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RESUMO

Recentemente hd uma grande busca em se produzir dlcool a partir de fontes
amildceas, substituindo assim a cana de agucar. As fontes mais comuns sdo a de
mandioca, milho e batata-doce, muitas pesquisas estdo sendo realizadas e com 6timos
resultados.

Neste trabalho fez-se uma avaliagdo da influéncia da concentracdo da matéria
seca sobre o processo de hidrdlise enzimatica em amido de batata-doce na produgio de
etanol. A partir da batata-doce, produziu-se uma farinha, utilizando um método de
baixo custo e com equipamentos de simples operacdo. Esta farinha de batata-doce foi
caracterizada fisica e quimicamente e a partir destas andlises foram preparados os
ensaios para a hidrélise enzimatica.

O planejamento experimental considerou como varidvel independente a
concentracdo de matéria seca da farinha de batata-doce em 3 niveis; 10, 15 e 20% na
formulagdo das suspensdes que foram ensaiadas. As outras varidveis foram mantidas
constantes sendo: temperatura na 1° etapa de hidrélise de 90°C e tempo de 2 horas;
temperatura na 2° etapa de sacarificacdo de 60°C e tempo de 17 horas.

Os hidrolisados obtidos nos trés ensaios foram transferidos para
erleynmeyer de seis litros e inoculados com catalisador bioldgico, leveduras do género
saccharomyces cerevisiae desidratadas da cepa CAT 1, numa propor¢do de 5% em
massa. Os frascos foram colocados num agitador tipo orbital com temperatura
controlada de 30°C e por um tempo de 15 horas. A concentracdo de agicares redutores
no inicio e respectivas concentracdes de etanol no vinho foram: para a suspensdo de

10%, producdo de 11,2% de glicose e 2,16% de etanol; na suspensdo de 15%,
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producdo de 13,5% de glicose e 4,39% de etanol; e na suspensdo de 20%, producdo de
17,5% de glicose e 6,03% de etanol.

Os resultados analisados mostraram que quanto maior a concentracdo de
matéria seca, maior o rendimento de acucares no hidrolisado, e nas andlises de vinho e
alcool, foi possivel observar que a qualidade dos produtos produzidos melhorou muito

com a maior concentragao.

Palavras-Chaves: enzima amilolitica; destilacdo; amido; processo fermentativo.
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ABSTRACT

Recently there is a great quest of producing alcohol from starchy resources,
replacing the sugar cane. The most common starchy sources are cassava, maize and
sweet potatoes and a lot of research are been realized with excellent results.

In this work it was evaluated the influence of the concentration of dry matter
on the enzymatic hydrolysis process of starch from sweet potato for ethanol
production. Through the sweet potato was produced a flour using a low-cost method
and easy operation equipments. The sweet potato flour was characterized physical and
chemically and from these results was prepared the treatments for enzymatic
hydrolysis.

The experimental design considered as independent variable the dry matter
concentration of the sweet potato flour in 3 levels; 10, 15 and 20% in the formulation
of suspensions. The other variables were keeping constant being: temperature in the 1°
hydrolysis step of 90°C and time of 2 hours; temperature in the 2° saccharification
step of 60°C and time of 17 hours.

The hydrolysates obtained at the three assays were transferred to six liter
enlerynmeyer and inoculated with a biologic catalyst, Saccharomyces, dehydrated
yeasts of Saccharomyces cerevisiae CAT 1, at a rate of 5% in weight. The flasks were
placed in a shaker type orbital with controlled temperature of 30°C during a time of 15
hours. The initial reducer sugars concentration and respective ethanol concentrations
in wine were: 11.2% glucose and 2.16% ethanol in the suspension with 10% of dry
matter; 13.5% glucose and 4.39% ethanol with 15% and 17.5% glucose and 6.03%

ethanol in suspension with 20% of dry matter.
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The results showed that the higher percentage of dry matter carried out to
higher sugar yield in hydrolyzed. It was possible observed that products quality

improved with a higher concentration of dry matter.

Keywords: amylolytic enzyme; distillation; starch; fermentative process.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Composicdo centesimal, em base seca, da mandioca e batata-doce....... 2
Tabela 2 — Concentragdes em valores médios das andlises centesimais realizadas

na farinha de batata-doce e valores correspondentes de batata-doce in natura,
0bSETvado Na HEETAIUTA. .. ..eoueeeiieiieiee ettt ettt et be e e seeeas 19
Tabela 3 — Concentragdes em valores médios da andlise de glicose em mg/dL nas
amostras retiradas em tempos diferentes durante o processo de hidrdlise................. 20
Tabela 4 — Concentracdes em valores médios das andlises realizadas no
DIATOIISAAO. .. ueentiitie ettt s 22
Tabela 5 — Concentracdes em valores médios do T.O.C das amostras retiradas
durante a hidrélise, em uma hora de reagdo com a amiloglucosidase....................... 22
Tabela 6 — Concentracdes de glicose no vinho apds a fermentacio.............cc..c....... 23

Tabela 7 — Porcentagem dos compostos identificados no vinho por cromatografia

liquida NoS diferentes ENSAIOS. ......ecueerierrieriie ettt 24
Tabela 8 - Porcentagem dos compostos identificados no dlcool pela
cromatografia gasosa nos diferentes enSaios.........coceereerierrieeneenienieenieeneeneeneeene 24

Tabela 9 — Valores da anélise de Barbet em amostras de etanol originérios dos

1 T2 Y L0 TR 25



xi

LISTA DE ILUSTRACOES
Pagina
Figura 1 — Molécula de gliCOSE......c.ccovirriiriiiiiiiiiititeeetee et 3
Figura 2 — Ligacdes a(1,4) da molécula de amilose............ceceeveeniienncnneinicnncnnnen. 3
Figura 3 — Ligacdes a(1-4) e a(1-6) da molécula de amilopectina............c..ccoeeuee. 4
Figura 4 — Diagrama indicativo das etapas do processo de hidrélise realizado....... 18

Figura 5 — Gréfico da formacéo de glicose em fungdo do tempo de hidrdlise nos

€NSAI0S COM 10, 15 € 2090 IM1.Suuuuunneeeeeeeeeeee e e e e enen 21



Xii

SUMARIO

Pagina
1. INTRODUGAO. ........oiiiieiieeeeeeeeee ettt 1
| B 13 T o) 4o - PSSR 1
1.1.1. Composi¢do quimica da raiz de batata-doce .................occceeeveeeceeeeieeeaanaaen... 1
1.1.2. CompoSiCaO dO QMO ..............cocueiiiiiiiiiiiiiiieie et 2
1.1.3. Producdo e mercado cONSUMIAOT ............ccc.ooeieeeeiieaiiiieeiiie e 4
1.2. Uso de fontes amildceas para producdo de etanol ............cccceeeviiieiiniiieiiniieeennnns 7
1.3. Hidrolise do amidO..........coouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiiccicc e 8
1.4. Enzimas amilOltiCas .........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiccicce e 8
1.4.1. ACAO A 0-AMILASE ...ttt 9
1.4.2. Acdo da amilogIUCOSIAASE .............ccccueeieeaiiiiiiiiieeeeeeee e 10
1.5. Fermentagao €tanOliCa.........cccovuieierniiiiriiiiiie ettt ettt 11
J I OT B I 1 2 Tt o TSP PPPPRN 12
1.7, AICOO] @UICO ...voveceeceeeeee e 12
2. OBIETIVOS . ...ttt 14
3. MATERIAIS E METODOS .....coooviiiiieeeeeeeeeee oo 15
ST B\ P13 1 o) o 110 - TSP SR 15
3.1.1. Produgdo da farinha de batata-doce ...................cccocveveeoiiieiiciiiaaiieaeeeeeen, 15
3.2. Caracterizacdo da farinha de batata-doce............cooeceieeriiiiiieiiiie e 15
3.3. Preparo do hidroliSado .........cccueiiiiiiiiiieiie e 15
3.3.1. Etapa de dextriniZagao ...............couvuuieieeuiieeniiieieeieee et ettt 16
3.3.2. Etapa de SACAYIfICAQCAO ........c...eeeemneiiiiiiiiiiiiiiieieeieee ettt 16
3.4. Fermentagao alCOOLICA. ......cceeiuiiiiiiiiei et 17
T T B 1T T 2o T OO PPPRRRIN 17
4. RESULTADOS E DISCUSSAO ......coevuiiiimiiiieiiiieieesieiiesiesieesiesese e 19
5. CONCLUSAO. .......oooteiieieeieieiiee ettt 26

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ovoeeeee oo 27



1. INTRODUCAO:
1.1. Matéria-prima

A batata-doce, (Ipomoea batatas L. (Lam.)) € origindria das Américas Central e
do Sul, sendo encontrada desde a Peninsula de Yucatam, no México, até a Colombia e
agrupa aproximadamente 50 géneros e mais de 1000 espécies sendo que, dentre elas,
somente a batata-doce tem cultivo de express@o econdmica. Relatos de seu uso
remontam de mais de dez mil anos, com base em analise de batatas secas encontradas
em cavernas no Peru e em evidéncias contidas em escritos arqueoldgicos encontrados
na regio ocupada pelos Maias, na América Central (SILVA; LOPES; MAGALHAES,
2002).

A batata-doce possui dois tipos de raiz: a de reserva ou tuberosa, que constitui
a principal parte de interesse comercial, e a raiz absorvente, responsdvel pela absor¢ao
de 4gua e extracdo de nutrientes do solo. As raizes tuberosas se formam desde o inicio
do desenvolvimento da planta, sendo facilmente identificadas pela maior espessura,
pela pouca presenca de raizes secunddrias e por se originarem dos nés (SILVA;

LOPES; MAGALHAES, 2002).

1.1.1. Composicdo quimica da raiz de batata-doce
A composicdo da mandioca e da batata-doce varia muito com a espécie, idade
e condi¢des de cultivo (COUTINHO, 2007). A Tabela 1 mostra a composi¢do da

batata-doce em comparagdo com a da mandioca.



Tabela 1. Composi¢do centesimal, em base seca, da mandioca e batata-doce.

Mandioca’ Batata-doce”
Amido (%) 90,1 83
Proteina (%) 1,5 2,9
Fibra (%) 5,6 3,8
Gordura (%) 0,3 0,8
Acucares (%) 0,7 7,8
Cinzas (%) 1,8 1,7

T 7
Fontes: Mendes (1992), Kohyama; Nishinari (1992).

A batata-doce apresenta um pigmento, o beta-caroteno, e outros, carotenos e
xantofilas (violxantina) em quantidades menores. Quando as batatas-doces sdo
processadas ou seus produtos estocados em ambientes com grande concentragdo de
oxigénio, ocorre a perda de caroteno (BOUWKAMP, 1985).

A batata-doce na colheita contém entre 16 e 40% de massa seca. Dessa massa,
75 a 90% sdo carboidratos compostos por agucar, amido, celulose, pectina e
hemicelulose. A sacarose € o aguicar mais abundante na batata-doce crua, com pequena

quantidade de glicose e frutose (BOUWKAMP, 1985).

1.1.2. Composi¢do do amido

O amido é a principal reserva de alimento dos vegetais; ele ocorre como
granulos microscopicos nas raizes, nos tubérculos e nas sementes dos vegetais. Milho,
batatas, trigo e arroz s@o fontes comerciais importantes do amido. Aquecer o amido
com 4gua faz com que os granulos se inchem, produzindo uma suspensio coloidal, da

qual dois principais componentes podem ser isolados. Uma fracdo é chamada amilose



e a outra amilopectina. A maioria dos amidos rende 10-20% de amilose e 80-90% de

amilopectina (SOLOMONS; FRYHLE, 2002).
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Figura 1. Molécula de glicose. Fonte: Surmely; Alvarez; Cereda; Vilpoux (2001).

Medidas fisicas mostram que a amilose consiste tipicamente em mais de 1000
unidades de D-glicopiranosidio, conectados com liga¢des o entre C1 de uma unidade e

C4 da unidade seguinte, como mostra a figura 2 (SOLOMONS; FRYHLE, 2002).

OH

Figura 2. Ligacdes a(1,4) da molécula de amilose. Fonte: Nelson; Cox (2002).

A amilopectina possui uma estrutura semelhante aquela da amilose, com a
excecdo de que na amilopectina as cadeias sdo ramificadas. As ramificagdes ocorrem
entre 0 C6 de uma unidade de glicose e o C1 de uma outra e ocorrem nos intervalos de

20-25 das unidades da glicose, como mostra a figura 3 (SOLOMONS; FRYHLE,
2002).
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Figura 3. Ligacdes a(1-4) e a(1-6) da molécula de amilopectina. Fonte: Nelson; Cox (2002).

Além da amilose e amilopectina, os granulos de amido também contém

umidade, lipidios, proteinas e minerais (KEARSLEY; DZIEDZIC, 1995).

1.1.3. Produgdo e mercado consumidor

No Brasil, as amildceas tropicais com grande potencial na extragdo de amido
sdo a mandioca e a batata-doce, a batata-doce pelo seu baixo custo de producdo
associado a alta produtividade de matéria seca, resulta em maior impacto da sua
utilizacio na agroindustria, em relagdo aos seus principais competidores como o milho
e a mandioca (COUTINHO, 2007).

O cultivo da batata-doce é exercido com pouco uso de tecnologia, obtendo-se
baixos indices de produtividade e baixa qualidade dos produtos (SILVA; LOPES;
MAGALHAES, 2005).

Entretanto, a cultura da batata-doce € uma lavoura de grande importancia

social, contribuindo para o suprimento alimentar das populacdes mais pobres.

Comparada com culturas como arroz, banana, milho e sorgo, a batata-doce € mais



eficiente em quantidade de energia produzida por unidade de drea e por unidade de
tempo. Isso ocorre porque produz grande volume de raizes em um ciclo relativamente
curto, a um custo baixo, durante o ano inteiro (SILVA; LOPES; MAGALHAES,
2005).

A batata-doce € cultivada em 111 paises, sendo que aproximadamente 90% da
produgio é obtida na Asia, 5% na Africa e 5% no restante do mundo. Apenas 2% da
produgdo estdo em paises industrializados. A China destaca-se como o maior produtor
atingindo 100 milhdes de toneladas/ano (FAQO, 2001).

A cultura adapta-se melhor em éreas tropicais onde vive a maior propor¢io de
populacdes pobres. Nessas regides, além de constituir alimento humano de bom
conteddo nutricional, principalmente como fonte de energia e de proteinas, a batata-
doce tem grande importincia na alimentagdo animal e na produgdo industrial de
farinha, amido e 4lcool. E considerada uma cultura réstica, pois apresenta grande
resisténcia a pragas, pouca resposta a aplicacdo de fertilizantes, e cresce em solos
pobres e degradados (SILVA; LOPES; MAGALHAES, 2005).

No Brasil, a batata-doce é cultiva em todas as regides. Embora bem
disseminada no pais, estd mais presente nas regides Sul e Nordeste, notadamente nos
estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parand, Pernambuco e Paraiba (SILVA;
LOPES; MAGALHAES, 2005).

Além da resisténcia a seca, segundo Silva; Lopes; Magalhdes (2005) a cultura
apresenta as seguintes caracteristicas:

« Facil cultivo - Embora existam diversas técnicas aplicadas desde o
preparo do solo até o processamento pds-colheita, a cultura pode ser

conduzida de forma rudimentar, sem utilizacio de fertilizantes,

agrotéxicos ou irrigagao.



« Tem baixo custo de producdo — Ao se comparar com diversas outras
hortalicas, a batata-doce demanda menos fertilizantes, irrigacdo e mao-
de-obra, o que resulta em baixo custo relativo de producao.

« Permite colheita prolongada — A parte comercial se constitui de raizes
de reserva que se formam ao longo do ciclo da planta, sem apresentar
um momento especifico de colheita, tratando-se portanto de uma planta
de ciclo perene. Assim sendo, a colheita pode ser parcelada, antecipada,
ou retardada, de acordo com a conveniéncia do produtor, levando-se em
conta, porém, que a antecipacdo corresponde a producio de raizes de
menor tamanho e que o retardamento implica em maior incidéncia de
pragas, além da formac@o de raizes acima dos padrdes comerciais.

« Apresenta resisténcia a pragas e doencas — O fato da batata-doce ter
sido uma das hortalicas mais cultivadas em periodos quando ndo se
utilizavam agrotéxicos, € um comprovante de sua resisténcia natural a
pragas e doencas.

- E mecanizdvel — A horticultura é uma atividade que geralmente
consome grande quantidade de mao-de-obra, o que favorece a fixagdo
do homem no campo. Entretanto, o uso de servigos mecanizados reduz
o custo de produgdo e aumenta a possibilidade de lucro para o produtor.

A despeito dessas caracteristicas, a cultura apresenta uma série de
desvantagens ou barreiras:

- E de dificil preparo para a culinaria.

« Tem aparéncia ruim.

= Forma manchas devido ao latex.



Uma das conseqiiéncias destes entraves € a restricdo na comercializacdo. O
volume de venda nos supermercados e nos atacadistas € relativamente pequeno. O
maior volume de vendas ocorre em mercados de periferia, como as feiras e quitandas,
que ¢ individualmente pequeno, formando-se entdo um ciclo vicioso de baixa
qualidade do produto, baixo valor pago ao produtor, pouco investimento, baixo nivel

tecnolégico (SILVA; LOPES; MAGALHAES, 2005).

1.2. Uso de fontes amilaceas para producao de etanol

O amido € fonte de carbono em muitos processos fermentativos inclusive na
producdo de etanol para fins industriais. Porém este nao € assimilado diretamente
pelas leveduras, sendo necessdria uma hidrolise e posterior sacarificacdo desta
matéria-prima, para obtencdo de glicose, maltose e outros agicares assimildveis pelo
microorganismo (BRINGHENTI, 2004).

Uma das fontes amildceas que foi vista como tendo potencialidades para ser
usada na fermentacdo etandica foi a mandioca, inclusive na producdo de &lcool
carburante, entretanto, no Brasil a cana de agiicar tem se apresentado como um
concorrente com significativo baixo custo de produ¢do (BRINGHENTI, 2004).

Atualmente, pensar em dlcool carburante de fontes amildceas é invidvel,
principalmente em comparacdo ao processo a partir de cana-de-acticar e o eficiente
uso do bagaco gerado. Todavia, a possibilidade de se produzir dlcool fino a partir de
residuo amildceo de farinheiras, tem se mostrado bastante interessante para os
industriais da 4rea, pois este produto apresenta um maior valor de mercado que o
alcool carburante, enquanto que a fonte de carbono praticamente ndo apresenta custo

(BRINGHENTIT, 2004).



1.3. Hidroélise do amido

A hidrdlise da molécula de amido quebra as ligacdes glicosidicas
progressivamente, gerando cadeias mais curtas de dextrina, maltose e glicose. No
processo de hidrdlise, além de 4gua, hd necessidade de agentes quimicos ou
enzimaticos capazes de catalisar a quebra das ligagdes glicosidicas, além da
temperatura. (SUMERLY; ALVAREZ, 1997).

Durante a hidrdlise do amido eliminam-se gradualmente as unidades de glicose
da extremidade da molécula do substrato. A velocidade de hidrdlise depende do tipo
(linear ou ramificada) e da extensdo da cadeia: as ligacdes a-1,4 se hidrolisam mais
facilmente que as ligacdes a-1,6, porém a maltotriose, e especialmente a maltose

hidrolisa-se mais lentamente que os oligossacarideos (NOVO, 1995).

1.4. Enzimas amiloliticas

Além do amido, as enzimas sdo 0s agentes mais importantes nas reacdes de
hidrélise. Aquelas usadas no processo de hidrdlise sdo também chamadas de diasteses,
ou enzimas amilolifticas. S3o compostos de natureza protéica que atuam como
catalisadores bioldgicos em todas as reacdes metabdlicas energeticamente possiveis e
aceleram essas reacdes por ativacdo especifica (CHAPLIN; BUCKE, 1990).

As enzimas amiloliticas pertencem a categoria das enzimas que catalisam as
reacoes de hidrdlise (hidrolases) e mais particularmente, a categoria das enzimas que
catalisam as reacdes de amido (MERCIER, 1985).

Enzimas que quebram indiferentemente as ligacdes glicosidicas no interior da
molécula sdo chamadas de endoenzimas (o -amilase, pululanase). Por outro lado, s@o
chamadas de exoenzimas (o-amilase, amiloglucosidase, CGTase) aquelas que

hidrolisam a molécula a partir de uma extremidade ndo redutora (ABUJAMRA, 2009).



1.4.1. A¢do da a-amilase

Todas as a-amilases sdo cédlcio-metalo-enzimas havendo no minimo um atomo
deste metal por molécula. Em presenca de cédlcio, as a-amilases sdo mais resistentes a
valores extremos de pH, temperatura, tratamento com uréia e ao ataque de enzimas
proteoliticas (GRAEL, 1989).

A enzima a-amilase € encontrada em bactérias, fungos, plantas e animais. Das
numerosas bactérias e fungos de onde podem ser isoladas as amilases, os mais
estudados e utilizados industrialmente sdo Bacillus e Aspergillus sp. (COUTINHO,
2007).

A enzima a-amilase de maior utilizacdo comercial para a hidrélise do amido é
a Termamyl 120 L. Esta é um preparado enzimatico liquido e concentrado, a base de
a-amilase termoestdvel, produzida a partir de cepa de Bacillus licheniformes.
Termamyl foi especialmente desenvolvido para promover a liquefacdo (dextrinizagao)
do amido e produgdo de maltodextrinas (SURMELY; ALVAREZ; CEREDA;
VILPOUX, 2001). A ficha técnica desta enzima é:
= Aplicagdes:

> Industria alimenticia: aguicares, dlcool, bebidas e cerveja.
> Inddstria de fermentacdo: vitaminas, aminodcidos, antibidticos, etc.
> Inddustria téxtil e adesivos.

= Propriedade segundo o fornecedor:

> Atividade: 120 KNU / g (1 KNU: quantidade de enzima que hidrolisa 5,26g de
amido por hora, avaliado pelo método standard da Novozymes A/S).

= Parimetros 6timos:

> pH:6-8.
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> Temperatura: 90 — 105°C.
> Calcio: 30 — 60 mg/kg.

Fonte: Surmely; Alvarez; Cereda; Vilpoux (2001)

1.4.2. Acdo da amiloglucosidase

A amiloglucosidase é uma enzima sacarificante utilizada para produzir glicose
a partir do amido, hidrolisando ligagdes do tipo a-1,4 e a-1,6. A agdo da
amiloglucosidase € lenta no ataque inicial a amilose, pois sendo uma exoenzima, s
atua a partir da extremidade ndo-redutora e ndo penetra no interior da estrutura
helicoidal da amilose (FUGII et al., 1988).

A AMG 300L é uma amiloglucosidase de grau alimenticio, produzido a partir
de uma cepa selecionada de Aspergillus niger. Durante a hidrdlise, eliminam-se
gradualmente as unidades de glicose da extremidade ndo redutora do sacarideo. A
velocidade de hidrélise depende do tipo de ligacdo e do comprimento da cadeia. A
AMG ¢é recomendada para sacarificacio do amido na producdo de glicose
(SURMELY; ALVAREZ; CEREDA; VILPOUX, 2001). A ficha técnica desta enzima
é:
= Aplicacdes:

> Industria alimenticia: aguicares, dlcool, bebidas e cerveja.
> Inddstria de fermentacdo: vitaminas, aminodcidos, antibidticos, etc.
> Industria de fermentacio.

= Propriedade segundo o fornecedor:

> Atividade: 120 AGU / g. A AMG ¢ disponivel com atividade de 300 e 100
AGU/g. (1 AGU: concentracdo de enzima que hidrolisa um micromol de
maltose por minuto, segundo o padrdo da Novozymes A/S).

e Parimetros 6timos:
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> pH:4-45.
> Temperatura: 58 — 70°C.

Fonte: Surmely; Alvarez; Cereda; Vilpoux (2001)

1.5. Fermentacao etandlica

A fermentag@o € uma transformagdo bioquimica provocada num substrato por
fermento vivo ou por principio ativo extraido deste fermento. O setor alcooleiro no
Brasil, utiliza-se de leveduras do género Saccharomyces, predominantemente a
espécie Saccharomyces cerevisiae e suas diversas linhagens. Nas grandes industrias
produtoras de etanol sdo usadas leveduras de panificagdo prensadas e secas, ou
leveduras selecionadas, com tolerancia a altos teores de etanol e com boa velocidade
de fermentacdo (BELLUCO, 2001).

Segundo Ribeiro et al. (1987), as células de leveduras apresentam necessidades
nutricionais durante o processo fermentativo, as quais influenciam diretamente na
multiplicacdo e no crescimento celular e também na eficiéncia da transformagéo de
acucar em dlcool. As leveduras sdo capazes de assimilar, mono, di e trissacarideos e
como sio aerdbio facultativas, os produtos finais da metaboliza¢do dos agucares irdo
depender das condi¢des ambientais em que ela se encontra. Uma fracdo do acticar, é
transformado em biomassa, CO, e H,O em aerobiose, a maior parte € convertida em

etanol e CO, em anaerobiose (fermentacdo alcodlica).

1.6. Destilacao

Apo6s a fermentacdo, os meios agucarados passam a denominar-se vinhos, com
uma constituicdo varidvel, mas encerrando sempre substancias gasosas, solidas e
liquidas. As primeiras representam-se principalmente pelo diéxido de carbono, que se

dissolve em pequena propor¢do. Os solidos se fazem presentes pelas células das
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leveduras alcodlicas, de bactérias contaminantes, sais minerais, agticares nao
fermentados e impurezas s6lidas em suspensio (LIMA et al, 2001).

Os liquidos mais importantes sdo agua e o etanol, em porcentagens que
variam de 88 a 93% e 12 a 7%, respectivamente, nos vinhos comuns (LIMA et al,
2001).

Desse material impuro e heterogéneo, separa-se o etanol por destilacdo, em
grau de pureza e concentracio varidveis. Nessa operacdo, geram-se vapores de dlcool e
dgua, que depois de resfriados formam um liquido de concentrag@o superior a do vinho
e isento de substancias sdlidas. (LIMA et al, 2001).

A tecnologia da destilacdo, independentemente do tipo de aparelho, influi
decisivamente na constituicdo e no teor do coeficiente ndo-dlcool. As destilacdes
lentas produzem um destilado com melhores caracteristicas organolépticas, com mais
ésteres, menos acidez e menos dlcoois superiores. A destilagdo altera a composi¢do do
destilado ndo s6 pela propor¢do relativa dos compostos, mas também pelas reacdes

quimicas que ocorrem durante o aquecimento (RIJKE; TERHEIDE, 1983).

1.7. Alcool etilico

A tecnologia de producido de édlcool nos permite basicamente a existéncia de
duas classes de produto; i) dlcool etilico hidratado, e , ii) 4lcool etilico anidro ou
absoluto, cujas especificacoes, sdo definidas segundo as aplicacdes a que € destinado.
Como todo produto, o dlcool etilico pode conter alguma substincia residual de onde
foi extraido, advindo dai a necessidade de purifici-lo ao grau necessdrio a sua
aplicacdo, entendendo-se entdo que quanto mais nobre seja a aplicacdo mais requisitos

de qualidade sdo aplicaveis (BRINGHENTI, 2004).
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O élcool etilico hidratado € utilizado em vdrias aplicagcdes, sendo as mais
comuns o chamado uso potédvel, alimenticio e farmacéutico: fabricacdo de bebidas
(vodka, gim, licores, etc.), vinagre, alimentos (precipitante, solvente, etc.), solvente de
aromas (aromatizante) na fabricacdo de alimentos e cigarros, na extracdo de produtos
medicinais de plantas e tecidos animais, na fabricagdo de vacinas, antibidticos e
preparagdes em geral, anti-séptico, etc.; Em cosméticos; para fabricagdo de perfumes,
desodorantes, cremes, etc. Ou ainda em usos menos nobres como o industrial;
fabricacdo de detergentes; produtos de limpeza; tinturas; t€xteis; pinturas; solventes;

combustivel; aplica¢des especiais, etc (BRINGHENTI, 2004).
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2. OBJETIVOS
O objetivo deste trabalho foi estudar o processo de producdo de hidrolisado
enzimatico de amido de batata-doce para produgdo de etanol, avaliando a influéncia da

concentragcdo da matéria seca e a qualidade do destilado produzido.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Matéria prima:
Para o desenvolvimento desta pesquisa a matéria prima utilizada foi a batata-

doce, adquirida comercialmente.

3.1.1. Produgdo da farinha de batata-doce:

A producio da farinha foi realizada da seguinte maneira: Inicialmente a batata-
doce foi fatiada em uma mdquina caseira, as fatias foram colocadas em um telado a
um metro do chdo, em exposi¢do ao sol, até a secagem. Este processo ocorreu em
aproximadamente cinco dias. Apds a secagem a batata-doce fatiada e seca, foi moida

em um moinho de martelo, obtendo entdo a farinha de batata-doce.

3.2. Caracterizacao da farinha de batata-doce:

As andlises fisico-quimicas da farinha de batata-doce foram realizadas no
Laboratério de Andlises do Centro de Raizes e Amidos Tropicais CERAT/UNESP.
Todas as andlises foram feitas em triplicatas.

As andlises foram: teor de umidade (%), pH, cinzas (%), proteinas (%), matéria
graxa (%), fibras (%), actcares soluveis totais (%), amido (%) e acidez titulavel,
empregando metodologias da AOAC (Association of Official Analytical

Chemistry)1980.

3.3. Preparo do hidrolisado:
A preparagdo do hidrolisado, utilizado como fonte de carboidrato da

fermentacao alcodlica, necessitou-se a aplicacdo de processo térmico e acdo de enzima
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amilolitica que transformou os amidos em agucares redutores. Esta reagdo enzimética
ocorreu em duas etapas sendo a dextrinizacdo e a sacarificacao.
Para realizacdo dos ensaios, foram preparados 12 litros de suspensdes de

farinha de batata-doce com concentracgdes de 10, 15 e 20 % em base seca.

3.3.1. Etapa de dextrinizacdo:

A enzima utilizada para liquefacdo do amido foi a a-amilase Termamyl 120L,
€ termoestavel e sua faixa de atuagcdo de 90 a 110°C e pH 6,0. O tempo da reacdo
foram duas horas e a quantidade de enzima foi de 1 KNU por grama de amido na
suspensdo, sendo que o KNU € a unidade de atividade enzimadtica da enzima,
conforme indicag@o do fabricante. Sendo que 120 KNU corresponde a 1 ml de enzima.

Foram coletadas amostras no reator nos tempos 0, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos

de processo.

3.3.2. Etapa de sacarificacdo:

Na etapa de sacarificacdo a enzima utilizada foi a amiloglucosidase AMG
300L, utilizada para produzir glicose a partir da solucio de amido previamente
dextrinizada na etapa anterior.

Esta enzima é termoestdvel (55-60°C) em solu¢des acidificadas (pH 4,0-5,5)
(PIMENTEL, 1987). O tempo de reacdo foi de aproximadamente 17 horas e a
quantidade adicionada foi de 1 KNU/g de amido, sendo que 300 KNU correspondem a
1 ml de enzima.

Durante o processo de hidrélise, amostras foram coletadas no reator nas
primeiras quatro horas e ao fim as 19 horas, para posteriores andlises. O hidrolisado

final foi separado do residuo ligno celulésico por filtracdo.
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3.4. Fermentacao alcodlica:

Ap6s a filtragdo do hidrolisado, um volume de quatro quilos do filtrado foram
transferidos e preparados para a fermentacao.

Primeiramente ajustou-se o pH para 4,5 e transferiu-se para erleynmeyer de 6
litros. Foi inoculado o catalisador bioldgico, leveduras do gé€nero saccharomyces
cerevisiae desidratadas da cepa CAT 1 numa proporcdo de 5 % em massa.

Para o processo de fermentacdo alcodlica foi utilizado um agitador orbital
modelo Shacker da marca Superohm, com temperatura controlada de 30°C, velocidade
de 120 rpm por um periodo de 15 horas.

Apdés o término da fermentacdo, a levedura foi separada do vinho por

centrifugacao.

3.5. Destilacao:

A destilagdo foi realizada em coluna de vidro com refluxo onde, foram
adicionados 750 ml do vinho em baldo de fundo redondo, a temperatura manteve-se
entre 78 a 83°C e destilando-se até a abtenc@o de 40 ml de alcool.

O teste de Barbet foi realizado utilizando 5 ml de é&lcool e 0,5 ml de
permanganato de potéssio, em banho de 15°C, até que houvesse a mudanca de cor.

O diagrama abaixo mostra as duas etapas da hidrélise, os processos para a

producio do élcool e as andlises realizadas.
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Figura 4 — Diagrama indicativo das etapas do processo de hidrdlise realizado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
A caracterizacgdo fisico-quimica da farinha de batata-doce utilizada nos ensaios

estd apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 — Concentragdes em valores médios das andlises centesimais realizadas na farinha de batata-

doce e valores correspondentes de batata-doce in natura, observado na literatura.

Analises Farinha de batata-doce Batata-doce'
% m.s.

(in natura)

Umidade % 11,02 11,06
Cinzas % 3,07 0,35
Acidez (mLNaOH/100g) 7,16 -
Matéria graxa % 0,57 0,11
Proteina % 5,59 0,35
Fibras % 1,68 0,32
Amido % 86,07 95,56
Acticares Redutores 1,92 0,27
pH 6,49 5,55

Fonte: ! Coutinho (2007)

Os amidos de tuberosas amildceas apresentam baixos teores dos constituintes
menores, tais como: lipideos, proteinas, cinzas, fibras, actcares, € um alto teor de
amido (COUTINHO, 2007). A somatéria dos constituintes menores no amido da
farinha de batata-doce foi de 12,8% e na batata-doce in natura conforme a tabela, este
valor é de 1,4%, sendo que, o teor de amido encontrado na farinha de batata-doce é

semelhante ao valor obtido por Leonel e Cereda (2002), que foi de 85%.
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Durante o processo de hidrdlise amostras foram retiradas em diferentes tempos
para observar a producdo de glicose a partir do amido. Na tabela abaixo estdo os

resultados nos trés ensaios realizados, e nos diferentes tempos.

Tabela 3 — Concentragdes em valores médios da andlise de glicose em mg/dL nas amostras retiradas em

tempos diferentes durante o processo de hidrélise.

Tempo de hidrdélise Ensaio 10% (m.s.) Ensaio 15% (m.s.) Ensaio 20% (m.s.)

(hora) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

(1° enzima)

0 600 900 800
0,25 1400 1400 1500
0,5 2500 4000 5500
1,0 - - 5600
1,5 5400 5400 5800
2,0 6200 5000 5200

(2° enzima)

0 6600 7300 11500
1,0 8000 8500 12700
2,0 8500 8500 13300
3,0 9000 10900 13800
4,0 9100 9500 15200
19,0 11200 13500 17500

O grifico correspondente a Tabela 3, € o da formagdo de glicose em fun¢do do

tempo de hidrolise.
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Figura 5 — Grifico da formacdo de glicose em fungdo do tempo de hidrdlise nos ensaios com 10, 15 e

20% m.s.

Como se observa no grifico, a maior producdo de agticar ocorreu no ensaio
com 20% de matéria-seca, nos ensaios com 10 e 15% m.s. ndo houve uma diferenca
significativa.

Segundo Abujamra (2009), a formulacdo de suspensdes para a etapa de
hidrélise demonstraram que suspensdes com altas concentragdes de batata-doce ndo

eram vidveis, pois, com 0 aquecimento a suspensdo tornava-se rapidamente pastosa
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interferindo diretamente na ac¢do das enzimas, apds alguns ensaios obteve-se sucesso
com suspensdes contendo 11% de matéria seca com a batata doce in natura.

No processo com a farinha de batata-doce ndo foi observado o mesmo,
mostrando que a enzima agiu normalmente e que quanto maior a concentragdo, maior
foi a producdo de glicose a partir do amido.

Na tabela abaixo estdo os resultados da glicose oxidase e do Brix realizados no

hidrolisado final.

Tabela 4 — Concentragdes em valores médios das andlises realizadas no hidrolisado.

Analises Ensaio 10% (m.s.) Ensaio 15% (m.s.) Ensaio 20% (m.s.)
Glicose (mg/dL) 11200 13500 17500
Brix (°) 11,5 17,0 21,75

Os valores indicaram um eficiente acdo das enzimas amiloliticas na hidrélise
do amido, contidos na batata-doce.

Durante o processo de hidrélise uma amostra foi retirada com uma hora de
reacdo com a segunda enzima, a amiloglucosidase, esta foi injetada no T.O.C., que
calcula a quantidade de carbono elementar presente na amostra, os resultados estdo na

tabela abaixo:

Tabela 5 — Concentragdes em valores médios do T.O.C das amostras retiradas durante a hidrélise, em

uma hora de rea¢@o com a amiloglucosidase.

Ensaios Resultado em p.p.m. Correspondentes valores de
glicose

10 % m.s 36925 9,22%

15% m.s. 55200 13,8%

20% m.s. 72225 18,1%
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A quantidade de carbono existente no amido antes da hidrélise é a mesma
quantidade existente na glicose ap6s a hidrdlise, s6 ap6s a fermentacio € que hé perda,
pois além do dlcool formado pela fermentacdo, também ha producdo de gis carbonico
e € neste processo que ha perda de carbono para o ambiente.

Apds o processo fermentativo, o vinho produzido foi submetido a andlise para
determinagdo da concentragdo de glicose, para verificar se toda a glicose produzida no
hidrolisado foi fermentada e transformada em dlcool. A Tabela 6 mostra os resultados

obtidos:

Tabela 6 — Concentrac¢des de glicose no vinho ap6s a fermentagao.

Ensaios Resultado em mg/dL
10% m.s. 3,57

15% m.s. 169,64

20% m.s. 321,42

Como se observa, ndo restou uma quantidade significativa de glicose sem ser
transformada em dlcool, este resultado demonstra que a fermentacao foi eficiente.

Ap6s a fermentagdo, realizou-se cromatografia liquida no vinho para identificar
0s compostos presentes, abaixo estdo listados os compostos e as porcentagens dos

mesmos:
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Tabela 7 — Porcentagem dos compostos identificados no vinho por cromatografia liquida nos diferentes

ensaios.

Compostos 10% 15% 20%
Glicose - 0,29 0,70
Glicerol 0,61 1,02 1,87
Metanol - 0,20 0,15
Etanol 2,16 4,39 6,03

Na Tabela 8, estdao os

produzido:

resultados obtidos a partir da cromatografia gasosa no dlcool

Tabela 8 — Porcentagem dos compostos identificados no dlcool pela cromatografia gasosa nos

diferentes ensaios.

Compostos 10% 15% 20%
Metanol 0,64 1,64 1,43
Etanol 22,36 43,42 46,76
Acetona 0,63 1,00 1,08
Iso-propanol 0,33 0,99 1,24
Acetato de etila 0,21 0,61 0,80
Isoamilico 0,32 1,03 1,28
Amilico 0,10 0,63 0,81

A anélise de Barbet foi realizada, para saber o tempo do ponto de viragem do

dlcool produzido, sendo que quanto maior o tempo, maior a pureza do dlcool. Como se

observa na tabela abaixo o alcool com 20% m.s. teve um melhor resultado.
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Tabela 9 — Valores da andlise de Barbet em amostras de etanol origindrios dos ensaios.

Ensaios Resultado em segundos
10% m.s. 12
15% m.s. 23
20% m.s. 33

Os resultados indicaram que a amostra de dlcool destilada apresentam altas
concentragdes de substincias redutoras que fazem com que o permanganato do

reagente de Barbet se oxide e indique satura¢do mudando de cor.
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5. CONCLUSAO
Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que:
> A variacdo da concentragdo de matéria seca nos hidrolisados enzimaticos teve
grande influéncia sobre o processo na producéo de etanol.
> No ensaio de 20% m.s. se obteve um melhor resultado, pois além de se
produzir um alcool com maior rendimento, também se produziu um alcool
mais puro.
> A maior concentragdo de m.s. no ensaio a 20%, ndo produziu um hidrolisado

com viscosidade que interferisse na acdo das enzimas amiloliticas.
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