percentual em peso a temperatura padrao de 20°C. A Tabela 7 apresenta as

classificacdes e os respectivos percentuais alcodlicos em °GL e INPM.

Tabela 7- Teor alcodlico em ° GL e INPM, para as diferentes classificagdes (RIBEIRO, 2007).

Classificacao °GL INPM
Anidro 99,60 99,30
Fino 96,20 94,10
Extra-fino 96,00 94,10
Neutro 96,00 94,10
Industrial 95,20 93,80
Hidratado carburante 92,60 93,20

De segunda 92,00 88,50
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O etanol anidro desempenha um papel bastante importante no setor da industria de
combustiveis, por ser utilizado como aditivo oxigenante a gasolina a fim de reduzir os impactos
ambientais pela emissdo de gases causadores do efeito estufa, conforme demandado para
alguns paises pelo protocolo de Quioto (ALESSI, 2004).

O etanol anidro ¢ também usado como reagente quimico, solvente organico, matéria-
prima para muitos produtos quimicos importantes e intermedidrios para medicamentos,
plasticos, lacas, ceras, plastificantes, cosméticos. E também utilizado em formulacdes
farmacéuticas, de biodiesel, industrias eletronicas e militares (FIGUEIREDO-OLIVEIRA,
2010).

A desidratacao do etanol sempre se mostrou um desafio para a industria. Na década de
50 foi desenvolvido um processo de desidratagdo por destilagdo extrativa, que consistia na
desidratacdo do etanol de forma continua utilizando o glicerol como solvente. O processo
mostrou-se ineficiente por apresentar alguns problemas como a degradagao e polimerizacao do
solvente, tecnologia e automacgdo ultrapassada. Anos mais tarde algumas usinas brasileiras
adotaram o benzeno na destilacdo azeotropica, que também teve seu uso abandonado em
virtude dos altos custos e sua periculosidade por se tratar de um composto potencialmente
cancerigeno, tendo seu uso proibido a partir de 1997, e sendo, portanto necessario a adocao de
novos métodos de desidratacdo. Atualmente, por utilizacdo da infraestrutura pré-existente nas
usinas, a maior parte dos produtores de etanol anidro utilizam o processo de destilacao

azeotropica com ciclo-hexano (SEJIMO, 2011), conforme serao vistos nos proximos itens.

3.6.1 Consideracoes sobre os métodos de desidratacao

Destilacao Extrativa: A destilacdo extrativa consiste na utilizacdo de um solvente a
fim de melhorar a eficiéncia de separacao, aumentando a volatilidade relativa de um ou mais
componentes.

Nesta destilacao o solvente ¢ utilizado como uma terceira substancia dentro da coluna
destiladora, sendo as outras duas o etanol e a 4gua. O solvente apresenta uma afinidade maior
com a agua e desta combinacdo, hd a formacdo de uma mistura menos volatil que o 4lcool,
escoando para o fundo da coluna de destilagao.

Dentre os solventes mais utilizados neste processo, destacam-se a glicerina e o
etilenoglicol, sendo este o mais utilizado tanto na sua forma pura, quanto misturado com

substancias salinas. A Figura 5 mostra o esquema da destilacdo extrativa (JUNIOR, 2010).
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Figura 5- Esquema do processo de desidratagdo pelo método de destilagdo extrativa
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Destilacdo Azeotrépica: Neste processo utiliza uma coluna onde o ciclo-hexano ¢
alimentado no topo e o etanol a ser desidratado um pouco abaixo. No topo desta coluna havera
a formacao de uma mistura azeotrdpica ternaria, que apos a condensacao separar-se-a em um
vaso de decantagdo em uma fase organica e aquosa. A fase organica retorna a coluna
azeotropica fazendo a reposi¢ao do solvente perdido na corrente da base da coluna, a qual tera
como produto principal o etanol anidro. Nesta fase ha uma contaminacao consideravel do
etanol presente na mistura ternaria que passou a fase aquosa sendo necessaria sua recuperagao
em uma coluna especifica.

Apesar de ser uma técnica de baixo custo de investimento, apresenta um alto consumo
de vapor (1,5 a 1,6 kg de vapor / L alcool), além das perdas significativas do ciclo-hexano

como contaminante do alcool anidro ¢ as perdas de etanol na corrente da coluna de recuperagao

do solvente. A Figura 6 apresenta o esquema da destilagcdo azeotropica (JUNIOR, 2010).
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Figura 6- Esquema do processo de desidratagdo pelo método de destilagdo azeotropica

‘ — { Reposigao
solvente
. A\Y .

— ¥ \\  Fase

Solvente organica
AEHC Azediropo AZ.
N temario frio

Reciclo C
Decantador D
Sol.
Fase alcoolica
aquosa
AEAC

Azeotrdpica

u.‘i‘_u:o___.

Agua

Recuperacao

R~

Desidratacao por peneiras moleculares: O método ¢ fundamentado na capacidade do
zeolito em aprisionar de maneira seletiva as substancias presentes em um fluido, liquido ou
gas0s0. Ao se passar um fluxo de vapor alcool hidratado pelas peneiras, as moléculas de agua
ficam aderidas em sua estrutura cristalina, justificando assim o termo “peneiras moleculares”
(SEJIMO, 2011).

As zedlitas sdo compostas de alumino silicatos com elevado grau de ordenagdo
estrutural podendo ser obtidas na sua forma natural ou sintética (utilizada para a preparagao do
alcool anidro). O tamanho assemelha-se a um grao de ervilha, tendo como caracteristica
principal poros microscopicos preciso e area superficial grade. Normalmente as zeolitas
utilizadas para a desidratacdo do éalcool, apresenta poros de cerca de 3 angstrons. Esse diametro
de poro ¢ muito pequeno para moléculas de alcool, que apresentam cerca de 4,4 angstroms de
didmetro, mas sdo suficientemente grandes para que moléculas de dgua, que tém cerca de 2,8
angstroms de didmetro permitindo que os poros a adsorvam na grande area interna da zedlita.
No processo de purificagdo do alcool hidratado, a adsor¢do ¢ um tipo de interagao fisica, que
pode ser rapidamente formada e desfeita (SEJIMO, 2011).

A Tabela 8 apresenta um comparativo dos processos de desidratagdo em relagdo a
alguns parametros.
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Tabela 8- Comparativo das tecnologias de desidratagao (SEJIMO, 2011)

Processo Destlla?:ao Destllz}g:z.lo Peneira Molecular
Extrativa Azeotropica

Vapor 0,45a0,70 1,5a1,6 0,55a 0,80
Agua (L/L) 40 65 55
Reciclo de Alcool 10% 0a25% Min. 15%
Energia Elétrica (kWh) Max. 7,22 Min. 11,1 Min. 9,51
Custo de Investimento 140-160 100 200-250
Modificada

Outros métodos sdo citados na literatura, porém estes foram destacados pela

proximidade metodologica adotada neste trabalho.

3.7 Retificacao

A retificacdo tem a fungdo de eliminar do “alcool fraco” ou “flegma”, todas as

impurezas e concentrar o etanol assim purificado, chamado de retificado, até¢ 97 ° GL.

A finalidade da retificacdo ¢ livrar o etanol das impurezas volateis contidas no flegma.
Estas impurezas poder ser divididas em dois grupos sendo: a) impurezas chamadas de
“cabeca”, que contém aldeidos, ésteres; b) Impurezas pesadas chamadas de “cauda”, formadas

pelos alcoois superiores comum: propilico, isopropilico, butilico, isoamilico, pelo etanal e agua.

As impurezas pesadas, serdo encontradas ao final da operagao sendo o aldeido acético
o produto formado a partir da oxidagdo do etanol e ndo da fermentagdo. J& os ésteres aparecem
no final da fermentagdo, quando esta ¢ realizada com fermentos secundarios. Isso normalmente
ocorre quando o processo ¢ realizado por longos periodos de tempo o que acarreta em uma

diminuigao da producao do etanol.

Fica evidente que a finalidade da retificagdo consiste na remog¢do das impurezas, logo
quanto maior for a separacdo tanto melhor serd o etanol produzido. Esta tentativa ja fora
relizada pelos quimicos por certo tempo, ndo obtendo resultados satisfatorios, restanto apenas o
processo de destilacdo fracionado que faz de maneira satisfatoria a separacdo entre a cabeca,
alcool fino (coracdo) e cauda. Os dois métodos mais conhecidos para a retificagdo sdo de

Barbet e Sorel. Enquanto o principio da teoria de Barbet baseia-se na temperatura de ebuli¢do
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de cada impureza, a de Sorel parte das diferentes solubilidades das impurezas em etanol
concentrado em ebulicdo (CUNHA-SALATA, 2012). Desta forma, quando a impureza ¢ pouco
soluvel a temperaturas elevadas, os vapores apresentardo altos niveis de impurezas com relagado
ao etanol ainda na fase liquida. Contudo, se a impureza for muito soliivel no etanol, o processo
de destilagdio ndo serd suficiente para a remo¢dao das impurezas, uma vez que clas se
encontrardo na fase liquida. Desse modo, ¢ possivel eliminar todas as impurezas de “cabeca”,
mesmo com sacrificio de parte do etanol, porém ndo se consegue eliminar todas as impurezas

de “cauda”. E por isso que a simples destilagdo ndo consegue purificar o etanol.

O etanol que apresenta a melhor qualidade podendo ser utilizado para qualquer
aplicagdo, desde o consumo humano até o uso veterinario € o etanol neutro. Este € isento de
qualquer impureza mas ainda assim preserva o seu odor etilico. Apesar de seu alto grau de
pureza, ¢ dependendo da aplicacdo, pode-se tolerar alguns tragos de impureza menos
agressivas, principalmente se nao for utilizada em produtos de consumo humano interno. A
Tabela 9 mostra as especificagdes técnicas do etanol neutro de cereais e tuberosas

(CUNHA-SALATA, 2012).

Tabela 9- Especificagdes técnicas tipicas de etanol de cereais e tuberosas (CUNHA-SALATA, 2012).

Unidade Quantidade
Massa especifica g/mL maximo 0,8071
Grau Alcoolico % v/v minimo 96,1
Acidez em acido acético mg/L maximo 10
Condutividade S/m maximo 50
Teste de permanganato a 20°C ~ Minutos minimo 30
Absorbancia 220nm mMAaxmo 0,30
Absorbancia 230nm maximo 0,18
Acetal mg/L nao detectavel
Acetona mg/L nao detectavel
Alcoois Superiores mg/L maximo 5
Aldeidos mg/L maximo 5
Cronaldeidos mg/L nao detectavel
Esteres mg/L maximo 5
Metanol mg/L maximo 10
Aspecto Limpido e isento de materiais em suspensao
Teste sensorial Livre de odores estranhos

Nao existe especificagdo nacional, ou mesmo internacional, que contemple todos os
tipos de etanol em comercializacdo, tudo depende do comprador e a sua finalidade (CUNHA-
SALATA, 2012).
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3.8 Cromatografia em fase gasosa

A técnica de cromatografia em fase gasosa (CQG) consiste na separacdo ¢ analise de
mistura de substancias volateis. Apos a sua vaporizagdo, a amostra ¢ submetida a um arraste
por fluxo gasoso de um gas inerte, denominado de fase mével (FM) ou gas de arraste. O fluxo
carreia a amostra até um capilar contendo uma fase estaciondria (FE), também denominada de
coluna cromatografica, onde por interagdes ocorre a separagao das diferentes substancias
presentes na amosta. A FE pode ser um so6lido adsorvente (Cromatografia gas-s6lido) ou, mais
comumente, um filme de um liquido pouco volatil, suportado sobre um sélido inerte
(Cromatografia gas-liquido com coluna empacotada ou recheada) ou sobre a propria parede do
tubo (Cromatografia a gas de alta resolucao).

As substancias separadas saem da coluna dissolvidas no gas de arraste e passam por
um detector, que trata-se, de um dispositivo que gera um sinal elétrico proporcional a
quantidade de material eluido. O registro deste sinal em fun¢do do tempo ¢ uma imagem
denominada cromatograma, sendo as substancias presentes na amostra representadas por picos
com areas proporcionais a sua massa, permitindo assim, sua quantificacio (LANCAS, 1993,
MENDHAN et al., 2002, SKOOG; HOOLER; NIEMAN, 2002).

O detector FID (flame ionization detector) ou DIC, ¢ o tipo mais comum utilizado na
técnica de cromatografia gasosa. O ecluente da amostra ¢ misturado ao hidrogénio e ar no
queimador, onde entrara em igni¢do elétrica. Uma caracteristica da maior parte dos compostos
organicos ¢ que quando submetidos a uma pirdlise na temperatura de chama de uma mistura de
hidrogénio/ar, produzem ions e elétrons que terdo a capacidade de conduzir a corrente elétrica
através da chama, conforme Figura 7 (MENDHAM et al, 2002, SKOOG; HOOLER;
NIEMAN, 2002).

Figura 7- Funcionamento de um detector FID

My CpHianam
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Em torno de trés décadas, a cromatografia gasosa vem sendo aplicada na determinagdo
de etanol, sendo atualmente considerada como uma técnica de referéncia. O uso da injecdo
direta e o headspace sdo os métodos mais difundidos, embora o ultimo apresente algumas
singuralidades como prolongar a vida util da coluna e prevenir a contaminagdo do injetor

(CORREA; PEDROSO, 1997).

Figura 8- Esquema de um heaspace produzido pela Perkin Elmer".

A analise por headspace ¢ geralmente definida como uma extragdo fase-vapor,
envolvendo a parti¢ao do analito entre um liquido ndo volatil ou fase solida e a fase vapor
acima do liquido ou sélido. E esperado que a mistura da fase vapor seja menos complexa do
que a amostra de origem, sendo esta transferida para o cromatdgrafo ou outro instrumento para

a analise (KOLB, 1999, SNOW; SLACK, 2002).

A determinacdo de componentes volateis da amostra a ser estudada ¢ uma
caracteristica bastante importante da cromatografia, pois possibilita a introdugdo da amostra
sem pré-tratamento no cromatdgrafo gasoso. Isto se torna mais critico principalmente devido a
baixa detectabilidade dos detectores cromatograficos e a indesejavel contaminagdo da coluna
por residuos ndo-volateis (LANCAS, 1993, KOLB 1999, GOBATO; LANCAS, 2001). A
Figura 8 apresenta o esquema do headspace , produzido pela Perkin Elmer, empregado neste

trabalho.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

Os solventes: etanol absoluto, acetaldeido, acetona, acetato de etila, metanol,
n-propanol, isobutanol, n-butanol, alcool isoamilico ¢ n-hexano; os acidos: acético, sulftrico,
cloridrico, nitrico € borico, bem como sulfato de cobre e hidroxido de sdédio P.A foram
adquiridos junto a Merck, (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). O solventes desidratantes tais
como etilenoglicol, glicerina e polietilenoglicol, de alta pureza foram adquirido junto a Sigma
Aldrich (Sima-Aldrich Brasil Ltda, Sdo Paulo). As enzimas a-amilase (Liquozyme Supra 2.2x),
e amiloglicosidade (Saczyme 750), foram adquiridas junto a Novozymes, (Novozymes Latin
America Ltda, Araucéria, Parana). O fermento biologico contendo leveduras (Saccharomyces
cerevisiae), da marca Mauri foi adquirido junto a supermercados na regido de Bauru. Foram

adquiridos 10 litros de etanol combustivel, junto a postos de servico na regido de Bauru.

4.1.1 Preparacao das solucoes-padriao de etanol para obtencio da
curva analitica, afim de monitorar a fermentacao

empregando o headspace acoplado ao CG

Para a preparacdo das solugdes de etanol com concentragio 40, 20 e 10 g.L ™, fez-se a
transferéncia de volumes conhecidos de etanol anidro para baldes volumétricos com

capacidade de 50 ml e o volume completado com agua destilada.

4.1.2 Preparacao das solucoes-padriao de etanol para obtencio da
curva analitica, afim de determinar do grau de hidratacdo do

alcool de manga

Para a preparagdo das solugdes de etanol com concentragio 40, 20 ¢ 10 g.L”', fez-se a
transferéncia de volumes conhecidos de etanol anidro para baldes volumétricos com

capacidade de 50 ml e o volume competado com acetona.



22

4.1.3 Preparaciao das solucdes-padrio de solventes para obtencio
da curva analitica, afim de determinar o perfil do alcool de

manga

Quantidade conhecidas de acetaldeido, acetona, acetato de etila, metanol, n-propanol,
n-propanol, isobutanol, n-butanol, alcool isoamilico e acido acético foram transferidos para
baldes volumétricos de 10 ml e os volumes foram completados com etanol absoluto, obtendo

concentracdes de 500, 1000 e 2000 mg. L™

4.1.4 Fortificacio da amostra de etanol afim de otimizar a

metodologia para determinar o perfil do etanol de manga

Considerando-se que o volume obtido de etanol obtido da améndoa do carogo da
manga, foi relativamente pequeno, toda a metodologia foi otimizada utilizando-se etanol
combustivel, adquirido junto a um posto de gasolina, na regido de Bauru, préximo a UNESP. A
fortificacdo da amostra foi realizada adicionando-se volumes conhecidos dos solventes em
estudo, a 3,5 litros de etanol hidratado. A Tabela 10 apresenta os volumes e as concentragoes
finais obtidas apos a diluigdo dos respectivos solventes determinados atavés da cromatografia

gasosa.

Tabela 10- Volumes dos solventes adicionados a 3,5 litros de etanol hidratado, afim de fortifica-lo.

Solventes Concentracdo (mg.L™)
Acetaldeido 570,17
Acetona 1203,50
Acetato de etila 1248,79
Metanol 1118,91
Propanol 1271,08
Isobutanol 911,84
Butanol 857,42
Isoamilico 943,58

Acido acético 710,90
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4.1.5 Amostra do caroco de manga

Os carogos de manga foram fornecidos pela fazenda “José e Maria” localizada na
cidade de Ferndo, interior do estado de Sdo Paulo. Os mesmos foram secos em estufa a 60 °C
por 24 horas. E importante enfatizar que os carogos de manga foram coletados, sem levar em

consideragdo a espécie de manga.

4.2 Instrumentacao

4.2.1 Preparacao da amostra

As Figuras 7, 8 e 9 ilustram as etapas de abertura do caroco, até a obtencdo da
améndoa que serd a biomassa de interesse para este trabalho. A Figura 9 ilustra o caroco obtido

apods o processamento da manga.

A abertura dos carocos foi realizada manualmente com o auxilio de uma faca comum,

obtendo-se o carogo aberto conforme a Figura 10.
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Figura 10- Caro¢o de manga com améndoa

Com o carogo aberto fez-se a separacdo da casca e da améndoa (Figura 11), que sera o

material de interesse.

Figura 11- Améndoa do carogo da manga

As améndoas foram mantidas sob refrigeragdo até o momento de seu processamento.

4.2.2 Trituracdo e Homogeneizaciao

Foram transferidos 500g de améndoas para um liquidificador industrial (Figura 13) e,

estas foram trituradas até a obtengdo de um farelo fino. A Figura 12 apresenta o farelo obtido.
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Figura 12- Farelo da améndoa do carogo de manga

Apods a obtencdo do farelo foram adicionados 3,0 litros de 4gua desmineralizada,

obtendo uma relacdo substrato / d4gua na razao de 6:1 (v/v).

4.2.3 Hidrolise Enzimatica

A suspensdo obtida no processo de homogeneizacdo, descrita no item 4.2.2 foi
transferida para um reator com capacidade 10 litros, equipado com agitador mecanico e

aquecedor. A Figura 14 apresenta o reator empregado.
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Figura 14- Reator para hidrolise equipado com aquecedor e agitador.

4.2.4 Sistema de filtracdo para separacio do vinho obtido apés a

hidrolise enzimatica

Apbs as etapas de hidrolise a suspensao foi submetida a filtracdo realizada com auxilio
de uma centrifuga. A Figura 16 apresenta o equipamento empregado e a Figura 15 o vinho

obtido apds a centrifugacao.

Figura 15- Vinho obtido ap6s a hidrolise enzimatica.

Figura 16- Centrifuga utilizada para a separagdo do vinho.
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4.2.5 Sistema de cromatografia gasosa equipado com headspace.

A determinacdo dos teores de alcool durante o processo de fermentagdo, bem como
apos os processos de desidratacdo e a determinacdo do perfil do alcool de manga foram
efetuadas por um sistema de cromatografia gasosa, equipado com headspace, detector de
ionizacdo de chama e uma coluna cromatografica capilar Elite Wax™, modelo Clarus 600,
adquirido junto a Perkin Elmer, ( Perkin Elmer Instruments LLC, Shelton, USA.). A Figura 17

apresenta o equipamento empregado nas referidas determinagdes.

Figura 17- Sistema de cromatografia gasosa equipado com headspace.

4.3 Métodos

4.3.1 Analise Centesimal

4.3.1.1 Determinacao da umidade.

A umidade foi determinada transferindo-se 2,000g do farelo para uma capsula de

porcelana previamente pesada em balanca semi-analitica. Manteve-se em estufa a 105°C por
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duas horas. O Procedimento foi repetido varias vezes até a obtengdo de peso constante. Este

procedimento foi realizado em triplicada, em conformidade com a metodologia sugerida pela
AOAC (AOAC,1997).

4.3.1.2 Proteinas Totais

Transferiu-se com exatidao 0,200g do farelo do caroco de manga, para um tubo de
ensaio de vidro termoresistente, seguido pela adicao de 0,5g de sulfato de cobre (CuSQO,), 1,0g
de sulfato de so6dio (Na,SO4) e SmL de acido sulfurico concentrado. O tubo com a mistura foi
submetido a aquecimento em um bloco digestor, aumentando-se a temperatura gradativamente
em intervalos de 100°C/h, até 400°C. Retirou-se a mistura do aquecimento quando a mesma
apresentou-se incolor. Esperou-se a misturar resfriar-se, € colocou-se em um sistema de
destilagdo por arraste de vapor, onde se reagiu com cerca de 20 mL de hidroxido de sdédio
(NaOH) 40%. Coletou-se o hidroxido de amonio formado em um elernmeyer contendo 50 ml
de acido borico (H3BO3) 2% (m/v). O destilado foi titulado com uma solu¢do padrdo de acido
cloridrico 0,1M, previamente padronizado. Este procedimento foi realizado em triplicada, de

acordo com a metodologia sugerida pela AOAC, (AOAC, 2007).

4.3.1.3 Determinacao de amido

Transferiu-se com exatidao 0,200g de farelo para um béquer. Adicionou-se 42 mL de
agua deionizada e ajustou-se o pH da solucdo para 7,0 com auxilio de um pHmetro. Adicionou-
se 100uL de enzima o-amilase e deixou-se no banho por 2 horas a 90°C. Deixou-se a solucdo
resfriar até proximo de 60°C e ajustou-se o pH para 5 utilizando 4cido cloridrico 0,1M.
Adicionou-se 100puL de enzima amiloglicosidase e deixou-se no banho por 2 horas a 60°C.
Deixou-se a solucdo resfriar e ajustou-se o pH para 7 utilizando hidréxido de sédio 0,1M.
Transferiu-se quantitativamente a solugdo contida no béquer para baldo volumétrico de 250 ml
e dilui-se até o menisco. Pipetou-se 5 ml da solugdo e transferiu-se para um baldao de 100 ml e
dilui-se até o menisco. Filtrou-se a solugao, transferiu-se 0,5 ml do filtrado em tubo de ensaio
seguido pela adi¢do de 3 ml de agua deionizada e 1,0 ml do reagente de Somogyi. A solugao

obtida foi submetida ao aquecimento em banho-maria a 95°C por 10 minutos. Retirou-se os
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tubos do banho e resfriou-se em agua corrente. Adicionou-se ao tubo 1,0 mL do reagente de
Nelson e agitou-se bem a solucdo. Completou-se o tubo com 3 mL de 4gua destilada. Em
seguida, mediu-se a absor¢do em um espectrofotometro, utilizando um comprimento de onda
na regido do visivel (535 nm). Este procedimento foi realizado em triplicada, de acordo com a

metodologia sugerida pela AOAC, (AOAC, 2007).

4.3.1.4 Determinac¢ao do Teor de Cinzas

Primeiramente calcinou-se o cadinho no forno mufla a 550°C para obter massa
constante do mesmo. Ao cadinho previamente pesado adiciona-se uma massa de 2,0 g da
amostra. Esta foi incinerada com o auxilio de um Bico de Bunsen até observar a formagao de
“cinzas”, resultante da queima inicial da matéria organica adicionada. O cadinho com as cinzas
foi inserido no forno mufla ¢ mantido sob aquecimento de 550°C até a obten¢do de massa
constante. Este procedimento foi realizado em triplicada, de acordo com a metodologia

sugerida pela AOAC, (AOAC, 2007).

4.3.1.5 Lipidios

Primeiramente deixou-se um baldo volumétrico na estufa a 105°C por duas horas. Este
procedimento foi repetido varias vezes até a obtengdo de massa constante. Uma massa de 3,0g
de farelo foi pesada e transferida para um papel de filtro, amarrando-o com uma linha e
inserindo em um extrator Sohxlet contendo hexano. Deixou-se o refluxo ligado e o farelo sendo
lavado por aproximadamente 5 horas. O hexano do baldo volumétrico foi removido com auxilio
de um rotaevaporador, até observar o aparecimento do residuo de 4cidos graxos. Este baldo foi
mantido em uma estufa com temperatura ajustada em 105 °C, até obtencdo do peso constante.
Este procedimento foi realizado em triplicada, de acordo com a metodologia sugerida pela

AOAC, (AOAC, 2007)

4.3.2 Hidrolise Enzimatica.
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A solucdo obtida no processo de homogeneizacdo, descrita no item 4.2.2 foi
transferida para um reator com capacidade de 10 litros. O processo de hidrolise foi dividido em
duas etapas. Na primeira etapa, a temperatura do reator foi ajustado em 90°C + 2°C, o pH da
mistura reacional para 5,5, seguido pela adi¢do de 5,0 mL da enzima a-amilase (Liquozyme
Supra 2.2x — 300 KNU) e, 100 mg de célcio na forma de cloreto, mantendo o sistema sob
agitagdo constante por duas horas. Na segunda etapa, apds o resfriamento do reator até a
temperatura de 60°C + 2°C, ajustou-se o pH para 4,5, seguido pela adi¢ao de 5,0 mL da enzima
amiloglicosidade (Saczyme 750 — 750 AGU). O sistema foi mantido sob estas condicoes e
agitacdo constante por duas horas. Apos o resfriamento do reator, a solu¢do obtida foi

centrifugada, empregando uma centrifuga de cesto, descrita no item 4.2.4.

4.3.3 Determinacao °Brix

Afim de monitorar e avaliar a evolugdo das etapas de hidrolise enzimatica, realizou-se
a leitura do grau °Brix, com auxilio de refratrometro portatil, modelo Q667, adquirido junto a
Quimis,(Qumis do Brasil, Sao Paulo). A Figura 18 apresenta o modelo do refratometro
utilizado. As leituras foram realizadas em 4 momentos: na preparacao da suspensiao, apos o
aquecimento da suspensao a 90°C, decorridas duas horas da hidrolise com a enzima a-amilase
e, no instante seguinte ao resfriamento do reator ap6és a hidrolise com a enzima

amiloglicosidase.

Figura 18- Refratometro para determinaggo de grau °Brix
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4.3.4 Fermentac¢ao Alcodlica

A fermentagdo alcodlica foi realizada em um banho-maria com temperatura ajustada
em 30° £+ 2°C. O hidrolisado obtido foi transferido para quatro frascos de polietileno, em uma
configuragdo que pode ser observada na Figura 19. Foram adicionados 30 g de levedura
(Saccharomyces cerevisiae), para cada 500 ml de mosto e pH ajustado para 4,5. O processo de
fermentagdo foi mantido sob estas condigdes por 48 horas, obtendo o fermentado apresentado

na Figura 20.

Figura 19- Aparato empregado no processo de
fermentacdo e vinho obetido apos a fermentagdo

Figura 20- Mosto fermentado

4.3.5 Determinacio do teor de alcool durante o processo de
fermentacao

As determinacdes dos teores de alcool durante o processo de fermentagdo foi efetuada
pelo método de cromatografia gasosa equipado com headspace, como foi descrito no item

4.2.5. Uma aliquota de 10 ml do fermentado foi transferido para um “vial” especifico de
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headspace e, o mesmo foi colocado no carrossel, onde foi injetado 10 pL de vapores da

amostra. As condigdes cromatograficas otimizadas sdo apresentadas na Tabela 11.

Tabela 11- Pardmetros cromatograficos utilizados na determinacdo do teor alcodlico do mosto fermentado

Parametros cromatograficos

Equipamento

CG - Headspace - Clarus 600, Perkin Elmer

Coluna capilar

Elite Wax (30mm x 0,25mm x 0,25um) polietileno glycol

Gas de arraste

Nitrogénio (1,0 mL min™")

Modo de injecdo

Split 1:20

Volume de injecao

20 uL

Detecgdo Ionizagdo de chama
Temperatura detector 300 °C
Temperatura injector 120 °C
Temperatura isotérmica 70°C/4min

Programagéo de temperatura do Headspace

Agulha 120°C
Temperatura de transferéncia 120°C
Temperatura do do forno 80 °C
Tempo de termostatizagdo 20 min

Pressurizagdo

20 psi/2min

Volume de injegao

10 pL

4.3.6 Destilacio do alcool obtido do caroco de manga

Para a separacdo do alcool obtido, foi realizada uma destilagdo fracionada com um

sistema contendo um baldo de fundo redondo de 500 ml, uma manta de aquecimento, coluna de

Vigreaux (25mm x 500mm), condensador Liebig (300mm) e um baldo de fundo chato de
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100 ml para a coleta do alccol destilado. A Figura 21 apresenta o aparato de destilacdo

fracionada empregado.

Figura 21- Aparato instrumental de destilag@o fracionado empregado na destilagdo do alcool
da manga

4.3.7 Desidratacao e Retificacdo do alcool de manga

A otimizagdo do método de desidratagdo do alcool foi realizada em um aparato de
destilagdo piloto composto por trés baldes, onde ao primeiro foi adicionado o etanol
combustivel hidratado (teor alcodlico de 88%) conforme descrito no item 4.1.4, e aos outros
dois, foram adicionados aliquotas de 50 ml de glicerina, como agente desidratante. O sistema
foi mantido sob aquecimento, com a temperatura ajustada em 80°C £ 2°C, em banho de
glicerina. O alcool hidratado foi levado a ebuli¢do borbulhando seus vapores no segundo baldo,
seguido pela transferéncia dos vapores deste etanol parcialmente anidro para o terceiro baldo e
por fim ao condensador. Para a avaliacdo da desidratacao foram coletadas 20 fragdes de 10
mL, totalizando um volume final de 200 ml. O mesmo procedimento foi realizado empregando
os agentes desidratantes; etilenoglicol e polietilenoglico. O sistema de desidratagdo

empregado pode ser observado na Figura 22.
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Figura 22- Aparato instrumetal de destilagdo empregado para a desidratacdo do etanol

4.3.8 Determinacio da acidez do etanol de manga

A determinacdo da acidez total do etanol anidro e hidratado foi realizada por
volumetria, que consistiu em titular a amostra com solug@o de hidroxido de sddio padronizado,
utilizando a-naftolftaleina como indicador, especifico para a determinagdo do ponto final da
titulagdo. Com o auxilio de uma pipeta volumétrica, 5 ml de 4gua destilada foi transferida para
um erlenmeyer de 100 ml, seguido pela adi¢dode 5 ml da amostra de etanol e 3 gotas da
solucdo indicadora de a-naftolftaleina. A titula¢dao foi realizada com hidréxido de sodio 0,02N
até a viragem para azul clara. O volume gasto foi anotado e a acidez calculada. Os
procedimentos foram realizados em amostras de etanol antes e depois do processo de

desidratacao e retificagao.
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4.3.9 Condutividade elétrica

Para a determinacdo da condutividade elétrica do 4alcool foi utilizado um
condutivimetro, equipado com uma célula de condutividade com constante de 1 cm e adotando
como unidade de medida uS/m e temperatura de 23°C, adquirido da Tecnopon. Apds a
calibragdo do equipamento, fez-se a imersdo do eletrodo em um volume de 100 ml de alcool até
a sua estabilizacdo. Os dados foram coletados em triplicada para uma maior confiabilidade. Os
procedimentos foram realizados em amostras de etanol antes e depois do processo de

desidratacao e retificacgao.

4.3.5 Determinacio do perfil cromatografico do alcool obtido do
caro¢o de manga

4.3.5.1 Otimizacao da metodologia analitica empregada na
determinacido do perfil cromatografico do etanol de

manga

A otimiza¢ao cromatografica para a determinacao do perfil cromatografico do etanol
obtido fez-se necessaria, uma vez que ndo ha na literatura uma metodologia adequada para a
realizagdo destes ensaios. Inicialmente injetou-se concentragdes 1,0uLl. de cada solugdo-padrao
dos solventes; acetaldeido, acetona, acetato de etila, metanol, n-propanol, isobutanol, n-butanol,
alcool isoamilico e acido acético, com concentragdo conhecida, afim de determinar os
respectivos tempos de retengcdo. Uma vez efetuado este ensaio, foi injetado 1,0nL da solugdo-
padrdo com uma concentragdo de 2000ug L', para cada solvente em estudo. Desta forma foi
possivel ajustar as condi¢des cromatograficas adequadas para determinar os niveis de
concentragdes dos componentes em estudos, presentes em amostras de etanol obtido a partir do

caroco de manga. As condi¢des cromatograficas otimizadas pode ser observada na Tabela 12.
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Tabela 12- Parametros cromatograficos utilizados na determinagao do perfil cromatografico do etanol obtido a
partir do carogo de manga

Parametros cromatograficos

Equipamento CG — Headspace - Clarus 600, Perkin Elmer

. Elite Wax (30mm x 0,25mm x 0,25um) polietileno
Coluna capilar

glicol
Gaés de arraste Nitrogénio (1,0 mL min™")
Modo de inje¢do Split 1:20
Volume de inje¢do 1,0 pL
Deteccao Ionizacao de chama
Temperatura detector 300 °C
Temperatura injector 250 °C
Temperatura do forno 35°C/4,5min, 20°C/min até 200°C/0,1 min.
Tempo de analise 10,1 min.

4.3.5.2 Validac¢ao do método

Apoés a otimizagdo da metodologia para a desidratagdo e retificagdo do etanol, bem
como a determinagdo dos parametros cromatograficos para a determinacao do teor alcoolico e
perfil cromatografico empregando o etanol hidratado obtido em postos de servicos, a
metodologia otimizada foi empregada para efetuar a desidratacdo e retificagdo, bem como
efetuar a determinacdo do teor alcoolico e o perfil cromatografico do etanol obtido a partir do

caro¢o de manga.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise centesimal

Os resultados da andlise centesimal do farelo da améndoa do carogo de manga

econtram-se na tabela 13.

Tabela 13- Analise centesimal da améndoa carogo de manga utilizado para a produgéo do etanol

Componentes (%)*
Umidade 26,1+1,1
Proteinas Totais 7,82+1,37
Amido 56,06+6,67
Teor Cinzas 1,67+0,28
Lipideos 8,35+1,50

*Valores médios expressos com base na matéria seca

Da andlise da tabela ¢ possivel observar que a quantidade de amido existente na
améndoa do caro¢o da manga apresenta um valor consideravelmente alto o que motivou o
estudo da viabilididade da conversdo deste, em agucares redutores passiveis de fermentagao e

conversao em etanol.

5.2 Tritura¢do e Homogeneizacio

A trituracdo das améndoas com a utilizagdo do liquidificador industrial, forneceu um
farelo finamente dividido e uniforme o que favoreceu a etapada de diluicdo e homogeneizagao
da amostra. Utilizando uma massa de 500g de farelo fez-se a adicdo de agua em aliquotas de
500 ml e analisando suas caracteristicas, até chegar em uma razdo 6tima de 1:6 (farelo: agua).
Esta propor¢do mostrou-se adequada uma vez que nao foi observada a gelatinizagdo do amido,

o que dificultaria a acdo das enzimas.
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5.3 Hidroélise enzimatica e Fermentacao

A hidrolise enzimatica foi realizada de acordo Curvelo-Santana et al. (2010), onde foi
adicionados 1,0 mL de enzima para cada 100g de amostra e adi¢ao de 100 mg de célcio, como
ativador da enzima. Os ensaios foram realizados com o monitoramento do grau °Brix, afim de
encontrar o melhor tempo para garantir o maior rendimento no processo de hidrdlise. A Tabela

14, apresenta o valores do grau °Brix determinados de diferentes tempos de hidrolise.

Tabela 14- Dados de grau Brix referentes as fases da hidrolise enzimatica

Momento Adicao de enzimas “Brix
To | - 2,5+ 0,2
T | e 5,0+£0,2
T, o-amilase 8,5+0,2
Ts amiloglicosidase 10,0 £ 0,2

A fim de avaliar as condigdes utilizadas na hidrolise enzimadtica, fez-se a analise
centesinal do material s6lido residual desta etapa, obtendo um valor de 1,09% de amido. Este
dado nos permite apontar um rendimendo de 98,06% na conversio de amido em acucares

fermentesciveis.

Na etapa de fermentacdo foi desenvolvido um aparato piloto conforme descrito no
item 4.3.4 para a conversdao dos agucares redutores em etanol. Para a fermentacdo foram
estudados o volume de mosto ¢ a massa de cepa utilizada em cada um dos recipientes, assim

como tempo de fermentagao.

Apo6s os ensaios foram adotados como parametros o volume de 500 ml de mosto o
que atinge metade da capacidade total do recipiente, 30 g de leveduras (2 tabletes de fermento
comercial) e tempo de fermentagdo de 48 horas foi definido apds o monitoramento visual da
formacdo de bolhas de gas  carbOnico provenientes da  fermentagdo
CeH 1206 = 2CH3CH,0H + 2CO; e com auxilio da técnica cromatografia gasosa equipada com

headspace.

Apods as determinagdes do teor alcdolico, em amostras do vinho fermentado, foi
observado a produgdo de 137,5 mL de etanol em 500g da amendoa de manga. Desta forma
pode-se inferir que em 1000 kg de améndoa de manga, ap6s o processo de hidrolise seguido

por 48 horas de fermentag¢do pode produzir 275 litros de etanol. Comparando-se esta produgado
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de etanol a partir de améndoa de manga, com outras matérias primas produtoras de etanol,
comopode ser observado na Tabela 15, classifica o carogo de manga em posi¢do de destaque,
podendo este ser inserido como mais uma alternativa de matriz energética no cendrio brasileiro,

para produgdo de etanol.

Tabela 15- Comparativo de rendimento de direfentes matérias primas para a producao de alcool

Rendimento Eficiéncia na Conversao
Produto (Toneladas/hectare) (Litros /tonelada)
Arroz 4,2 430
Milho 49 400
Sorgo 1,3 380
Trigo 2,8 340
Mandioca 12 180
Beterraba 46 110
Cana-de-agucar 65 70
Manga 17" 275

(RIZATO, 2009) ,(Modificada), *O carogo da manga correnponde 11,9% da manga,(VIEIRA, P. A. F. et al.,2009).

Portanto a metodologia desenvolvida, otimizagao e os resultados obtidos evidenciaram
que o caroco da manga, um residuo agroindustrial, tem potencial para agregar valor ao fruto
que ¢ comercializado em diferentes paises do mundo. E importante enfatizar que, no Brasil até
a presente data, os residuos agroindustrias de carogo de manga provenietes de fabricas de sucos
sdo descartados em aterros sanitarios. Com esta nova aplicagao deste residuo, o emprego deste

na produc¢do de bioetanol ira mitigar significativamente a polui¢ao ambiental.

5.4 Otimizacao da Metodologia para a desitratacio do etanol

Qualquer tentativa de desidratar o etanol hidratado por destilagdo simples a
concentragdes maiores que 96,5 °GL ¢ impossivel. Isto se deve ao fato do alcool etilico formar
mistura azeotropica, por de ligagdes de hidrogénio com a agua. As misturas azeotropicas
caracterizam-se por terem a mesma composi¢do tanto na fase liquida quanto na fase vapor,

(CUNHA-SALATA, 2012). Desta forma, no desenvolvimento deste trabalho foram avaliados
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trés solventes como agentes desidratantes, sendo eles: a glicerina, o etilenoglicol e
polietilenoglicol. De acordo com Sejimo, (SEJIMO,2011), a glicerina ja foi empregada sem
sucesso para realizar a desidratacdo do etanol hidratado, porém usando a técnica de destilagdo
extrativa. Portanto considerando-se os possiveis mecanismos de adsor¢do quimica e
empregando técnicas diferentes para efetuar a desidratagdo do alcool hidratado, a glicerina foi
novamente avaliada. A metodologia empregada esta descrita no item 4.3.7. Atualmente, por
utilizacdo da infraestrutura pré-existente nas usinas, a maior parte dos produtores de etanol
anidro utilizam o processo de destilacao azeotropica com ciclo-hexano, etilenoglicol € o emprego
de zeolitas, (SEJIMO, 2011). Embora o emprego de zedlitas seja a tecnologia mais empregada
nas usinas de processamento de alcool anidro, esta ndo garante a retificagdo do etanol obtido.
Partindo deste principio ha uma preocupacdo em desenvolver novas metodologias para
desidratacdo e a0 mesmo tempo obter etanol com alto grau de pureza. As Figuras 23 e 24
apresentam as estruturas quimicas € os possiveis mecanismos de retengao de agua pelas

moléculas de glicerina, etilenoglicol e polietilenoglicol.

Figura 23- Formulas estruturais a) etilenoglicol; b) glicerina; c¢) polietilenoglicol.

a) b)

e T Ho”xjfﬁ“oH

OH

c) Ho%ﬂ“vfo}?/ﬁ“oH

Figura 24- Interagdo do etilenoglicol com agua (a), polietilenoglicol com agua (b) e glicerina com agua.
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Como pode ser observado as interagdes quimicas com as respectivas moléculas de
glicerina, etilenoglicol e polietilenoglicol ocorrem por formacgdo de ligagdes de hidrogénio
entre as moléculas de dgua presentes no alcool e com o agente desidratante. Desta forma a nova
metodologia foi otimizada empregando etanol combustivel, adquirido em postos de servicos.
Inicialmente preparou a amostra adicionando-se 145 mL de 4gua em um volume de 3,5 litros de
etanol, garantindo a sua hidrata¢do confirmada pela determinagdo do teor alcdolico, em sistema
de cromatografia gasosa, cujo o valor foi de 88% (m/m) de etanol na mistura. Para fins de
avaliar o perfil cromatografico empregou-se a mesma amostra a qual foi fortificado como
descrita no item 4.1.4. A Tabela 16 apresenta os niveis de concentracdao de etanol determinado

por cromatografia gasosa, em cada fracdo coletada.

Tabela 16- Teor alcoolico do etanol combustivel apos a etapa de desidratagdo com polietilenoglicol, glicerina e
etilenoglicol.

Teor de etanol [% (m/m)] nas fracdes coletadas
Agente desidratante

Fracao Etilenoglicol  Polietilenoglicol Glicerina
1 99,9 99,9 99,9
2 99,9 99,9 99,9
3 99,9 99,9 99,9
4 99,9 99,9 99,9
5 99,9 99,9 99,9
6 99,9 99,9 99,9
7 99,9 99,9 99,9
8 99,9 99,9 99,9
9 99,9 99,9 99,9
10 99,9 99,9 99,9
11 99,9 99,9 99,9
12 99,9 99,9 99,9
14 99,9 99,9 99,9
15 99,9 99,9 99,9
16 99,9 99,9 99,9
17 99,9 99,9 99,9
18 98,5 99,9 99,9
19 95,2 99,9 99,1
20 92,3 99,9 98,6

Deste modo, correlacionando a estrutura dos desidratantes, ao mecanismo de
desidratacdo proposto e os dados obtidos experimentalmente pode-se concluir que os resultados
apresentam coeréncia, uma vez que o menor rendimento de desidratagdo foi do etilenoglicol
que apresenta apenas duas hidroxilas em sua estrutura. De maneira andloga tem-se a molécula

de glicerina que apresenta trés hidroxilas em sua estrutura interagindo por ligacdes de
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hidrogénio com as molélucas de 4gua o que resultaria num poder de desidratacdo maior do que
a primeira. Com relagdo ao polietilenoglicol observou-se um rendimento de desidratagdo
satisfatorio, uma vez que o mesmo apresenta-se como um polimero. Mesmo sendo um
polimeros, observa-se que a quantidade de atomos de oxigénio presentes em sua estrutura ¢
muito grande permitindo que estes interajam com um nimero maior de moléculas de agua,
justificando assim o sua maior capacidade de desidratacdo. Comparando-se os trés agentes
desidratantes, o polietilenoglicol apresentou melhores resultados. E importante enfatizar que
para cada 100mL do agente desidratante, (etilenoglicol, glicerina e polietilenoglicol) € possivel
desidratar 170, 200 e 180 mL de etanol hidratado, o que corresponde ha 170, 200 e 180% (m/v)
de rendimento de desidratacdo, respectivamente. Esta informacao ¢ extremamente importante
considerando-se que no programa nacional do biodiesel foram fabricados 2,6 bilhdes de litros
do mesmo e 260 milhdes de litros de glicerina, motivando desta forma mais uma aplicagao

nobre da glicerina.

5.5 Otimizacdo de um método analitico para a determinac¢do do perfil

cromatografico do etanol retificado

Embora a literatura especializada tem relatadado varios métodos analiticos empregando

o sistema de cromatografia gasosa, fez-se necessario a otimizagdo de um método
cromatografico para efetuar as avaliagdes dos niveis de concentragdes de varios compostos, de
diferentes fungdes organicas, entre eles destacam-se o acetaldeido, acetona, acetato de etila,
acido acético e os alcoois n-butanol, isobutanol, isoamilico, metanol e propanol. Os ensaios
foram realizados de acordo com as condi¢des cromatograficas descritas no item 4.3.5.
Inicialmente determinou-se o tempo de retengdo de cada composto, seguido pela injecdo de um
microlitro de uma solugdo-padrao contendo todos os compostos em estudo, obtendo assim a

separacdo de cada componente presente a mistura, como pode ser visto na Figura 25.
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Figura 25- Cromatograma obtido apds a inje¢do de 1.0 pL de uma solugdo-padrdo com niveis de concentragao de
570,17 pg L' para o acetaldeido (1), e 2000 ug L™ para a acetona (2), acetato de etila (3), metanol (4), n-propanol

(5), isobutanol (6), n-butanol (7), isoamilico (8) e acido acético (9), dissolvido em etanol
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As condigdes cromatograficas ajustadas permitiu a separacdo de todos os componentes
presentes na solucao-padrao sem a presenga de picos interferentes. Desta forma foi possivel
separar ¢ identificar os componentes presentes em uma amostra de etanol produzido a partir do
caroco da manga. A Figura 26 apresenta o cromatograma obtido apds a inje¢do de um

microlitro de etanol de carogo de manga sem retificagdo, no sistema de cromatografia gasosa.
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Figura 26- Cromatograma obtido apds a inje¢do del,OuL de etanol de manga, picos 1, 2 , 3, 4, 5, 6 ¢ 7 sdo:
acetaldeido, acetona, acetato de etila, metanol, isobutanol, n-butanol, isoamilico e acido acético, respectivamente.

Observou-se na Figura 24, que o pico cromatografico do metanol apresentou uma
distorcdo, mas esta ndao impediu que a sua quantificacdo fosse efetuada adequadamente.
Acretida-se que esta deformacao se deve ao do mesmo possuir uma grande interagdo com a
fase estaciondria presente na coluna cromatografica empregada e/ou, por neste tempo de
retencdo a temperatura do forno estar baixa, entorno de 45 °C. Uma vez obtida com éxito a
separagao de todos os componentes presentes na solucdo-padrdo, construi-se a curva de

calibragao, como pode ser observada na Tabela 17.

Tabela 17- Equagdes das curvas analiticas obtidas para os componentes em uma solugdo de um padrio misto de
diferentes componentes.

Componente Curva Analitica r
Acetaldeido Y=576,31 +31,83X 0,9982
Acetona =-10043,98 + 227,79X 0,9997
Acetato de etila Y=-1593,29 + 143,04X 0,9997
Metanol Y=-2486,45+ 23,71X 0,9740
n-Propanol Y=-3082,99 +216,35X 0,9995
Isobutanol Y=-14012,31 + 297,34X 0,9968
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Componente Curva Analitica r
n-Butanol Y=-1358,80 + 248,47X 0,9957
Alcool isoamilico Y=-20184,32 + 223,30X 0,9888
Acido acético Y=-12133,30 + 83,77X 0,9740

De acordo com as equacdes das curvas analiticas e os respectivos coeficientes de
correlagdo (r”), apresentados na Tabela 17, permite inferir que esta metodologia mostrou-se
adequada para efetuar as determinacdes quantitativas dos componentes presentes em amostras
de alcool. Com relagdo a linearidade do detector, este se mostrou adequado uma vez que o

coeficiente de correlacdo para todos os componentes estudados foram obtidos entre 0,9994 e

0,9888.

5.6 Otimizacao de um método para retificacio do etanol hidratado.

Uma vez otimizado o método analitico empregando o sistema de cromatografia gasosa,
para a deteminacdo do perfil cromatografico do etanol desidratado, procedeu-se as as
determinagdes dos niveis de concentragcdes dos componentes presentes em amostras de alcool
fortificadas. Como foi descrito e discutido no item 5.4, as mesmas amostras de etanol
desidratado foram avaliadas afim de determinar o perfil cromatografico das fragdes obtidas.
Embora tenham sido coletadas vinte fragcdes do destilado, apenas as fragdes de numero dez
foram injetadas no sistema de cromatografia gasosa, para se determinar os niveis de

concentragdes dos componentes estudados, cujos os resultados obtidos estdo apresentados na

Tabela 18.
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Tabela 18- Determinacao dos niveis de concentrag@o e percentagens de elimina¢ao dos componentes presentes em
amostras de etanol combustivel antes e apds a retificagao.

Agentes desidratantes
Componentes Etanol Fortificado | Polietilenoglicol | Glicerina(%) Etilenoglicol
mg L mgL”' [ (%) m/v | mgL' | (%) mv | mgL' | (%) m/v
Acetaldeido 570,2 19,7 96,5 20,5 96,4 18,1 96,8
Acetona 1230,5 111,5 90,9 53,1 95,7 3234 73,7
Acetato de Etila 1248.8 34,2 97,3 247,2 80,2 273,8 78,1
Metanol 1118,9 58,6 94,7 5054 54,8 845,3 24,4
Propanol 1271,1 27,7 97.8 97,4 92,3 124,7 90,2
Isobutanol 911,8 30,9 96,6 7,0 99,2 7,0 99,3
Butanol 857,4 ND 100,0 19,1 97,8 22,7 97,3
Isoamilico 943,58 6,4 99,3 12,4 98,7 16,2 98,3
Acido Acético 710,9 ND 100,0 ND 100,0 ND 100,0

*Porcentagem de elimina¢do dos componentes.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 18, evidencia-se que o método
otimizado para a retificacdo do etanol combustivel foi satisfatorio, uma fez que foi possivel
reduzir consideravelmente os niveis de concentragao de todos os componentes adicionados na
amostra de 4lcool, empregando os agentes desidratantes glicerina, etilenoglicol e
polietilenoglicol. Embora a glicerina tenha se mostrado eficiente no processo de desidratagao
do etanol, no processo de retificacdo do alcool nao foi eficiente na eliminacao do acetato de
etila, metanol e butanol quando comparada os resultados com o agente desidratante
polietilenoglicol. O mesmo efeito ocorreu quando se empregou o etilenoglicol. E importante
lembrar que os niveis de concentracdo dos componentes adicionados na amostra de etanol
fortificado foram relativamente altos, o que pode ocassionar a saturacao dos sitios ativos dos
agentes desidratantes, diminuindo a sua eficiéncia. Um outro fator muito importante observado
durante as realizacdes dos ensaios foi o controle da temperatura nos baldes onde estdo
armazenados os agentes desidratantes. Uma explicagdo aceitdvel para o mecanismo de
purificacdo do etanol fortificado ¢ andlogo ao mecanismo da desidratagdo, que esté relacionado

ao modo como a estrutura do composto interage com as impurezas.
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5.6.1 Avaliacio da acidez e condutividade em amostras de etanol

fortificado

A acidez e a condutividade idnica s3o dois parametros extremamente importantes a

serem avaliados durante o controle de qualidade do etanol hidratado, sobretudo se for aplicado

como combustiveis e/ou producdo de farmacos. A Tabela 19 apresenta os resultados obtidos

nas determinacdes da acidez e condutividade em amostras de etanol fortificado, antes e apds o

processo de desidratagdo e e retificagdo.

Tabela 19- Valores determinados para acidez e condutividade em amostras de etanol fortificado

Agente desidratante

Amostra de etanol

Etanol fortificado

Etanol retificado

Acidez (g L™ (pnS/m)” Acidez (g L™ (pS/m)”
Glicerina 1104 2620 36 29
Etilenoglicol 1104 2620 24 3
Polietilenoglicol 1104 2620 24 5

* Condutividade

Os valores obtidos estdo em concordancia com a etapa de retificagdo. A acidez estd

predominantemente relacionada a quantidade 4cido acético presente na amostra, sendo assim, a

acidez teve seu valor diminuido pois a etapa de retificagdo eliminou a concentragdo de acido

acético existente. A determinagao da condutividade foi realizada a fim de avaliar influéncia da

retificagdo para este parametro. O valor encontrado para o etanol combustivel foi de 2620

uS/m, como pode ser observado na Tabela 19. As principais espécies quimicas responsaveis

pela condutividade da amostra sdo alguns ions como potéssio, sodio, sulfato dentre outros.

Pelos dados obtidos nota-se que na etapa de retificagdo estes ions ficaram retidos fazendo com

que sua condutividade fosse reduzida consideravelmente.

5.7 Validacao da nova metodologia desenvolvida para a desidratagio e

retificacao do etanol de manga

Ap0s os ensaios de desidratagdo e retificacdo do etanol hidratado, empregado
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como combustivel, a validacdo da nova medotologia desenvolvida foi realizada efetuando-se os
seguintes ensaios: determiacdo da acidez, determinagdo do teor alcodlico e a dos componentes
presentes na amostra de etanol produzido apartir do carogo da manga antes € apds o processo
de desidratacdo e retificacdo empregando o polietilenoglicol como agente desidrantante. Os

resultados obtidos estao apresentados na Tabela 20.

Tabela 20- Determinac@o dos niveis de concentrag@o e percentagens de eliminag¢do dos componentes presentes em
amostras de etanol de carogo de manga antes e apos a retificagéo

Agente desidratante - polietilenoglicol

Componentes Etanol sem Etanol retificado
retificacao
mg L’ mg L’ (%)* m/v

Acetaldeido 1361,4 71,1 94,8
Acetona 54,0 54,0 0,0
Acetato de Etila 227,4 145,0 36,2
Metanol 2253 19,1 91,5
n-Propanol 460,5 134,2 70,8
Isobutanol 1565,6 2273 85,5
n-Butanol 64,1 57,7 10,0
Isoamilico 3538,3 109,3 97,0
Acido Acético 185,4 ND 100,0

*Percentagem de elimina¢ao dos componetes .

De acordo com resultados apresentados na Tabela 20, observou-se a nova metodologia
otimizada para desidratacao e retificacdo do etanol hidratado, mostrou-se adequada para a
desidratacdo e purificagdo do alcool produzido apartir do caroco de manga. O niveis de
concentragdo do acetaldeido, isobutanol e alcool isoamilico foram extremamente altos, quando
determinados antes do processo de purificacdo. Ficou evidenciado que o agente desidratante
mostrou-se muito eficiente no processo de retificacdo do etanol de manga, uma vez que os
niveis de concentragdo dos componentes presentes na amostra reduziram satisfatoriamente,
com relagdo aos componentes acetaldeido, metanol, isobutanol, alcool isoamilico e acido
acético. Com relagdo a acetona, acetato de etila e n-butanol ndo foi observado uma diminuic¢ao
nos niveis de concentragdes. Acredita-se que estes componentes poderiam ser eliminados caso
estivesse realizado mais uma destilagdo fracionada antes de subter o alcool de manga ao
processo de desidratacdo e retificacdo. Outros fatores podem estar relacionados ao aumento na
producdo destes componentes indesejaveis, durante ao processo de fermentacdo do alcool de

manga tais como; avaliar novas cepas de leveduras, temperatura e tempo de fermentagdo.
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As demais propriedades tais como teor alcodlico, acidez, condutividade, aspecto, etc;

sdo apresentado na Tabela 21.

Tabela 21- Especificagdes técnicas tipicas de etanol de caroco de manga

Unidade Quantidade Etanol de Etanol de
manga  manga

Massa especifica g/mL maximo 0,8071 0,80 0,79
Grau Alcodlico % /v minimo 96,1 88,0 99,9
Acidez em acido mg/L maximo 10 0,33 0,08
acético
Condutividade S/m maximo 50 971 75
Teste de permanganato Minutos minimo 30 --- -
a20°C
Absorbancia 220nm maxmo 0,30 - -
Absorbancia 230nm maximo 0,18 --- -
Acetal mg/L nao detectavel 1361,4 71,1
Acetona mg/L nao detectavel 54,0 54,0
Alcoois Superiores mg/L maximo 5 3538.3 109,3
Aldeidos mg/L maximo 5 ---- -
Cronaldeidos mg/L nao detectavel -—-- -
Esteres mg/L MAXimo 5 2274 145
Metanol mg/L maximo 10 2253 19,1
Aspecto Limpido e isento de materiais em suspensdao  limpido limpido

Teste sensorial

Livre de odores estranhos

Adaptado (CUNHA-SALATA, 2012). * alcool sem desidratagio e retificagdo, ** dlcool desidratado e retificado.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 21, observou-se uma

redugdo acentuada na acidez e na condutividade, e o aumento acetuado no grau alcodlico

comparando-se os resultados antes e apds a retificagao de amostras de etanol. Estes resultados

estdo em conformidade com as especificagdes técnicas para o etanol de cereais e tuberosa,

relatados por Cunha-Salata, (2012).
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6. CONCLUSOES

Com a realizacdo deste trabalho pode-se concluir que a améndoa do carogo de
manga mostrou-se uma alternativa viavel de biomassa para produgdo de bioetanol, com
um rendimento de 275 litros por tonelada de améndoa, assim como também permitiu o
estudo da determinagcdo de parametros otimizados tais como tempo de hidrolise
enzimatica (2 horas), volume de mosto (500 ml), massa de cepas (30g) e tempo de

fermentacgdo (48 horas).

A desidratacao utilizando glicerina, polietilenoglicol e etilenoglicol, apontou
como melhor agente desidratante o polietilenoglicol com uma relacio agente
desidratante / agua 2:2 seguidos por 1:1,8 da glicerina e 1:1,7 do etilenoglicol. Embora
com um rendimento inferior, a glicerina mostra-se uma alternativa viavel por se tratar
de um residuo da industria do biodisel. No que tange ao método, o piloto desenvolvido
assim como sua otimizagdo, apresentaram-se eficientes para a proposta de desidratacao,
podendo ser utilizados como um alternativa tecnologica na produc¢dao do bioetanol

anidro.

A retificacdo mostrou redugdes nos niveis de concentracdo das impurezas
acetaldeido (94,8%), metanol (91,5%), alcool isoamilico (97,0%) e 4cido aético (100%),
quando feita a destilacdo com polietilenoglicol, além da redugdo em 92,3% da

condutividade e 75,5% da acidez, para o alcool produzido a partir do caroco de manga.

Com a metodologia proposta foi possivel a producdo do bioetanol, sua
desidratacdo e retificagdo atingindo um perfil muito préoximo a de um etanol neutro, que
¢ considerado o mais puro. Como proposta futura, novos estudos no que tangem a
retificacdo serdo desenvolvidos no inthito de aumentar ainda mais o rendimento da

etapa de retificagao.
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