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GOMES, Wolia Costa, Produgdo de bioetanol a partir da améndoa da semente da
manga (Mangiefera indica L.), Campina Grande: Pds-Graduagao em Engenharia de
Processos, Universidade Federal de Campina Grande, 2014. 109 p.

RESUMO

E cada vez maior a necessidade de desenvolvimento de tecnologias que visem 2
producdo de energias limpas, como os bicombustiveis (etanol) a partir de materiais
amildceos, os quais s@o ricos em acticares fermentesciveis. Nos ultimos anos vem-se
observando no mundo um grande interesse pela utilizacdo de residuos agroindustriais na
obtencdo de combustiveis renovaveis, tais como o bioetanol. Desta forma, desenvolveu-
se este trabalho com o objetivo de estudar e determinar as condi¢cdes otimizadas para a
producdo de bioetanol utilizando-se o processo de hidrélise dcida do amido extraido de
améndoas retiradas das sementes da manga (Mangifera indica L.) seguida de
fermentacdo submersa por Saccharomyces cerevisiae. O amido extraido da semente da
manga foi removido por decantag¢do, em temperatura abaixo de 10 °C, por 72h, seco a
50 °C, peneirado (65mesh) e s6 entdo foi caracterizado. O rendimento prético
apresentado no processo de extracdo, foi de 14,86% e o rendimento em massa seca foi
de 3,25%, com alta pureza. A observacdo em microscopia eletronica de varredura
mostrou granulos de amido natural da manga com formato elipsoide e oval, com
dimensoes de 19,6 um de comprimento e 10,9 um de largura. O padrio de cristalinidade
mostrado por difratometria de raios X, foi do tipo A, tipico de cereais e um grau de
cristalinidade de 19,4%; em seguida, o amido foi submetido a hidrélise 4cida utilizando-
se, como catalisador, os acidos sulfturico (H>SO,) e fosférico (H;PO4) em diferentes
concentracdes de acidos (1, 3 e 5%), razdo 1:8, diferentes temperaturas (80, 100 e 120
°C) por 30, 60 e 90 minutos de reagdo. O amido, com base na sua caracteriza¢do
quimica e fisico-quimica com o valor de 60,72%, tem fonte promissora de glicose para a
hidrdlise 4cida visando a obtencdo de bioetanol. No processo de hidrdlise dcida para os
dois tipos de catalisadores os resultados das melhores concentracOes de glicose sdo
obtidos a 120 °C, concentrac¢do de 4cido de 5% e razdo massica de amido de 1:8, com o
rendimento na hidrélise para o H,SO4 de (89,4%) e para o (H3PO4) de (75,5%)
processo este eficaz principalmente na remog¢do dos inibidores; ja a fermentacdo desses
hidrolisados foi igualmente satisfatdria para as duas condicdes avaliadas, com o fator de
conversdao de glicose em etanol de 51% para H,SO4 e 47% para H3PO4. Os ensaios
fermentativos dos hidrolisados utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae
industrial cepa Y-904, em becker com 500 mL do meio, agitados a 170 rpm, 32 °C de 0
acompanhados até 12h de fermentacdo. A produtividade e a eficiéncia do processo de
obtencdo de etanol a partir do amido extraido da améndoa da semente da manga, o valor
de 0,042 g/L.h de etanol e 100% para o licor hidrolisado com o 4cido sulfurico. Desta
forma, foi demonstrado um excelente potencial do processo de produgdo de etanol a
partir do amido extraido da améndoa da semente da manga utilizando o catalisador
H,S0s.

Palavras-chave: amido, hidrélise dcida, Saccharomyces cerevisiae, fermentagao.

XVi



GOMES, Wolia Costa, Produgdo de bioetanol a partir da améndoa da semente da
manga (Mangiefera indica L.), Campina Grande: Pds-Gradua¢do em Engenharia de
Processos, Universidade Federal de Campina Grande, 2014. 109 p.

ABSTRACT

It is a growing need to develop technologies aimed at producing clean energy such as
biofuels (ethanol) from starchy materials, which are rich in fermentable sugars. In recent
years it comes to observing the world a great interest in the use of agro-industrial waste
in getting renewable fuels, such as bioethanol. Thus, this work was developed with the
aim of studying and determine optimized conditions for the production of bioethanol
using the process of acid hydrolysis of starch extracted from seed kernels removed from
the sleeve (Mangifera indica L.) followed by fermentation submerged by
Saccharomyces cerevisiae. The starch extracted from seed of the sleeve was removed by
decantation, at temperatures below 10 °C for 72 h, dried at 50 °C, sieved (65mesh) and
only then was characterized. The practical performance presented extraction processes,
was 14.86% and the yield of dry matter was 3.25%, with high purity. The observation
scanning electron microscopy showed starch granules natural mango with ellipsoid and
oval shape, with dimensions of 19.6 mm in length and 10.9 mm in width. The pattern
shown crystallinity by X ray diffractometry, was from the type A typical grains and a
degree of crystallinity of 19.4%; Then, the starch was subjected to acid hydrolysis
using, as a catalyst, sulfuric acid (H,SO,), and phosphoric acid (H3;PO,) at different acid
concentrations (1, 3 and 5), ratio 1: 8, different temperatures (80, 100, 120 °C) for 30,
60 and 90 minutes of reaction. The starch based on its chemical and physical-chemical
with the value of 60.72% characterization has promising source of glucose to acid
hydrolysis aimed at obtaining bioethanol. In the process of acid hydrolysis for both
types catalysts the best results are obtained glucose concentrations at 120 ° C, acid
concentration of 5% and the starch weight ratio of 1:8, with the yield for the hydrolysis
H,SO4 (89.4%) and the (H3PO.) of (75.5%) process mainly this effective in removing
inhibitors; longer fermentation these hydrolysates was also satisfactory for both
conditions evaluated, with factor conversion of glucose to ethanol from 51% to 47%
H,SO4 and H3PO4 for. The fermentation tests of the hydrolysates using industrial
Saccharomyces cerevisiae Y-904 strain in beaker with 500 mL of medium, shaken at
170 rpm, 32 °C 0 followed by 12h of fermentation. The productivity and efficiency of
the process of obtaining ethanol from starch extracted from seed kernel of the sleeve,
the value of 0.042 g / Lh of ethanol and 100% for the hydrolyzate liquor with sulfuric
acid. Thus, it was demonstrated excellent potential of the ethanol production process
from starch extracted from the seed kernel of mango using H2SO4 catalyst.

Keywords: starch, acid hydrolysis, Saccharomyces cerevisiae, fermentation.
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1. INTRODUCAO

A manga (Mangifera indica L.) se encontra entre as trés frutas tropicais mais
apreciadas no mundo devido ao seu fino sabor e aroma, sua atrativa coloragcdo e seu
valor nutritivo razao pela qual vem apresentando as maiores taxas de crescimento entre
as frutas exportadas pelo Brasil (ARAUJO, 2004). Do ponto de vista econdmico, é uma
das principais frutas que t ~ €m contribuido para a pauta das exportagcdes brasileiras de
frutas frescas, nos ultimos anos. Em 2008 foram destinadas, ao mercado internacional,
em torno de 95.387,2 toneladas dessa fruta, gerando ao pais dividendos de
aproximadamente US$ 89,5 milhdes (IBRAF, 2009).

No ano de 2009 a producio brasileira foi de 1.272.184 toneladas. O Nordeste
foi responsavel por cerca de 73% da producio nacional, com destaque para os estados
de Pernambuco e Bahia, que respondem por 61,5% do total (IBGE, 2010). Além de ser
uma das frutas tropicais mais importantes do mundo, em termos de producao e aceitagdo
dos consumidores, a manga constitui excelente fonte de antioxidantes, dcido ascérbico e
compostos fendlicos (RIBEIRO et al., 2009).

A fruticultura brasileira tem despertado crescentes investimentos, motivando
negociacdes e impulsionando a producdo, além do aumento no consumo de frutas
frescas e processadas, como suco, néctar, doces, geleias, fruta minimamente processada
(MAIA et al, 2007). Nesses processos de industrializacdo da manga sdo produzidos
residuos que devem ser aproveitados ou destinados a um tratamento ecologicamente
correto.

A geracdo de residuos estd associada aos materiais que, gerados ao longo da
cadeia agroindustrial, ndo possuem valor econdmico momentaneo (ROSA et. al., 2011).

Os residuos industriais e agroindustriais necessitam, depois de gerados, de
destino adequado pois ndo podem ser acumulados indefinidamente no local em que
foram produzidos, de vez que podem criar potenciais problemas ambientais e
representar perdas de matéria-prima e energia, exigindo investimentos significativos em
tratamentos para controlar a poluicdo (PELIZER et al., 2007).

Nos ultimos anos especial atencdo lhes vem sendo dada para minimizar ou
reaproveitar os residuos sélidos gerados nos diferentes processos industriais. Os
residuos provenientes da industria de alimentos envolvem quantidades significativas de
semente, casca e outros residuos que, normalmente, sdo descartados sem tratamento

algum ou qualquer outro cuidado, favorecendo danos ao meio-ambiente. Esses materiais



sao fontes muito ricas de matéria organica e servem como fonte de proteinas, enzimas e
Oleos essenciais, passiveis de recuperacio e aproveitamento.

O processamento da manga é uma atividade em expansdo e produz grande
volume de residuos. Assim, estudos s@o imprescindiveis para se avaliar a potencialidade
de uso desses residuos constituidos por cascas e carocos cujo volume ¢é de
aproximadamente 40% do total de fruta processada (AZEVEDO, 2008).

As mudancas climaticas e a elevagdo do preco do barril de petrdleo, somadas as
necessidades de producdo energética motivam a producdo de combustiveis a partir de
fontes renovéaveis. Entretanto, a produc¢ao de biocombustiveis utiliza substratos oriundos
de culturas alimentares, a qual proporciona polémica entre a destinagdo dessa biomassa
vegetal para a alimentac@o ou para a produgdo de biocombustivel, sendo alternativas as
fontes alimenticias e o cultivo de vegetais em dreas inoOspitas além de residuos
agroindustriais e urbanos, como matérias-primas na produgdo de etanol (GONCALVES
etal., 2011).

O etanol voltou a ocupar lugar de destaque no cendrio energético do pais e do
mundo. No Brasil, o dlcool renasceu com o surgimento dos carros bicombustiveis, além
das vdrias manifestacOes de governos e empresas que mostraram o potencial de mercado
e da tecnologia de producdo de etanol; internamente um dos desafios € aumentar a
oferta de dlcool combustivel e buscar novas fontes e/ou métodos para a produgdo de
alcool (SANTANA et al., 2010).

A partir desta biomassa a producio de bioetanol se torna um processo bastante
atraente pois, além de permitir a criacdo de mais uma fonte alternativa e renovavel de
energia, contribui com a redugdo de residuos no meio ambiente, gerando a energia e
podendo agregar valor a matriz produtiva do processamento e ao sistema industrial
(SOUZA et al.,2012).

Sabe-se que as sementes da manga sdo residuos da industria de processamento
e que essas sementes t€ém, como parte de seus componentes (amido) um quantitativo
expressivo de acucares que podem ser fermentados e transformados em bioetanol.

O presente estudo teve como objetivo geral estudar a produgdo de bioetanol a
partir do amido extraido da améndoa da semente da manga utilizando a hidrdlise 4cida
e, como agente microbiano para a etapa fermentativa, o Saccharomyces cerevisiae

industrial cepa Y-904. Os objetivos especificos foram:



. Caracterizar a améndoa das sementes da manga e o extrato amildceo
pelas andlises (teor de dgua, pH, AR, ART, acidez total tituldvel, residuo mineral fixo
(cinzas), fibras, proteinas, amido e lipidios);

° Extrair da améndoa da semente da manga o amido natural e por hidrdlise,
utilizando-se como catalisador, os 4cidos sulfiirico (H,SO4) e fosférico (H3;PO,) e
determinar as condi¢des 6timas para a hidrdlise dcida;

. Caracterizar fisico-quimicamente o amido natural obtido e o amido pds
hidrolise residual por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Difra¢ao de Raios
X (DRX);

. Estudar a cinética da fermentacdo alcodlica do licor hidrolisado no ponto
otimizado para a producdo de etanol, pelo calculo dos parametros cinéticos da

fermentacdo (Yps, M, Y, Qp);



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A importancia da fruticultura tropical

O Brasil é o 3° maior produtor de frutas do mundo, depois da “China e India,
sendo esta producdo prioritariamente destinada a suprir o mercado interno. Do total
produzido 47% sao consumidos “in natura” e apenas 2% sdo direcionados para a
exportacao e os 51% do total produzido se destinam a agroindustria (FAQO, 2010).

O Instituto Brasileiro de Frutas (IBRAF) planeja, para o mercado externo e
segundo seu presidente, novas estratégias de marketing para crescer no conceito de
“market share” sobre outras frutas. O processamento de frutas também precisa ser
fomentado haja vista que evitaria, em parte, as perdas atuais, que podem chegar, em
alguns, casos, a até 25 a 30% da producao (SIMARELLI, 2006).

Segundo Corréa (2008) a regido Sudeste continua sendo o maior produtor de
frutas frescas do Brasil; no Nordeste, a manga é cultivada em todos os estados, em
particular nas areas irrigadas da regido semidrida que apresentam excelentes condi¢cdes
para o desenvolvimento da cultura e obten¢do de elevada produtividade e qualidade de
frutos, sendo o Vale do Sado Francisco responsdvel por mais de 90% das exportacdes do
pais (MELO et al., 2009).

Para as diversas regides do Brasil a importancia econdmica das fruteiras nao
pode ser mensurada apenas por dados estatisticos; esta atividade € uma das principais
geradoras de renda, de empregos e desenvolvimento regional. No pais existem as vdrias
condi¢des edafoclimdticas que possibilitam o cultivo de diferentes fruteiras com o

objetivo de diversificar sua produgdo (RUFINO, 2008).

2.2. Biomassa e os residuos do processamento agroindustrial da manga

Em virtude dos compromissos mais s6lidos assumidos com a questdo ambiental
desde a assinatura do Protocolo de Quioto e em funcdo de ser o petréleo a principal
fonte de energia utilizada atualmente, um combustivel fossil e ndo renovavel uma das
maiores preocupagdes do mundo tem sido o suprimento de energia nas préximas
décadas razdo por que fizeram renascer a aten¢do quanto as fontes alternativas de

energia (SOUZA et al., 2010).



Diversas sao as fontes alternativas de energia que, embora nao possam substituir
o petréleo em sua totalidade, podem contribuir para diminuir o consumo. A geragdo de
energia a partir de biomassa tem sido objeto de varios estudos (QUADROS et al.,
2010). Qualquer matéria-prima organica passivel de ser transformada em energia pode
ser classificada como biomassa e, de acordo com sua origem, pode ser florestal
(madeira), agricola (soja, arroz e cana-de-agucar, entre outras) ou oriunda de rejeitos
urbanos sou industriais, sélidos ou liquidos (ANEEL, 2008).

A utiliza¢do da biomassa vegetal como fonte de matéria-prima para a producdo
de novos produtos vem despertando grande interesse, sobretudo por sua abundéncia e
seu carater renovavel (YU et al., 2008). Lima e Marcellini (2006) reportaram que os
residuos agricolas constituem a maior parte da producio de residuos de biomassa e sdo
fontes de energia significativas, tanto para o consumo doméstico como para o industrial,
além de utilizados como combustivel mas grande quantidade é queimada no campo,
promovendo problemas ambientais.

Segundo Genovese (2006), a biomassa possui, no Brasil, como fonte de energia,
vantagens significativas, sobremaneira por diversificar a matriz energética brasileira
face a dependéncia externa do pais com relacao aos combustiveis fosseis (petroleo e gis
natural) além de contribuir para seu desenvolvimento sustentdvel em particular com a
utilizacdo de mao-de-obra local, principalmente na zona rural, podendo colaborar na
garantia do suprimento de energia a comunidades isoladas em especial nas regides
Norte e Centro-Oeste do pafs e apresenta vantagens ambientais quando comparada aos
combustiveis fésseis, sobremaneira em termos de emissdo de gases do efeito estufa; por
outro lado, existem aspectos fundamentais e conjunturais significativos que se
relacionam com a biomassa como, por exemplo, a necessidade e a oportunidade de
utilizacdo eficiente da enorme quantidade de residuos agricolas disponiveis
internamente correspondendo a um elevado potencial de geracao de energia.

A palavra “residuo” ¢ definida como a sobra da matéria-prima ndo aproveitada
para a elaborac@o do produto alimenticio sendo esta mesma sobra, quando transformada
industrialmente, chamada subproduto (EVANGELISTA, 2008).

O Brasil produz 140 milhdes de toneladas de alimentos por ano; é um dos
maiores exportadores de produtos agricolas do mundo e, a0 mesmo tempo, enfrenta um
dos maiores problemas com o desperdicio de alimentos (GONDIM et al., 2005). A

Organizacdo das NacOes Unidas para a Agricultura e Alimentacido (FAO) estima que o



Pais jogue no lixo, anualmente, 26,3 milhdes de toneladas de comida (ESTECHE,
2011).

O processamento industrial de frutas nos paises tropicais € intenso gerando, além
dos produtos principais (como sucos, 6leos essenciais, aromas, sorvetes, geleias e
polpas), elevadas quantidades de residuos que podem chegar a 50% da matéria-prima.
Esse descarte representa um problema crescente devido ao aumento de sua producdo. A
Regido Nordeste brasileira é uma produtora relevante de espécies frutiferas tropicais
figurando entre as principais abacaxi, abacate, banana, caju, coco, mamdo, manga,
maracujd, uva, acerola e goiaba (LOUSADA J UNIOR et al., 2006).

Sempre que possivel, o residuo final devera constituir-se em matéria-prima para
um novo processo, formando uma segunda transformacdo (FERNANDES, 2006). A
crescente preocupacdo com possiveis impactos ambientais e o elevado indice de perdas
e desperdicios gerados pelas industrias de alimentos t€ém levado pesquisadores a estudar
alternativas praticas de aproveitamento e a utilizacdo dos residuos industriais que serve
como base para a formulagdo de novos produtos visando ao consumo humano (LIMA e
MARCELLINTI, 2006). Dentre esses residuos as cascas € as sementes t€ém sido destaque
em alguns paises na intencdo de avaliarem seus constituintes para a utilizacdo adequada
(ODUNSI, 2005). No Brasil, a composi¢ao nutricional de partes tradicionalmente nao
comestiveis de matérias-primas, como cascas e sementes, € escassa (MARQUES et al.,
2010).

A utilizagdo da biomassa como fonte de energia renovdvel e o incentivo
tecnoldgico e cientifico nesta drea sdo imprescindiveis para o desenvolvimento de
empresas locais e para o estabelecimento de uma fonte de rendimento alternativa para
os agricultores, nas diversas regides brasileiras. Uma dessas fontes de biomassa que
vém sendo objeto de pesquisas, € 0 amido (URGUIAGA et al., 2005).

O desenvolvimento biotecnolégico direcionado ao aproveitamento de um
residuo da industria, proporcionard condi¢cdes de diversificagdo produtiva com
beneficiamento e aplicacdo do amido extraido do endocarpo da manga nas industrias
alimenticias buscando-se simplificacdo tecnoldgica e disponibilizando novas fontes
alimenticias para a populacdo e absor¢do deste valioso insumo atualmente descartado
(CAVALCANTI et al., 2011); no entanto, existem outras espécies atualmente pouco

exploradas e subaproveitadas, sendo uma o fruto da mangueira.



2.3. Manga (Mangifera indica L.)

A manga € uma fruta tropical pertencente a familia botanica Anacardiaceae, na
qual se incluem os géneros Mangifera, Anacardium, Pistachio e Spondias. No género
Mangifera ha relatos de 69 espécies sendo a Mangifera indica a de maior importancia,
apesar de outras espécies produzirem frutos comestiveis (ROZANE et al., 2004).

A fruta € origindria do sudeste da Asia e do Himalaia, na parte oriental da India,
produzindo um dos frutos tropicais de maior expressao econdmica nos mercados
nacional e internacional, destacando-se por seu sabor e aroma agraddveis, aliados ao seu
valor nutritivo, caracterizada como fruta polposa, de tamanho varidvel (SOUZA et al.,
2010).

As variedades da mangueira se dividem em dois grupos distintos relacionados a
sua origem: grupo indiano (frutos monoembridnicos, fortemente aromadticos, de
coloragdo atraente e susceptivel a antracnose) e o grupo indochinés (frutos
poliembrionicos, com carog¢os longos e achatados, poucos aromdticos, em geral
amarelados e medianamente resistentes a antracnose). As sementes também variam em
forma e tamanho podendo ser monoembrioOnicas e poliembrionicas (SILVA et al.,
2009). No Brasil ha cerca de 500 variedades de manga; as mais conhecidas sdo a manga
Haden, manga Rosa, manga Espada, manga Tommy Atkins e manga Ub4.

De acordo com Lorenzi et al. (2006), as mangueiras sdo grandes arvores que
apresentam copa com grande densidade de folhas e pode variar de tamanho em fun¢do
da variedade, da fertilidade do solo, da idade e do porta-enxerto, atingindo até 35 — 40m
de altura (Figura 2.1) com o raio de sua copa proximo de 10 m (BRAGA, 2001). Suas
folhas sdo perenes, com 15 — 35 cm de comprimento e 6 — 16 cm de largura, sdo
grossas, coridceas, inteiras, lanceoladas, verde-escuro na parte superior; a nervura
principal e as secunddrias s@o salientes e a coloragdo amarela-esverdeado.

A mangueira cresce bem em qualquer solo desde que ndo seja Umido ou
encharcado, alcalino, rochoso extremamente raso ou demasiado pobre; prefere solos
profundos, moderadamente férteis e bem drenados; prospera igualmente bem em solos

leves e pesados se as outras condi¢des forem favordveis.



Figura 2.1- Arvore da Mangueira

(Fonte: www.nybg.org)
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O fruto da mangueira é constituido por casca (exocarpo), polpa comestivel
(mesocarpo) e semente (endocarpo), com fibras mais ou menos abundantes que se
adentram no mesmo carogo € na polpa. A casca € lisa; pode ser de cor varidvel do verde
ao amarelo, ao alaranjado e ao vermelho, sendo mais marcada a alteracdo para vermelho
no lado exposto ao sol (MARANCA, 1978).

No interior do endocarpo encontra-se a améndoa que € envolvida por dois
envelopes delgados e papirdceos, fibrosos e apresentam diferentes formas e tamanhos,
de acordo com a variedade (PHILIPPI, 2003). Um deles, conhecido como testa, possui

colorag@o branco-prateado e se apresenta aderente e fixo na face interna do endocarpo;

o0 outro, um tegme amarronzado, envolve a améndoa.


http://www.nybg.org/

Figura 2.2- Semente e améndoa da manga

y

(Fonte: www.bonsaimilenar.com)

2.4. Amido

O amido € um polissacarideo de reserva mais importante em plantas superiores e
o mais abundante na natureza, presente nos tecidos sob a forma de granulos
intracelulares. As cinco principais espécies consideradas fontes de amido comercial sao:
o milho, trigo, arroz, batata e a mandioca (LEONEL et al., 2002).

O amido é formado nos plastidios das plantas superiores; € sintetizado nas
folhas, nas quais serve como carboidrato tempordrio de reserva acumulando-se nos
cloroplastos durante o dia e servindo como fonte principal para a sintese de sacarose
citosdlica durante a noite. Esta sacarose € entdo transportada para os Orgdos de
armazenamento das plantas, como sementes, frutas, tubérculos e raizes
(VANDEPUTTE e DELCOUR, 2004; TESTER et al., 2004).

Encontradas em sementes, frutos, tubérculos, raizes e em plantas medicinais, a
exemplo das espécies de Fritillaria utilizadas na industria farmacéutica, as fontes
potenciais mais importantes de amido sdo os graos de cereais (40-90%), leguminosas
(30-40%), tubérculos (65-85%) e frutas imaturas ou verdes (40-80%) (SHUJUN et al.,
2005).

De acordo com as Normas Técnicas que normatizam produtos amildceos no
Brasil, os produtos sdo classificados em amidos ou féculas (BRASIL, 1978); amido € o
produto amildceo extraido das partes aéreas comestiveis dos vegetais como, por
exemplo, sementes, fruto, etc; fécula é o produto amildceo extraido das partes

subterraneas comestiveis dos vegetais (tubérculos, raizes e rizomas). O produto devera



ser designado amido ou fécula, seguido do nome do vegetal de origem, tais como amido
de milho, fécula de batata (CEREDA e VILPOUX, 2003).

Amidos nativos tém sido usados desde os tempos antigos para preparar
diferentes produtos. Eles sdo empregados em alimentos devido as propriedades
espessantes e geleificantes. Também sdo bons reguladores e estabilizadores de textura
(ADEBOWALE et al., 2005).

Silva et al., (2013) obtiveram, a partir da extracio do amido da améndoa da
manga Tommy Atkins, um espessante em bebida lictea em que os resultados
demonstraram rendimento da extracdo do amido de 59,82% em peso de améndoas
apresentando formato do granulo de amido irregular, entre esféricos a elipsoidais, com
tamanhos diferenciados. A bebida lactea elaborada mostrou-se vidvel a comercializacao
tendo em vista apresentar boas caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas utilizando
0,3% de amido como espessante; enfim, o amido apresentou caracteristicas desejaveis
podendo ser largamente utilizado.

Pesquisas atuais ndo s6 tém referendado e aprofundado esses conhecimentos
como permitiram a descoberta de novas propriedades, tais como: condutibilidade
térmica e elétrica, cristalinidade e polaridade, que possibilitam a melhor utilizagdo do
amido.

O amido nativo possui quatro niveis de estrutura: quimica, conformacional,
cristalina e microscopica. Cada nivel de estrutura estd condicionado pelo precedente. O
tamanho e a forma dos grianulos de amido sdo caracteristicos da planta de origem

(CEREDA, 2001).

2.4.1. Caracteristicas e estrutura dos granulos de amido

Os granulos de amido apresentam estrutura semicristalina composta por
moléculas de amilose e amilopectina, além de largas aplicagdes na industria de
alimentos, téxtil, farmacéutica, de papel e, mais recentemente, na industria de polimeros
sintéticos (WALTER, SILVA e EMANUELLI, 2005); entretanto, caracteristicas
quimicas, como a afinidade por dgua, limitam seu uso. Em geral, o amido possui teor de
dgua que varia de aproximadamente 10-12% (cereais) e de 14-18% (algumas raizes e

tubérculos).



Os diametros dos granulos de amido geralmente variam entre menos de 1 um a
mais do que 100 um e os formatos podem ser regulares (por exemplo: esférico, ovoide
ou angular) ou bastante irregulares (YONEMOTO, 2006).

O amido pode variar qualitativa e quantitativamente, tal como suas propriedades
fisico-quimicas e funcionais; o fato da forma e o tamanho dos granulos de amido serem
funcdo da origem botanica, de algumas das suas propriedades, do estddio de maturagdo
e da variedade, pode explicar a ocorréncia de diferentes tamanhos e formas de amidos
provenientes de mesma espécie (KAUR et al., 2004). Segundo Pérez e Bertoft (2010), o
amido nas plantas superiores é organizado em uma estrutura macroscopica na qual
camadas de amilose e amilopectinas sdo depositadas radialmente em torno de um ponto
central denominado hilo que, por sua vez, € encontrado no centro da estrutura granular

do amido, considerado o ponto original de crescimento do granulo (Figura 2.3.).

Figura 2.3 - Representa¢do do granulo de amido

Fonte: BeMiller e Wistler (2009)

Quando vistos através de luz polarizada, todos os granulos de amido sem
modificagdes aparecem claros enquanto exibem uma “Cruz de Malta” escura (Figura
2.4. A). Este fendmeno ¢ conhecido como “birrefringéncia” e € um indicador do grau de
organizagdo dos granulos (THOMAS e ATWELL, 1999). A decomposi¢do continuada
do hilo faz crescer a estrutura e dd origem ao semicristalino. Esta propriedade de
birrefringéncia € devida ao alto grau de orientagdo molecular interna, nao tendo
qualquer relagdo com a forma cristalina e particular (LAJOLO e MENEZES, 2006).

Os granulos de amido apresentam regides cristalinas e amorfas, o que esta

relacionado a presenca de macromoléculas ramificadas e lineares. A amilopectina de
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diferentes fontes apresenta variacdes, em termos de comprimento, as ramificacoes
resultando em grandes variagdes das propriedades funcionais. As cadeias de
amilopectina estdo organizadas de maneiras diferentes sugerindo uma classificacdo de

cadeias A, B e C (Figura 2.4. A e B).

Figura 2.4 - (A) Classificacdo das cadeias da amilopectina em tipos A, B e C. (B)
Estrutura da amilopectina formando as regides amorfas e cristalinas no granulo de
amido. (C) Modelo da estrutura interna do granulo de amido com a visualizagdo dos

aneis de crescimento e centro ou hilo

B
Clusters ( )
[ ¥~._ Amorphous
—— regions
(A)
"“: Crystalline
—" regions

Fonte: Spier, 2010

A cadeia tipo A da amilopectina é composta por uma cadeia ndo redutora de
glicoses unidas por ligacoes alfa (1- 4) sem ramificac¢des, sendo unida a uma cadeia tipo
B, por meio de ligagdes alfa (1-6). As cadeias do tipo B sdo compostas por glicoses
ligadas em alfa (1-4) e alfa (1-6), contendo vérias cadeias tipo A, além de poderem

conter cadeias tipo B, unidas por meio de um grupo hidroxila primario. A cadeia C é



unica em uma molécula de amilopectina, sendo composta por ligacdes alfa (1-4) e alfa
(1-6), com grupamento terminal redutor (LAJOLO e MENEZES, 20060).

Quimicamente, o amido e a fécula sdo constituidos de glicose, unidos por
ligacdes na forma a-glicosidicas. As ligacdes do tipo a sdo mais facilmente hidrolisadas
do que as do tipo B, o que torna o uso do amido potencialmente mais interessante como
substrato de processos biossintéticos. Alguns 4cidos inorganicos (H>SO4, H3PO4, HNO3
e HCI) sdo utilizados no processo de hidrélise de amido o qual se baseia no fato de que
as ligacodes glicosidicas sdo estdveis em condi¢des alcalinas podendo, no entanto, ser
hidrolisadas em condi¢des dcidas (SURMELY et al., 2003). Isto devido ao ataque dos
fons H3O" provenientes dos 4cidos aos dtomos de oxigénio das ligacdes glicosidicas
(JAYACODY e HOOVER, 2002).

Durante o tratamento 4dcido a amilose € preferencialmente degradada e de forma
mais rapida que a amilopectina, fato este confirmado por Jayacody e Hoover (2002)
que mencionaram que a hidrélise do amido ocorre em duas etapas em que na primeira a
velocidade € inicialmente rdpida devido a hidrélise das regides amorfas do granulo e em
seguida o processo ocorre mais lentamente em virtude da hidrdlise das regides
cristalinas.

Do ponto de vista estrutural o amido é formado por polimeros, dentre os quais
predomina a amilose (Figura 2.5), formada por moléculas de glicose unidas por ligacdes
glicosidicas o-1,4, que lhe dao configuragdo retilinea e por amilopectina, um polimero
de maior peso molar, cujas moléculas de glicose em ligagdes a-1,4 e a-1,6
proporcionam configuracdo espacial altamente ramificada (Figura 2.6). A grande
maioria dos amidos contém de 20 a 30% de amilose e 70 a 80% de amilopectina; esta
razdo se altera conforme as diversas fontes botanicas, cultivares e, ainda, condicdes de
cultivo quando comparadas as mesmas cultivares (CORDENUNSI et al., 2006).

Na literatura sdo reportados diversos valores para teores de amilose em amidos
de diferentes origens botanicas. Weber et al. (2009) caracterizaram amidos de trés
diferentes variedades de milho e constataram que os teores médios de amilose foram
27,8; 1,8 e 71,0% para as variedades Normal, Ceroso e com alto teor de amilose,
respectivamente. Gongalves et al. (2009) verificaram que os amidos de batata-doce
natural e tratados por TTBU, que € um processo no qual o amido sob baixos teores de
umidade (insuficiente para haver gelatinizacdo) é submetido a temperaturas superiores
aquelas de gelatinizagdo contém, respectivamente, 19,19; 21,97; 24,38; 17,20 e 17,92%

de amilose.



Figura 2.5 - Estrutura linear da amilose
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Figura 2.6 - Estrutura ramificada da amilopectina
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Fonte: Zamora, 2010

A cristalinidade dos granulos de amido ¢ atribuida principalmente a
amilopectina, que dificulta sua associacdo regular com outras cadeias devido as suas
ramificagdes. O amido pode ser classificado em trés tipos de estruturas cristalinas:
amidos de cereais tipo "A", amidos de tubérculos tipo "B" e amidos de vagens como
tipo "C", sendo este uma mistura de “A” e “B” (CORRADINI et al., 2005).

De acordo com Tester et al., (2004) os granulos de amido sdo sintetizados em
uma ampla variedade de espécies de plantas. As caracteristicas como tamanho, forma e
agrupamento, entre outras, refletem a origem botanica do amido. O amido também
contém quantidades relativamente pequenas (0,4%) de minerais, como o célcio,

magnésio, fésforo, potdssio e sddio.



2.4.2. Cristalinidade e microscopia eletronica dos granulos de amido

Na planta, o amido é armazenado como corpos intracelulares parcialmente
cristalinos (15 a 45% de cristalinidade) denominados granulos. Por meio de difragdo de
raios X pode-se distinguir trés tipos de granulos que, dependendo de sua forma e da
estrutura cristalina, se denominam A, B e C (Figura 2.7) (CEREDA et al., 2001). Esses
padrdes de cristalinidade sdao dependentes, em parte, do comprimento das cadeias de

amilopectina, da densidade de empacotamento dentro dos granulos e da presenca de

agua (SAJILATA; SINGHAL; KULKARNI, 2006).

De acordo com Zobel (1964) os granulos de amido apresentam as seguintes

caracteristicas de cristalinidade, quanto ao tipo:

e Tipo A — apresentam picos de intensidade nos angulos de difragcdo 26 em
15,3% 17,1°, 18,2°, 23,5°

¢ Tipo B — apresentam picos de intensidade nos angulos de difracdo 26 em
5,6%, 14,4°,17,2°,22,2° ¢ 24°

e Tipo C — apresentam picos de intensidade nos angulos de difracdo 26 em

5,6, 15,3°,17,3° € 23,5°

Fonte: Bertolini, 2000



Figura 2.7 - Diagrama de difrac¢do de raios X dos amidos de cristalinidade tipos A, B e

C

Intensidade
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Angulo de Difracéo (28)

Fonte: Bertolini, 2000

As cadeias externas relativamente curtas das moléculas de amilopectina (entre
23 e 29 unidades de glicose) favorecem a formagdo de polimorfos cristalinos tipo A,
encontrados nos amidos de cereais; ja as cadeias externas maiores das moléculas de
amilopectina de tubérculos (entre 30 e 44 unidades de glicose) favorecem a formacao de
polimorfos do tipo B, encontrados também em amido de banana, amidos retrogradados
e amidos ricos em amilose. O polimorfo tipo C é composto por moléculas de
amilopectina de cadeias com 26 a 29 moléculas de glicose, considerado um
intermedidrio entre os tipos A e B, sendo caracteristico de amido de leguminosas e
sementes (ELIASSON e GUDMUNDSSON, 2006).

O amido apresenta duplas hélices, com certa semelhanga ao modelo proposto
para a estrutura do DNA. Os modelos cristalinos para os padrdes tipo A e B variam
tanto com a qualidade de dgua que hidrata os residuos de glicose como também com a
densidade do empacotamento do arranjo cristalino (THOMAS e ATWELL, 1999). Os
amidos padrdo tipo B se originam de plantas de ambiente com alta umidade e baixa
temperatura; entretanto, em baixa umidade e alta temperatura podem ser revertidos para
tipo A, provavelmente pela falta de dgua e reorganizacdo das duplas hélices. A

passagem do padrdo tipo A para o tipo B s6 € possivel se os granulos de amido forem



inteiramente destruidos e recristalizados em novo sistema com nivel distinto de
organiza¢do (GALLANT et al., 1992).

O grau de cristalinidade, que pode ser definido como a porcentagem das regides
cristalinas em relagao ao material total, € um parametro valioso a considerar visto que
tem influéncia nas propriedades fisicas, mecanicas e tecnoldgicas dos materiais. De
acordo com Jaycody (2001), citado por Oliveira (2007), a presenca de moléculas de
dgua € fundamental para a manutencdo da cristalinidade do granulo, que pode ser
destruida por acdo mecéanica como moagem, alta pressdo ou por temperatura elevada,
resultando na perda de caracteristicas de birrefringéncia e dos padrdes de raios X.

O exame microscépico dos granulos € importante em virtude de fornecer
informacdes sobre a origem dos amidos contribuindo para sua caracterizagdo. Granulos
de amidos nativos podem ser reconhecidos pela forma, tamanho e posicao do hilo
(FRANCO et al, 2001).

O amido € encontrado nos amiloplastos da célula na forma de granulos e de
tamanhos distintos, com caracteristicas intrinsecas que dependem da fonte botanica,
podendo ser regulares (esférico, semiesférico, oval, angular, elipsoide, poliédrica e
lenticular) ou bastante irregulares (YONEMOTO, 2006). Microscopicamente, 0s
granulos de amido comumente medem de 1 a 35um de didmetro em cereais (trigo,
cevada, milho e aveia) e acima de 100um em batata (THOMAS e ATWELL, 1999).

O tamanho e a forma dos granulos de amido variam com a espécie, conforme
observado na Figura 2.8, e a distribuicdo de tamanho varia com o estagio de
desenvolvimento da planta e forma de tuberizacdo. Outro parametro interessante € a
regularidade na forma, ou seja, diferenca entre didmetros, que indica regularidade do

tamanho (LEONEL, 2007).



Figura 2.8 - Micrografias dos granulos de alguns tipos de amido (A) Manga, (B)
Mandioca e (C) Milho
(A)

19/ TUN8Z

Fonte: Beemiller, Wistler (2009)

Gama et al. (2010) encontrou para amidos de pinhdes cru, cozido e tostado,
granulos de formatos geométricos predominantes como ovais e elipsoides truncados ou
hemisféricos. O tamanho caracteristico (diametro médio) desses granulos se encontra na
faixa de 7 e 20 um. Neste estudo também se observou que a superficie dos granulos é
bastante lisa, sem apresentar irregularidades ou porosidade superficial, semelhante ao
amido de milho. Segundo Vieira et al. (2010), os granulos de amido presentes na fécula
de mandioca apresentam forma oval ou esférica, sendo alguns cdncavo-convexos
caracteristicos e didmetros que variam de 4 a 15 pum, com média 10 pm.

A partir de biomassas extraidas de materiais amildceos, a améndoa da semente
da manga e suas caracteristicas relevantes, podem vir a ser uma fonte promissora para

bioconversdo em etanol de vez que se constitui em um residuo abundante. Apesar disto,
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a producao de etanol necessita, a partir de matérias-primas amildceas, de uma hidrélise
prévia de suas cadeias para a obtencdo de glicose ja que essas matérias-primas nao sao

diretamente fermentaveis.

2.5. Hidrolise

A palavra hidrolise significa decomposicdo pela 4gua, mas sdo raros os casos em
que se pode, em condi¢cdes ambientes, realizar uma hidrélise completa. Para isto é
oportuno operar a temperaturas e pressoes elevadas. Para que a reag@o seja rdpida e
completa € sempre indispensdvel a presenga de catalisadores quimicos, em geral acidos
ou bases, ou enzimas (ALVAREZ-MACARIE et al., 1999).

Sao reacdes organicas e inorganicas em que a dgua efetua uma dupla troca com
outros compostos. Na Figura 2.9 sdo mostradas algumas reagdes de hidrdlise

simplificadas (BARCZA, 2002).

Figura 2.9 - Reagdes de hidrélise

XY + H,O0——> HY + XOH
KCN + H, O —HCN + KOH
C>HsCl + H,O —=HC| + C;Hs0OH

Fonte: Barcza, 2002

Na quimica organica a hidrélise participa de reacdes como saponificacdo de
acidos graxos e outros ésteres, fase final da reacdo de Grignard, inversdo de aguicares e
quebra de proteina. A hidrélise tem sido considerada uma reacdo em que um dlcali é
utilizado no lugar da dgua obtendo-se um sal alcalino de um 4cido, no final (BARCZA,
2010).

No processo de hidrélise do amido hd, além da dgua, a preméncia de
aceleradores quimicos ou enzimadticos capazes de catalisar a quebra das ligacoes
glicosidicas, em temperaturas e pressdes elevadas. A hidrélise dos biopolimeros
constituintes dos granulos de amido quebra as ligacdes glicosidicas progressivamente,

gerando cadeias mais curtas de dextrina, maltose e glicose (URBANO, 2012).



Serdo descritos, a seguir, cinco tipos de hidrdlise e em todos os casos sdo
realizadas em fase liquida ou vapor; entretanto, a fase vapor € a que se vem destacando
cada vez mais na industria; os cinco tipos sdo (SOARES, 2011): hidrdlise pura,
hidrdlise basica, hidrélise acida, hidrdlise enzimatica e fusao alcalina a alta temperatura
porém se dard ateng¢ao a dois tipos: a hidrélise dcida e a enzimatica.

Para que ocorra a conversdo do amido em dlcool é necessdrio que este seja
transformado em actcares, mediante o processo de hidrdlise; referidos produtos

derivados da hidrélise do amido podem ter diversas aplicagdes biotecnoldgicas.

2.5.1. Tipos de hidrolise

2.5.1.1. Hidrolise acida diluida

O processo de hidrélise dcida diluida € um dos mais antigos (SAEMAN, 1945),
mais simples e mais eficientes métodos de producdo de aciicares e demais produtos de
degradacdo, a partir da biomassa (SAXENA et al., 2009). O processo acido diluido é
conduzido sob altas temperaturas e pressoes tendo um tempo de reacdo numa escala de
até minutos, facilitando o processo continuo.

Os processos em que se empregam acidos diluidos, utilizam, em geral, como
catalisador, o acido sulfdrico diluido a 0,1- 0,7% ou o acido cloridrico (CARDOSO,
2008). A hidrdlise ocorre em dois estagios para acomodar as diferencas entre a
hemicelulose e a celulose e 51 para maximizar o rendimento em agucares redutores
provenientes da hemicelulose e da celulose (HARRIS et al., 2001). O uso de altas
temperaturas serve para otimizar a hidrélise da fragdo de celulose mais resistente e tem

sido considerado um pretratamento eficaz em fibras lignoceluldsicas (NGUYEN, 1998).

2.5.1.2. Hidrolise acida concentrada

A hidrélise 4cida usa qualquer dcido concentrado para romper as ligagdes de
hidrogénio entre as cadeias de celulose convertendo-as para um estado totalmente
amorfo e em seu processo usa condi¢des relativamente mais suaves com tempos de
reacOes mais longos (YU et al.,2008). Uma vez que a celulose é descristalizada, ela
forma uma gelatina homogénea com o &4cido; no entanto, a celulose é extremamente

suscetivel a hidrélise neste momento (MANI et al., 2002). Obtém-se, entdo, um
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rendimento mais alto de glicose (90%) e € relativamente rdpido (10-12h) mas a
quantidade de 4cido usado é um fator economicamente critico (SANCHEZ e
CARDONA, 2008).

A hidrdlise 4cida da biomassa lignoceluldsica produz principalmente xilose a
partir da xilana mantendo as fracOes celulose e lignina praticamente inalteradas. A
xilana € mais susceptivel a hidrdlise por tratamentos 4cidos leves em razdo das suas
estruturas amorfas. J4 a celulose necessita de condi¢des de hidrdlises mais severas
considerando-se sua natureza cristalina (RAHMAN et al., 2007).

A hidrélise da celulose catalisada por 4cido € uma reagdo complexa e
heterogénea, envolvendo fatores fisicos e quimicos seguindo o mecanismo de clivagem
das ligagdes glicosidicas B- 1,4. Durante a hidrélise 4acida a xilose € rapidamente
degradada a furfural e outros coprodutos de condensagdo, os quais sdo inibitdrios a
microrganismos (RAO et al., 2006). De forma geral, as reagdes na hidrodlise acida

podem ser representadas por:

e ]%etapa de hidrolise.
(CsHgO4)n + n H,O — n CsH;y0O5
pentosonas pentoses
CsH; 005 — CsH4O, + 3H,0
pentoses furfural

e 2%etapa de hidrolise
(C¢H1005)N + n H,O — n C¢H 206

celulose hexoses

Apesar da complexidade das reagdes o fator ponderante no processo de hidrolise
ndo € a cinética da reacdo mas, sim, a dificuldade em atingir a regido de reacdo na
molécula de celulose pelos catalisadores.

Em comparacdo com a hidrdlise 4cida diluida, a hidrélise dcida concentrada
conduz a pouca degradacdo do agicar e produz rendimentos de aproximadamente
100%. No entanto, a hidrélise 4cida, além de formar compostos inibidores para
subsequente fermentacdo também apresenta outros problemas tais como condicdes de
manuseio severas (pH e temperatura), corrosdao e o elevado custo de recuperagcao do

acido consumido apresentam grandes barreiras devido ao balanco econdmico (MARTIN

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

2001; CORMA et al., 2007; TAHERZADEH et al., 2007).

2.5.1.3. Hidrolise enzimatica

A partir da biomassa vegetal se emprega a hidrdlise enzimatica da celulose a
acucares fermentaveis utilizando microrganismos para a producio de etanol (ORABY et
al., 2007). A degradacdo microbiana dos produtos resultantes dos residuos
lignoceluldsicos € realizada por uma acdo concentrada de varias enzimas com destaque
para as celulases. Para hidrolisar os microrganismos e metabolizar a celulose insolivel,
celulases extracelulares devem ser produzidas (SAXENA et al., 2009).

As celulases devem ser adsorvidas sobre a superficie das particulas do substrato
antes de ocorrer a hidrélise da celulose insoldvel. A estrutura tridimensional dessas
particulas em combina¢do com seu tamanho e forma, determina se as ligacdes -
glicosidicas serdo ou nao acessiveis ao ataque por enzimas.

Isto faz a hidrélise da celulose ser mais lenta em comparacdo com a degradacio
enzimatica de outros biopolimeros. Por exemplo, a taxa de hidrélise do amido por
amilases € 100 vezes mais rapida do que a taxa de hidrélise da celulose por celulases em
condicdes industriais de processamento (SANCHEZ e CARDONA, 2008).

Os processos enzimaticos empregam celulase como biocatalisador de hidrélise,
que requer condicdes brandas, temperaturas préximas a 50 °C, pH na faixa 4,5 - 6,0 e
processo a pressao atmosférica permitindo, ainda, conversdes superiores as obtidas pela
hidrélise quimica, menor destruicdo de agucares e menor acimulo de substancias
toxicas (furfurais e derivados de lignina) que podem afetar as células microbianas que
serdo utilizadas para fermentacdo. Na rota enzimdtica sdo detectados pontos de
economia no processo, tanto do ponto de vista energético como de materiais visto que
os equipamentos podem ser elaborados com materiais menos nobres. As principais

barreiras aos processos enzimaticos, sdo: o custo elevado da enzima celulase comercial
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e o tempo mais longo para se obter altos rendimentos € um consumo energético elevado
para manter os grandes volumes agitados e aquecidos por 48 a 96 horas, além do risco

de contaminacdo (CASTRO; PEREIRA, 2010).

2.6. Fermentacao alcodlica

Utilizada pelo homem hé mais de 6.000 anos com os sumérios e babilonios, que
utilizavam grdos de cereais. Tempos depois, hd 2000 a.C., os egipcios utilizavam
fermento para fabricar pao e produzir bebidas alcodlicas a partir de frutas e cereais
(VILLEN, 2010). Milhares de anos se passaram e apenas hd poucos anos que se
relacionou a fermentacdo com a levedura, que é um fungo amplamente difundido no
meio ambiente com capacidade de viver em ambientes aerobios e anaerobios.

A levedura s6 veio a ser notada por Antonie van Leewenhoek 1623-1723 que
observou uma amostra de cerveja em fermentacdo, com seu microscopio rudimentar.
Em 1815 Gay-lussac formulou a estequiometria da fermentacdo e em 1863 Pasteur
elucidou a natureza microbioldgica da fermentacdo alcodlica como um processo
anaerobico, ou seja, sem oxigénio. Durante as primeiras décadas de 1900 as pesquisas
culminaram com a elucidac@o das reagdes enzimaticas responsdveis pela transformacgdo
quimica do agtcar em etanol e gas carbdnico, no interior da levedura (AQUARONE et
al., 2001).

Este processo € realizado principalmente por leveduras (Sacharomices
cerevisae) em nivel citoplasmatico, com o objetivo de produzir energia a qual serd
empregada na realizacdo de suas atividades fisioldgicas e ainda para seu crescimento e
reproducdo sendo o etanol tdo somente um subproduto deste processo (LIMA et al.,
2001).

O etanol € o principal metabdlito formado na fermentacdo e, consequentemente,
um dos principais componentes de uma bebida alcodlica fermentada. O significado da
palavra fermentacdo tem sofrido muitas variagdes ao longo do tempo. O nome
fermentacdo se deu, a principio, por meio das reagdes de catabolismo de matérias
organicas em anaerobiose resultando na geragcdo de energia, com rapido e tumultuoso
desprendimento de gés, e a origem do nome procedeu do verbo hebraico “fervere”, que
significa ferver (LEPE e LEAL, 2004).

Durante o processo fermentativo outros compostos, além de etanol, gés

carbonico e glicerol, sdo produzidos pela levedura em menores concentragdes € sao
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imprescindiveis para o desenvolvimento do aroma e sabor do produto, como ésteres,
aldeidos, alcodis superiores e dcidos organicos. Alguns metabdlitos secunddrios sdao
responsaveis pela formacdo de odores desagraddveis, como mercaptanas, gas sulfidrico
e dcido acético, o que reduz a qualidade da bebida (DIAS, 2010).

Os substratos utilizados na fermentagdo alcodlica sao altamente varidveis e
podem ser constituidos por produtos de acticar, como caldo de cana-de-actcar, raiz de
beterraba, mel, melaco e frutas ou de matérias amildceas, como graos de amido, raizes,
tubérculos e outros (ALENCAR et al., 2009).

Em geral, os processos fermentativos sdo classificados quanto a fermentacdo
submersa ou em estado sélido. Decisivamente, um dos parametros mais exaltados na
diferenciacdo desses dois tipos de processo € o teor de dgua presente no meio reacional
(CASTRO e PEREIRA JUNIOR, 2010). Segundo tais autores, na fermentagdo estado
sOlido (FES) ha auséncia ou quase auséncia de dgua livre. A 4gua presente nesses
sistemas se encontra complexada com a matriz s6lida de substrato ou como uma fina
camada absorvida pela superficie das particulas.

Na fermentagdo submersa (FS) se utiliza um meio fermentativo liquido em que
as fontes de nutrientes utilizadas s@o soluveis e considerada uma técnica que possui
relativa facilidade de cultivo em grande escala ja que garante a homogeneidade do meio
e a facilidade no controle dos pardmetros do processo, principalmente se monitorados
por sensores adequados (PINHEIRO et al., 2008a).

Para que no cultivo submerso ocorra boa proliferacao celular, o substrato liquido
deve conter uma das fontes de carbono (fonte energética) como, exemplo: fontes
sintéticas (glicose, xilose, maltose, lactose, sacarose, xilana de aveia, pectina de citrus e
glicerol) ou fontes naturais (bagaco de cana-de-acucar, bagaco de laranja, farelo de
aveia, farelo de trigo) entre outros (PINHEIRO et al., 2008b) e uma fonte de nitrogénio
visto que em um meio de cultura devem haver algumas vitaminas necessdrias para o
metabolismo do microrganismo, como o extrato de levedura, a triptona e a protease
peptona. No entanto, em alguns casos hd necessidade de suplementacdo ou alguma
vitamina para que ocorra bom crescimento celular (BECKER et al., 1997).

Nos meios hidrolisados de biomassa vegetal a fermentacdo pode ser conduzida
em batelada-alimentada e continuo. A escolha mais adequada dependerda das
propriedades cinéticas do agente fermentativo sobre o substrato e da viabilidade

econdmica do produto que se deseja obter (HAHN-HAGERDA et al., 2006).
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O processo de batelada alimentada € 1til para o estudo da cinética de processos
fermentativos permitindo a manutencao de baixos niveis de substrato, por longo periodo
de tempo, que é favordvel a estimativa de pardmetros cinéticos; permite, também,
manter concentracdo celular constante e controlar a velocidade de crescimento em
condic¢des transientes (OLIVA-NETO, 1995). No entanto, uma escolha adequada da
vazdo de alimentacdo leva a melhores resultados de produtividade e rendimento do
processo (ANDRIETTA et al., 2013).

De acordo com Pavalak et al. (2011), o processo fermentativo do mosto
hidrolisado de batata-doce, utiliza trés linhagens de Saccharomyces cerevisiae, das
quais duas sdo industriais. A fermentacdo € realizada em batelada alimentada com duas
alimentacdes, iniciada com 2,0 L de hidrolisado sendo adicionados, a cada intervalo de
12 h, 1,5 L de hidrolisado, resultando em valores de rendimento variando entre 4,5 e
6,4% para a linhagem PE-2, a mais indicada para a fermentagdo de batata-doce.

O processo continuo, além de possibilitar reducdo no tempo de fermentacio,
ocasiona menor consumo de substrato para o crescimento celular, sendo quase todo ele
utilizado para a conversdo em dalcool de vez que ja se dispde de uma concentracdo
elevada de células no inicio da fermentagdo. Neste processo o inoculo, ja preparado no
fundo dos fermentados, recebe o mosto em filete continuo até o enchimento da dorna
(CYSEWSKI e WILKIE, 1978). Segundo Barcelos (2012), para que o sistema atinja a
condicdo de estado estaciondrio, ou seja, condicdo na qual as varidveis de estado
(concentragdo de células de levedura, de substrato limitante e de produto) permanecem
constantes ao longo do tempo de operacdo do sistema, tornando necessdria a
manuten¢do de um volume constante de liquido no biorreator.

De acordo com Cysewski e Wilkie (1978), o processo continuo pode ser mais
vantajoso que o de batelada alimentada pois inclui otimiza¢do das condi¢des de
processo para uma produtividade maior, periodo longo de produtividade continua,
maior produtividade volumétrica, reducao dos custos laboratoriais uma vez alcancado o
estado desejado e reduzido o tempo de limpeza e sanitizacao das dornas.

O estudo da cinética de processos microbianos € de suma importancia para os
centros de pesquisa, em razao de quantificar a taxa de crescimento celular, de consumo
de substrato, formacao de produtos e demais parametros relacionados, além de avaliar a
influéncia de fatores externos como pH, temperatura e inibidores, nessas taxas

(VIEGAS, 2003).
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2.6.1. Estudos cinéticos de processos fermentativos

Durante o processo fermentativo seu estudo cinético pode ser realizado
consistindo de uma anélise de evolucdo dos valores de concentracdo de um ou mais
componentes do sistema de cultivo, em func¢do do tempo de fermentacdo, sendo esses
componentes da concentracdo dos microrganismos (X), os produtos do metabolismo ou
metabolicos (P) e os subprodutos (S) que compdem o meio de cultura (SCHMIDELL et
al., 2001). Tais valores experimentais de concentracdo permitem, quando representados
em funcdo do tempo,o tracado das curvas de ajuste, conforme ilustra a Figura 2.10.

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

(SCHMIDELL et al., 2001).

Figura 2.10 - Curvas de ajuste dos resultados de um experimento inventado de

fermentacdo

> Tempo

Fonte: Nascimento, 2012
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2.6.2. Leveduras na fermentacao alcoélica

As leveduras formam uma das mais importantes subclasses dos fungos. As
leveduras sdo classificadas em: Ascomicetos, Basidiomicetos ou Deuteromicetos. O
principal agente da fermentacdo alcodlica, Saccharomyces cerevisae, ¢ um ascomiceto
(LEPE e LEAL, 2004).

As leveduras sdo diferentes dos bolores por serem predominantemente
unicelulares reproduzindo-se normalmente por gemacdo. Esta caracteristica reprodutiva
lhes confere maior velocidade de crescimento e consumo de substrato devido a sua
maior relagcdo drea/volume.

Os critérios tecnoldgicos que fazem com que uma levedura seja utilizada
comercialmente na fermentacdo alcodlica, sdo o alto rendimento e a elevada
produtividade, ou seja, rdpida conversdo de agucar em alcool, com baixa producdo de
componentes secundérios (PATARO et al.,1998).

As leveduras sdo os microrganismos mais utilizados na fermentacio alcodlica;
atualmente, a levedura utilizada € a Saccharomyces cerevisae, que € um aerdbio
facultativo; entretanto, as bactérias também sdo capazes de produzir etanol mas ndo sio
utilizadas por questdes econOmicas; na fermentacdo alcodlica € adicionada, a mistura,
uma levedura a qual metaboliza os carboidratos transformando-os em etanol e liberando
dioxido de carbono. Esta etapa pode ocorrer em processo continuo ou descontinuo
(HAHN-HAGERDAL, 2006).

O género Saccharomyces € um dos grupos de microrganismos mais estudados
pela comunidade cientifica cujo interesse € funcdo da ampla aplicacdo desses
microrganismos de biotecnologia. Esta levedura tem sido relatada como agente de
transformagdo, desde 1800 (ANDRIETA e STECKELBERG, 2006).

As células de levedura sdo esféricas, elipticas ou cilindricas, variando
grandemente suas dimensdes. A Saccharomyces cerevisae apresenta forma esférica ou

eliptica, como mostrado na imagem da Figura 2.11.
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Figura 2.11- Levedura Saccharomyces cerevisae

Fonte: Lallemand, 2010

As leveduras sao microrganismos mesofilos, sendo que a temperatura 6tima estd
entre 26-35 °C. O controle de temperatura € essencial pois se a temperatura aumentar a
velocidade da fermentacdo também aumenta porém eleva o risco de contaminacio e

torna a levedura mais sensivel a toxidade do etanol gerado (BORZANI et al., 2001).

2.6.3. Bioetanol

O bioetanol € a obtencdo do etanol através da biomassa para que este possa ser
usado diretamente como combustivel ou através da transesterificacdo possa se juntar aos
ésteres do oleo vegetal e formar outro tipo de combustivel (PEREZ et al., 2010)

O etanol pode ser obtido por matérias-primas variadas, segundo BAZILIO et al.
2008 amildceas (mandioca, batata doce, milho e outros graos), celuldsicas (madeiras e
residuos agricolas, dentre os quais se destacam o bagaco de cana-de-actcar) e as
sacarinas (cana-de-agucar, sorgo sacarino e beterraba). O bioetanol pode ser obtido a
partir de qualquer biomassa que tenha quantidades significativas de carboidratos,
particularmente amido ou agucares.

No Brasil a produgdo de élcool € tradicionalmente fundamentada na cultura da
cana-de-acticar mas as necessidades energéticas no mundo viabilizam a producgdo de
dlcool a partir de fontes alternativas, dentre elas as tuberosas amildceas, como a
mandioca entre outras, permitem visualizar essas culturas como matéria-prima para a

producdo de dlcool.

28



Além da sacarose da cana-de-aguicar outra fonte de carboidratos utilizada em
alguns paises, como Estados Unidos e Franca, na producdo de etanol, é o amido
(MONTESINO e NAVARRO, 2000). O amido é considerado uma das fontes mais
abundantes de carboidratos na natureza.

O Brasil é, atualmente, o maior produtor mundial de etanol e lidera a producao
de cana-de-acucar, principal matéria-prima do etanol, sendo esta uma industria que
movimenta varios bilhdes de ddlares por ano e representa menor dependéncia do
petréleo. Desta forma, estd sendo desenvolvida uma tecnologia que permite a obtengdo
de etanol a partir da celulose presente no bagaco da cana-de-acticar e na palha
descartada na colheita. E o principal pais do mundo em implantar, em larga escala, um
combustivel renovavel alternativo ao petréleo (URBANO, 2012).

O etanol brasileiro tem baixa toxicidade e obedece a rigorosas especificagcdes
técnicas e padrdes internacionais. E fonte limpa e acessivel de combustivel renovével,
reduz significativamente emissdes de gases do efeito estufa (GEE); quando comparado
a outros combustiveis, tem alta produtividade por hectare de cana-de-actcar plantado e
alto rendimento como fonte energética.

A produgdo de etanol total no Brasil fechou em 23,64 bilhoes de litros na safra
2012/13, conforme ilustra a Figura 2.12 e € estimada em 27,17 bilhdes de litros para
2013/14, um incremento de 3,53 bilhdes de litros, alta de 14,94%. Deste total 12,02
bilhoes de litros deverao ser de etanol anidro e 15,16 bilhdes de litros serao de etanol
hidratado. Assim, o etanol anidro deverd ter um acréscimo de 21,96% na producio € o
etanol hidratado terd aumento de 9,93%, quando comparados com a produgdo de etanol
da safra anterior. Este estudo aponta, para a Regido Nordeste, um acréscimo de 17,94%
na producdo de etanol hidratado e reducdo de 7,74% do etanol anidro. Esta regido deve

responder por 2,47% da producao de etanol do pais (CONAB, 2013).
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Figura 2.12 - Producdo de etanol no Brasil, safra 2012/13

Bilhdes de litros

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

I Anidro [ Hidratado Etanol Total

Fonte: CONAB (2013)

No cendrio energético do pais e do mundo o etanol voltou a ocupar lugar de
destaque. No caso brasileiro, o dlcool renasceu com o surgimento dos carros
bicombustiveis, além das varias manifestacdes de governos e empresas, que mostraram

o potencial de mercado e da tecnologia de producgdo de etanol (OLIVEIRA et al., 2006).

2.7. Planejamento experimental fatorial

De acordo com Rodrigues e Iemma (2005) o planejamento de experimentos &
utilizado na otimizacdo de produtos e processos minimizando custos € tempos e
maximizando rendimento, produtividade e qualidade de produtos, dentre outros
objetivos.

O planejamento experimental fatorial ¢ um método que permite a verificacdo dos
efeitos individuais e de interacdo de todas as varidveis mais importantes para o
processo, a avaliacdo dos erros experimentais e de regressao e a modelagem empirica
dos resultados em func¢do das varidveis escolhidas, usando-se programas estatisticos de
regressao (GOUVEIA et al., 2002).

O principal objetivo do planejamento fatorial é relacionar, empiricamente, as
variaveis de resposta com as varidveis de entrada, além de ser possivel determinar

estatisticamente o efeito de cada varidvel na(s) resposta(s) desejada(s).
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Sendo o planejamento experimental um método baseado e executado com técnicas
estatisticas, € de fundamental importancia a avaliacdo dos modelos empiricos obtidos
por meio de regressdo dos dados experimentais mediante uma andlise estatistica,
utilizando-se o coeficiente de determinagao (R?) e o valor estimado para o teste F. Para
a regressao nao ser apenas estatisticamente significativa mas util para fins preditivos, o
valor de Fiycunado deve ser acima de quatro a cinco vezes o valor de Fipeado (BARROS
NETO et al., 1995).

Segundo Pimentel-Gomes e Garcia (2002), o teste ou prova de F, foi descoberto
por Ronald A. Fisher e ligeiramente modificado por George Snedecor; esse teste
considera duas hipéteses relativas as médias de tratamentos: que todas as médias sdao
iguais, do ponto de vista estatistico e que ha diferengas entre as médias de tratamentos.

A partir das equagdes de regressdo geradas utilizando-se o planejamento
experimental, pode-se representar, geometricamente, essas equacdes, denominando-as
curvas de resposta ou superficies de resposta, nas quais geralmente figuram duas ou
mais varidveis independentes (PIMENTEL-GOMES e GARCIA, 2002).

Segundo ELIBOL e OZER (2002), a metodologia de superficie resposta é uma
técnica matemadtica e estatistica usada para determinar os efeitos de diversas varidveis e
que pode ser aplicada para otimizar diferentes processos biotecnoldgicos. Alterando tais
varidveis a0 mesmo tempo, a dependéncia entre elas pode ser mostrada graficamente
num diagrama de contorno das respostas. As respostas, no caso, sdo representadas por
linhas de contorno e o “cume” dessas linhas representa a regido desenhada pelas
varidveis em estudo na qual a resposta conseguida ¢ maxima (COLEN, 2006). A
superficie de resposta e a projecdo de seus cortes sobre o plano dos fatores gerando as
curvas de contorno, podem simplificar a interpretacdo dos resultados.

A aplicacdo da metodologia se inicia a partir das condi¢Oes experimentais que,
usualmente, tém sido usadas, levando-se em consideracdo o nivel da resposta as
condi¢cdes empregadas para as varidveis indiferentes. Para saber se € possivel melhorar
o rendimento empregando-se outros valores para as varidveis em questdo, € necessario
investigar a superficie de resposta (COLEN, 2006). A faixa 6tima das varidveis em
questdo, fornecida pela superficie de resposta, € muito mais interessante do que apenas
um valor pontual, pois ela fornece informagdes sobre a robustez do processo

(RODRIGUES e IEMMA, 2005).
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2.8. Producao de bioetanol a partir da extracao do amido e diversos produtos

Diversos estudos utilizando residuos agroindustriais do processamento de
alimentos tém sido realizados visando a reducdo do impacto ambiental e ao
desenvolvimento e tecnologias que agreguem valor aos produtos obtidos, tais como
palhas, casca de frutas, caro¢o ou semente de frutas, bagaco de cana-de-actcar e outros
de natureza organica.

Zuninga et al. (2013) afirmam, estudando o processo de hidrdlise dcida da
farinha do mesocarpo do coco babacgu para avaliar a influéncia do acido no processo
hidrdlise e producdo de bioetanol, que o mesocarpo representa 20% do fruto inteiro e é
composto de até 60% de amido de vez que sua producdo € feita através da conversao de
amido. Verificou-se que os 4cidos testados (cloridrico, sulfurico e fosférico) e as
concentracdes (1, 3, 5, 7 e 9%) de acidos concentrados apresentaram efeitos
significativos e o teor de acucares redutores foi aumentando de forma gradual a medida
que a concentracdo dos dcidos aumentava. Verificou-se, também o 4cido sulftrico
proporcionou melhor resultado sendo que, ao utilizar acido sulfirico na concentracao de
9% de acido cocentrado, obteve-se o percentual de 67,2% para a producdo de agucar.

Aquino et al. (2010) realizaram um estudo com améndoa de sementes de manga
na producdo de biodiesel e comprovaram que a gordura extraida da améndoa da
semente da manga tem potencial para a producdo de biodiesel. Essas améndoas foram
retiradas dos carocos das mangas acondicionadas em estufa para secagem (100 °C) e em
seguida trituradas para extracdo dos lipideos. Os lipideos foram extraidos através do
Soxhlet (hexano) e a separacdo realizada por meio de uma destilacio simples. Os
lipideos foram testados como provavel fonte para a produgdo de biodiesel por meio da
reacdo de transesterificacdo, pela rota metilica, na presenca de catalisador bdsico
(NaOH), sob agitacao magnética e durante 1h. As técnicas de Ressonancia Magnética
Nuclear de Prétons (RMN-H!) e Cromatografia Gasosa-Espectroscopia de Massa
(GC/MS) foram utilizadas para uma anélise preliminar do biodiesel.

Gaewchingduang e Pengthemkeerati (2010) utilizaram uma suspensao de farelo
de mandioca 2% diluida em 4cidos (4cido sulftiirico e acido fosférico) de diferentes
concentracdes (0,05 - 0,5 M) que foi hidrolisada em autoclave a vdrios niveis de
temperatura (115 — 130 °C) e tempo de reacdo (15 - 90 minutos) obtendo-se a maior

taxa de agucares redutores com 0,1 M H>SO4 a 120 °C por 60 min ou em 130 °C por 30
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min. Neste estudo o dcido sulftrico teve uma capacidade maior de hidrolisar o farelo de
mandioca que o 4cido fosférico.

A hidrélise do amido de tubérculos de batata doce por HCI e H,SO4 em
diferentes propor¢des de material vegetal em solucdo 4cida, foi investigada por Tasic et
al. (2009). O maior rendimento de dextrose equivalente 94% e 0,04 g/L. de 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF) foi conseguido com HCI 1 M, a 0,089 min'l e na
proporcdo de 1:2 (p/v). A producdo de etanol de 31 g/L foi obtida na fermentacido de
hidrolisado preparado sob as condi¢des 6timas de hidrdlise por leveduras de panificagao
comercial a 28 °C, durante cerca de 18 horas.

Ribeiro et al. (2009), otimizaram a producdo de glicose a partir do amido da
batata-doce visando a producdo de etanol, através do processo de hidrélise 4cida
utilizando 4cido cloridrico concentrado (HCL). Foram testadas duas metodologias
baseadas na hidrélise do amido da mandioca, hidrélise em banho-maria a 97 °C e em
autoclave a 120 °C. Os experimentos realizados em autoclave com amostras iguais as
realizadas em banho-maria, apresentaram resultados mais expressivos.

Gongalves et al. (2009) verificaram, estudando a produgdo de etanol a partir da
hidrdlise dcida do amido de mandioca, que a mandioca branca forneceu o maior teor de
glicose durante o processo, 26,4%, com 4cido sulftirico na concentragdo de 1%.

Vieira et al. (2009) obtiveram em estudo bioetanol, a partir do mesocarpo do
babacu, que € rico em amido na sua composicao.

Ostrowski et al. (2008) observaram, estudando a produg@o do alcool etilico a
partir da conversao do amido de mandioca em glicose por via enzimdtica, que esse tipo
de fermentagdo (processo) pode ser muito vidvel para o Brasil e de grande interesse do
ponto de vista comercial, por se tratar de uma nova fonte de matéria-prima para a
producao de etanol.

Realizando a hidrélise acida do amido da torta de mamona, Melo et al. (2008)
apresentaram teor de amido igual a 48 + 0,53% (m/m). A hidrdlise quimica resultou em
27,3 g/L’'de agticares com 33,4% de eficiéncia de hidrdlise. O hidrolisado obtido foi
fermentado originando 11 g/L'lde etanol (Yps = 0,48 g'l). O processo de hidrdlise 4cida

foi capaz de promover destoxificacdo da torta de mamona.
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3. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1. Matéria-prima

Esta pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Quimica de Biomassa (LQB),
Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) da Unidade Académica de Engenharia
Quimica e no Laboratério de Armazenamento e Processamento de Produtos Agricolas
(LAPPA), da Unidade Académica de Engenharia Agricola da Universidade Federal de
Campina Grande-PB.

Améndoas da semente da manga (Mangifera indica L.), chamada regionalmente
“manga espada” (Figura 3.1), fisiologicamente desenvolvida, foram adquiridas na

industria de polpa de frutas, POLPA IDEAL, na cidade Jodo Pessoa, PB.

Figura 3.1 - Améndoa da semente da manga
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3.2. Processamento da améndoa da manga

3.2.1. Preparo da matéria-prima

As améndoas das sementes da manga selecionadas conforme sua uniformidade
em coloracdo, auséncia de danos fisicos, tamanho e firmeza, foram lavadas em &4gua
corrente para retirada de detritos, tais como terra e demais corpos estranhos;
descascados de forma manual para remogdo da pelicula que cobre as améndoas e
submetidos a uma segunda lavagem com a finalidade de eliminar as sujidades

remanescentes do descascamento; a seguir, prosseguiu-se a extracao do amido.

3.2.2. Extracao e purificacdo do amido

A extragdo do amido da manga foi procedida conforme metodologia de
Adebowale et al., (2006). As améndoas cortadas em pequenos pedacos foram deixadas
em i1mersdo durante 24 horas na solucdo a 0,5% de bissulfito de sddio, com 4dgua
refrigerada, a temperatura de 5 °C para evitar o escurecimento enzimdtico. Apds esta
etapa as améndoas foram bem lavadas, pesadas e trituradas em liquidificador industrial,
marca Fak, com capacidade para 8L e poténcia de 600 W, em velocidade méxima e
depois misturadas com agua destilada na propor¢do de 1:3 m/v (améndoa: dgua,), por 5
minutos, peneiradas em peneira com abertura de 0,212 mm para eliminar as fibras das
améndoas. As etapas do processamento de extracdo do amido obtido a partir da

améndoa da semente da manga, estdo expostas no fluxograma da Figura 3.2.
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Figura 3.2 - Fluxograma do processo de extracdo do amido da améndoa da semente da

manga
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A suspensdo do amido filtrado, leite do amido, foi decantado por de 72 h, em
ambiente refrigerado a 5 °C, periodo apds o qual o liquido era drenado e novamente se
adicionava 4gua destilada, para restaurar o volume. Esta operacdo foi repetida vérias
vezes até que o sobrenadante apresentasse cor limpida e clara, caracteristicas de amido.
O precipitado obtido foi transferido para bandejas de aluminio e seco em estufa com
circulacio de Ar, Modelo SL 102 - Solab, a 50 °C, por aproximadamente 24 h.

Qualitativamente, o amido extraido da améndoa da semente da manga
apresentou as seguintes caracteristicas: p6 fino, branco, rangendo quando apertado na
mao e tendendo a formar aglomerados (Figura 3.3). O amido obtido foi seco em estufa a
vacuo, a temperatura de 50°C até que o teor de dgua fosse inferior a 13% e, em seguida,
peneirado em peneira de malha 0,212mm. O amido obtido foi armazenado em sacos de
polietileno, em local seco, para evitar que absorva umidade e longe de qualquer outro
produto do qual ele possa absorver aromas e sabores estranhos, acondicionados em
recipientes hermeticamente fechados, em temperatura ambiente até sua posterior

utilizacdo.

Figura 3.3 - Amido da améndoa da semente da manga

Fonte: Arquivo pessoal, 2011
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3.3. Rendimento da extracao da améndoa da semente da manga

O rendimento prético (Rp) da extra¢do foi calculado em porcentagem de massa
de amido da manga obtido em relacdo a massa bruta de tubérculos triturada, com seu

teor de 4gua original por meio da Equacao 3.1.

Rp = m—lt x 100 (3.1)

onde:
R, = rendimento pratico, %;
m, = massa de amido obtida apds a secagem, g;

m; = massa das sementes trituradas, g.

Calculou-se o rendimento da extracdo, em termos de matéria seca (Rys), como
porcentagem da quantidade de matéria seca da massa de amido de manga obtido em
relacdo a quantidade de matéria seca da massa de tubérculos triturada, conforme a

Equacdo 3.2.

R, ¢ = Ca -1, x 100
mS = T (3.2)

onde:

R..s - rendimento em termos de matéria seca, %;

M, _massa de amido de manga obtida apds a secagem, g;

M;; - massa da semente triturada, g;

C, . teor de matéria seca do amido obtido apds a secagem, %;

C, . teor de matéria seca da semente triturada, %.

3.4. Analises fisico-quimicas

Inicialmente, as améndoas das sementes da manga espada e amido extraido
foram caracterizadas, quanto aos parametros descritos a seguir. Todas essas andlises
descritas a seguir foram realizadas com trés repeti¢des e os resultados expressos como

valores médios seguidos de desvios padroes.
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3.4.1. Teor de agua

Foi determinado para a améndoa da semente de manga e o amido, de acordo
com os métodos descritos por Brasil (2008). A Equacao 3.3 foi utilizada para calcular o
teor de agua.
(peso inicial — peso final da amostra)

T 2 %) = 1 33
eor de agua (%) peso inicial da amostra x 100 (3-3)

3.4.2. Potencial hidrogenionico (pH)

O pH foi determinado através do método potenciométrico, com medidor de pH
da marca Tecnal modelo Tec - 200, calibrado com solu¢des tampao (pH 7,0 e 4,0) e
determinado de acordo com a metodologia proposta por Brasil (2008). Os resultados

foram expressos em unidades de pH.
3.4.3. Acidez total titulavel

A acidez total titulavel foi determinada pelo método acidimétrico utilizando-se
uma solucdo tampdo padronizada de NaOH 0,IN. Os resultados foram expressos pela
Equacdo 3.4 em percentagem de dcido citrico, segundo Brasil (2008).

Vxfx100

Acidez = ——— (3.4)
mxc

onde:

V = volume da solu¢do de hidroxido de sodio 0,1 mol/L"! gasto na titulagdo, mL
f = fator da solu¢do de hidréxido de sédio 0,1 mol/L!

m = massa da amostra usada na titulacdo, g

¢ = corre¢do para a solucao de NaOH 1 mol/L™, 10 para a solu¢do NaOH 0,1 mol/L"!
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3.4.4. Residuo mineral fixo (cinzas)

O teor de cinzas foi determinado segundo o método descrito por Brasil (2008) e

pela diferenca de massas com aproximagao de 0,01%, conforme a Equagao 3.5.

massa final da amostra

Cinzas (%) = 100 (3.5)

. X
massa inicial da amostra

3.4.5. Fibras

O teor de fibra bruta foi determinado segundo as normas propostas por Brasil
(2008). A amostra foi submetida a uma digestdo 4cida utilizando-se solucdo aquosa
contendo 4cido acético glacial, dcido nitrico e 4cido tricloracético. Os resultados foram

expressos em percentagem, conforme a Equagdo 3.6.

Fibra bruta =
ibra bruta P

onde:
N = massa da fibra, g

P = massa da amostra, g
3.4.6. Proteina

A quantificacdo da proteina residual foi determinada pelo método de Kjeldahl
classico, utilizando-se o fator de conversdo 5,28 (para améndoas) visando transformar a
massa de nitrogénio encontrada em massa de proteinas. O procedimento realizado foi
conduzido de acordo com a metodologia proposta por Brasil (2008). Os resultados
foram expressos na Equagdo 3.7, em percentagem.

Vx0,14xf

Proteina = ——— (3.7)
m

onde:
V = diferenca entre volume de acido sulfirico 0,05 mol/L ! volume de hidréxido de
s6dio 0,1 mol/L™" gastos na titulagdo, mL

m = massa da amostra, g
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f = fator de conversao
3.4.7. Amido

O teor de amido foi determinado através da hidrélise dcida do amido a glicose
em autoclave, utilizando-se solucdo concentrada de 4cido cloridrico (HCl) e
caracterizacdo da glicose pelos reagentes de Fehling A e B, por titulagdo, conforme a
metodologia descrita por Brasil (2008). Os resultados foram expressos na Equagdo 3.8,

em percentagem.

100XAXaXO,9 (38)

Amido(%) = —

onde:

A = volume da solu¢do P da amostra, mL

a = massa de glicose correspondente a 10 mL das solugdes de Fehling, g
m = massa da amostra, g

V = volume gasto da solu¢do, mL
3.4.8. Lipideos

Os lipidios (matéria graxa) foram extraidos em um extrator Soxhlet, segundo a
metodologia descrita por Brasil (2008). Os resultados foram calculados através da

Equacido 3.9.

Lipideos (g) = 100xN (3.9)

onde:
N = massa de lipidios, g

P = massa da amostra, g
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3.4.9. Aciicares redutores (AR)

O teor de agucares redutores foi determinado pelo método titulométrico de Lane
e Eynon, utilizando-se solu¢des de Fehling, seguindo o procedimento descrito por Brasil

(2008). Os resultados foram expressos na Equacdo 3.10, em percentagem.

100xAxa (3_10)

Glicideos redutores, em glicose =
mxV

onde:

A = volume da solu¢do de P g da amostra, mL

a = massa de glicose correspondente a 10 mL das solugdes de Fehling, g
m = massa da amostra em g

V = volume da solu¢do da amostra gasto na titulacao, mL
3.4.10. Acucares redutores totais (ART)

O teor de agucares redutores totais foi determinado pelo método titulométrico de
Lane e Eynon, utilizando-se solu¢des de Fehling, seguindo o procedimento descrito por

Brasil (2008). Os resultados foram expressos na Equacdo 3.11, em percentagem.

100xAxa

Glicideos redutores, em glicose =
mxV

(3.11)

onde:

A = volume do baldao volumétrico, mL

a = fator da solucdo de fheling

m = massa da amostra (de acordo com a aliquota tomada), g

V = volume gasto na titulagdo, mL
3.5. Analises morfoldgicas do amido da manga

Visando verificar a morfologia do amido extraido da améndoa da manga, foram
realizadas as andlises de difracdo de raios X (DRX) e Microscopia Eletronica de

Varredura (MEV).
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3.5.1. Analise da morfologia do amido natural e hidrolisado com os catalisadores

H,S04 e H3;PO4 por microscopia eletronica de varredura (MEV)

Com o objetivo de observar e verificar o efeito dos tratamentos com o0s
catalisadores 4cidos realizados nas condi¢des otimizadas sobre a superficie dos granulos
do amido extraido da améndoa da semente da manga, as amostras do amido foram
fixadas com fita adesiva dupla face condutora em suporte de aluminio (stubs); depois,
foram metalizadas com uma liga de ouro/palddio de 10 nm em metalizador Quick
Coater SC-701(Sanyu Electron, Téquio, Japao); posteriormente, as amostras foram
mantidas em dessecador até o momento da anélise.

A técnica de Microscopia Eletronica de Varredura foi empregada utilizando-se
um Microscopio Eletronico de Varredura de bancada, modelo TM-1000, marca
HITACHI, com aumentos de até 10.000 X, profundidade de foco de 1 mm, resolucio de
30 nm, 15 KV, baixo vicuo e pressdo variada (1 a 270 Pa). A referida andlise foi
realizada no Laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais — CERTBIO,

da Universidade Federal de Campina Grande — UFCG.

3.5.2. Determinaciao do padrao de cristalinidade do amido por difracao de raios X
(DRX)

Foram feitos difratogramas de raios X do amido natural, na forma de pd,
contendo cerca de 11% de umidade. A amostra foi caracterizada quanto a estrutura por
difracdo de raios X. A partir dos dados de difracdo foi realizada a identificacao das fases
e calculado o grau de cristalinidade. O equipamento utilizado foi LAB X — RAY
Difractometer 6000 da Shimadzu, com radiacio monocromdtica de cobre. A varredura
foi realizada na regido de 10 a 40° - 26 usando uma velocidade de 2°. min” e radiagcdo
CuKa (A = 1,5418 A), gerada aplicando-se voltagem e corrente de 35 KV e 15 mA,
respectivamente; para a identificacdo das fases foi utilizado o programa (Pmgr) da
Shimadzu.

A cristalinidade foi obtida no programa PDF-2 utilizando-se o coeficiente de
correcdo de Lorentz, quando foi possivel calcular o indice de cristalinidade relativa (IC)
desenvolvido por Lendi et al. (2000) calculado a partir dos difratogramas, segundo a

Equacdo 3.12.
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IC—-1A

T (3.12)

0, =
/OICR

3.6. Planejamento fatorial para o processo de hidrolise acida do amido da améndoa

da semente da manga

Com vista a realizacdo da hidrdlise 4cida, foram estudadas, inicialmente, as
varidveis independentes que mais influenciaram no processo de hidrélise, como
temperatura, concentracdo dos dcidos sulftrico (H,SOy) e fosférico (Hs;PO4) e tempo de
reacdo e as varidveis dependentes o rendimento, as concentracdes de glicose e
hidroximetilfurfural (HMF) (mg.L'l) a partir do planejamento fatorial do tipo 2%, com
trés repeticdes no ponto central. Todos os experimentos foram realizados em duplicata
objetivando-se a identificacdo das varidveis que influenciam significativamente o
processo de hidrolise dcida do amido da améndoa da manga. Para a andlise de regressao
dos dados experimentais do planejamento fatorial foi empregado o programa Statistica,
versdo 7.0.

Os valores reais dos niveis para os fatores codificados utilizados no
planejamento sdo apresentados na Tabela 3.1 e na Tabela 3.2 se encontra a matriz de
planejamento fatorial do tipo 2%, com triplicata no ponto central que foi executada para
o processo de hidrélise dcida com os dcidos sulfirico e fosférico. Para melhor
comparacdo o processo de hidrdlise do amido extraido da semente da manga foi uma
adaptacdo da metodologia empregada na hidrélise acida do farelo de mandioca
(FREITAS et al., 2009).

Os niveis reais apresentados foram definidos tomando-se como referéncia, os
estudos de otimizacdo de utilizacdo da fécula de mandioca na produgdo de bioetanol
(OLIVEIRA, 2011; SILVA et al. 2008) e a partir dai foram realizados testes
preliminares para a escolha das concentragdes do d&cido sulftirico e fosférico,

temperaturas e o tempo de reacdo, adaptando-se ao presente trabalho.
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Tabela 3.1 Niveis em valores reais para os fatores investigados no planejamento fatorial

2% com trés repeticdes no ponto central

Variaveis Nivel (-1) Ponto Central (0) Nivel (+1)
Concentracao H,SO4 e H3PO4 (%) 1,0 3,0 5,0
Temperatura (°C) 80 90 120
Tempo de reagc@o (min) 30 60 90

Tabela 3.2 Matriz de planejamento fatorial do tipo 2} com trés repeticdes no ponto

central utilizada na hidrélise

Experimento Temperatura da Tempo de reacio Concentracio do
(n°) hidrélise (°C) (min) éc(i%‘;
1 -1 (80) -1 (30) -1(1,0)
2 +1 (120) -1 (30) -1(1,0)
3 -1 (80) +1 (90) -1(1,0)
4 +1 (120) +1 (90) -1(1,0)
5 -1 (80) -1 (30) +1 (5,0)
6 +1(120) -1(30) +1(5,0)
7 -1(80) +1(90) +1(5,0)
8 +1(120) +1(90) +1(5,0)
9 0(100) 0(60) 0(3,0)
10 0(100) 0(60) 0(3,0)
11 0(100) 0(60) 0(3,0)

Apo6s execucdo da matriz de planejamento para cada processo de hidrdlise, cada
varidvel dependente foi analisada separadamente tendo o seu modelo gerado. A andlise
de variancia (ANOVA) foi realizada para verificar a significancia estatistica dos
modelos obtidos. A qualidade do ajuste do modelo foi expressa pelo coeficiente de
determinacdo (R2?) e sua significancia estatistica condicionada pelo teste F. Os efeitos
das varidveis independentes e de suas interacdes foram mensurados pela andlise do

diagrama de Pareto e pelas curvas de superficie de resposta e curva de nivel.
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3.7. Hidrdlise acida do amido extraido da améndoa da semente da manga

A hidrélise do amido da améndoa da semente da manga foi realizada em reator
de vidro, com refluxo, com as varidveis do processo determinadas pelo planejamento
realizado anteriormente (Tabela 3.2).

Os ensaios foram realizados em um sistema formado por 06 reatores tubulares
de aco inoxiddvel, com volume util de 160 mL (Figura 3.4. B), com tampas de aco
roscavel em uma das extremidades, imerso por um banho de 6leo com aquecimento

controlado (Figura 3.4 A).

Figura 3.4. (A) Banho de 6leo com aquecimento controlado sob agitacdo; (B) Reator

tubular (Arquivo pessoal, 2014)

Para a produgdo do licor hidrolisado cada reator foi alimentado com 5 gramas do
amido da semente da manga e 100 mL de -catalisador acido, nas diferentes
concentracdes e na propor¢ao de solucdo 4cida/amido de 1:20 (m/v) necessdrio para
ocupar um volume do reator suficiente para ndo permitir grande variacdo na
concentracdo da mistura hidrolisada.

ApOs a alimentacdo os reatores foram imersos no banho de 6leo pré-aquecido
com temperatura de 10 °C, acima da temperatura de trabalho, para facilitar o equilibrio

térmico na temperatura de trabalho, num tempo médximo médio de 5 minutos. A
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hidrélise dcida do amido da améndoa da semente da manga foi realizada em vdrios
tempos 30, 60 e 90 minutos, temperaturas de 80, 90 e 120 °C e concentragdo das
solucdes de H,SO4 e HsPO4 de 1,0, 3,0 e 5,0%, escolhidas através de planejamento
fatorial do tipo 2°, com trés repeticdes no ponto central; apds atingir os tempos
estabelecidos os reatores eram retirados do banho de 6leo e resfriados rapidamente em
dgua corrente, objetivando interromper a reacdo de hidrdlise.

Ao término da hidrdlise dcida a suspensdo foi filtrada a vacuo, para a remog¢ao
dos compostos hidrolisados e o residuo seco em estufa a 105°C £ 5 °C. Ajustou-se o pH
do licor hidrolisado para o pH = 4,5 usando a solu¢do de NaOH para, em seguida,
submeté-lo a andlise cromatogréfica para a determinacdo das concentracdes de glicose e

hidroximetilfurfural (HMF), de acordo com o planejamento fatorial proposto.
3.7.1. Rendimento do processo de hidrélise acida

Para a determinac¢do do rendimento do processo de hidrdlise 4cida, definido
como a porcentagem do amido da manga que foi convertido em glicose, foi considerada
a utilizacdo de um fator de conversdo de 100% assumindo que 100,0 gramas de amido

produzem 110,0 g de glicose, segundo a equacdo 3.13.

concentracdo de glicose hidrolisada x 100 (3.13)

Rendimento da hidrélise % = — - —
concentracao de glicose teorica

A concentragdo de glicose da hidrélise (mg.L") foi determinada a partir da
andlise cromatografica realizada no licor hidrolisado, de acordo com a metodologia

descrita no item 3.6.

3.8. Caracterizacio do licor hidrolisado do amido da manga

As amostras dos licores hidrolisados obtidas apds cumprimento da matriz do
planejamento fatorial do tipo 2%, com triplicata no ponto central, foram submetidas a
andlise do teor de glicose e do inibidor hidroximetilfurfural (HMF) visando avaliar o

ponto otimizado da concentragdo de aguicares fermentesciveis.
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3.8.1. Determinacdo das concentracoes de glicose e do inibidor

hidroximetilfurfural (HMF)

As concentracdes de glicose e do inibidor hidroximetilfurfural (HMF) presentes
nos licores hidrolisados pelos &4cidos sulfirico e fosférico, foram determinadas por
CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), seguindo a metodologia descrita por
NREL (2008). Para a andlise utilizou-se um cromatdgrafo equipado com uma bomba
modelo ProStar 210 (Varian); injetor manual com loop de 20uL; detector de indice de
refracdo modelo ProStar 356 (Varian) UV/ visivel, comprimento de onda 284 nm;
coluna analitica de aco inox Hi-Plex H (300mm x 7,7 mm; Varian); temperatura da
coluna de 40 °C; fase mével: solug¢do de 4cido sulfurico0,005 Mol/L com vazao de 0,6
mL/min e tempo de andlise: 60 min. Antes de serem injetadas as amostras foram

previamente diluidas e filtradas em filtro “Sep-Pack” C18 (Millipore).

3.9. Estudo do processo fermentativo do licor hidrolisado do amido da manga

3.9.1. Obtencao do microrganismo

A levedura utilizada na fermentagdo alcodlica para a produgdo de bioetanol foi a
Saccharomyces cerevisiae industrial cepa Y- 904 e também o composto nutricional
industrial Nitrofés, produzida e doada pela CBB — Biomassa e Bioprocessos contendo
os elementos: fosforo, nitrogénio, magnésio, manganés e zinco na forma seca, mantido

a-18 °C até o uso.

3.9.2. Fermentacao do licor hidrolisado

As fermentagdes alcodlicas dos licores hidrolisados foram realizadas em Becker
com volume final de 1L, contendo 500 mL do licor hidrolisado (Figura 3.5), 0,3 g de
nutrientes Nitrofés (0,6 gL ") e 6 g de levedura. A agitacio do meio fermentativo foi
mantida em uma camara incubadora com movimento rotatério (SHAKE — Tecnal TE-

420) a 170 rpm, em temperatura controlada de 32 °C, para avaliar a producao de etanol.
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Figura 3.5. Licores hidrolisados pelos catalisadores: (a) H,SO4 e (b) H3;PO4

As fermentagdes dos licores hidrolisados foram acompanhadas, ao longo do
tempo, pelas medidas de concentragdes de glicose e etanol, ao final de 12 h. Aliquotas
de 1 mL, do meio em fermentacdo, foram coletadas em intervalos regulares de 1 h e
centrifugadas em centrifuga marca Cu-5000 — Damon/IEC Division, a 5000 rpm, por 15
min, para a separagdo das células de levedura do sobrenadante. O sobrenadante foi
diluido e filtrado em membrana de PTFE (politetrafluoroetileno) com porosidade de
0,20 pm (Chromafil Xtra) para a determinagao das concentracdes de glicose e etanol por
CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).

As cinéticas de fermentagdo alcodlica foram interrompidas quando,
praticamente, todo o substrato limitante (glicose) havia sido consumido pela levedura

Saccharomyces cerevisiae industrial cepa Y- 904.
3.10. Determinacio dos parametros fermentativos
3.10.1. Fator de conversao de glicose em etanol (Yp/s)
O fator de conversdo de glicose em etanol expressa a quantidade de etanol

formado por unidade de substrato limitante consumido, calculado de acordo com a

Equacao 3.14.

o _AP_P—P
P/S ™ AS T S¢—S;

(3.14)
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onde:

Ypss - Fator de conversdo de glicose em etanol, g etanol formado/g glicose consumida,
gle
Pt e P; - Concentracio final e inicial de produto etanol, g/L™'

S¢ e S; - Concentracio final e inicial de produto glicose, g/L'1
3.10.2. Produtividade volumétrica em etanol (Qp)

A produtividade volumétrica em etanol expressa a concentracdo de etanol

produzido por tempo de fermentacio, determinada através da Equacdo 3.15.

_ AP P —P
At tp—t

Qp (3.15)

onde:

Qp - Produtividade volumétrica em produto etanol, g etanol/formado/L.h
At - Intervalo de tempo do processo fermentativo, h
P; e P; - Concentragdes final e inicial de etanol, g/L'1

t; e tr - Tempos inicial e final de fermentagdo, h

3.10.3. Eficiéncia de conversao n (%)

A eficiéncia do processo de fermentagdo foi calculada com base no rendimento
tedrico proveniente da equacdo de Gay-Lussac (0,511 g etanol/g glicose), conforme a

Equacdo 3.16.

Y .
— _P/Sobtido 440 (3.16)

YP /S tedrico
onde:

n - Eficiéncia de conversdo, %

Y s obtido - Fator de conversao dos agucares
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Yostesrico - Fator 0,511 g etanol/g art, para o etanol, segundo Schell et al. (2007).

3.10.4. Porcentagem de consumo de glicose (Y %)

A quantidade de glicose consumida durante os ensaios fermentativos expressa

em porcentagem foi calculada através da Equacgdo 3.17.

Si—S
Y(%)= i f

x 100 (3.17)

onde:

2 ~  pe . . e e . , 1
S¢ € a concentracdo final de acucar e S; a concentracdo inicial de agucar, g/

3.11. Metodologia de hidrolise acida para a producao de etanol

O procedimento das etapas para a realizacdo do processo de hidrélise dcida do
amido da améndoa da semente da manga para a producdo de etanol, nas condicdes
otimizadas, a partir do planejamento experimental para a determinacdo da concentracao
de glicose e de hidroximetilfurfural, utilizando os dois catalisadores em estudo, é

apresentado no fluxograma da Figura 3.6.
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Figura 3.6 - Fluxograma apresentando cada uma das etapas do processamento de

hidrdlise 4cida para a producao de etanol

Amido

‘

Preparo da suspensao
Proporcao de 1:20 (amido: solu¢do dcida; m/v)

¢

Aquecimento
Banho de dleo na temperatura de operagao

!

—> HZSO4 € H3PO4

Resfriamento
Residuo de biomassa <« Filtracao — Licor de hidrélise
Ajuste do ph
NaOH a 50%
Fermento Saccharomyces l
cerevisiae industrial <«  Fermentacio  <— Centrifugagio

y- 904 + nutrientes

v

Analise CLAE —> Glicose

!

Etanol

!

Rendimento, produtividade e
eficiéncia
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao fisico-quimica da améndoa da semente da manga

Na Tabela 4.1 sao apresentados os valores médios e os desvios padrdes da

caracterizacdo fisico-quimica da améndoa da semente da manga.

Tabela 4.1 — Composicao fisico-quimica da améndoa da semente da manga

Constituintes (%) Valores médios*
Amido 23,61+ 0,68
Teor de dgua (%) 65,2 +0,47
Cinzas (%) 0,99 +0,02
Proteinas (%) 2,95 +0,02
Lipideos (%) 6,03 0,07
Acidez total (%) 1,35 +£0,02
Acucares redutores (%) 2,47 £0,04
Aclucares totais (%) 2,88 +0,02
pH 5,78 £0,02
Fibras bruta (%) 0,93 £0,03

*Médias seguidas de desvios padrdes

A améndoa da semente da manga apresentou teor de amido 23,61%. O valor foi
menor que o encontrado por Araujo et al. (2010) no estudo das améndoas contidas nas
sementes das mangas “Tipo tommy”, “Tipo rosa” e “Tipo espada”, que foi de 41,54%.

Observa-se que o valor de teor de d4gua apresentado na Tabela 4.1 para a améndoa
da semente da manga, foi proximo do encontrado por Oliveira et al. (2010), de 68,52%.

Cavalcanti et al. (2011b), reportaram, estudando a améndoa do caro¢o da manga
Tommy Atkins, uma média para lipideos de 6,52%, valor bem préximo ao encontrado
neste trabalho, de 6,03%.

O indice de acidez estd intimamente relacionado com a natureza e a qualidade da
matéria-prima, com a qualidade e o grau de pureza da gordura, com o processamento e,
principalmente, com as condi¢des de conservacdo da gordura (MORETTO e FETT,

2002). Logo, o resultado encontrado, 1,35%, foi satisfatério, uma vez que ndo foi obtido
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alto teor de acidez. Souza et al. (1986), citam que o maximo calculado para acidez em
améndoa ¢é 2,0%. Quanto ao valor de acidez titulavel encontrado neste trabalho, foi de
1,35% para a améndoa da semente da manga, um pouco acima do valor encontrado por
Costa et al. (2009), em sua pesquisa sobre a avaliacdo fisico-quimica e microbioldgica
da améndoa da castanha de caju, que foi de 0,56%.

Os valores médios de acticares redutores e acucares totais para a améndoa da
semente da manga, foram préximos, acima dos encontrados por Ferrari et al. (2005),
estudando caracteristicas dos rizomas e do amido de araruta (Maranta arundinacea) em
diferentes estadios de desenvolvimento da planta.

Quando analisado o teor de fibra bruta na amostra da améndoa da manga, ela
apresentou 0,93 % (+ 0,10), mostrando que o material ndo € tdo rico em fibras.
Comparando o valor encontrado por Ramos et al. (2011), de 2,85%, para a améndoa de
pequi, observa-se um valor 3 vezes inferior mostrando baixo valor de fibras para a
espécie em estudo.

As médias dos valores para cinzas e proteinas das améndoas das sementes da
manga encontrados, de 0,99%, 2,95%, respectivamente, foram inferiores as dos valores
encontrados por Cavalcanti et al. (2011a), que obtiveram valores médios de cinzas e
proteinas iguais a 2,18% e 6,95%. De acordo com Brasil (2002), s6 sdo considerados
alimentos sélidos ricos em proteinas quando o teor de proteina se encontra acima de
5%; portanto, as sementes de manga ndo se enquadram nesta categoria por sua baixa
quantidade de proteina.

O valor do pH encontrado para a améndoa da semente da manga foi de 5,78,
proximo ao encontrado por Araujo et al. (2010), que reportaram pH igual a 5,63,

também para semente de manga espada.

4.2. Caracterizacao fisico-quimica do amido extraido da améndoa da semente da

manga

O resultado da composi¢do fisico-quimica do amido extraido da améndoa da
semente da manga (Mangifera indica L.) correspondente aos teores de amido, teor de
dgua, cinzas, proteinas, lipideos, acidez total, agucares totais, pH e fibras bruta, estd

exposto na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2 — Composi¢ao fisico-quimica do amido extraido da manga

Constituintes (%) Valores médios*

Amido 60,72+ 0,61
Teor de dgua (%) 8,02 +£0,26
Cinzas (%) 0,19 £0,01
Proteinas (%) 2,84 +0,14
Lipideos (%) 0,57 + 0,07
Acidez total (%) 0,76 £ 0,04

Aclucares totais (%) Nao encontrado
pH 4,34+0,02

Fibra bruta (%) Nao encontrado

*Médias seguidas de desvios padrdes.

Os resultados apresentados estdo de acordo com os requisitos minimos exigidos
pela legislacdo brasileira para amidos comerciais que permite pelo menos 14% de
umidade, 0,5% de cinzas no maximo e 80% de amido (BRASIL, 1978).

O resultado obtido para o teor de amido, de 60,72% (Tabela 4.2) € inferior ao
encontrado por Cordeiro et al. (2010) estudando o amido do polvilho da fruta de lobo
86,12%, porém se mostra bastante promissor para utilizagdo da semente de manga como
fonte amilécea.

O valor encontrado para o teor de dgua 8,02% pode ser comparado ao encontrado
por Barboza et al. (2010) que, analisando o amido extraido da semente da fruta swartzia
langsdorffii, obtiveram, como resultado, 7,58 %.

O teor de cinzas determinado para o amido extraido da manga foi de 0,19%, valor
préximo ao encontrado por Cristina et al. (2010) estudando a extrag@o e a caracteriza¢ao
de amido de jacatupé, que foi 0,21%.

O percentual do teor de proteinas encontrado de 2,84% foi superior ao encontrado
por Cordeiro et al. (2011) que, avaliando o teor de proteina contido no amido extraido
do caro¢o da manga da variedade tommy atkins, observaram que a mesma continha
1,14%. De acordo com Liu e Thompson (1998), aproximadamente 10% das proteinas
estdo na superficie do granulo e em geral elas ndo influenciam nas propriedades
tecnoldgicas do amido. Segundo Franco et al. (2002), o teor de proteinas e cinzas no

amido depende da composi¢do da planta e do método de extracdo e purificagio.
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O teor percentual de lipideos encontrado na améndoa da semente da manga de
0,57%, foi similar ao apresentado por Tango et al. (2004) que encontraram 0,5%,
trabalhando com a composi¢do quimica do caroco de fruto de abacate da variedade
Vitéria. Moura (2008) cita que € preferivel amido com teor de lipideos abaixo de 1%
pois isto torna o amido mais neutro e menos sujeito a complexagdes.

De acordo Wang e White (1994), dos constituintes presentes em menores
concentracdes os que mais influenciam as propriedades funcionais dos amidos sdo os
lipidios. Para os mesmos autores quanto maior a quantidade de lipidios menor serd a
temperatura de gelatiniza¢do do amido, o que sugere menor organizacdo da estrutura
cristalina do amido.

O amido da améndoa da manga apresentou pH em torno de 4,34 + 0,04,
semelhante ao encontrado por Costa et al. (2012) que observaram um pH igual a 4,98,
quando trabalharam com a farinha da améndoa da manga.

Quanto ao valor de acidez tituldvel, apresentado na Tabela 4.2, observou-se teor
médio de 0,76% para a améndoa da semente da manga, resultado que estd um pouco
acima do encontrado por Leonel et al. (2003), em sua pesquisa sobre a caracterizacdao

fisico-quimica de algumas tuberosas amildceas, que foi de 0,64%.

4.3. Rendimento do processo de extracio do amido da améndoa da semente da
manga

Na Tabela 4.3 se encontram os valores relativos aos rendimentos de extracao:
rendimentos praticos e rendimentos em termos de matéria seca, verificados para o

amido da améndoa da semente da manga quando utilizada a secagem na temperatura de

50 °C.
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Tabela 4.3 — Valores dos rendimentos préticos, rendimento em termos de matéria seca e
desvio padrdo nos processos de extracdo verificados durante a secagem do amido da

manga, a temperatura de 50 °C

Rendimento (%)

Extrato amilaceo

Pratico Em termos de matéria
seca
Amido da manga 14,87 + 0,57 3,35 £0,03

O rendimento da extracdo do amido da améndoa da semente da manga
encontrado para este trabalho foi de 3,25%, tomando-se como referéncia a massa seca
da améndoa cujo valor € 14,87% para o rendimento pratico. Este valor de rendimento
pratico foi bem préximo ao rendimento préitico obtido por Cristina et al. (2010), no
processo de extracdo do amido de jacatupé que foi de 14,54%, e superior ao encontrado
por Silva et. al. (2008), que obtiveram um rendimento pratico de 8,91%, ao fazer o
balanco de massa do processo de extragdo em relacdo ao peso das sementes da jaca. Tal
diferenca entre o valor de rendimento citado pela literatura pode estar relacionada a
diferencas nos locais de cultivo, épocas de colheita ou mesmo pelo método de extracdo
empregado na obtencdo do amido extraido da améndoa da semente da manga.

Comparando ao rendimento de outras fontes amildceas comumente utilizadas
para a obtencdo do amido, como o amido de batata-doce 9,1% (ZAVAREZE et al.
2009), batata inglesa 18% (LIU et al. 2007), inhame (18 a 23%) (NUNES et al. 2009) e
de mandioquinha-salsa 10,3% (MATSUGUMA, 2006), percebe-se o potencial
industrial da améndoa da semente da manga como fonte de amido porém a utilizacdo
das sementes de jaca como fonte de amido, torna-se vidvel tendo em vista que a mesma
€ um residuo agroindustrial. Além disto, a farinha obtida apds a extracdo do amido
ainda pode ser utilizada como ingrediente para a fabricacdo de paes, biscoitos e bolos
(SANTOS, 2009).

A extracdo do amido constitui-se em uma das etapas mais dificeis da pesquisa
visto que as condi¢des em que esta extragdo se faz, assim como as técnicas de secagem
podem alterar a cristalinidade do granulo e, consequentemente suas propriedades

funcionais (CEREDA 2001).
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4.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV) do amido natural e hidrolisado

A utiliza¢do da Microscopia Eletronica foi feita para analisar se as amostras do
amido da manga sofreram modificagdes com a a¢do dos dois tipos de catalisadores: para
isto, foram utilizados os melhores resultados do processo da hidrélise 4cida (ponto
otimizado).

A forma e o tamanho dos granulos do amido natural e hidrolisados sdo distintos
entre as espécies vegetais. Os granulos s@o organizados em zonas cristalinas alternadas
por outras semicristalinas, em razao da alternancia dos periodos de sintese ocorridos nos
amiloplastos. Nas Figuras 4.1, 4.2 e 4.3 sdo apresentadas as imagens obtidas por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para o amido extraido das améndoas da
semente da manga com aumento de “500 a 3000x”, respectivamente.

As imagens dos granulos do amido natural da améndoa da semente da manga
apresentam, quando observados em Microscopia Eletronico de Varredura (Figura 4.1.)
apresentam granulos com formato elipsoide e oval, alguns alongados com tamanhos
varidveis. Observaram-se, também, alguns granulos integros com uma estrutura lisa e
ndo danificada, com algumas ranhuras causadas provavelmente pelo método de
extracdo. Quanto ao tamanho dos granulos o amido da manga apresentou dimensdes
médias de 19,6 um de comprimento e 10,9 um de largura, coerentes com os valores
observados por Oliveira et al. (2009) para amido de grao de bico.

Rocha et al. (2008) obtiveram um diametro médio de 14,7 um para o amido de
mandioquinha-salsa, da variedade ASA. Silva et al. (2013) constataram que os granulos
do amido das améndoas da manga variedade Tommy Atkins apresentaram formato
irregular com predomindncia de formatos esféricos a elipsoidais e tamanhos
diferenciados. Comportamento semelhante foi verificado por Kaur et al. (2004) ao
observarem, pela mesma metodologia para o amido obtido de améndoas de manga de 5
cultivares indianos, tamanho de pequeno a grande e formato de oval a eliptico.

As espécies de plantas e maturagdo dos frutos podem variar a forma e o tamanho
dos granulos de amido. Leonel e Cereda (2002) observaram que os granulos do amido
da araruta possuem forma circular e ovalada, de tamanhos variando de 9 a 42 pm, com

predominio na faixa de 20 um.
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Figura 4.1 - Imagens das particulas resultantes do amido natural
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Amido natural, aumento de 1.500 vezes Amido natural, aumento de 3.000 vezes

Observam-se, Figura 4.2, diferencas no aspecto geral (tamanho e forma) dos
granulos do amido hidrolisado devido ao tratamento aplicado. O amido hidrolisado com
H,S0O4, na condigdo otimizada de operagdo, apresentou granulos relativamente menores.
Verificam-se, na sua estrutura, particulas com aglomerados e “pontos brancos” que
podem ser evidéncias do ataque promovido pelo dcido a estrutura do grao do amido. Os
granulos do amido hidrolisado com H,SO4 e H3;PO, apresentaram diferencas em
comparag¢do ao amido natural. Constata-se que, com H>SO,, sua morfologia original foi
drasticamente modificada apresentando aglomerados de granulos disformes, ovais e
poucos granulos intactos, em virtude do processo de hidrélise acida podendo ser

justificado pelo elevado poder ionizante do 4cido sulfirico frente ao 4cido fosférico.
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Nas imagens, Figura 4.2, observa-se que o tratamento 4cido modificou a
estrutura dos granulos aumentando a porosidade e a forma da superficie que, na espécie
nativa, se encontra sem protuberancias. Também se observa que a hidrélise ndo foi
uniforme pois alguns granulos parecem mais afetados que outros.

Silva (2010), afirma surgirem diferencas na morfologia dos granulos de amido
de inhame ndo modificado e oxidado, observando alteracdes provocadas na sua
estrutura quanto a forma, tamanho e integridade fisica, apresentando comportamento
similar ao do presente trabalho; comportamento semelhante foi observado por Cordeiro

et al. (2010), estudando o amido de caro¢o manga.

Figura 4.2 - Imagens das particulas resultantes do amido hidrolisado com H,SO4
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Amido hidrolisdo, aumento de 1.500 vezes
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Na Figura 4.3 € possivel visualizar as mudangas fisicas e as estruturais nos
granulos do amido hidrolisado no ponto otimizado, com H3PQ,, suas formas e seus
tamanhos variados. A maior parte dos granulos apresentou formas compactadas,
achatadas e irregulares. Comportamento semelhante foi observado por Muccilo (2009),
trabalhando com amido de pinhdo tratado com (NaOH 0,1 mol.l'l). O autor visualizou
um filme continuo devido a total perda da estrutura granular e isto pode ser observado
pelo aspecto de gel apresentado pela amostra analisada. Um efeito similar foi observado
por Cardoso et al. (2006), quando granulos de amido de arroz foram tratados com
NaOH (0,30% m/v). Em ambos os casos o efeito estd relacionado ao tratamento alcalino
o qual gera a gelatinizacdo do amido em concentracdes maiores que 0,24% (m/v)
(Cardoso et al. 2007).

Almeida et al. (2013) encontraram, no amido oxidado, de taro, granulos um
pouco mais inchados e também bastante aglomerados. De acordo com os autores esses
resultados estdo correlacionados com o maior poder de intumescimento dos amidos com
esse tipo de modificacdo, devido a introducdo dos grupos carboxila no seu interior
favorecendo a absor¢do de dgua na regido amorfa e aumentando o volume dos granulos.

Dessalta-se que todas as caracteristicas morfolégicas observadas no amido da
manga natural e hidrolisado com os dois catalisadores H,SO, e H3;PO. sado

extremamente importantes na determinacao das propriedades funcionais desses amidos.

Figura 4.3 - Imagens das particulas resultantes do amido hidrolisado com H3POj4

Amido hidrolisado, aumento de 500vezes Amido hidrolisado, aumento de 1000 vezes
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Amido hidrolisado, aumento de 1.500 vezes Amido hidrolisado, aumento de 3.000 vezes

4.5. Analise da cristalinidade do amido da manga por difraciao de raios X (DRX)

O amido possui estruturas polimorficas cristalinas especificas sdo estudadas por
raios X (DAMAGER et al. 2010).

A andlise por técnica de difracdo de raios X permite distinguir os trés tipos de
cristalinidade para os granulos que, dependendo de sua forma e da estrutura cristalina,
denominados A, B e C (CEREDA, 2001). Esses padrdes de cristalinidade dependem,
em parte, do comprimento das cadeias de amilopectina, da densidade de empacotamento
dentro dos granulos e da presenca de dgua (SAJILATA et al.,, 2006). Amidos com
cristalinidade do tipo A apresentam picos de intensidade nos angulos de difracdo 26 em
aproximadamente 15,3% 17,1% 18,2° ¢ 23,5°; tipo B em aproximadamente 5,6°, 14,4°;
17,2° 22,2°, e 24°; tipo C, em aproximadamente 5,6°, 15,3 17,3° e 23,5° (SAJILATA
et al.,2006). H4, ainda, um quarto tipo de cristalinidade, o tipo V, formado pela
cristalizacdo da amilose com lipidios que apresenta picos de intensidade nos angulos de
difragdo 20 em aproximadamente 12,6°, 13,2°, 19,4° e 20,6° (CORRADINI et al., 2005).

Os granulos do amido proporcionam, por serem parcialmente cristalinos,
padrdes especificos de difragdo de raios X, que variam de acordo com a fonte vegetal. O
padrao do tipo A € caracteristico de cereais, o padrao do tipo B de tubérculos, de frutas,
de milho com alto teor de amilose e dos amidos retrogradados e o padrao do tipo C é
considerado uma mistura dos padrdes dos tipos A e B e € caracteristico de amidos de
leguminosas (BELLO — PEREZ et al. 2006). Embora nao haja um padrao de

cristalinidade atribuido aos amidos oriundos de frutos, o resultado obtido para o amido
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extraido da améndoa da semente da manga foi identificado com cristalinidade do tipo A
o que é confirmado por estudos anteriores (LOBO e SILVA, 2003).

O grau de cristalinidade calculado para o amido natural da manga pela Eq. (3.11)
no item (3.5.2.) estd ilustrado na Tabela 4.4. O grau de cristalinidade do amido ¢
proporcional a sua composicdo, os amidos regulares sdo compostos de 70 a 80% por
amilopectina e de 20 a 30% por amilose (ORDONEZ-PEREDA et al., 2005). O grau de
cristalinidade encontrado estd de acordo com a literatura que diz que o indice de

cristalinidade relativa (Icr) para os amidos regulares deve estar compreendido entre 20 e

45% (VAN SOEST e VLIEGENTHART, 1997).

Tabela 4.4. Grau de cristalinidade calculado para o amido natural da manga

Extrato amilaceo Grau de cristalinidade (%) Icr

Amido de manga 19,64

O padrao de cristalinidade apresentado pelo amido da manga (Figura 4.4)
evidenciou picos de maior intensidade nos angulos 26 = 15,0°, 17,0°, 18,04°, e 23,0°,
conferindo padrdes de cristalinidade proximos ao tipo A®_ Os resultados encontrados
estdo de acordo com os dados relatados por Lima et al. (2012), em que os autores
afirmam que os amidos de milho e trigo sdo cereais e apresentam cristalinidade do tipo
A. Segundo Teixeira et al. (1998), o padrao tipo A, termodinamicamente mais estavel e

mais denso do que o padrdo B indica maior coesividade entre as moléculas.
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Figura 4.4 - Difratograma de raios X do amido natural da améndoa da semente da

manga
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Dutta et al. (2011) observaram, estudando efeito da concentracdo do &cido e
tempos de tratamento nas propriedades do amido de semente de jaca, um padrdo de
cristalinidade para amido nativo como sendo do tipo A; resultado semelhante foi
encontrado nesta pesquisa. Cordeiro et al. (2010) verificaram picos de difragdo de raios
X de maior intensidade nos angulos 26 = 17,6° 20,24°; 21,16° e 27,3°, conferindo

padrdes de cristalinidade proximos ao tipo A para o amido natural.

4.6. Estudo da otimizacdo da hidrolise acida com os dois catalisadores H,SO4 e

H;PO4

Na Tabela 4.5 se apresentam os valores reais das varidveis independentes: a
temperatura, o tempo de reagdo e as concentragdes dos dcidos e os resultados obtidos
para as varidveis dependentes: a concentracdo de glicose, a concentracdo de
hidroximetilfurfural (HMF) e o rendimento da hidrélise acida, de acordo com o

planejamento experimental.
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Observa-se, na Tabela 4.5, que a concentragdo de glicose presente no licor
hidrolisado com o catalisador (H,SO,4) variou de 40,34 mg/L'l(experimento 3) a
30.123,71 mg/L " (experimento 6) e a concentracdo de hidroximetilfurfural (HMF) nos
11 experimentos apresentou resultados sendo que o valor maximo encontrado foi de
217,92 mg/L'l(eXperimento 8). O maior rendimento de hidrolise 89,4% foi observado
no experimento 6, cujo valor foi obtido pela razao entre o maior valor encontrado para a
concentracdo de glicose 30.123,71mg.L". Verifica-se, ainda, que os experimentos no
ponto central apresentaram pequena variagdo para todas as varidveis dependentes

indicando boa repetibilidade do processo (experimentos 9,10 e 11).

Tabela 4.5 — Matriz de planejamento experimental com as varidveis de estudo e das
respostas obtidas no processo de hidrdlise dcida do amido da améndoa da semente da

manga para 0 H,SOy4

Experimento Temperatura Tempo H,SO; Glicose HMF Rendimento

) O mn (% mgry TFL
1 80 30 1 369,1 1,8 1,1
2 120 30 1 21.877,26 18,79 65,0
3 80 90 1 40,34 0,5 0,12
4 120 90 1 28.397,67 118,49 84,3
5 80 30 5 0 0,57 0
6 120 30 5 30.123,71 130,04 89,4
7 80 90 5 2.886,29 0,31 8.5
8 120 90 5 26.449.24 217,92 78,5
9 100 60 3 20.055,99 3,18 59,5
10 100 60 3 20.055,16 7,13 59,5
11 100 60 3 17.761,75 6,33 52,7

Analisando os dados apresentados na Tabela 4.5 nota-se que dentre os
tratamentos o experimento 6 foi o que apresentou maior concentracdo de glicose na
hidrélise acida, com valor de 30.123,71 mg/L‘l, porém ocorreu alta formag¢ao de HMF,
cerca de 130,04 mg/L”, possivel inibidor no processo fermentativo que também
apresentou valor superior ao dos demais tratamentos avaliados.

Com os valores apresentados na Tabela 4.5 foram construidos diagramas de
Pareto, superficies de resposta e equagdes. Nesta etapa se investigou, através da

metodologia do planejamento estatistico de experimentos e andlise de superficies de
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resposta, a a¢do dos efeitos principais temperatura, tempo de reacdo e concentra¢do do
acido, além das interacdes entre os trés fatores, que influenciaram significativamente as
concentracdes de glicose e HMF no processo de hidrdlise acida.

Para consolidar a escolha do ponto otimizado da hidrélise 4cida para o
processo fermentativo a partir dos resultados obtidos para a concentracdo de glicose
(Tabela 4.5), os dados foram tratados estatisticamente considerando-se um intervalo de
confiangca de 95% (p < 0,05), sendo possivel determinar os coeficientes de regressao
para os parametros em estudo, os quais se encontram apresentados na Tabela 4.6.

A Equacido 4.1 corresponde ao modelo obtido para a concentracdo de glicose
em que os termos em negrito representam as varidveis e suas interacdes que foram

estatisticamente significativas:

Concentracdo de glicose = - 51729,6 + 596,7 T + 1120,1 C+0,6 t+09Tx C+ 0,8 T x
t-14,5Cxt 4.1)

Tabela 4.6. Coeficientes de regressdo para a concentragdo de glicose no licor

hidrolisado com H,SO4.

Limite de Limite de
Coeficiente Desvio

Parametros B t(2) confianca confianca
Reg?':ssﬁo padie i (-95 %(;; (+95 %g)
Média -51729,6  6580,187 -7,8614 0,015798 -80041,9 -23417,3
Curvatura 5523,0 896,583 6,16007 0,025355  1665,3 9380,7
(T) Temperatura 596,7 63,037 9,46642 0,010976 325.5 868.0
(C) Concentracdo  1120,1  1282,287 0,87349 0,474504  -4397,2 6637,3
(t) tempo 0,6 82,955 0,00697 0,995072  -356,3 357,5
TxC 0,9 11,706  0,07700 0,945636 -49,5 51,3
Txt 0,8 0,780  1,02012 0,414983 -2,6 4,2
Cxt -14,5 7,804  -1,8633 0,203436 -48,1 19,0

A eficiéncia da hidrdlise dcida apresentou efeitos positivos sobre esta resposta
para temperatura, concentragdo e tempo. O unico efeito negativo € dado pela interagdo
entre concentragao/tempo; apesar disto, este efeito nao € estatisticamente significativo.

A significincia estatistica dos efeitos individuais e combinados das varidveis

independentes, € confirmada no diagrama de Pareto, na Figura 4.5. Através deste
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diagrama é possivel visualizar as varidveis independentes e suas interacdes sobre a
concentracdo de glicose a nivel de confianca. Os valores que ultrapassam o valor de p
sdo considerados estaticamente significativos.

Na Figura 4.5 observa-se o efeito das varidveis sobre a concentracido de glicose a
nivel de 95% de confianga. Observa-se que a temperatura apresentou efeito estatisticamente
significativo (p < 0,05) positivo sobre a concentragao de glicose indicando, portanto, que a
elevacdo da temperatura provoca aumento da concentracdo de glicose no licor
hidrolisado com H;SO4. As varidveis tempo (t) e concentracdo do acido H,SO4 ndo
apresentaram efeito estatisticamente significativo (p > 0,05) sobre o processo porém sua
presenca teve contribui¢do positiva para a concentragdo de glicose. O coeficiente de

determinacao (Rz) foi; neste caso, de 0,982.

Figura 4.5 - Diagrama de Pareto para os efeitos das varidveis independentes sobre a

concentracdo de glicose no estudo do licor hidrolisado do amido da manga com H,SOy.
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Efeito estimado para a concentragdo de glicose

A Tabela 4.7 apresenta a andlise de varidncia (ANOVA) utilizada para
comprovar a significancia estatistica do modelo obtido (Equagcdo 4.1), para a
concentracdo de glicose no licor hidrolisado com o H,SO4. O resultado do coeficiente
de correlacdo entre as respostas observadas e os valores preditos pelo modelo (R?) foi de
0,98213 indicando que, na resposta, a variabilidade pode ser explicada pelo modelo,

valor este considerado satisfatorio, sinalizando um modelo vilido. Com relacdo ao teste
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F, observa-se que o valor de F ,cutado € 23,55 vezes maior que 0 Fiapelado mostrando que o

modelo ajustado € estatisticamente significativo e preditivo.

Tabela 4.7 - Andlise de variancia (ANOVA) para a concentragdao de glicose no licor

hidrolisado com H,SOj,.

Fonte de variacao SG GL MQ Teste F
Regressao 1,43E+09 6 2,04E+08 3,39
Residuo 2,60E+07 3 8,66E+06
Falta de ajuste 2,25E+07 1 2,25E+07
Erro puro 3,51E+06 2 1,75E+06
Total 1,45E+09 9
% R* 0,98213
F tabelado 6394 Fcalculado 23 ’5 5

GL — grau de liberdade; SQ - soma dos quadrados; MQ. — média quadrética dos desvios
Teste F - (Fcalculado / Ftabelado)

A Figura 4.6 pode-se confirmar que o modelo apresentou qualidade razodvel de
ajuste aos dados experimentais uma vez que OS pontos experimentais se encontram

distribuidos proximos a reta de ajuste.

Figura 4.6. Valores previstos pelo modelo em fungcdo dos valores experimentais

referentes a concentracdo de glicose no licor hidrolisado com H,SOs.
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Como o modelo obtido para a concentracdo de glicose é estatisticamente
significativo a nivel de 95% de confianca, pode-se construir a superficie de reposta e a
curva de nivel para a andlise das influéncias das varidveis em estudo sobre a resposta.

A superficie de resposta para a concentracdo de glicose foi gerada em relacdo
aos efeitos das varidveis de entrada temperatura e tempo de contato. Observando, na
Figura 4.7, que a temperatura foi a varidvel que teve mais influéncia, € no tempo
estudado, verifica-se que o valor para a concentracio de glicose é 15000mg/L™", no
ponto central, e a medida a temperatura e o tempo aumentam, vai-se observando
maximizacdo na concentragcdo de glicose, motivo pelo qual ndo € vidvel utilizar valores
de temperaturas abaixo de 100 °C nem tempos menores. Os melhores valores, segundo
o modelo resposta estudado para a concentracdo de glicose, no licor hidrolisado, é
operar em temperaturas superiores a (120 °C) e tempos inferiores a (90min). Este fato
tornaria, possivelmente, o processo mais econdmico devido a diminui¢do do tempo para
a realizacdo do tratamento hidrolitico e consequente reducao na quantidade de energia

necessdria para o0 processo.

Figura 4.7 - Superficie de resposta e curva de nivel para a concentragdo de glicose com

H,SO,4

Glicose

B 30000
Bl 25000
I 20000
[ ] 15000
] 10000
I 5000
| K

k\nﬁ,\}i\} ROTREY

69



Glicose

100
90
80
2z 70
£
= 60
o,
5
250
I 30000
40 B 25000
I 20000
30 [ ] 15000
] 10000
20 I 5000

75 8 85 90 95 100 105 110 115 120 125
Temperatura (°C)

I 0

Com a andlise desses resultados e a partir dos coeficientes de regressdao para os
parametros em estudo obtidos apds tratamento estatistico (Tabela 4.8) realizado para os
resultados referentes a concentracdo de hidroximetilfurfural (HMF) (Tabela 4.5), foi
possivel a constru¢do do modelo para a concentragdo de HMF no licor proveniente da
hidrélise acida do amido da améndoa da semente da manga, o qual se encontra
representado na Equagdo 4.2, em que os termos em negrito representam as varidveis e

suas interacdes que foram estatisticamente significativos a nivel de 95% de confianca.

Concentracdo de HMF = 110,9725 - 1,4116T - 46,1325C - 3,4795t + 0,5911T x C +
0,0442T x t - 0,0225C x t 4.2)
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Tabela 4.8. Coeficientes de regressao para a concentracdo de hidroximetilfurfural

(HMF) no licor hidrolisado com H,SO4

.. ) Limite de Limite de
A Coeficiente Desvio .
Parametros de Padrio t(2) p confianca confianca
(-95 %) (+95 %)

Regressao
Média 110,9725 10,37584 10,6953 0,008629 66,3289  155,6161
Curvatura -55,5058 1,41376  -39,261 0,000648 -61,5887  -49,4229

(T) Temperatura  -1,4116  0,09940 -14,201 0,004922 -1,8392  -0,9839
(C) Concentragdo -46,1325  2,02195 -22,815 0,001915 -54,8322  -37,4328

(t) tempo -3,4795  0,13081 -26,600 0,001410 -4,0423 -2,9166
TxC 0,5911 0,01846 32,0224 0,000974  0,5116 0,6705
Txt 0,0442  0,00123 35,9096 0,000775  0,0389 0,0495
Cxt -0,0225  0,01231 -1,8251 0,209533  -0,0754 0,0305

Os resultados exibidos na Tabela 4.8 e na Figura 4.8 indicaram que todas as
varidveis independentes e suas interacOes apresentaram efeitos estatisticamente
significativos (p < 0,05) sobre a concentra¢do de hidroximetilfurfural (HMF) no licor
hidrolisado com H,SOj.

O coeficiente de determinagdo (R) obtido foi de 0,9995, ou seja, 99,95 % da
varia¢do da resposta sdo explicados, pelo modelo, em que apenas 0,05 % se atribuiu aos
residuos; portanto, 0 modelo apresentou excelente ajuste aos dados experimentais.

Analisando a Figura 4.8 observa-se que todas as varidveis apresentaram efeito
positivo significativo (p < 0,05) inclusive a temperatura, como previsto € comentado
anteriormente, foi a varidvel que apresentou maior efeito significativo, exceto a
interacdo concentragdo do 4cido com o tempo que apresentou efeito negativo e € a
varidvel de menor influéncia no processo de hidrélise 4cida do amido da manga para a
concentracdo de HMF. A influéncia de cada parametro pode ser observada de maneira

mais clara, através do grafico diagrama de Pareto disposto na Figura 4.8.
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Figura 4.8 - Diagrama de Pareto para os efeitos das varidveis independentes sobre a

concentracdo de HMF no estudo do licor hidrolisado do amido da manga com H,SO4.
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Efeito estimado para a concentracio de HMF

A Tabela 4.9 apresenta a analise de varidncia (ANOVA) para a resposta da
concentracdo de HMF considerando somente os pardmetros que foram significativos.
Este modelo tem 99,95% da variacdo obtida explicada pelo modelo e a razdo
Fealcutado/Frabelado 1gual a 91,33, indicando que o mesmo € estatisticamente significativo

com 95% de confiangca (RODRIGUES e IEMMA, 2009).

Tabela 4.9 - Andlise de varidncia (ANOVA) para a concentracdo de
hidroximetilfurfural (HMF) no licor hidrolisado com H,SOy4

Fonte de variacao SG GL MQ Teste F
Regressao 55678,41 6 7954,06 117,0
Residuo 29,39 3 9,80
Falta de ajuste 20,67 1 20,67
Erro puro 8,72 2 4,36
Total 55707,8 9
% R* 0,9995
Ftabelado 6,94 Fcalculado 811 »9

GL — grau de liberdade; SQ - soma dos quadrados; MQ. — média quadratica dos desvios

Teste F - (Feaiculado / Frabelado)
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O ajustamento do modelo construido pode ser observado na Figura 4.9 na qual é
expressa a correlacdo entre os valores previstos e os valores experimentais. A elevada
proximidade entre esses valores demonstra a precisdo do modelo utilizado e sua eficaz

aplicabilidade nos processos de otimizagao.

Figura 4.9. Valores previstos pelo modelo em fungcdo dos valores experimentais

referentes a concentracdo de HMF no licor hidrolisado com H,SOy4
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De acordo com a superficie gerada em funcdo da relacdo das varidveis de
entrada, temperatura e tempo de reacdo, pode-se verificar que os niveis que miximizam
o inibidor da fermentagdo do licor hidrolisado nas mesmas condicdes anteriores, sdo,
por este motivo, vidveis de utilizar este parametro e valor na fermentagao (Figura 4.10).

A partir dessas observacdes foi estabelecido um ponto 6timo para o processo de
hidrélise acida utilizando-se a concentracdo de 5% do catalisador 4cido sulfurico, a 120
°C, por 90 minutos de reacdo. Obtiveram-se 89,4% de rendimento da hidrélise acida
indicando que as condi¢des estudadas permitiram alcangcar um ponto otimizado da

resposta.
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Figura 4.10 - Superficie de resposta e curva de nivel para a concentragdo de HMF com

H,SO4
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O experimento 6, na Tabela 4.9, com temperatura (120 °C), concentragdo de 5%

no tempo de reacdo de 30 minutos apresenta-se como o mais vidvel para uso de
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adsor¢do no licor hidrolisado para posterior fermentagdo (produgdo de bioetanol), de
vez que ocorreu reducdo de aproximadamente 91% para os inibidores da fermentacdo
alcodlica e cerca de 22% para o acgucar fermentescivel (glicose).

Na Tabela 4.10 observam-se os valores reais das varidveis independentes
(temperatura, tempo de reagdo e concentracdo do acido) e os resultados obtidos para as
varidveis dependentes (concentracdo de glicose, concentragdo de HMF e rendimento da
hidrélise 4cida) apds os diferentes tratamentos de hidrdlise dcida do amido da manga
utilizando-se o catalisador H;POy, os quais foram conduzidos de acordo com a matriz
de planejamento fatorial completo 2 com trés pontos centrais avaliando as principais
caracteristicas de importancia para a fermentacao alcodlica glicose e HMF.

Os resultados revelaram que a concentracdo de glicose presente no licor
hidrolisado, com o catalisador H,SOy, variou de 1.208,00 mg/L'l(experimento 11) a
26.113,83 mg/L'l(eXperimento 8) e a concentracdo de hidroximetilfurfural (HMF) em
todos os 11 experimentos apresentou resultados muito préximos sendo que o valor
mdximo encontrado foi de 63,04 mg/L'(experimento 8). O maior rendimento de
hidrdlise de 77,5% foi observado no experimento 8, cujo valor foi obtido pela razio
entre o maior valor encontrado para a concentracdo de glicose 26.113,83 mg/L‘l.
Verifica-se, ainda, que os experimentos no ponto central apresentaram pequena variagao
para todas as varidveis dependentes indicando boa repetibilidade do processo

(experimento 9,10 e 11).
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Tabela 4.10 — Matriz de planejamento experimental com as varidveis de estudo e das
respostas obtidas no processo de hidrélise dcida do amido da améndoa da semente da

manga com H;POy

Experimento Temperatura Tempo H3;PO, Glicose HMF  Rendimento

(n°) (°C) (min) (%) (mgL") mgLh) (%)
1 80 30 1 0 0 0
2 120 30 1 1.920,00 2,46 3,7
3 80 90 1 0 0 0
4 120 90 L 7990,78 3,65 23,7
5 80 30 5 0 0 0
6 120 30 5 4.644.46 0 13,7
7 80 90 5 0 0 0
8 120 20 5 2611383 63,04 77,5
9 100 60 3 125427 1,82 3.7
10 100 60 3 1.16226 129 3.4
1 100 60 3 1.208,00 2,65 3,5

Estdo apresentados, na Tabela 4.11, os coeficientes de regressdo para os
parametros estudados os quais foram determinados apds tratamento estatistico realizado
para os resultados obtidos para a concentracdo de glicose (Tabela 4.10). O modelo
obtido para a concentracdo de glicose se encontra representado pela Equacdo 4.3,
considerando apenas os parametros estatisticamente significativos a nivel de 95% de

confianca estdo os termos em negrito.

Concentracdo de glicose = 5081,42M + 10162,85T + 5216,30C + 6889,46t + 5216,30T
xC+6889,46 T xt+ 384523 Cxt (4.3)
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Tabela 4.11. Coeficientes de regressdo para a concentracdo de glicose no licor

hidrolisado com H5;PO,

. . . Limite de Limite de
A Coeficiente Desvio
Parametros t(2) p confianca confianca

Padrs
de i adrao (95 %) (495 %)

Regressao
Média 5081,42 16,56679 306,723 0,000011 5010,14 5152,70
Curvatura -7756,59 63,44596 -122,25 0,000067 -8029,58  -7483,61

(T) Temperatura 10162,85 33,13357 306,723 0,000011 10020,28  10305,41
(C) Concentragdo  5216,30 33,13357 157,432 0,000040  5073,74 5358,86

(t) tempo 6889,46 33,13357 207,930 0,000023  6746,90 7032,02
TxC 5216,30 33,13357 157,432 0,000040 5073,74 5358,86
Txt 6889,46  33,13357 207,930 0,000023  6746,90 7032,02
Cxt 3845,23  33,13357 116,052 0,000074  3702,66 3987,79

Analisando os dados na Tabela 4.11 nota-se que as varidveis independentes
temperatura, tempo de reacdo e concentracdo do acido, além de todas as interagdes entre
elas, apresentaram efeitos estatisticamente significativos (p < 0,05), sobre a varidvel
dependente concentracdo de glicose e atuaram de forma positiva sobre o processo, ou
seja, maiores valores para as varidveis independentes e suas interacOes favoreceram a
elevagdo da concentracdo de glicose no licor hidrolisado com H3POy.

Através do gréafico diagrama de Pareto, mostrado na Figura 4.11, observa-se que
todas as varidveis foram significativas sobre a eficiéncia da concentra¢do de glicose a
nivel de 95% para estimativa dos efeitos principais e das interagdes. O coeficiente de
determinagdo (Rz) foi, neste caso, de 0,95. Pode-se verificar, também e apesar de todos
os efeitos serem estatisticamente significativos, a curvatura apresenta coeficiente
negativo. Observa-se que a influéncia maior das varidveis independentes na eficiéncia
do processo para obtencdo da concentracdo de glicose foi a temperatura; logo, tempo de

reacdo e concentragdo do 4cido tém sua significancia.
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Figura 4.11 - Diagrama de Pareto para os efeitos das varidveis independentes sobre a

concentracdo de glicose no estudo do licor hidrolisado do amido da manga com H3;PO4

Glicose
1
1
T : 306,723
i
t i 207,9299
!
Txt : 207,9299
I
I
TxC : 157,4325
C : 157,4325
i
]
Curvatr. : -122,255
Cxt : 116,0522
i
1

p=,05

Efeito estimado para a concentragio de glicose

A Tabela 4.12 corresponde a andlise de varidncia (ANOVA) utilizada para
comprovar a significincia estatistica do modelo matemético obtido para a concentragdao
de glicose no licor hidrolisado com H3PO, (Equagdo 4.3), ainda exibe o resultado do
Teste F, o qual representa a razao entre 0 Feyjculado € O F tabelado- S€Mpre que esta relagio
for maior que 1, a regressdo serd estatisticamente significativa havendo relag@o entre as
variaveis independentes e as dependentes. De acordo com Barros Neto e Scarminio
(1996), para que uma regressao seja nao apenas significativa mas também util para fins
preditivos, o valor da razdo entre 0 Feaiculado € Fiabelado, d€Ve ser no minimo maior que 4.

Como o valor do teste F (Feacutado/Frabelado) €Xibido na Tabela 4.12 € superior a
1,0, conclui-se que o modelo € estatisticamente significativo a nivel de 95% de
confianca.

O coeficiente de determinacio (R*) para o modelo ajustado foi de 0,9908
indicando que o modelo apresentou excelente ajuste, quantificando a qualidade do
ajuste, segundo Carlos et al. (2012), pois fornece uma medida da proporc¢ao da variagao

explicada pela equagdo de regressdo quanto a variacao total das respostas.
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Tabela 4.12 - Andlise de variancia (ANOVA) para a concentracdo de glicose no licor

hidrolisado com H5POy,

Fonte de

variagiio SG GL MQ Teste F
Regressao 543836,126 6 90639,354 1,32
Residuo 29575,902 3 9858,634
Falta de ajuste 29571,511 1 29571,511
Erro puro 4391 2 2195,5
Total 573412,028
% R 0,9908
Fabelado 6,94 Fealculado 9,19

GL — grau de liberdade; SQ - soma dos quadrados; MQ. — média quadratica dos desvios
Teste F - (Featculado / Frabelado)

Através da Figura 4.12 verificou-se que esses resultados indicam boa
concordancia entres os valores experimentais e previstos pelo modelo e que estdo

distribuidos préximos 2 reta de ajuste com um R* = 99,08%.

Figura 4.12. Valores previstos pelo modelo em funcdo dos valores experimentais

referentes a concentracdo de glicose no licor hidrolisado com H3POy4
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A Figura 4.13 apresenta a superficie de resposta € a curva de nivel para a
concentracdo de glicose do amido hidrolisado com H3;PO; em fun¢do do tempo de

reacdo e da temperatura gerada por meio do modelo proposto. Verificou-se que, ao fixar
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o tempo de reagdo de 90 mininutos operando o processo de hidrélise dcida com a

temperatura fixada em 120 °C, obteve-se o maior valor de glicose, em torno de

20.000,00 mg/L™".

Figura 4.13 - Superficie de resposta e curva de nivel para a concentracdo de glicose

com H;POy4
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Na Tabela 4.13 estdo apresentados os coeficientes de regressdao para os

parametros estudados os quais foram determinados apds tratamento estatistico realizado

para os

resultados referentes a concentracdo de hidroximetilfurfural (HMF) (Tabela

4.10). O modelo obtido para a concentracio de HMF encontra-se representado pela

Equacgdo 4.4, em que os termos em negrito representam as varidveis e suas interacoes

que foram estatisticamente significativas a nivel de 95% de confianga.

Concentracdo de HMF = +8,9750M + 17,9500T + 14,8950C + 15,3950t + 14,8950T x
C+15,3950T x t + 14,8000C x t (4.4)
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Tabela 4.13. Coeficientes de regressdo para a concentracdo de hidroximetilfurfural

(HMF) no licor hidrolisado com H3POy4

. . Limite de Limite de
A Coeficiente Desvio
Parametros t(2) p confianca confianca

de Padrao (95 %)  (+95 %)

Regressao
Média 8,9750  0,099562 90,1453 0,000123  8,5466 90,4034
Curvatura -14,7300 0,381292 -38,631 0,000669 -16,3706  -13,0894

(T) Temperatura 17,9500 0,199123 90,1453 0,000123 17,0932 18,8068
(C) Concentragdao 14,8950  0,199123 74,8030 0,000179 14,0382 15,7518

(t) tempo 153950 (199123 773140 0,000167 14,5382 16,2518
TxC 14,8950 (199123 74.8030 0,000179 14,0382 157518
Txt 153950 (199123 773140 0000167 14,5382 16,2518
Cxt 14,8000 (199123 743259 0,000181 13,9432 15,6568

Em andlise a Tabela 4.13, verifica-se que as varidveis independentes,
temperatura, tempo de reacdo e concentracdo do acido, além de todas as interagdes entre
elas, apresentaram efeitos estatisticamente significativos (p < 0,05) sobre a varidvel
dependente concentracdo de HMF e atuaram de forma positiva sobre o processo, ou
seja, maiores valores para as varidveis independentes e suas interacOes favoreceram a
elevagdo da concentracdo de HMF no licor hidrolisado com H3PO4.

Na Figura 4.14 observa-se o diagrama de Pareto para a concentracdo de HMF
durante a hidrdélise dcida com H3;POy, e se confirma o resultado do efeito significativo a
95% de confianca (p<0,05) do tempo de rea¢do (minutos), temperatura (°C) e
concentracdo do acido (%), salientando que ambos influenciaram de forma nao linear.
Observa-se que a (T) foi a varidvel independente que apresentou maior influéncia sobre
a resposta analisada; em seguida, o segundo efeito mais importante foi o tempo de
reacdo e a interacdo temperatura e tempo de reacdo. Esses resultados condizem com os
resultados obtidos na Tabela 4.10, com respeito aos valores encontrados neste trabalho

que favorecem a formacdo de inibidores.
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Figura 4.14 - Diagrama de Pareto para os efeitos das varidveis independentes sobre a

concentracdo de HMF no estudo do licor hidrolisado do amido da manga com H3;PO4
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A Tabela 4.14 corresponde a andlise de varidncia (ANOVA) utilizada para

comprovar a significancia estatistica do modelo matematico obtido para a concentragdo

de HMF.

2 .
Os valores para 0 R”, Feaculado € Fabelado foram, respectivamente, 0,873; 9,19 e

6,94. O coeficiente de determinacio (R”) para o modelo ajustado foi de 87,3%,

indicando que o modelo apresentou ajuste razodvel; constata-se que o valor de Feyicyado<

Fiabelado, € @ 1az0 entre Fearculado © Frabelado foram iguais a 1,32 a um nivel de confianca de

95%; a partir destes resultados verifica-se que o modelo de 2* ordem para a

concentracdo de HMF foi estatisticamente significativo.
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Tabela 4.14 - Andlise de varidncia (ANOVA) para a concentragdo de HMF no licor
hidrolisado com H5;POy,

Fonte de

variacio SG GL MQ Teste F
Regressio 2917,953 6 486325,5 4,79x10™%
Residuo 438080,159 3 146026,7197
Falta de ajuste 438080 1 438080
Erro puro 0,159 2 0,0795
Total 440998,112
% R* 0,8738
Fabelado 6,94 Fealculado 3,33x10”

GL — grau de liberdade; SQ - soma dos quadrados; MQ. — média quadratica dos desvios
Teste F - (Fcalculado / Ftabelado)

A superficie de resposta exibida na Figura 4.15, foi construida de forma a
representar a influéncia das varidveis independentes tempo de reacdo, temperatura e
concentracdo do 4cido no percentual de HMF. Analisando a superficie de resposta
observa-se que a condicdo de maior valor de HMF foi no experimento 8, de 63,04mg/L,

cujas condi¢des representam o melhor gréfico.

Figura 4.15 - Superficie de resposta e curva de nivel para a concentracdo de HMF com

H3POy4
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4.7. Consideracoes gerais do planejamento experimental comparando os acidos
HzSO4 com H3PO4

Os planejamentos experimentais realizados no presente estudo foram executados
visando a otimizaca@o dos processos hidroliticos utilizando os dois catalisadores 4dcidos o
H,SO,4 e H3PO,, ou seja, objetivando determinar em que experimento, dentre os onze
realizados para cada processo de hidrélise 4cida quando avaliadas as varidveis de
entrada: temperatura, tempo de reacdo e concentracdo do 4cido que possibilitariam um
licor hidrolisado contendo uma concentragdo de hidroximetilfurfural (HMF) que nao
inibisse o processo fermentativo. Os ensaios visavam, ainda, a obtencdo de um valor
elevado de concentracio de glicose que favorecesse, portanto, o processo de
fermentacdo alcodlica e subsequente obten¢do de etanol a partir do amido extraido da

améndoa da semente da manga.

Esses resultados indicam que os modelos apresentados no presente planejamento
foram estatisticamente significativos para a concentracdo de glicose e HMF e
explicados pelas equagdes empiricas propostas com 98,21% para a concentracdo de
glicose e 99,95% para a concentracio de HMF, para o catalisador H,SO4 e 99,08% para
a concentracdo de glicose e 87,38 % para a concentracdo de HMF, para o catalisador
H;PO,4, da variabilidade dos dados. Indicando uma razodvel concordancia entre os

valores experimentais e os previstos pelo modelo.

Para obter no licor hidrolisado maior percentual de obten¢do de concentracdo de
glicose e maior remocao da concentragdo de HMF, deve-se se operar em temperaturas e
concentracdes dos dcidos maiores e tempo de reacdo menor nas seguintes condicdes:
temperatura de 120°C, concentracio acida de 5% e tempo de 30 minutos; verificou-se,
também, que os dois tipos de catalisadores &dcidos, o H,SO4 e H3zPO4 usados nos
processos hidroliticos, apresentaram efeitos significativos e que o acido sulfurico foi o

que obteve o valor mais elevado da concentragdo de glicose, nas jé citadas condicdes.
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4.8. Rendimento da hidrélise acida do amido da manga

O rendimento do processo de hidrolise dcida do amido da manga utilizando o
catalisador H,SOy, foi de 89,4%, apresentando um rendimento maior da hidrélise em
virtude da maior concentracdo de glicose no licor hidrolisado, quando comparada com o
rendimento alcangado pelo processo utilizando o catalisador H3PO4 que foi de 75,5%.
Esses valores estdo de acordo com os encontrados na literatura. Estudos sobre o efeito de
hidrélise em amidos origindrios de mandioca, no perfil de agicares e na fermentacio
alcodlica, feita por Abraham et al. (1987), demonstraram que no método enzima-enzima a
eficiéncia de hidrélise foi de 96%, valor superior ao obtido pelo método 4cido-enzima, de
86%; portanto, estd coerente com o valor obtido neste estudo, em que foram observados
pequenos teores de maltose e maltotriose, tanto no método enzima-enzima quanto no
acido-enzima. Segundo Lloyd e Nelson (1984), um hidrolisado com alto teor de glicose
apresenta concentracdo de glicose de 94%, em peso, e dextrose equivalente de 96,28,

podendo-se calcular, entdo, a concentracio maxima de conversao a partir do amido.

Santana et al. (2010) alcancaram valor proximo dos 80% para a hidrdlise do
amido soluvel e seus derivados, a 45 °C e 22,07 g.L'1 de amido soludvel; Augustini et al.
(2007) observaram que o rendimento do processo de hidrdlise enzimdtica natural do
amido de mandioca, para a producdo de dlcool, foi 26%, valor menor em relacdo ao
presente trabalho utilizando o processo de hidrdlise 4cida para o amido do caroco de
manga. Leonel e Cereda (2000) apresentaram rendimento semelhante ao de Ferreira et al.

(2006), também para a hidrélise do amido de mandioca.
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4.9. Estudo cinético da fermentacao alcoolica dos licores hidrolisados com o acido

sulfirico e fosforico para a producao de etanol

Os experimentos da fermentacao alcodlica para a producao de etanol utilizando a
levedura Saccharomyces cerevisiae industrial, cepa Y-904, foram realizadas nas
condi¢des otimizadas do planejamento fatorial 2°, com trés repeticdes no ponto central
em funcdo dos tempos referentes aos ensaios fermentativos utilizando os licores
hidrolisados pelos acidos sulftrico e fosférico.

O comportamento do consumo substrato limitante (glicose) e a crescente
producdo do etanol formado, ilustram perfeitamente o perfil da fermenta¢iao, como pode
ser visto nas Figuras 4.16 e 4.17, para os dois catalisadores H,SO4 e H3PO,4, os quais
apresentaram concentragdes iniciais de glicose de 30.000,00 e 25.435,54 mg.L'l,
respectivamente. Com os resultados obtidos, observou-se, nas figuras j4 mencionadas,
um decaimento do substrato limitante durante o processo fermentativo favorecendo a
producdo de bioetanol no periodo entre 2 e 12 h: apds este intervalo de tempo é
provavel que tenha ocorrido inibicao da levedura devido a presenca de inibidores no
hidrolisado indicando que o consumo do substrato ndo foi total. Observou-se, também,
que até as 12 h a fermentacdo ocorreu de forma satisfatéria, conforme indicado pelo

consumo dos agucares e consequente formacao do produto.

Figura 4.16 - Perfil cinético obtido para fermentacdo alcodlica do hidrolisado
utilizando-se a levedura Saccharomyces cerevisiae industrial cepa Y-904 com o
catalisador H,SO4
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Figura 4.17 - Perfil cinético obtido para fermentagdo alcodlica do hidrolisado
utilizando-se a levedura Saccharomy cescerevisiae industrial cepa Y-904 com o
catalisador H;POy4
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Com base nos dois resultados obtidos para o consumo de substrato (glicose) e
formacdo de produto (etanol), em funcdo dos tempos referentes aos ensaios
fermentativos utilizando-se os licores hidrolisados com os catalisadores 4acidos
sulfurico e fosférico, pode-se observar, para os dois ensaios fermentativos que,
inicialmente, ambos apresentaram comportamentos semelhantes havendo producgdo de
etanol em 120 minutos de fermentagcdo alcodlica. Observa-se também que a completa
conversao de glicose foi alcancada em 330 minutos, para o ensaio com o licor
hidrolisado como catalisador H,SOy; ja para o ensaio no qual foi utilizando o licor
hidrolisado com o catalisador H;POy, a glicose foi integralmente consumida em 400
minutos; tudo leva a crer que este comportamento ocorreu devido a uma concentracao
maior de HMF no licor hidrolisado com o H;SO4, de 130,04 mg/L'l, quando
comparada com a concentragdo encontrada no licor hidrolisado com H3;POy,, de 63,04
mg/L']. A concentragdo de HMF no licor hidrolisado com H,SO4, mesmo sendo
inferior a estabelecida como tdéxica ao microrganismo, pode ter levado a uma
diminui¢do na velocidade do processo fermentativo, porém Taherzadeh (2000) afirma
que o hidroximetilfurfural inibe a levedura quando em concentracdes proximas de
4.000,00 mg/L’l; ja Larsson et al. (1999), sugerem que, mesmo em baixas

concentracdes de compostos inibidores, é recomendada a detoxificacdo do licor antes
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do processo fermentativo, visto haver efeitos sinérgicos dos inibidores podendo,
portanto, dificultar a fermentagdo alcodlica.

Desta forma pode-se dizer que em todos os casos avaliados a formacdo do
produto estd associada a decomposi¢do do substrato. Segundo Schmidell et al. (2001)
esta configuracdo apresenta o caso em que o produto formado (metabdlico primario)
estd diretamente ligado as reacdes do catabolismo ou decomposicdo do substrato.
Oliveira (2010) observou, estudando a produgdo de etanol em hidrolisados de féculas de
mandioca por Saccharomyces cerevisiae M-26 um consumo total de glicose apds 12 h
de fermentacdo, para os dois tipos de catalisadores, acido sulfirico e fosforico,
utilizados na hidrélise acida.

Na fermentac¢do alcodlica utilizando como biomassa o amido residudrio existente
no farelo de mandioca, Saito et al. (2006), obtiveram um rendimento no ensaio de 90%,
com 12 h de fermentacdo e apresentaram produgdo de 2,89% (p/p) de etanol e fator de
conversdo de glicose em etanol 46%, concluindo que o mesmo ndo apresentou efeito
inibidor a fermentacao.

A partir da concentragdo inicial de glicose nas amostras dos licores hidrolisados
com H,SO,, de 30.000,00 mg/L'1 e com H3PO,, de 25.435,54 mg/L'l, no momento da
inoculacdo da levedura, foram calculados os parametros cinéticos nos fermentados
obtidos: produtividade volumétrica (Q,), fator de conversdo de glicose em etanol (Y ),
eficiéncia de conversdo (1) e o consumo de glicose (Y). Observaram-se a cinética de
consumo de substrato (glicose) e a formacdo de produto (etanol), até que todos os
acucares fermentesciveis fossem consumidos pela levedura Saccharomyces cerevisiae.

Os resultados da cinética de fermentagdo estdo na Tabela 4.15.

Tabela 4.15 - Dados cinéticos da fermentacdo alcodlica dos licores hidrolisados pela
levedura Saccharomyces cerevisiae industrial cepa Y-904

Licores Qp Y Y, n
hidrolisados (g/L.h) (%) (%) (%)

H,SO4 0,042 91,3 51 100

H;PO, 0,027 92,2 47 92

Observa-se (Tabela 4.15) que o maior rendimento alcancado para o etanol foi de

51%, para o hidrolisado catalisado pelo H,SO4 € a maior produtividade foi de 0,042 g/L°
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'h™ para um tempo de até 12h de fermentacdo cujo resultado condiz com o das
consideragdes de Reguly (1996), que propds que o méximo tedrico dificilmente €
alcangado 51,11%. Os resultados obtidos neste trabalho sdo superiores aos encontrados
por Curvelo-Santana et al. (2010) que, trabalhando com otimizagcdo da producdo de
alcool de mandioca, obtiveram 45% com a levedura Saccharomyces cerevisiae.

Os valores apresentados na Tabela 4.15 confirmam uma expectativa no que diz
respeito a populagdo de leveduras presentes nas dornas de fermentacdo de unidades
industriais tendo-se, como exemplo, a Saccharomyces cerevisiae. A levedura estudada
apresenta caracteristicas fermentativas adequadas ao processo industrial. Uma andlise
em conjunto com esses parametros € necessdria para agrupar a levedura que ja em uma
primeira andlise apresenta caracteristicas fermentativas adequadas para uso industrial. O
principal pardmetro a ser observado para que uma linhagem seja considerada adequada
a aplicacao industrial, € o rendimento em etanol (Ypys).

Pelos resultados pode-se observar que a linhagem estudada apresentou valores
para este parametro (Yps) de 0,511 e 0,470 mg/L'l para os dois tipos de catalisadores
enquanto que os valores desejados sdo aqueles superiores a 0,46 mg/L'l; assim, Claudia
et al. (2006) obtiveram, trabalhando com diferentes linhagens de leveduras isoladas de
diferentes processos de fermentacdo alcodlica para a producdo de biocombustivel,
resultado para o fator de conversdo de glicose em etanol no valor de 45% de etanol
produzido utilizando-se a levedura Saccharomyces cerevisiae industrial cepa Y- 904.

Souza et al. (2012) avaliaram a producao de etanol a partir da polpa e da casca
da banana (Musa cavendishii). A biomassa utilizada foi submetida a tratamento
hidrolitico utilizando, como catalisador, o acido sulfirico. Por ter revelado maior
concentracdo de glicose o hidrolisado por 4cido sulfurico foi submetido a fermentacao
durante 8 horas utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae isolada de fermento
comercial seco. Comparando aos resultados observados na presente pesquisa, o autor
encontrou valor similar para a quantidade de etanol formado por unidade de substrato
consumido, de 47%, efici€éncia de conversdo de 92,94% e resultado superior para a
produtividade volumétrica em etanol de 1,15 e 2,62 g.L'l.h'l.

Melo et al. (2008) apresentaram, estudando a levedura Saccharomyces
cerevisiae em fermentacdo de glicose a partir da biomassa de torta de mamona para a
producio de bioetanol, uma producio médxima de etanol de 1.380 mg/L"' com

rendimento (Yps) 44%, valores proximos do encontrado neste estudo.
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Mojovic et al. (2006) obtiveram, avaliando o potencial da producdo de biodlcool
a partir dos hidrolisados da farinha de milho, com as fermentacdes realizadas
empregando Saccharomyces cerevisiae seco, com ensaios que duraram menos de 48h,
um rendimento de 45,59% de etanol que correspondeu a 89,2% do tedrico e
produtividade volumétrica de 1,21 g/L'l.h'l.

Para estudos de hidrélise acida, Sassner et al. (2006) obtiveram, estudando a
formacdo de etanol por Saccharomyces cerevisiae, durante a fermentacdo do hidrolisado
feito com residuos de madeira como substrato, rendimento de 40,38% em etanol
convertido a partir dos agucares fermentdveis disponiveis apés 24 h de fermentacao
valor este proximo do obtido neste trabalho. A concentracao de etanol obtida no produto
fermentado foi de 16 g.L”! e a produtividade volumétrica de 0,67 g/L™".h™".

Tasic et al. (2009) encontraram, estudando a hidrélise 4acida do amido de
tubérculos de batata doce utilizando &4cido cloridrico em diferentes propor¢des de
material vegetal o valor de 31 g/LL para a producdo de etanol num processo de
fermentacdo, por cerca de 18h.

Hashem e Darwish (2010) utilizaram, no seu estudo, o fluxo de residuos de
amido de batata produzidos durante a fabricacdo de chips, como fonte econdomica de
biomassa para a producdo de bioetanol e constataram, no final do processo, uma
producdo de 5,52 g.L'! de etanol.

Segundo Bringhenti et al. (2007), admite-se, em um processo de fermentacao,
que rendimentos entre 43 € 49% sejam considerados adequados e indicativos de bom
processo de fermentacdo; portanto, na producdo de bioetanol a partir de améndoa da
semente da manga com hidrélise acida utilizando os dois tipos de catalisadores, o dcido

sulftirico e o fosforico se mostraram eficientes.
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5. CONCLUSOES

As principais conclusdes obtidas neste trabalho sdo apresentadas a seguir,

separadas por assunto desenvolvido:

Caracterizacao fisico-quimica do amido extraido da améndoa da semente da

manga

O resultado obtido na caracterizacdo fisico-quimica do teor de amido da manga
apresentou o percentual significativo de 60,72% evidenciado como hédbil componente na
obtencdo do extrato amildceo, a partir do baixo teor de constituintes como cinzas,
proteinas e lipideos, que resultaram em elevado grau de pureza e rendimento de

extracao.

Caracterizacao da microscopia eletronica de varredura (MEV) no amido natural e

no hidrolisado com os tipos de catalisadores

Os granulos de amido natural apresentaram comportamento tipico de
semelhanca quando comparados aos primérios aspectos morfolégicos, de tamanhos e
formatos, constatando ainda modificacdes estruturais apds o tratamento com acidos

sulftrico e fosférico deixando evidente a acdo dos catalisadores.

Difracao de raios X (DRX) no amido natural

O amido extraido da manga apresentou valor obtido para o grau de cristalinidade

compativel com a literatura permitindo observar seus diferentes tipos e grau para o

amido da amostra estudada cuja estrutura cristalina se caracterizou como sendo do tipo

A, tipico de cereais.
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Para a hidrolise acida

Os dois tipos de catalisadores utilizados mostraram-se eficientes quanto ao
processo de hidrélise 4dcida do amido da manga trabalhando nas condicdes otimizadas
de temperatura a 120 °C na concentracdo de 5%, durante 30 minutos para o acido
H,SO,4 e nas mesmas condi¢des no tempo de 90 minutos para o H3PO,.

O processo de hidrélise acida utilizando o 4cido sulftirico apresentou maior
rendimento de hidrélise 89,4%, quando comparado o rendimento obtido pelo processo
usando o 4cido fosférico como catalisador 75,5%; entretanto, o tratamento com o
acido fosférico oferece vantagem em relagdo ao processo com o 4cido sulfidrico, no
que diz respeito aos sais formados apds hidrélise uma vez que esses sais podem servir

como parte dos nutrientes necessarios ao desenvolvimento da levedura.

Fermentacao alcodlica dos licores hidrolisados para a producio de bioetanol

No estudo da cinética de fermentagdo alcodlica para se obter maior eficiéncia
tendo, como objetivo, o maximo de conversio do actiicar em etanol, o processo
fermentativo nos niveis de concentragdo de levedura, de 12 g/L'1 e do composto
nutricional Nitrofés, de 0,6 g/L’l, foi considerado satisfatorio na fermentacdo dos licores
hidrolisados com os dcidos sulftrico e fosférico operando a uma eficiéncia (I]) superior
a 92%, utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae cepa Y-904 comprovando,
assim, seu alto potencial na producio de bioetanol a partir do residuo agroindustrial da

améndoa da semente da manga.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O aproveitamento do endocarpo apds a remog¢ao da améndoa da semente da manga

para a producdo de etanol lignocelulésico;

Ampliar a matriz de planejamento levando em consideracio o aumento da

temperatura e o tempo de reacdo do processo de hidrélise dcida;

Estudar a aplicacdo do pretratamento com a finalidade de otimizar os processos das

hidrdlises dcida e enzimética.

Realizar a hidroélise enzimatica utilizando enzimas amiloliticas comerciais;

Testar a produ¢do de enzimas amiloliticas a partir do amido da manga utilizando a
levedura Aspergillus Niger que tem a propriedade de quebrar as moléculas do amido em

glicose.

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

legislacdo brasileira vigente.
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