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RESUMO — A producdo de etanol no Rio Grande do Sul é inexpressiva diante do seu
consumo, fato este que se deve, principalmente, a inaptidao do clima galicho para a producédo
de cana-de-acucar. Diante desta realidade, ha um mercado oportuno para matérias-primas
alternativas. A batata-doce foi selecionada para o estudo devido ao seu elevado potencial de
produtividade agroindustrial. Experimentos foram realizados em etapas. Primeiramente,
avaliou-se o desempenho da hidrolise do amido, sob diferentes temperaturas, na etapa de
liquefacéo, sendo constatado o melhor resultado na temperatura de 85°C. Na segunda etapa,
empregou-se 0 aquecimento prévio com micro-ondas, a temperatura de 85°C serviu como
referéncia. Mediante os resultados de hidrolise e fermentacdo, concluiu-se que a inclusdo da
etapa de aquecimento por micro-ondas é bastante promissora, ja que o tempo de aquecimento
é rapido (2,5 minutos) e a temperatura de liquefacdo pode ser reduzida.

1. INTRODUCAO

Conforme os dados disponiveis em Unica (2014), em 2012 o Rio Grande do Sul produziu 7
milhdes de litros de etanol hidratado combustivel (EHC), enquanto o Estado consumiu 115 milh&es
de litros de EHC e 616 milhdes de litros de etanol anidro. A baixa producdo galcha se deve a
inaptiddo do clima para a producdo de cana-de-aglcar. Diante de tal demanda ha um mercado
oportuno para matérias-primas alternativas.

Masiero (2012) estudou a viabilidade de microusinas de etanol (1000 L.dia™) no Rio Grande do
Sul envolvendo quatro matérias-primas: cana-de-agucar, sorgo sacarino, mandioca e batata-doce. A
pesquisa abrangeu o levantamento de dados teéricos de produtividade agricola (t.ha™), concentracio
de acgucares, concentracdo de amido nas matérias-primas amilaceas e custos. Apos a analise dos
indicadores financeiros Valor Presente Liquido (VPL), Taxa Interna de Retorno (TIR), Tempo de
Retorno do Investimento e, ponderando a produtividade média dessas matérias-primas no Estado,
Masiero (2012) concluiu que o sorgo sacarino e a batata-doce eram as matérias-primas viaveis.

Como o processo de produgdo a partir do sorgo sacarino ja se encontra mais maduro, no grupo
GIMSCOP do Departamento de Engenharia Quimica da UFRGS foram iniciados experimentos de
producdo de etanol a partir de batata-doce. Masiero (2012) realizou seus ensaios utilizando a enzima
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amilolitica Stargen 002, produzida pela Genencor® e desenvolvida para atuar sobre o amido na forma
granular, mas, sob a recomendacdo de um pré-tratamento em temperaturas entre 49 — 63°C. Masiero
(2012) realizou o pré-tratamento de 1h a 52°C, porém para a obtencdo de uma eficiéncia satisfatoria
de hidrdlise, foi necessaria uma elevada quantidade de enzima (26,2 pL/g de batata in natura),
inviabilizando o processo financeiramente.

Risso (2014) deu sequéncia ao trabalho de Masiero (2012), concentrando sua pesquisa no pré-
processamento da matéria-prima, onde o método selecionado foi a secagem da batata, utilizando
micro-ondas e posterior moagem para a obtencdo de uma farinha. A aplicagdo de energia em
temperaturas acima de 90 °C, sob a presenca de agua, torna o amido mais suscetivel a hidrolise devido
a sua completa gelatinizacdo, o que ocorre nas condi¢cdes de secagem. Contudo, os resultados de
Risso (2014) indicaram que ha distingdo na eficiéncia de hidrolise de acordo com o método de
aquecimento. Mediante imagens obtidas com microscopia eletrénica de varredura, o0 método de
secagem por micro-ondas demonstrou ser mais agressivo aos granulos de amido, quando comparado
ao aquecimento em estufa a 105°C ou solar, como pode ser visualizado na Figura 1. Observa-se nas
imagens da batata seca em micro-ondas e também do aquecimento solar que a estrutura esférica
original do amido sofreu maior descaracterizacdo, sendo um possivel efeito causado pela energia
eletromagnética. Com seu método, Risso (2014) conseguiu baixar a dosagem da enzima Stargen 002
para 1 puL/g de batata in natura, o que significa uma redug¢do de 96% em relagdo a dosagem utilizada
por Masiero (2012).

Estufa a 105 °C Secador solar

Figura 1 — Granulos de amido apds processos de secagem. Fonte Risso (2014).
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No presente trabalho, os experimentos foram realizados com a batata-doce in natura e enzimas
diferentes da Stargen 002, mas a dosagem enzimatica foi na mesma concentracdo utilizada por Risso
(2014). Foram utilizadas enzimas com temperaturas 6timas de operacdo superiores a recomendada
pelo fabricante para a Stargen 002. Primeiramente, foram feitos experimentos variando a temperatura
na liquefacdo, empregando métodos convencionais de aquecimento: ar quente em agitador rotativo ou
agua quente em banho-maria. Em um segundo momento, foram realizados experimentos utilizando
micro-ondas para um aquecimento prévio, com o objetivo de reduzir a temperatura na etapa de
liquefacéo.

2. METODOLOGIA

2.1. Métodos analiticos

A batata foi caracterizada, medindo-se o teor de umidade, glicose, frutose e glicose total, que
consiste na glicose livre somada com a proveniente do amido. O teor de umidade foi determinado por
método gravimétrico em estufa a 105°C. Os monossacarideos, glicose e frutose, foram determinados
apos a extracdo com alcool, onde aproximadamente 15g de batata junto com 100 mL de &lcool 70% e
0,5g de carbonato de célcio foram aquecidos em banho-maria a 85°C durante 1h. Na determinagéo de
glicose total, aproximadamente 2g de batata fresca triturada junto com 25 mL de agua destilada e 1
mL de acido cloridrico foram aquecidos em autoclave a 1 atm durante 2h. Os métodos descritos foram
baseados no que consta em Figueiredo (2008). Nesta caracterizagdo, trés ou mais batatas foram
trituradas em processador doméstico. O contetdo foi homogeneizado para a amostragem e 0S
experimentos foram realizados em triplicata. Este procedimento foi feito em trés periodos,
caracterizando batatas em tempo de colheitas diferentes. As amostras de hidrolise enzimaética e
fermentacdo foram centrifugadas a 5241g durante 30 minutos e o0 sobrenadante foi analisado. A
determinacdo de acUcares e etanol foi efetuada através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), com a coluna Hi-Plex H da Agilent, tendo como fase movel agua. A temperatura da coluna
foi de 60°C, o detector utilizado foi RID (Refractive Index Detector), a vazéo da fase mdvel foi de 0,6
ml/min e volume de amostra injetado foi de 20 pL.

2.2. Estudo sobre o efeito da temperatura de liquefacéo na hidrolise

Neste estudo foi quantificada a producdo de glicose em experimentos submetidos a diferentes
temperaturas de liquefagdo. Foram testadas duas enzimas comerciais de liquefagdo: Spezyme RSL e
GC 626, ambas produzidas pela Genencor® Segundo o fabricante, a Spezyme RSL possui
temperatura 6tima entre 83 — 88°C e pH 6timo entre 5 — 5,3; a GC 626 possui temperatura 6tima em
torno de 62°C e pH 6timo entre 3,5 — 4. Em todos os experimentos as enzimas de liquefacdo foram
adicionadas na mesma dosagem: 0,25 ulL/g de batata e o tempo da operacdo foi de 1 h. Apos a etapa
de liquefacdo, iniciou-se a sacarificacdo utilizando a enzima Distillase SSF, também produzida pela
Genencor®, sendo a dosagem desta enzima de 0,75 uL/g de batata. A sacarificacdo foi realizada no
pH 4,5 a 32 °C durante 24 h. A Figura 2 apresenta uma representacdo esquematica dos experimentos
realizados.

Como consta na Figura 2, previamente as etapas de liquefacéo e sacarificacdo, foi realizada uma
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etapa de reducéo de viscosidade, que consistiu em submeter os meios a acao da enzima Pectinex Ultra
AFP, produzida pela Novozymes® para atuar sobre substancias pécticas. Ensaios preliminares
demonstraram que a utilizacdo de pectinase é recomendavel quando se utiliza uma elevada
concentracdo de batata, isto é, para razdo massa de batata[kg]:volume de agua[L] de diluigdo igual ou
superior a 1,5:1. Trabalhar nestas concentracdes € necessario para a obtencdo de um vinho com a

concentracao de etanol igual ou superior a 10% v.v*,

Experimento 1

A Y

Spezyme RSL 0,25 pL/g batata
85 °C
Experimento 2 pH 5

B A

Spezyme RSL 0,25 plL/g batata
70 °C
Experimento 3 pH 5

N

GC 626 0,12 uL/g batata  Spezyme RSL 0,13 puL/g batata
70°C
Experimento 4 PH S

N— §—

GC 626 0,25 pL/g batata 60 °C
pH 4
Etapa de reducdo da viscosidade Liquefacao
Pectinex Ultra AFP 0,15 pL/g batata 1h
40°C
pH 4
2h

 —
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Sacarificagdo
Distillase SSF 0,75 pL/g batata
32°C
pH 4,5

24h

Figura 2 — Descricéo dos experimentos.

As batatas foram adquiridas no mercado local de Porto Alegre/RS, sendo de polpa e casca
brancas. A concentracdo batata:dgua utilizada foi de 2:1. O pH foi controlado por meio de solugéo
tampdo de acido citrico e citrato de sodio. Os experimentos foram realizados em erlenmeyers de
250 mL com contetido de mosto de 200 g. Para o controle de contaminagdo foram empregados 10 mL
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de solucdo do antibidtico doxiciclina na concentracdo 3,4 g/L. Todos os experimentos foram
realizados em shaker a ar sob a agitacéo de 175 rpm, com excecdo da etapa onde ocorreu aguecimento
a 85°C, neste caso o aquecimento foi realizado em banho-maria com agitacdes manuais a cada 5 min.

As médias dos resultados foram comparadas segundo teste de Tukey.

2.3. Estudo sobre o efeito do micro-ondas na hidroélise

Os resultados do estudo descrito na secdo 2.2 foram parametros para a definicdo dos
experimentos com o micro-ondas. Portanto, as justificativas para o estabelecimento das condi¢fes
experimentais sdo discutidas na apresentacdo dos resultados (Se¢do 3). A metodologia € equivalente a
ja apresentada, porém, nestes experimentos, foi adicionada uma etapa anterior a liquefacdo, que
consistiu no aquecimento prévio em micro-ondas doméstico. Nestes experimentos optou-se por
reduzir a concentracdo da batata para 1,5:1, objetivando tornar o meio mais fluido. Também foram
realizados experimentos de fermentacao, utilizando 0,0175 g/g de batata da levedura Saccharomyces
cerevisiae, cepa CAT-1 produzida pela LNF.

3. RESULTADOS

Na etapa de caracterizacdo da batata obteve-se o teor de umidade 67,83%, glicose 2,24%,
frutose 1,41% e glicose total 21,09%.

Os resultados do estudo sobre o efeito da temperatura de liquefacdo na hidrélise sdo
apresentados na Tabela 1 (experimentos realizados em triplicata).
Tabela 1 — Efeito da temperatura de liquefacédo na hidrélise.

Temperatura de Concentracdo média

Experimento liquefacéio (°C) Enzima de Glicose* (g/L) Desvio padréo
1 85 Spezyme RSL 173,242 4,63
2 70 Spezyme RSL 70,99° 3,07
3 70 Spezyme RSL + GC 626 68,08" 2,53
4 60 GC 626 42,04° 1,08

*As médias que ndo compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes, segundo o teste de
Tukey com 95% de confianc¢a. Utilizou-se a concentracdo de batata 2:1.

Considerando os dados da caracterizacdo da batata e a concentracdo da mesma no mosto, 0
resultado tedrico esperado na hidrdlise era de 169,84 + 10,76 g/L, o que indica que, apenas no
experimento 1, o resultado méximo foi alcangado.

Segundo Srichuwong et al. (2012), em geral a gelatinizagdo do amido de batata-doce ocorre
entre 60 a 85°C. O melhor resultado obtido na temperatura de 85°C provavelmente se deve a completa
gelatinizacdo do amido. Os ensaios a 85°C apresentaram diferenca visivel em relacdo aos demais,
ocorrendo um maior escurecimento, granulos mais entumecidos e vitreos, que sdo caracteristicas
fisicas da gelatinizacéo.
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No que se refere a comparacdo do desempenho das duas enzimas de liquefacdo testadas, 0s
resultados ndo sdo muito conclusivos. Avaliando os resultados dos experimentos 2 e 3 aparentemente
ndo ha diferenca, mas, para uma afirmacdo mais correta, seriam necessarios mais experimentos
ampliando a abrangéncia das variaveis de estudo.

Deu-se sequéncia ao estudo, utilizando micro-ondas para pré-aquecer 0s meios até a
temperatura 85°C, ja que esta temperatura se demonstrou importante para uma boa hidrélise. Optou-se
por utilizar apenas a Spezyme RSL neste estudo, que foi adicionada logo ap6s o pré-aquecimento com
micro-ondas. Além da hidrdlise foi realizada fermentacdo, iniciada simultaneamente com a
sacarificacdo. Foram realizados trés experimentos com quatro repeticdes, 0 primeiro experimento
consistiu no método convencional de aquecimento a 85°C em banho-maria, para fins de comparacéo.
O segundo experimento consistiu no aquecimento prévio em micro-ondas, seguido por liquefacdo em
agitador orbital a 70°C. O terceiro experimento foi realizado da mesma forma, mas em agitador
orbital a 60°C. Nos ensaios com micro-ondas a Pectinex Ultra AFP ndo foi adicionada, pois se
desejou avaliar se 0 método com micro-ondas também implicaria em resultados positivos sobre a
reducdo da viscosidade. Os resultados destes experimentos sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Produgéo de etanol em diferentes condigdes de liquefagéo e SSF.

0 1yx
Experimento Resumo Etanol (%, v.v™)

24 h 48 h
1 Convencional, com a Pectinex Ultra AFP 10,822 10,728
2 Micro-ondas, shaker a 70 °C, sem a Pectinex Ultra AFP 9,5 10,4%°
3 Micro-ondas, shaker a 60 °C, sem a Pectinex Ultra AFP 9,63"¢ | 10,4%°

*As médias que ndo compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes, sequndo o teste de
Tukey com 95% de confiancga. Utilizou-se a concentracdo de batata 1,5:1.

Com base nos resultados da caracterizacdo da batata, o valor tedrico maximo de etanol foi
calculado como 11,13%. Considerando 0 menor e o maior valor experimental apresentados na Tabela
2, a eficiéncia de conversdo variou de 85 a 97%, o que indica que os resultados foram satisfatorios.

N&o foi possivel notar efeito isolado do micro-ondas sobre a viscosidade. Desta forma,
conclui-se que este método ndo substitui o efeito da Pectinex Ultra AFP, como pode ser observado na
imagem comparativa da Figura 3.

Em 24h de fermentacdo a producéo de etanol no experimento 1 foi um pouco mais elevada em
relacdo as demais, talvez pela a presenca da Pectinex Ultra AFP, que pode ter implicado em uma
breve aceleracdo do processo pela reducdo da viscosidade. Mas, apds 48 h de fermentagdo, os
resultados se equipararam, ndo havendo diferenca significativa entre eles segundo a comparacgéo das
médias pelo método de Tukey.

Os resultados apresentados na Tabela 2 indicam que o0 uso do micro-ondas permite a reducao
da temperatura na liquefacdo. Inclusive, é possivel que a temperatura possa ser reduzida abaixo dos
60 °C, havendo a necessidade de mais experimentos para confirmar tal hipotese.

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 6



‘C(BQ 19 a 22 de outubro de 2014

Congresso Brasileiro de Florianépolis/SC
Engenharia Quimica

- | Sem Pectinex Ultra AFP | | Com Pectinex Ultra AFP

Figura 3 — Imagem comparativa de experimentos com e sem a Pectinex Ultra AFP.

Diante do exposto, 0 acréscimo do micro-ondas ao método € uma opcdo a ser considerada,
quando se deseja reduzir o custo energético, pois 0 tempo de aquecimento necessario neste caso foi de
2,5 min por erlenmeyer, além da temperatura de liquefagéo poder ser reduzida, de 85°C para 60°C.

Na literatura foram encontrados poucos trabalhos semelhantes (inferior a 20), sendo ainda a
maioria referente a utilizacdo de micro-ondas na hidrolise acida do amido. Entre eles, chama-se a
atencdo para os de Saifuddin e Hussain (2011), Zhang et al. (2012) e Zhang et al. (2011), onde foi
avaliado o efeito das micro-ondas sobre as enzimas amiloliticas, em todos os trabalhos ha o relato de
que o desempenho da atividade enzimatica foi potencializado. Os resultados de Saifuddin e Hussain
(2011) demonstraram que a hidrélise enzimatica do amido de sagu combinada com as micro-ondas
aumentou a taxa de reacdo inicial duas vezes. Segundo os autores, 0s resultados indicam que ha uma
ativacdo especifica ndo térmica sobre as enzimas causada pelas micro-ondas. Estas informacdes
coletadas na literatura sdo de grande contribuicdo, demonstram que também € interessante a
realizacdo de experimentos de aquecimento com o micro-ondas simultaneo com o processo de
liquefacéo.

4. CONCLUSAO

Para uma hidrélise adequada é necessario que a estrutura granular do amido seja degradada,
tornando-o mais vulneravel ao ataque enzimatico. Para tanto, uma dada quantidade de energia deve
ser empregada. Nos ensaios aplicando o método convencional de aquecimento, a temperatura de 85°C
foi identificada como um ponto que caracteriza tal energia. O método com micro-ondas mostrou-se
bastante promissor, possibilitando a reducdo da temperatura de liquefacdo para 60°C. Esta
simplificacdo pode estar associada a maior desintegracdo do amido pelo efeito da energia
eletromagnética. E possivel que este processo permita ainda mais a reducdo da temperatura de
liqguefacdo, o que deve ser constatado mediante a realizacdo de mais experimentos, inclusive com a
enzima de liquefacdo presente durante o aquecimento.

Acredita-se que o emprego do micro-ondas seja uma possibilidade factivel na producdo
industrial de etanol. Certamente, ainda seria necessaria uma adaptacdo da tecnologia para a maior
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escala. Porém, trabalhos como o apresentado servem como fomento para a consolidacdo do micro-
ondas no campo industrial.
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