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RESUMO

PEREIRA, Simone Cristina Loures. Estudo Comparativo de alcool utilizando a Cyperus
esculentus via rota enzimatica e acida. 2014. 101 p. Dissertacdo (Mestrado em Bioenergia)
— Universidade Estadual do Centro Oeste, Guarapuava, 2014.

O avango da economia mundial desafia o abastecimento energético na busca por energias
mais limpas, provenientes de fontes renovaveis. O etanol proveniente da biomassa ocupa
lugar de destaque entre os biocombustiveis. No Brasil ¢ produzido a partir da biomassa da
cana-de-agticar, porém, esta vem sendo priorizada para a producdo de acucar pelas industrias
sucroalcooleiras, novas estratégia vém sendo pesquisadas visando o oferecimento de culturas
alternativas para a produgdo do etanol. Este trabalho objetivou a producao de etanol a partir
da fermenta¢do da farinha de Cyperus esculentus como matéria-prima amiladcea. Esta erva
daninha possui caracteristicas singulares e consideravel teor de amido, que pode ser
transformado em acucares fermentesciveis para a obten¢do do bioetanol. Empregaram-se as
técnicas — teor de umidade, teor de amido e actcares redutores encontrados na farinha de
Cyperus esculentus, hidrolise do material amilaceo por duas diferentes rotas, quimica e
enzimdtica, fermentagdo, destilagdo, espectrofotometria UV-Vis e discussdo de dados
estatisticos realizados de acordo com fatoriais 2° do planejamento experimental. Os
resultados foram tratados utilizando o software Design Expert®, versdo 8 sendo a resposta
em teor de alcool, °GL. Os mostos fermentados resultaram em teor alcoolico médio de 29,08
°GL para os hidrolisados enzimaticos, enquanto os hidrolisados acidos utilizando HNO;
forneceram valor igual a 26,0 °GL. O planejamento demonstrou valores significativos de
fermentagdo em tempos de 24 horas e concentragdo de Saccharomyces cerevisiae igual a 15
gL™!. Os resultados demonstraram um melhor rendimento utilizando-se a rota enzimatica, fato
jé& esperado devido a seletividade da enzima, entretanto a producdo pela rota acida apresenta

um custo 95% menor do que a enzimatica, o que a tornaria viavel com inser¢do de subsidios.

Palavras-chave: Bioetanol. Amido. Hidrélise. Tiririca.



ABSTRACT
PEREIRA, Simone Cristina Loures. The Comparative study of alcohol using the Cyperus
esculentus by the enzymatic and acid route. 2014. 101 p. Dissertation (Master’s Degree in

Bioenergy) - Midwest State University, Guarapuava. 2014.

The advancement of the global economy challenges the energy supply in searching for cleaner
energy from renewable sources. Ethanol from biomass takes a distinguished place among the
biofuels. In Brazil is produced from the sugarcane biomass, however, it has been prioritized
the production of sugar by the sugarcane industries, new strategies are being researched
aiming to offer alternative crops to the ethanol production. The objective of this work was the
ethanol production from the fermentation of Cyperus esculentus flour as raw material from
the starch. This weed has unique features and presents considerable starch content, which can
be converted into fermentable sugars in order to obtain ethanol. The following techniques
were employed - the moisture content, the starch content and the reducing sugars found in the
flour of Cyperus esculentus, the hydrolysis of starch material by two different routes,
chemical and enzymatic, fermentation, distillation, UV-Vis spectroscopy and the discussion
of statistical data carried out according to the factorials 2* experimental planning. The results
were processed using the software Design Expert®, version 8 and the response in alcohol
content, °GL. The fermented mashes resulted in average alcohol content of 29,08 °GL to the
enzymatic hydrolysis, while the acid hydrolysis using HNO; provided value equal to 26,0
°GL. The planning showed significant values of fermentation in periods of 24 hours and a
concentration of Saccharomyces cerevisiae equal to 15 gL”. The results showed a better
performance using the enzymatic route, what was already expected due to the enzyme
selectivity, however the production by the acid route features a 95% lower cost than the

enzymatic which would become viable with the insertion of subsidies.

Keywords: Bioethanol. Starch. Hydrolysis. Tiririca.



1. INTRODUCAO

O contato do homem com a energia data desde 500.000 A.C. através do dominio do
fogo, com esta constituindo-se desde entdo como um item fundamental para o
desenvolvimento de uma nacgdo. A era dos combustiveis fosseis iniciou-se com a Revolucao
Industrial, momento em que se intensifica o uso destes, com a consagracao do Petréleo como
principal fonte energética, fato que torna o crescimento da economia mundial dependente de
seu emprego (OLIVEIRA; SUARES; SANTOS, 2008; GOLDEMBERG, 2009).

Com a ampla utilizagdo destes combustiveis grandes quantidades de gases poluentes
(enxofre, 6xidos de nitrogénio, hidrocarbonetos e fuligem) passaram a ser emitidos na
atmosfera, gerando impactos ambientais que acarretaram em grandes consequéncias aos
ecossistemas e a sociedade, como o aquecimento global e as mudancas climaticas decorrentes
a este, a chuva acida, a poluigcdo de solos e rios e o aparecimento de problemas respiratorios
na populacdo (FAPESP, 2010).

A procura por outras fontes energéticas, visando o abastecimento do mercado
decorrente do crescimento econdmico e tecnoldgico, torna-se um desafio a ser enfrentado em
todo o mundo. Os impactos ambientais se caracterizam como uma ameaga real e exigem uma
resposta imediata no que se refere ao encontro de maneiras para soluciona-los, e ainda a fim
de se garantir que a demanda energética futura seja suficiente sem, contudo, levar a mais
prejuizos (BIOENERGIA, 2004; CARDOSO e SOUZA, 2005; FAPESP, 2010).

Os combustiveis de origem fossil, além de grandes poluidores como ja citado
anteriormente, caracterizam-se também como fontes energéticas ndo renovaveis gerando
assim incertezas com relagcdo as suas reservas, visto que estas se encontram ameagadas pelo
esgotamento (OLIVEIRA; SUARES; SANTOS, 2008). Deste modo, a procura por fontes
alternativas de energia, renovaveis e menos poluentes, vem se intensificando no setor
energético e em varios paises encontra-se no topo dos objetos das politicas publicas locais
(SALLA, 2010).

Os chamados biocombustiveis surgem com a finalidade de substituir, parcial ou
mesmo totalmente os combustiveis nao renovaveis (COLETTI, 2005; ANP, 2011).
Caracterizam-se como renovaveis porque sdo obtidos a partir de fontes ou reservas naturais
que possuem a capacidade de renovagdo, além disso, quando comparados aos combustiveis

fosseis, poluem menos, devido a emissdao de poluentes ser menor durante a queima nos



motores, minimizando consequentemente os impactos ambientais, tornando-se uma grande
opcao estratégica para a produgdo energética (BIOENERGIA, 2004).

Seus principais representantes sdo o biodiesel, o etanol e o biogas, de modo que no
Brasil destacam-se o emprego de duas destas fontes, o biodiesel e o etanol. Desde a década de
1970, a produgdo do etanol no pais tem sido uma alternativa ecoldgica capaz de gerar
emprego e renda. Os primeiros passos rumo a produgdo de etanol foram dados pds-crise do
petréleo com o Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL) e, mais tarde, tem-se um novo
crescimento em sua producdo decorrente da introdugdo dos veiculos flex no mercado
brasileiro. Atualmente, o pais configura-se como um de seus maiores produtores, sendo
extraido de forma dominante a partir da cultura de cana-de-agucar (Saccharum spp). Outras
fontes para a sua obtenc¢do sdo o milho, a exemplo dos Estados Unidos (EUA), a beterraba, na
Europa, a mandioca, na Asia, a batata-doce e o trigo, porém, discussdes sio geradas a respeito
da cultura destes para a obtencdo de alcool por fazerem parte da cadeia alimentar, o que
dificulta a ocorréncia de grandes avangos em seu alcance. Desse modo, ¢ fundamental a
realizacdo de pesquisas que visem o aperfeicoamento de suas matérias-primas, buscando-se a
concretizagdo dos biocombustiveis na matriz energética mundial (COLETTI, 2005;
GOLDEMBERG, 2009; ANP, 2011).

Neste sentido, a tiririca (Cyperus esculentus), uma erva daninha conhecida também
com outras denominag¢des como batatinha-de-junga, cebolinha, junga e tiriricdo, possuidora de
caracteristicas particulares, dentre as quais grande capacidade de reproducdo podendo
desenvolver-se em inumeros tipos de solos, o que a torna uma das espécies mais impregnantes
nas lavouras, bem como o fato de ndo estar inclusa na cadeia alimentar, apresenta-se como
uma importante estratégia para o alcance de aumentos na produ¢do de etanol, contribuindo
assim para reducao dos desequilibrios ambientais (KUVA et al., 2000; LORENZI, 2000).

Para a producdo de etanol, ¢ necessario que o amido encontrado nos tubérculos da
tiririca passe pelo processo de hidrolise, possibilitando a quebra de sua molécula, e
posteriormente fermentagdo alcoolica para a producao final do biocombustivel. O processo de
hidrolise do amido pode ser obtido de duas formas, por rota enzimatica, onde sao utilizadas
enzimas (amiloglucosidase e a- amilase), e por rota 4cida, onde empregando acido nitrico 12
molL™". A fermentacio alcodlica envolve a acdo de microorganismos denominados leveduras,
responsaveis pela fermentacdo destes aglcares, necessitando condi¢des favoraveis de
temperatura ¢ pH. O fungo Saccharomyces cerevisiae ¢ o microorganismo agente de

fermentagdo mais empregado neste processo (NOVAES et al., 1974).



Assim sendo, diante dos problemas de ordem ambiental e da crise energética
emergente, um percurso alternativo precisa ser tracado, buscando uma energia mais limpa e

renovavel, sem degradagdo e focando-se num desenvolvimento com sustentabilidade.



2. OBJETIVOS

Objetivo Geral
Produzir etanol a partir da fermentacao da farinha de Cyperus esculentus via rota

enzimatica e acida.

Objetivos Especificos
v Avaliar as concentragdes de Saccharomyces cerevisiae ¢ tempos de fermentagdes na
producdo de etanol;
v" Obter o teor alcoolico por meio da NBR 13920 e analisar a rentabilidade das rotas
enzimatica e acida;
v Analisar o custo beneficio da produ¢do de etanol a partir da hidrolise do material
amiléceo, utilizando a Cyperus esculentus como matéria-prima, via rota enzimatica e

acida.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Energia

A energia ¢ um motor essencial no crescimento econémico e social de uma nagao.
Todavia, a sua producao e consumo vém comprometendo o equilibrio entre meio ambiente e
sociedade (FAPESP, 2010). Com o dominio do fogo por volta de 500.000 A.C., o homem
passou a emprega-lo como fonte de aquecimento, protecao e iluminacdo, utilizando a madeira
como combustivel. A era dos combustiveis fosseis, marcada pela introdugdo da utilizagdo do
carvao mineral, iniciou-se apos a Revolugao Industrial, neste periodo o petroleo consagrou-se
como a principal fonte de energia em todo o mundo (BORSATO; GALAO; MOREIRA,
2005; OLIVEIRA; SUARES; SANTOS, 2008).

Com o uso das maquinas a vapor no periodo da Revolugao Industrial, a demanda de
carvao que até entdo era considerada pequena, sendo destinada apenas como fonte de
aquecimento nas residéncias, passou por um aumento significativo e a partir desse periodo o
petréleo e o gas tornaram-se dominantes por serem faceis de transportar, passando a ser
utilizados como combustiveis em motores de combustdo interna (Ciclo Otto ou Diesel). A
partir dai a energia passou a ser foco do desenvolvimento, havendo a transformagdo do
trabalho humano ou animal para equipamentos movidos com carvao mineral. O petroleo
passou a ser a base para o desenvolvimento tecnoldgico e a economia mundial tornou-se
dependente do entio denominado “ouro negro” (BORSATO; GALAO; MOREIRA, 2005;
GOLDEMBERG, 2009).

Esta dependéncia associada ao aumento da economia mundial fez com que se elevasse
cada vez mais a emissao de gases poluentes (enxofre, 6xidos de nitrogénio, hidrocarbonetos e
fuligem), contribuindo para a formagdo de materiais particulados, cooperando com o efeito
estufa e a chuva acida. Além disso, a extra¢do, o transporte e o processamento de energias
pertencentes as fontes primadrias estdo interligadas a varios riscos de degradagdo do solo, da
agua e do ecossistema como um todo. Deste modo, surge a necessidade de buscar um sistema
energético com teor de carbono reduzido (BORJESSON, 1996; FAPESP, 2010).

As mudangas climaticas associadas ao aquecimento global se caracterizam como uma
ameaga real, exigindo uma resposta imediata no que se refere ao encontro de uma solugao, a
fim de se garantir a demanda futura de energia diante do acréscimo nas temperaturas globais e

da dependéncia humana (BIOENERGIA, 2004; FAPESP, 2010).



3.1.1 Tipos de Energia

3.1.1.1 Energias ndo renovaveis

Este tipo de energia assim denomina-se por ser obtida a partir de fontes que
apresentam capacidade de regeneragdo (renovacdo) muito inferior quando comparada a sua
grande utilizagdo, isto ¢, a demanda intensa supera a sua obtencao, levando consequentemente
ao esgotamento de suas reservas. Estas fontes ndo renovaveis de energia compreendem os
combustiveis fosseis, o petroéleo, com maior representacao, o gas natural, o carvao e o uranio.
A figura 1 apresenta algumas fontes ndo renovaveis de energia (SALLA, 2010; GALLINA,
2011).

(asnatural

Figura 1 — Energia ndo renovavel (http://www.neosolar.com.br/images/saiba-mais/energias-renovaveis.jpg).

Além de se tratarem de fontes esgotaveis de energia, os combustiveis fosseis sdo os
grandes responsaveis pelos problemas ambientais enfrentados pela humanidade, incluindo o
aquecimento global e as mudancas climdticas associadas. O petroleo caracteriza-se no
composto quimico que mais emite gases poluentes na atmosfera, além disso, a maioria de suas
jazidas se encontra em dareas geograficas politicamente conturbadas, provocando grandes
altera¢des em seu custo, de maneira que estas questdes contribuem significativamente com as

desvantagens em seu emprego (OLIVEIRA; SUARES; SANTOS, 2008).



3.1.1.2 Energias renovaveis

A energia renovavel, como o proprio nome revela, ¢ proveniente de fontes ou reservas
naturais, que possuem capacidade de regeneragdo, isto €, se renova num ritmo capaz de
suportar a sua demanda, sem o risco de esgotamento. Os biocombustiveis derivados destas
fontes energéticas poluem menos quando comparados aos combustiveis fosseis por emitirem
compostos em menor quantidade durante o processo de combustdo nos motores
(BIODIESELBR, 2012).

As plantas das quais sdo obtidos os biocombustiveis absorvem didxido de carbono
(COy(g)) do ar através do processo da fotossintese, auxiliando na redugdo do efeito estufa e na
compensagcdo deste emitido durante o processo de combustdo nos motores. Estas
caracteristicas, associadas ao esgotamento das reservas dos combustiveis fosseis, fazem com
que os biocombustiveis sejam superiores na competicao do mercado global de energia.

A energia obtida por meio da biomassa (figura 2) pode gerar biocombustiveis nos
principais estados fisicos da matéria, apresentando um amplo campo de aproveitamento no

setor energético (COLETTI, 2005; ZHANG et al., 2010; ANP, 2011; BIODIESELBR, 2012).
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Figura 2 - Energia da biomassa (http:/fontesenergeticasambiental2011.blogspot.com.br/2011/05/energia-da-
biomassa.html).
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A produgdo de biocombustiveis surge, portanto, como importante op¢do estratégica,
quer seja para seu emprego como produto complementar, quer seja como produto substituto
aos derivados do petroleo, minimizando assim os problemas ambientais decorrentes de seu

uso (BIOENERGIA, 2004).



3.1.2 Consumo energético

Nos dias atuais, o desenvolvimento da economia mundial esta interligado com a
capacidade de produg¢do de energia, sendo esta determinada por fatores ambientais,
econOmicos € sociais, uma vez que o seu uso afeta toda a sociedade. A dependéncia nos
combustiveis fosseis leva a necessidade de produgdo de energia proveniente de fontes
renovaveis para sanar a demanda energética das nagdes, proporcionando crescimento aos
paises em desenvolvimento (SILVA e FREITAS, 2008; SALLA, 2010). A procura por fontes
alternativas de energia vem se intensificando no setor energético e em varios paises tem sido
foco de politicas publicas. Por outro lado, no que se refere ao balanco energético mundial, sua
representacdo ainda ¢ inferior a energia fossil (MME, 2013).

As geracdes dependem da capacidade energética para o seu desenvolvimento social,
econOmico e ambiental. A incerteza quanto as reservas petroliferas e o aumento das cotacdes
de petrdleo, associados as questdes ambientais e sociais, impdem a premeéncia de se alterar as
bases do desenvolvimento economico e de se modificar a matriz energética mundial. Segundo
estudos cientificos realizados no decorrer dos ultimos 30 anos, o aumento na concentragao
dos gases responsaveis pela geracdo do efeito estufa, de modo especial o CO,(,) resultante da
combustdo de combustiveis fosseis, provocara um aumento na temperatura média do planeta,
situando-se entre 1,4°C e 5,8°C nos proximos 100 anos (ALLEY et al., 2007).

A matriz energética mundial, tabela 1, ¢ representada em sua maioria por combustiveis

fosseis, com maior parcela de petrdleo, seguida de carvao e gas natural.

Tabela 1 — Matriz energética mundial.

FONTES (%)
Petroleo 32
Carvao 28
Gas Natural 21
Energia Nuclear 5
Energia Hidraulica 2
Outras 12

Fonte: MME 2013

Em se tratando do cendrio nacional (figura 3), apesar do consumo energético também
trazer indices superiores nas fontes de carbono fossil quando comparado as fontes renovaveis,

estas vém aumentando sua representatividade.
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Figura 3 — Oferta interna de energia (BEN, 2013).

O Brasil apresenta um conjunto de vantagens se comparado a outros paises para se
tornar um lider na agricultura de energia, citando-se a existéncia de grandes areas disponiveis
de terras para producdo associada a existéncia de uma grande bacia hidrografica com
inimeros rios de planaltos, essenciais para a geragcdo de energia (BIOENERGIA, 2004). A
tabela 2 apresenta a participagdo das fontes renovaveis na matriz energética brasileira no ano
de 2012, observa-se uma consideravel diferenga embora tenha ocorrido uma pequena reducao

na oferta de etanol, em comparagdo a outras matrizes energéticas (anos anteriores).

Tabela 2 - Participacdo de renovaveis na matriz energética.

Renovaveis (%)

Brasil (2012) 42,4 57.6
Brasil (2011) 44,1 55,9
Brasil (2010) 45,1 54,9
Mundo (2010) 13,2 86,8
OCDE (2010) 8,0 92,0

Fonte: BEN 2013

Com relagdo ao uso dos biocombustiveis, o Brasil estd fazendo sua parte, destacando-
se 0 uso do biodiesel, obtido a partir de 6leos vegetais ou de gorduras animais, € o etanol,

extraido a partir da biomassa da cana-de-acicar, de modo que esta vem dominando

atualmente sua producao no pais (COLETTI, 2005; ANP, 2011).

Nao Renovaveis (%)
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3.2 Tipos de Biocombustiveis

De uma forma geral, os biocombustiveis, sdo produzidos a partir de actcares, amido,
celulose, 6leos vegetais e gorduras animais. Os processos de produgdo ocorrem por meio de
tecnologias aprovadas e estabelecidas, mas diversos estudos vém sendo realizados visando o
emprego de novos métodos para este fim. Embora ocorra semelhante absor¢cdo do COy
durante o crescimento dos graos a sua obtencdo, fato que neutraliza, ainda que em niveis
distintos, as emissdes provenientes do cultivo, processamento e queima nos veiculos, os
biocombustiveis comportam-se de maneiras distintas por possuirem caracteristicas
diferenciadas. Dentre estes compostos merecem destaque o biodiesel, o biogas, o biometanol
e o bioetanol (DAMASCENO et al., 2010; BIODIESELBR, 2012).

Apesar de se encontrarem em fase de pesquisa e desenvolvimento, para avaliagdo no
que se refere a viabilidade econdmica de seu uso, o emprego dos novos métodos pode
contribuir para um aumento na producdo de biocombustiveis, além de que, o aumento da
utilizagdo da biomassa para a producdo de energia poderd possibilitar um maior
desenvolvimento econdomico, bem como uma diminui¢do da pobreza por meio da geragdo de
empregos ¢ melhorias na vida das populagdes residentes nas areas rurais (DAMASCENO et

al., 2010).

3.2.1 Biodiesel

A queima deste biocombustivel libera gas carbonico, um dos responsaveis pelo efeito
estufa, porém tal gas ¢ absorvido pelas plantas oleaginosas utilizadas como matéria-prima
para sua produgdo, por meio do processo denominado fotossintese. O ciclo de producao do
biodiesel minimiza os impactos ambientais. No entanto, para que a cadeia de produgdo seja
completamente renovavel, faz-se necessario o uso de uma rota etanolica, evitando a utiliza¢ao
da rota metanolica (GALLINA, 2010).

Produzido a partir de plantas oleaginosas (figura 4) como algoddo, amendoim,
girassol, dendé e soja, ou ainda de matérias-primas alternativas como a gordura animal e os
6leos de frituras, através do método denominado transesterificagdo, no qual ha a separagdo da
molécula de glicerina das moléculas de acido graxo. E adicionado ao diesel de petroleo em
proporgdes variaveis destacando-se assim na minimiza¢do do uso dos derivados do petréleo

sem modificar motores (COLETTI, 2005; BIODIESELBR, 2012).
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Figura 4 - Matéria-prima para producdo de biodiesel (GALLINA, 2011; adaptado por, PEREIRA, 2014).

No Brasil, as técnicas desenvolvidas pela Petrobras para se obter o combustivel
organico se encontram em desenvolvimento avanc¢ado, visto que ja vem sendo utilizado em
veiculos nacionais, demonstrando a substitui¢ao gradativa dos combustiveis fosseis, pois sua
utilizacdo produzindo indices baixos de poluicdo, além de proporcionar uma menor
dependéncia econdmica do petréleo.

Apds o surgimento do PROALCOOL o desenvolvimento de substitutos ao diesel
enfatizou-se, pois seria mais uma alternativa para a redu¢ao do consumo de petroleo. Porém, o
baixo preco do diesel acarretou na estagnacdo deste processo. A substituicdo em partes da
gasolina pelo etanol causou um desequilibrio nas refinarias, refletindo na qualidade do diesel,
ocasionando na importacdo de 20% do diesel consumido no pais e em consequéncia a
exportacao de parte da gasolina produzida (OBERLING, 2008; LEITE; LEAL, 2007).

Houve interesse governamental pelo biodiesel quando aumentou na Europa a
producdo e o consumo deste. Dessa maneira, a agricultura familiar seria fortalecida
melhorando-se a inclusdo social. O pequeno produtor foi favorecido por beneficios fiscais
diferenciados na produgdo de matérias-primas para producdo de biodiesel, através do Selo
Social. Foi lancado entdo oficialmente em dezembro de 2004 o Programa Nacional de
Producdo de e uso do Biodiesel (PNPB), amparado pela Lei n° 11.097, de 2005. Com este
programa passou a ser obrigatorio o uso de 2% de biodiesel no diesel comum e, a partir de

2013 a porcentagem obrigatoria passou para 5% (LEITE; LEAL, 2007).
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3.2.2 Biometanol

O biometanol, ou alcool metilico, ou ainda hidrato de metilo, ¢ o metanol produzido a
partir da biomassa da madeira, por meio do processo de destilagdo da mesma, podendo ser obtido
também através da destilagio da cana-de-agticar e de gases fosseis. E empregado como
solvente industrial (para diluicdo de sais), na fabricagdo de plastico, producdo de biodiesel,
preparacdo de hormonios, fabricacdo de produtos quimicos, na industria farmacolédgica, entre
outros. Configura-se como um biocombustivel muito inflamavel, sendo mais téxico que o
etanol e, portanto, poluindo mais o meio ambiente. Entre outras desvantagens, em sua
combustdo sdo produzidas chamas bem claras que atrapalham no controle do fogo, além de
outros problemas que pode gerar a satde, como vomito, cegueira, cancer (FIGUEIREDO e

FILHO, 2009).

3.2.3 Biogas

Gas combustivel obtido a partir da mistura de di6xido de carbono e metano, por meio
da acdo de bactérias fermentadoras, que realizam a decomposicdo anaerobia desta mistura,
ocorrendo em determinados valores de temperatura, umidade e acidez de biomassa ou
fragmentos biodegradaveis de residuos que, apds passarem por processo de purificagdo,
alcangam a qualidade de gas natural. O processo de produgdo ¢é realizado com matéria
organica em um aparelho denominado biodigestor anaerobico (figura 5), de modo que estes
biodigestores sao instalados, sobretudo nas areas rurais, pois a maioria dos gases tem um

cheiro forte e desagradavel (GOLDEMBERG, 2009).
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Figura 5 - Producao de biogas (https://www.ambienteenergia.com.br).

A energia do biogds produzida em aterros sanitarios, em estagdes de tratamento de
esgoto e em terrenos com tratamento do estrume € economicamente viavel, considerando que
seu custo para produgdo ¢ baixo, beneficiando também com os créditos de carbono
provenientes do Mecanismo de Desenvolvimento Limpo (MDL). Esse meio de producao de
energia auxilia na reducdo de gases metano, que contribuem significativamente com o efeito
estufa, bem como colabora na reducdo do uso de combustiveis fosseis (BIOENERGIA, 2004;

GOLDEMBERG, 2009).

3.2.4 Bioetanol

A atividade canavieira no Brasil tem inicio no século XVI, sendo desenvolvida
basicamente na regido nordeste devido a existéncia de condi¢des favoraveis para o plantio da
cana e a proximidade com o mercado europeu, importante centro consumidor do agticar. Em
meados do século XVII, o pais tornou-se o maior produtor de cana no mundo, num ciclo que
decorreu cerca de 150 anos. No final da década de 1920, devido a crise de 1929, ocorreu a
difusdo do plantio da cana no Estado de Sao Paulo, onde as grandes fazendas de café foram
convertendo-se em produtoras de aclcar, passando entdo a competir pela exportagao e
comercializa¢do do produto com a regido nordeste. Este fato leva o Estado brasileiro a criar o

Instituto do Agucar e do Alcool (IAA), que passou a exercer dominio sobre os pregos dos
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produtos. Na década de 1970 surge um novo ciclo de producao do 4lcool em decorréncia de
crises do petroleo, que propicia avangos tecnologicos no setor agroindustrial canavieiro apds o

surgimento do PROALCOOL (LACHEFSKY; TEIXIERA, 2006; NOVAES et al., 1974).

3.2.5 Matérias-primas

O termo alcool ¢ a nomenclatura comum do alcool etilico ou etanol, que possui
formula quimica C2H5-OH, estd presente nas bebidas alcoodlicas e é produzido por meio dos
processos de fermentagdo e destilacdo de agucares provenientes da cana-de-agucar, beterraba
e frutas, ou ainda do amido, citando-se o milho, trigo, batata e a mandioca (figura 6). O etanol
caracteriza-se por ser um liquido de baixa toxidez, com odor caracteristico, incolor e
inflamavel. Diferencia-se da gasolina por conter oxigénio em sua estrutura quimica, sendo por
isso comumente chamado de combustivel oxigenado, caracteristica que possibilita a sua
queima no motor de forma mais completa, resultando, portanto, em menor emissdo de
poluentes (LIMA et al., 2001).

No Brasil, ¢ produzido a partir da biomassa da cana-de-actcar, por se tratar de uma
planta que apresenta alta produtividade agricola e poucas restrigdes em seu plantio.
Futuramente, devido aos avancos observados no campo da biotecnologia, ¢ possivel que sua
produgdo acontega em escala comercial e a custos competitivos a partir de materiais que
contém celulose e hemi-celulose, citando-se o bagaco e a palha da cana-de-actcar, além de
materiais amilaceo, como o milho e a mandioca, podendo gerar um aumento substancial em

sua produtividade (ARAUJO, 2008; SOUTO; QUIRINO, 2010).
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Figura 6 — Matérias-primas para a producéo de bioetanol (www.e-sinas.com.br/mini/Cana.aspx).

Os produtos energéticos da cana, etanol e bagago, tém contribuido consideravelmente
no pais para a redugdo das emissdes de gases de efeito estufa (GEE), sendo considerada uma
das melhores alternativas para esta redu¢do. Quando comparado ao etanol em outros paises a
partir de diferentes matérias-primas, o etanol brasileiro apresenta a maior reducdo de GEE,
além de menor custo por tonelada de GEE evitado (IEA, 2006). De acordo com a Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB), a produgdo avaliada para a cana ser moida pela
industria sucroalcooleira na safra 2013/14 alcancou o valor de 652 milhdes de toneladas,
sendo a produtividade média em 74.100 Kg por hectare. Deste valor, foram destinados para a
produgdo de agucar 40,97 milhdes de toneladas. A produ¢do de etanol atingiu 27,17 bilhdes
de litros na safra 2013/14, deste volume 12,02 bilhdes de litros de etanol anidro e 15,16
bilhdes de litros de etanol hidratado. A maior area de plantio corresponde ao Estado de Sao
Paulo, com 51,19 % da produgao (CONAB, 2013).

Com a elaboragdo de leis ambientais que apontam a diminuicdo da emissdo de gases
decorrentes da queima da palha da cana, a mecaniza¢do do campo surgiu para diminuir este
efeito. Todavia, a colheita executada de forma mecanizada implica num preparo diferenciado
do solo e no plantio, decorrentes de dificuldades encontradas quando se tem um aumento dos
desniveis, buracos e presenga de obstaculos como pedras ou tocos, o que eleva os cuidados

necessarios a operagdo das colhedoras, refletindo-se em maiores perdas de matéria-prima,
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aumento nos percentuais de matéria estranha e de manutencdo das maquinas (CARDOSO,
2011).

O uso do etanol contribui para a redugdo da poluicao atmosférica independente dos
sistemas de controle de emissdo, a emissdo de SOy sofre uma redu¢do de 20 a 25% nos
veiculos movidos a gasolina, dependendo do teor de etanol adicionado a este combustivel, a
emissao de SOy chega ser até 100 vezes menor que a da combustdo da gasolina. Nos veiculos
flex fuel, quanto maior o emprego do etanol, maior a redu¢do na emissao de gases poluentes.
A emissdo de materiais particulados (MP) ¢é praticamente nula, devido a presenca de dois
atomos de carbono, fato este extremamente relevante. As particulas finas emitidas
especialmente pelos veiculos diesel caracterizam-se como a forma de poluigdo mais agressiva
a saude (RIBEIRO et al., 2007).

Por suas caracteristicas, associadas aos avangos tecnoldgicos, o etanol se tornou um
grande aliado na reducdo dos gases toxicos lancados na atmosfera durante a combustao pelos
motores de veiculos automotivos, minimizando o efeito estufa, responsavel por alteracdes
climaticas em todo o mundo, sua demanda energética tem aumentado consideravelmente
fazendo deste um produto competitivo em relagdo aos combustiveis fosseis (CARDOSO e
SOUZA, 2005; BRASIL, 2007).

No periodo compreendido entre as décadas de 1970 e 1980, a ocorréncia de crises
mundiais relacionadas a utilizacdo do petréleo induziu o Governo Brasileiro a investir no uso
do etanol como combustivel alternativo a gasolina. Programas para obtengdo de combustiveis
a partir de biomassa foram elaborados, ressaltando-se o PROALCOOL, criado em 14 de
novembro de 1975 pelo decreto n® 76.593. O qual tinha como objetivo estimular a producao
de alcool, iniciando com o aumento respectivo deste na gasolina, visto que o preco do
petroleo estava consideravelmente alto, o que levou a um nimero elevado de déficits na
economia brasileira. Num segundo momento, no periodo de 1979 a 1985, ocorreu uma
evolucdo no programa que passou a promover o uso do etanol combustivel em automodveis
movidos a alcool, elevando significativamente a participagdo deste na matriz energética do
pais, substituindo assim o uso em parte da gasolina atendendo necessidades do mercado
interno e externo, ¢ também visando a reducdo de gastos com as importagdes de petroleo.
Além disso, como o custo do agucar havia decaido no mercado internacional, a mudanca a
producdo de dalcool quando comparada a de aglcar, tornou-se conveniente no Brasil
(LACHEFSKY; TEIXIERA, 2006; OBERLING, 2008).

De acordo com o referido decreto de criagdo do programa, a producdo do alcool a

partir da cana-de-acucar, da mandioca ou de qualquer outro insumo deveria ser incentivada
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expandindo a oferta de matérias-primas, com énfase no aumento da producdo agricola, na
modernizacdo e ampliacdo das destilarias existentes e na instalacdo de novas unidades
produtoras, anexas as usinas ou autonomas, e de unidades armazenadoras (BRASIL, 1975).

Alguns anos mais tarde, a partir da década de 1980, alteracdes vieram a ocorrer no
mercado petrolifero. Com a queda do preco dos barris de petroleo, gerando o periodo
conhecido como “contrachoque do petroleo”, os programas para estimulacao da obtengao de
combustiveis de fontes energéticas renovaveis foram afetados, além disso, ocorre também
uma queda no fornecimento de recursos publicos aos produtores de alcool a fim de subsidiar
tais programas, levando-se a um déficit na oferta deste combustivel no pais, indo contra a
grande demanda necessaria. Este fato acaba por gerar uma crise de abastecimento de etanol, o
que afeta a confiabilidade no PROALCOOL no final desta década. Sem expectativa de
prosseguimento, o programa ficou esquecido acarretando no afastamento do Estado em
meados da década de 90, desregulamentando o setor sucroalcooleiro, com o etanol sendo
deixado de lado por mais um periodo adiante (OBERLING, 2008).

No inicio do século XXI, o Brasil inicia uma nova ampliacdo dos canaviais
objetivando um novo oferecimento, em grande escala, deste combustivel alternativo. No
entanto, este novo movimento recebe o comando da iniciativa privada, visto que esta passa a
acreditar que o alcool exerceria um papel cada vez mais significativo como combustivel
renovavel, tanto no mercado interno quanto externo (CASTRO, 2005).

Neste contexto, uma nova producdo tecnoldgica proporciona uma expansiao no
consumo interno do alcool. Com o surgimento dos motores flex fuel, os novos veiculos entao
produzidos passaram a utilizar tanto gasolina quanto o alcool, elevando assim o cenario
nacional de consumo e demanda do etanol. Em decorréncia dos elevados pregos dos barris de
petroleo internacionalmente, das diferentes tributagdes entre etanol e gasolina e da queda no
que se refere ao custo de sua producdo interna, a paridade no consumo destes dois
combustiveis se intensifica, de modo especial na época da safra da cana-de-agtcar. O valor do
uso de etanol como combustivel ultrapassa as fronteiras nacionais e passa a ser reconhecido
no panorama internacional. Os crescentes custos nos barris de petréleo e os debates em todo o
mundo no que diz respeito as questdes ambientais instigaram a procura por fontes energéticas
renovaveis, alternativas as provenientes dos combustiveis fosseis (OBERLING, 2008).

Apesar destas consideracdes, no cendrio nacional mais atual, devido a fatores
econdmicos um impasse entre governo € empresas sucroalcooleiras, e também limitagdes
agronOmicas relacionadas a produtividade e a incidéncia de pragas e doengas, levaram estas a

optarem por uma maior produ¢do de agucar em relacdao ao etanol. A politica de estabilizagdo
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da gasolina entra em choque com a necessidade do fechamento de um pacote de medidas
visando incentivar a cadeia produtiva do etanol, afetando o patamar econdmico entre a
gasolina e o alcool. Apesar de ser pioneiro na produgdo e uso do etanol e de constituir-se
como o Unico pais com possibilidade de abastecimento de veiculos com 100% de etanol,
poucos foram os avangos que se concretizaram e a diminui¢ao na producao deste combustivel
ou a sua redu¢do a um simples aditivo da gasolina configurar-se-ia como um verdadeiro recuo
(OBERLING, 2008; JANK, 2011).

Dessa forma, para que o Brasil se consolide neste segmento faz-se importante a
realizagdo de discussdes que envolvam os impactos sociais decorrentes do aumento da
producao de cana-de-acucar, incluindo o trabalho escravo nas lavouras e o desenvolvimento
local com sustentacdo da agricultura familiar e a seguranca alimentar, devido ao fato do
desvio na producdo de graos que tem a finalidade tanto para a produgdo de alimentos quanto
para a producao de biocombustiveis. Assim, para que estes impactos sejam minimizados, ¢
fundamental que o Governo, o setor privado, a sociedade civil organizada e a comunidade em
geral facam a sua parte para que a retomada da produgdo em larga escala do etanol no Brasil
se torne mais transparente, responsavel e sustentavel (ARAUJO, 2008).

Cabe ressaltar também que a produgdo do etanol ocorre por meio de um ciclo
parcialmente fechado desde a produgdo da matéria-prima, o plantio, a colheita, o transporte e
0 processamento da cana, até o produto final, pois durante o processo sao consumidos
combustiveis fosseis que geram emissdes de GEE. Sendo assim, um balanco energético,
visando a avaliacao dos resultados liquidos no ciclo completo de produgdo do etanol de

cana-de-aglicar e seu uso como combustivel no setor de transporte faz-se necessario.
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Figura 7 - Representagdo esquematica do ciclo de produgdo de etanol (fonte: NEVC, National Ethanol
Vehicle Coallition, 2007; adaptado por PEREIRA, 2014).

A queima deste biocombustivel libera principalmente CO,), qual € reutilizado no
processo de fotossintese das plantas, minimizando o efeito estufa, tal processo contrabalanca
0 que ¢ liberado na queima dos combustiveis fosseis. Tem-se um balanco energético
favoravel, relacionado a emissao e absor¢do de COy), produto da combustdo, visto que para
o crescimento e produ¢do da biomassa ocorre a fixagdo deste gas como fonte de carbono na
respiragdo, além de ndo conter na sua composicdo enxofre, do ponto de vista ambiental, a
utilizacao deste biocombustivel minimiza as altera¢des climaticas (SCHUCHARDT, 2001).

Por se tratar de um assunto que frequentemente acaba sendo mal compreendido, a
emissdo de aldeidos (R-CHO) merece uma apreciacao a parte. A combustao do etanol gera a
emissdo de aldeidos, no entanto, este fato apesar de ser pouco difundido e conhecido, também
¢ verdadeiro para os demais combustiveis automotivos como a gasolina pura, o dleo diesel e o
gas natural. Os combustiveis fosseis geram uma variedade de aldeidos que apresentam
elevada toxidez e alta reatividade fotoquimica na atmosfera, citando-se como exemplo o
formaldeido, ja na combustdo do etanol gera-se especialmente o acetaldeido, um produto de
toxidez mais baixa e, portanto de reduzido impacto ambiental (CENBIO, 2012).

Em decorréncia dos avangos da tecnologia automotiva, tem-se reduzido
demasiadamente a emissdo destes compostos no decorrer dos anos. No que diz respeito aos
veiculos movidos a alcool, a média de emissdo observada em 1992 (0,035 g/km) ¢ inferior ao

nivel observado no fim da década de 1970 para os veiculos movidos a gasolina pura (0,050
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g/km). No ano de 2003, os veiculos a alcool e gasolina C apresentaram, respectivamente, uma
média de emissao de 0,020 g/km e 0,004 g/km. Ja no ano de 2006, com o surgimento dos
veiculos flex fuel, a emissao média foi de 0,014 g/km, com o uso apenas do etanol, e de 0,003
g/km com a gasolina C. Valores estes que sao substancialmente inferiores aos limites vigentes
e futuros para a emissdo de aldeidos. Em 2009, a emissao por veiculos movidos a alcool foi
0,0104 g/Km e 0,0024 para gasolina C. Levantamentos executados pela Companhia
Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB) demonstraram que o emprego do etanol em
larga escala ndo tem efeito na presenga de concentragdes de aldeidos no ambiente que possam
trazer riscos significativos a populagdo (MATOS; CAVALCANTI; PARENTE, 2008;
CETESB, 2011).

Outros estudos realizados nos veiculos diesel apontaram que estes apresentaram
emissdo de aldeidos que pode chegar a ser até 8 vezes superior a emissdo de um veiculo
alcool, ou até 40 vezes superior a de um veiculo movido a gasolina C (MATOS;
CAVALCANTI; PARENTE, 2008).

A emissdo CO,) pela combustdo do etanol € inferior a sua emissdo a partir da
combustdo dos combustiveis fosseis, considerando o ciclo de producgdo-uso do etanol
(ARAUJO, 2008). Segundo dados da CETESB, a emissio COy pela combustio da gasolina
A foi 2,269 Kg/L enquanto que o etanol hidratado emite 1,178 Kg/L (CETESB, 2011).

O etanol ¢ empregado como combustivel em motores de combustdo interna com
ignicao por centelha, sendo utilizado tanto por veiculos flex quanto por aqueles movidos
exclusivamente a alcool. De acordo com a Agéncia Nacional de Petroleo (ANP), pode ser
utilizado em seu estado puro ou hidratado como biocombustivel e também, conforme as
normas de especificagdo podem ser adicionado a gasolina em uma porcentagem de 25%
(MAPA, 2013).

Segundo dados literarios, o etanol pode ser obtido a partir de varias matérias-primas
agricolas, desde que estas contenham em sua composicdo carboidratos fermentaveis,
formados essencialmente de aclcares, pois o processo fermentativo ocorre pela presenga
destes. Entre as fontes de biomassa vegetal para a producdo de etanol, destacam-se trés grupos
de matérias-primas: as agucaradas (melago de cana-de-agucar, cana-de-actcar, sorgo sacarino,
etc), as celulosicas (sabugos, residuos de madeira, palhas de amendoim, bagacos residuais) e
as amildceas (mandioca, batata, milho, sorgo sacarino), ricas em amido (PIMENTEL e
PATZEK, 2005; FELTRAN, 2009).As fontes amilaceas (tabela 3) s3o alternativas vidveis
para a obtencdo de etanol. Tais substratos vém sendo pesquisados buscando-se

aperfeigoamentos na conversao destes, de maneira mais rapida e com menores custos.
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Tabela 3 - Matérias-primas para a produc@o de bioetanol e seus comparativos de potencial de produgdo

Cultura Produgao de bioetanol (L/ton)
Cana-de-agucar 70
Beterraba 110
Batata-doce 125
Mandioca 180
Milho 360
Arroz 430
Cevada 250
Trigo 240
Sorgo sacarino 60
Bagaco e outras biomassas de celulose 280

Fonte: BALAT; BALAT; OZ, 2008.

Apesar de inameros tipos de matérias-primas agricolas existentes possibilitarem a
obtenc¢do do etanol, estas formas diferenciadas de producao a partir da cana-de-actcar ainda
ndo sdo muito difundidas no pais. Contudo, discussdes relacionadas a esta questdo também
merecem destaque, tendo em vista que além de algumas destas ndo se adaptarem a
determinados climas e apresentarem baixo valor energético, fazem parte da cadeia alimentar
humana, o que acaba gerando impasses no mercado dificultando seu emprego exclusivo para
a producdo do etanol combustivel. Os biocombustiveis, obtidos da biomassa vegetal
utilizados nos dias atuais, sdo provenientes de agucar, amido ou oleaginosas que até pouco
tempo eram destinadas exclusivamente de forma direta ou indireta a alimentacio (CARDOSO
e SOUZA, 2005; LEITE; LEAL, 2007; RIBEIRO et al., 2007; YAN et al., 2012).

Sob este aspecto, buscam-se alternativas as vias tradicionais para a producao de etanol
provenientes da cana-de-agucar e do milho. Com o avango da biotecnologia, novas rotas vém
sendo pesquisadas a partir de materiais amildceos e lignoceluldsicos. O uso da biomassa
lignocelulosica para a sua obtencdo tem, ao contrario do processo de produgdo por
fermentagdo e destilacdo, maior potencial para uma maximizagao da eficiéncia de conversao
de luz solar, 4gua e nutrientes em biocombustivel (MATOS; CAVALCANTI; PARENTE,
2008; YAN et al., 2012).

O processo denominado fotossintese, ¢ o meio pelo qual acontece a captura de energia
solar e que se d4 o armazenamento desta sob a forma de polimeros, citando-se a celulose, a
hemicelulose, a pectina e a lignina. Esta energia armazenada pode ser liberada e utilizada por
inimeras formas, tanto na combustdo direta quanto na sua bioconversdo em compostos que
possuam propriedades combustiveis. No processo de produg¢do deste biocombustivel
lignocelulosico, envolve-se a coleta de biomassa, a despolimerizagdo dos polissacarideos da
parede celular (celulose e hemicelulose) em agucares simples e fermentesciveis, a qual ocorre
pelos processos de pré-tratamento e sacarificacdo, e finalmente a conversao de agucares

simples em biocombustivel pela fermentagao (MATOS; CAVALCANTI; PARENTE, 2008).
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A finalidade basica do processo de pré-tratamento consiste em promover a hidrdlise da
biomassa, de maneira que o aumento e/ou extensao desta interaja com o agente quimico/fisico
empregado no processo, ocorrendo a dilatagdo da estrutura da parede celular, solubilizagao da
hemicelulose e diminuicao da cristalinidade da celulose, minimizando a formagao de produtos
de degradagdo, como furfurais e 4cido acético, os quais podem intervir na atividade
enzimatica no decorrer dos processos de sacarificacdo e fermentacdo. A moagem simples da
biomassa acompanhada por expansao de fibras a vapor, ou pelo tratamento da biomassa com
amonia ou acidos/bases diluidos ou concentrados sdo alguns dos métodos atuais mais
empregados para a remocao da lignina e aumento do acesso de enzimas sacarificadoras a
celulose (SILVA, 2010; DAMASCENO et al., 2010).

Estudos apontam que sua produtividade por hectare, por meio desta nova forma de
obtencdo que se encontra em fase de testes laboratoriais, poderia se tornar superior a atual.
Segundo testes realizados pelo Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) de Sao Paulo, os
niveis de sacarose podem chegar a um valor 15% maior quando comparados aqueles niveis
encontrados na cana-de-agucar comum. O CTC acredita que esta nova tecnologia possa ser
empregada no mercado até o final da década, caso os testes de campo obtenham confirmagao.
Um dos beneficios do emprego desta nova tecnologia seria o fato de que a cana modificada
geneticamente apresentaria um teor maior de sacarose, além de ser mais resistente as pragas e
a seca, tornando-se mais rentdvel especialmente porque diminuiria o uso de defensivos
agricolas e demandaria menos irrigagao. Contudo, juntamente com a nova tecnologia, novos
grupos ambientalistas contrarios a esta eventualmente terdo que ser enfrentados, incluindo
discussdes decorrentes da utilizagdo de Organismos Geneticamente Modificados (OGM)
(FIGUEIREDO e FILHO, 2009).

Paises que dispoem de alta tecnologia, como Alemanha, Dinamarca, Bélgica, Suécia,
Franca e EUA, buscam por novas matérias-primas para a produ¢do do etanol desde o final da
década de 90. Nos EUA questionamentos a respeito da eficiéncia da produgdo de etanol a
partir do milho ndo receberam énfase, mesmo sendo sua agricultura subsidiada, optou-se por
investimentos maci¢os em toda a cadeia, no campo da ciéncia e tecnologia, na sua producgao
propriamente dita, o que fez com que ultrapassasse o Brasil na producdo deste biocombustivel
e se estabelecesse uma meta de aumento em seu consumo, que na safra 2011/12 foi de 58
bilhoes de litros (YAN et al., 2012; NOVACANA, 2012).

Em decorréncia ao aumento na demanda deste biocombustivel, embora existam ainda

dificuldades para sua obten¢do, o Brasil, do ponto de vista tecnologico, acompanhado pelos
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Estados Unidos e Unido Europeia, dentre outros, destaca-se na producdo e na utilizagdo do
etanol como combustivel (UNICA, 2012).

Diante do exposto, a continuidade no desenvolvimento de pesquisas visando o
encontro de novas estratégias para a geragdo de etanol, a fim de se ampliar sua produgdo e
efetiva-lo na matriz energética mundial é essencial. E visivel a existéncia de um conflito
implicito entre a producdo de alimentos e a de biocombustiveis e, neste contexto, a Cyperus
esculentus, erva daninha com eficiente sistema vegetativo de reprodugdo, considerada uma
“praga” pelos agricultores, configura-se como uma importante fonte alternativa para a
obtencdo do etanol, podendo vir a somar na produgao do etanol brasileiro, tendo em vista que
ndo compete com a cadeia alimentar humana, apresenta ciclo anual, adaptagdes climaticas e
aproveitamento do co-produto resultante na alimentacdo animal. Segundo dados literarios esta
planta possui aproximadamente 50% de amido em seus tubérculos, o que a caracteriza como
detentora de um grande potencial para a obtencdo deste bicombustivel (OLADELE; AINA,
2007; MANEK et al., 2012).

Neste trabalho enfatizou-se a obtencdo de etanol a partir da matéria-prima amildcea
Cyperus esculentus, esta possui considerado teor de amido possibilitando a fermentacio
alcodlica. Apresenta diferenciais positivos, como a possibilidade de ser cultivada em
diferentes regides do pais, ndo faz parte da cadeia alimentar e possui consideravel potencial

energético.
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3.2.5.1 Consideragdes sobre a matéria-prima

3.2.5.1.1 Tiririca (Cyperus esculentus)

Com origem na India, a tiririca (Cyperus esculentus), apresentada na figura 8,
pertencente a familia cyperaceae, ¢ uma erva daninha conhecida popularmente como
batatinha-de-junca, cebolinha, junca, junco, junquinho, tiririca amarela e tiriricio. E uma
planta que apresenta caracteristicas bastante singulares, como um eficiente sistema vegetativo
de reprodugdo por rizomas, bulbos e tubérculos, com a producdo de rizomas na base e
tubérculos subterraneos esferoides, desenvolvendo-se nos mais variados tipos de solo e
possuindo consequentemente uma grande amplitude de distribui¢ao geografica. Foi
relacionada pelo Instituto do Agticar e do Alcool (IAA)/Programa Nacional de Melhoramento
da Cana-de-Actcar (PLANALSUCAR) em 1986 e citada como umas das espécies de maior
frequéncia no agroecossistema da cana-de-agucar, infestando especialmente os canaviais mais

antigos (KUVA et al., 2000; MATOS; CAVALCANTI; PARENTE, 2008).

(B) Tubérculosdatiririca

(A) Tiririca

Figura 8 — Cyperus esculentus.

Sua presenga ¢ registrada em praticamente todos os paises de clima tropical e
subtropical, com registro também em regides de clima temperado. Foi introduzida em nosso
pais pelos navios mercantes portugueses na era colonial e esta presente em toda a extensao
territorial brasileira. Por possuir grande capacidade de reprodu¢do, pode gerar até cerca de
quarenta toneladas de massa verde por hectare. Suas raizes possuem caracteristica fibrosa e

fina, chegando a 1 metro de profundidade e tolerando periodos de seca consideravelmente
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prolongada. E uma planta perene, ereta e possui caule triangular, podendo atingir uma altura
variavel entre 20 e 90 cm, apresentando em sua extremidade tubérculos pequenos que podem
se entrelacar e formar correntes. A cultura da tiririca € de facil propagacao por ser tolerante a
seca e possuir ampla adaptagdo as mais variadas condi¢des de clima e solo (LORENZI, 2000;
GALLINA, 2011).

Na figura 9, encontra-se a distribuicao geografica da Cyperus esculentus, onde se
pode observar que sua predominancia estd em Sao Paulo e na regido sul de Minas Gerais,

bem como é encontrada também em outros Estados Brasileiros.

Figura 9 - Distribuicao geografica da Cyperus esculentus (GALLINA, 2011).

Excluindo a necessidade de emprego de agrotoxicos para a sua cultura, a Cyperus
esculentus colabora para a redugcdo dos impactos ambientais consequentes do uso destes
produtos, minimizando a poluig¢do de solos e rios. Apresenta em sua composic¢ao hidratos de
carbono, mono, di e polisacarideos, com a presenga de agucares redutores, ricos em amido
armazenado, além de possuir somente a finalidade mastigatéria, ndo sendo empregada em

usos industriais ou domésticos (KUVA et al., 2000; LORENZI, 2000).
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Seu crescimento rapido dificulta seu controle e faz com que se torne grande
competidora com outras culturas desenvolvidas no campo, interferindo e prejudicando em seu
crescimento, o que acabou lhe dando a classificagdo de uma das piores ervas daninhas em
todo o mundo. E uma planta invasora presente nas lavouras, hortas, pomares e jardins,
afetando principalmente as culturas de cana-de-acucar, feijao, algodao e milho. Todavia, seus
tubérculos, devido aos compostos terpénicos, podem ser utilizados para fins terapeuticos, de
modo que seu uso foi amplo na época da Idade da Pedra (GALLINA, 2011).

Por apresentar uma consideravel capacidade de propagagdo a Cyperus esculentus,
pode retirar do solo aproximadamente 815 Kg de sulfato de amonio, 320 Kg de cloreto de
potassio e 200 Kg de superfosfato por hectare, para produzir 40 toneladas por hectare de
matéria vegetal e 15 toneladas de rizomas (MATOS; CAVALCANTI; PARENTE, 2008).

Pesquisas demonstraram que os tubérculos possui alto teor de amido, comparando-se
ao amido proveniente da mandioca e do arroz, podendo apresentar um rendimento em peso
seco de aproximadamente 20,51%. Destes, quase 90% sdo agucares, o que viabiliza a
fermentagdo, possibilitando a utilizagdo em produtos a base de amido, cosméticos e
endurecimento de tecido, tornando-se uma interessante alternativa para fins comerciais. Com
relacdo a farinha da tiririca a variagao de amido encontrada na literatura se encontra entre 27,5
e 50%. Em Xinjiang, o rendimento da cultura da Cyperus esculentus foi de 18 toneladas/ha
em base umida, com aproximadamente 30% de dgua, um valor elevado quando comparado ao
milho, trigo e batata (MANEK et al., 2012).

A obtencdo do etanol a partir da Cyperus esculentus consiste no processo de hidrolise
e posterior fermentagdo de sua farinha por microorganismos responsaveis, quais transformam
o carboidrato em etanol, apresentando algumas caracteristicas fundamentais, como: elevada
produtividade fermentativa; conversao do substrato em produto num curto espaco de tempo e
em niveis elevados; apropriada tolerancia ao produto formado; e resisténcia consideravel a
elevadas concentragdes de substrato. A Sacharomyces cerevisiae ¢ o tipo de levedura mais
empregada nos procedimentos industriais (CARDOSO e SOUZA, 2005; MATOS;
CAVALCANTI; PARENTE, 2008).

Por suas singularidades e por ser considerada uma “praga” pelos agricultores, sua
utilizagcdo trard beneficios tanto a producdo do dlcool quanto aos demais cultivares.
Entretanto, poucas sdo as bibliografias que demonstram o cultivo desta planta (MATOS;
CAVALCANTI; PARENTE, 2008).

Neste sentido, e considerando-se o aumento na demanda por etanol, visto que a

producao deste biocombustivel a partir da cana-de-agticar se encontra no momento repleta,
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com a cana sendo priorizada para a producdo de actcar pelas industrias sucroalcooleiras, a
busca por novas estratégias para a obten¢@o de alcool justifica-se. Este estudo desenvolveu-se
empregando a Cyperus esculentus como matéria-prima viavel para a ampliacdo da produgao,

podendo contribuir positivamente na matriz energética brasileira.

3.3 Amido

O amido ¢ um polissacarideo de origem vegetal que se acumula nas plantas na forma
de granulos insoluveis, constituindo-se num polissacarideo de reserva de plantas, como milho,
sorgo, arroz, feijdo, trigo, tubérculos de batata-doce, mandioca e véarias outras fontes,
apresentando caracteristicas variadas de acordo com a sua origem, tais como tamanho e
formato dos granulos, a propor¢ao entre seus constituintes quimicos, a absor¢ao de agua e
temperatura de gelatinizacdo, sendo considerada a principal fonte de armazenamento de
energia dos vegetais (BRASIL, 1975; CEREDA; VILPOUX, 2003; VACLAVIK;
CHRISTIAN, 2008).

Em seu estado nativo, grdos ou granulos, o amido ¢ insolivel em agua. Quando
aquecido e sob agitacdo, este carboidrato passa a apresentar uma viscosidade. Seus granulos
possuem caracteristicas particulares individuais conforme cada espécie, como sua composi¢ao
quimica, estrutura molecular e comportamento fisico-quimico (FENNEMA, 2000). Sua
propor¢ao mais notoria estd exposta na tabela 4 (LAJOLO e MENEZES, 2006). O amido ¢
considerado a fonte mais importante de carboidratos na alimentacdo humana, compreendendo
aproximadamente 90% de todos os polissacarideos da dieta. Além disso, pode ser hidrolisado
liberando glicose, maltose e oligossacarideos menores, os quais podem ser utilizados para a
obtencdo de outros compostos quimicos e servir de substrato para posteriores fermentacdes
(DENARDIN, 2008).

Tabela 4 - Representacdo da quantidade de amido

Partes da planta Massa seca (%)
Grios de cereais 40-90
Leguninosas 30-50
Tubérculos 65-85
Frutas verdes 40-70

Fonte: LAJOLO e MENEZES, 2006.

De acordo com a Legislag@o Brasileira, este polissacarideo ¢ conhecido como amido e
fécula. Esta diferenciacdo surgiu devido a identificacdo do material na natureza, origem do

produto e suas propriedades funcionais e tecnoldgicas, ndo estando relacionado com sua
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composi¢ao quimica (BRASIL, 1978; VEIGA-SANTOS et al., 1994). A fécula é o produto
extraido das partes subterraneas, isto €, rizomas, tubérculos e raizes (SEBRAE BAHIA,
2009).

Os diferentes amidos nao apresentam propriedades semelhantes, sendo utilizados na
industria com diversos propositos, podendo ser: nutricional, tecnologico, funcional, sensorial
e estético, entre outros.

Com a finalidade de se produzir etanol, o amido presente na farinha de tiririca,
primeiramente serd convertido em agucares redutores passiveis de serem posteriormente

fermentados por leveduras, obtendo-se como produto final o biocombustivel.

3.3.1 Composic¢do quimica do amido

Sua composicao quimica esta diretamente relacionada as suas propriedades funcionais.
O amido ¢ constituido basicamente por dois compostos, a amilose e amilopectina, com a
segunda configurando-se como sua principal constituinte, unidas por conformacao espiraladas
e apresentando-se em proporcdes variadas, dependendo da origem da espécie e o grau de
maturacdo da planta. Estes dois polimeros, representados na figura 10 encontram-se
distribuidos em regides cristalinas e amorfas alternadas. A regido cristalina ou micelar ¢
formada principalmente por amilopectina, sendo resistente a entrada de 4gua e ao ataque
enzimatico (VIEIRA, 2004; FRANCO et al., 2001).

Estes polimeros sao quebrados em monossacarideos e os agucares totais sao
representados principalmente por sacarose, glicose e frutose (AEHLE, 2007; REGULY,
2000; SCIPIONI, 2011).
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Figura 10 — Polissacarideos constituintes do amido (BOBBIO, 2003).
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As propriedades dependem do tamanho dos granulos, teores de amilose e amilopectina

e do tipo da cadeia destes compostos, incluindo-se também os demais constituintes como o

fosforo e residuos gerados na extragdo (CEREDA et al., 2001).

3.3.1.1 Amilose

A estrutura linear helicoidal da amilose ¢ apresentada na figura 11, as moléculas de

glicose ligadas entre si por ligagdes glicosidicas do tipo a-1,4, correspondendo a 20% da

massa total do amido, soltiveis em agua (AEHLE, 2007; REGULY, 2000; SCIPIONI, 2011).

Figura 11 - Estrutura quimica da amilose (DENARDIN, 2008).
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Embora a amilose seja considerada linear, verifica-se que ndo adquire inteiramente
essa caracteristica, estando presente uma pequena ramificagdo na sua estrutura. Alguns
autores comentam que a presen¢a dessas ramificagdes nao influenciam no desempenho em
solugdo das cadeias de amilose, de maneira que continuam igual ao comportamento das
cadeias totalmente lineares (LACERDA, 2006).

Sua estrutura helicoidal, apresentada na figura 12, deve-se as unidades de glicose, que
possui uma parte hidrofobica em seu interior. Esta estrutura forma um complexo de coloracao
azulada na presenca de iodo, devido a presenca do complexo iodo-iodeto na parte inferior da
hélice. Em cadeias menores, a coloracdo sera vermelha, amarela ou marrom, devido a
formag¢do de outros complexos (compostos organicos, com alcoois alifaticos de cadeia

ramificada) (LACERDA, 2006).

Figura 12 - Representag@o da estrutura helicoidal da amilose (LACERDA, 2006).

3.3.1.2 Amilopectina

Ao contrario da amilose, a amilopectina ¢ uma macromolécula altamente ramificada,
constituida por cadeias lineares mais curtas de ligagdes o-1,4, contendo 10 a 60
unidades de glicose e cadeias laterais de ligagdes do tipo a-1,6, possuindo 15 a 45 unidades
de glicose. E insolivel em 4gua, satisfazendo a 80% da composi¢do do amido (VAN DER
MAAREL et al., 2002; LACERDA, 2006; SCIPIONI, 2011).
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Na figura 13, observa-se que a amilopectina ¢ formada por uma cadeia principal com
grupo redutor e varias cadeias ramificadas, devido as ligagdes glicosidicas a-1,6

(DENARDIN, 2008).

Figura 13 — Estrutura quimica da amilopectina (DENARDIN, 2008).

Amidos com maior percentagem de amilopectina formam uma mistura espessa, porém
ndo forma gel, pois as moléculas formadas por amilose-amilopectina se ligam quimicamente.
Quanto maior for a propor¢do de amilopectina, mais viscosa sera a pasta desse amido e

quanto maior a quantidade de amilose, mais gelatinoso (LACERDA, 2006).

3.3.1.3 Outros constituintes do amido

A composi¢do de amilose e amilopectina em massa seca no amido ¢ de
aproximadamente 99 %, o restante do percentual apresenta compostos nitrogenados, lipidios e
minerais (fésforo). Embora estes constituintes estejam presentes em quantidades pequenas,
podem influenciar nas propriedades do amido (CEREDA, 1996).

O amido proveniente dos cereais contém 0,6 % de lipideos. Esta € considerada uma
das fracdes mais relevantes associadas pelo fato de complexar com a amilose, alterando as
propriedades funcionais do amido. O complexo formado reduz a solubilidade do amido em
agua, diminuindo sua capacidade de inchago e impedindo assim sua hidratacdo, reduzindo a
rigidez do gel, acarretando num aumento da temperatura de gelatinizagcdo e diminuindo a

aplicagdo da hidrélise enzimatica. As proteinas e as variadas substancias inorganicas formam
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os demais componentes, sendo consideradas impurezas por ndo formarem ligagdes covalentes

com os polissacarideos constituintes do granulo (PERONI, 2003).

3.3.2 Estrutura granular

O amido ¢ o Unico carboidrato naturalmente encontrado na forma de granulos.
Segundo Biliaderis (1991), a cristalinidade do amido conserva a estrutura do granulo,
controlando seu comportamento em meio aquoso € a resisténcia aos ataques quimicos e
enzimaticos. A regido menos densa dos granulos, denominada fase amorfa ou gel, ¢ mais
suscetivel ao ataque enzimatico, absorvendo mais agua em temperaturas inferiores a
temperatura de gelatinizagdo (CEREDA, 2001).

Os granulos podem ser subdivididos em amido de cereal e amidos derivados de raizes
e tubérculos, de modo que quando armazenados desta forma sao insoluveis. A figura 14
apresenta os granulos provenientes de diferentes fontes botanicas variando sua composi¢do,
forma e tamanho (HOOVER, 2001). Os granulos oriundos dos cereais sdo em geral menores,
contendo maior quantidade de residuos de proteina e lipideos quando comparado com os

amidos de raizes e tubérculos (CEREDA, 2001).

Sagu Trigo
Figura 14 - Granulos de amido de diferentes fontes botanicas (CEREDA, 2001).

A camada cristalina no formato de micelas ¢ proveniente de duas estruturas da
amilopectina no formato de hélices empacotadas em sentido paralelas, apresentando na cadeia
regides desorganizadas, nas quais prevalece a ramificacdo amorfa. De acordo com OATES

(1997), a molécula de amilose adquire uma por¢ao independente no granulo do amido,
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estando entre as moléculas de amilopectina em quantidades significativas nas regides amorfas

atreladas a ligagdes de hidrogénio.

3.3.3 Gelatinizagao

A matéria-prima, apos reducdo do seu tamanho, para efeitos de liquefagdo

a

faSR]

sacarificagcdo, deve ter os granulos expostos a umidade e aquecimento para que se chegue
temperatura de gelatinizacdo, propria de cada espécie. Esta hidratagdo das macromoléculas ¢
essencial, pois torna o amido mais susceptivel a agao dos acidos e mais acessiveis as enzimas,
beneficiando a interacdo substrato-catalisador. Neste meio, ocorre maior vibragdo nas
moléculas de amilose e amilopectina, acarretando na quebra das liga¢des de hidrogénio entre
as cadeias destes polimeros (SINGH et al., 2003).

A gelatinizagdo € o processo em que se da o rompimento da regularidade molecular no
interior do granulo, com a ruptura das ligagdes de hidrogénio mais fracas, que unem as
cadeias de amilose e amilopectina, resultando em absor¢cdo de &4gua e consequente
intumescimento ou inchago dos granulos, fusdo dos cristalitos e desenvolvimento de
viscosidade, solubilizando os componentes, em especial a amilose, tornando os granulos mais
susceptiveis a a¢do enzimatica posterior (SINGH et al., 2003; BENINCA, 2008; CEREDA;
VILPOUX, 2003).

As condicoes de temperaturas variam de acordo com a matéria-prima, ficando este
valor geralmente entre 80 °C e 150 °C, num espago de tempo que pode chegar a 90 minutos.
Partindo-se do fato de que cada espécie vegetal de amido possui morfologia e propriedades
fisico-quimicas proprias. A umidade do amido pode chegar até no maximo 30% nas regides
amorfas do granulo sem comprometer as micelas (denominadas zonas cristalinas)
(EDUARDO, 2002).

Apods resfriamento das solugdes de amido, ocorrem as interagdes moleculares
especialmente nas ligacdes de hidrogénio entre as cadeias de amido, formando géis ou
precipitados micro cristalinos. A formacao destes est4 atrelada a concentragdo da espécie e a
velocidade de resfriamento, portanto, quanto mais concentrada a solu¢cdo e mais rapido for o
resfriamento maior a tendéncia a formagdao de géis, em contrapartida, as solugdes diluidas
apos repouso para resfriamento tendem a formacao de precipitados (HOOVER, 2001).

Ocorrendo o processo de retrogradacdo as moléculas de amido interagem novamente
em uma estrutura ordenada. Estas moléculas organizam-se na estrutura de dupla hélice

disposta pela fragdo linear diminuindo a solubilidade e desenvolvendo uma forma cristalina.



34

Por outro lado, a amilopectina fracdo ramificada possui dificuldade para este rearranjo
cristalino, de modo que estas ramificac¢des atrapalham a aproximacgao das cadeias poliméricas,

fazendo com que a amilopectina permaneca em solu¢do (HOOVER, 2001).

3.3.3.1 Hidrolise do material amilaceo

Todas as matérias-primas amilaceas precisam ser hidrolisadas para posterior
fermentagdo. Primeiramente, estas fontes amildceas demandam da reagdo do amido com a
agua (hidrdlise), para a fragmentacdo deste em agucares fermentaveis (sacarificacdo),
ocorrendo a modificagdo da cristalinidade da macromolécula do amido. O processo de
hidroélise rompe o polimero de amido em pequenas cadeias, como dextrina, maltose, aglicares
simples ou monomeros de glicose, etapa essencial para o uso do amido. Este procedimento ¢é
realizado em duas etapas, sendo a primeira denominada liquefacdo e a segunda sacarificacdao
(GOULD, 1975; FERREIRA et al., 2005; LEONEL e CEREDA, 2002; MENEZES, 1980).

Na etapa de hidrodlise, o polissacarideo € convertido em glicose, que pode ser
catalisada por acido diluido, 4cido concentrado ou enzimas. Tanto a hidrdlise 4cida quanto a
enzimatica possui a finalidade de reduzir o amido em monossacarideos.

De modo geral, a hidroélise decorre do inchago do amido e sua solvatagdo, catalisada
por agentes quimicos ou bioldgicos, quais auxiliam o percurso da reacao, o amido ¢ misturado
com agua, agitado e submetido a aquecimento visando a ruptura dos granulos. Posteriormente,
enzimas ou acidos inorganicos sao adicionados para quebrar as ligagdes. O desmembramento
das moléculas de amilose e amilopectina formam dextrinas cada vez mais simples e, por fim,
glicose (FRANCO et al., 2001; NIBA, 2005).

A rota acida possui como vantagem o tempo de conversao mais curto, contudo tem
como desvantagens a necessidade de neutralizacdo no final do processo a fim de ndo inibir a
fermentacdo posterior, a corrosdo de equipamentos e a geracdo de agucares ndo fermentaveis
(CEREDA, 2001).

A quebra do amido via rota enzimatica demanda de condicdes especificas, além de ser
mais onerosa. No entanto, a agdo das enzimas apresenta alta especificidade, permitindo a
obtencdo de produtos com propriedades fisico-quimicas bem estabelecidas e fazendo com que
o procedimento ocorra em reagdes mais brandas (EDUARDO, 2002). Por estas
caracteristicas, industrialmente, de modo especial na industria Norte Americana ¢ na Europa,
o uso da hidrolise via rota enzimatica estd bem disseminado pelo fato do produto obtido ser

mais seletivo, como a glicose ou xarope concentrado de maltose. J& no Brasil, este
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procedimento ainda ndo ¢ muito disseminado (BRAMBILLA, 2001; LEHNINGER;
NELSON; COX, 1995; PASSOS, 2002).

3.3.3.1.1. Hidrélise enzimatica

Na hidrolise enzimatica o processo biologico ocorre por meio da agdo de enzimas, as
quais podem ser concentradas, purificadas ou industriais, da mesma forma que a hidrélise
acida, a finalidade ¢ reduzir o amido em monossacarideos. As enzimas empregadas neste
processo sao a o ou B-amilase e a amiloglucosidase, de modo que suas respectivas agdes sobre
a macromolécula do amido resultam em moléculas de maltose, dextrinas e glicose. A atragao
entre estas moléculas promove a quebra do amido liberando glicose, o que ¢ possivel devido a
cooperagdo entre as enzimas (CARVALHO, 2008).

Dentre os constituintes do processo de hidrolise, a forma mais favoravel para que o
acucar seja fermentado ¢ a glicose. A maltose e a dextrina, por possuirem em funcao da
cadeia carbonica maior impedimento histérico, sdo menos assimildveis pelas leveduras
(AMARAL, 2007; SCIPIONI, 2011).

Tendo em vista que o amido ¢ uma substincia estavel, sua reacdo de decomposi¢ao
consiste num processo lento. Sendo assim, esta ocorre na presenca de catalisadores quais
favorecem a quebra das ligagdes glicosidicas, favorecendo a liberacdo de agucares. A equagao
1 representa genericamente a reacdo de decomposicdo do amido via rota enzimatica

(CEREDA, 1986).

2(CsHO:). +n H,O —> n C,H,0,

n CgH, O, +n H,O (Faeio D

Maltose amiloglucosidase

n2 C; H,,0;

Glicose

2(C¢H,O;), + n2H,0 ——>n2C,H,,0,
Amido Glicose
A capacidade da enzima em diminuir o consumo energético no processo reacional € o
principio bésico da catdlise enzimdtica, esta diminui¢do termodinamicamente favoravel,
passara a ser também cineticamente favoravel.
Sob o aspecto de rendimento, a hidrélise enzimatica possibilita em longo prazo uma
redugdo nos custos, com rendimento satisfatorio, condi¢des menos criticas de temperatura,

pressdo e agressividade quimica, além de ser menos poluente. Porém, atualmente, pelo alto



36

valor das enzimas empregadas no processo, bem como pelas altas temperaturas necessarias
nas reacdes empregadas € o maior custo para o processamento de matérias-primas amildceas,
sua viabilidade econdmica ¢ ainda elevada (CABELLO, 2007). Consequentemente, quando
comparado ao etanol proveniente da cana-de-agucar, o etanol produzido a partir de amilaceas
torna-se menos competitivo. Assim sendo, a realizagdo de estudos visando a obtencao de
enzimas com uma maior eficiéncia ¢ a ado¢ao de cultivares com alto teor de matéria seca e
elevada produtividade de raizes, possibilita o alcance de melhores resultados econdémicos
(SILVEIRA, 2008).

Dentre as vantagens do processo de hidrolise enzimatica citam-se a maior seletividade
da reacdo, diminuindo deste modo a formagdao de subprodutos como acidos organicos e
glicerol, gerados no processo de hidrolise acida, e a especificidade das enzimas faz com que
os produtos obtidos apresentem propriedades fisicas e quimicas melhores definidas. Também,
diferentemente da hidrélise acida, ndo se tem a preocupagdao com problemas de corrosdo de

equipamentos e necessidade de neutralizagdo (SURMELY et al., 2003).

3.3.3.1.2 Hidrolise acida

A equacdo 2 representa a hidrdlise acida empregada para a modificagdo do amido
possui algumas vantagens, como o custo € o rompimento em menor tempo da macromolécula
do amido. O processo se da por meio da utilizacdo de uma quantidade de acido, até que se
atinja um pH de 1,0, elevando-se entdo a temperatura em torno de 131 a 150 °C, por um
periodo de tempo de 5 a 8 minutos. Posteriormente, realiza-se a neutralizagdo do respectivo
acido e entdao a mistura resultante ¢ filtrada, descolorida e concentrada. No processo final da
hidrolise obtém-se glicoses livres, dextrose, dextrinas e maltodextrinas, com uma forte
tendéncia a retrogradagdo, resultando-se em solugdes turvas (BLANCHARD; KATZ, 1995;
KEARSLEY; DZIEDZIC, 1995; MOREHOUSE; MALZAKS; DAY, 1972).

O H O OF + B 00— 885 0 HO, (Equagdo 2)
Lrmide (mondmera) Fhcose

O 4cido submetido as temperaturas supracitadas hidrolisa tanto as liga¢des a-1,4
quanto as a-1,6, sobrevindo a clivagem nas cadeias da amilose e da amilopectina diminuindo
assim os seus tamanhos e transformado-as em agtcares redutores. Conforme o tipo de acido

empregado no processo, a coloracao da solucao e a formagao dos produtos sao variadas, de
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modo que a origem do amido e o processo a ser utilizado apresenta significativa influéncia na

composi¢ao e propriedades do produto obtido ao final (KEARSLEY; DZIEDZIC, 1995).

3.4 Enzimas

As enzimas classificam-se em grupos conforme o tipo de reagao catalisada, recebendo
assim um codigo de identificacdo para a classificacdo. A classe das hidrolases pertence as
amilases de maior interesse industrial. S3o ferramentas na natureza para a
construgdo/destruicdo de moléculas necessarias a vida. Em cerca de 100% dos processos
biologicos, ha a necessidade da acdo de uma determinada enzima em algum momento,
capazes de catalisar reacdes extremamente complexas e especificas em condigdes fisiologicas.
Por possuirem propriedades de alta especificidade e seletividade quimica, podendo ser
empregadas como catalisadores em diversas reacdes quimicas, apresentam grande
importancia em processos biotecnologicos, configurando-se como as moléculas bioldgicas
intensamente estudadas (REGULY, 2000).

As enzimas sdo biocatalisadores, substdncias organicas distintas constituidas por
polimeros de aminoacidos. Aumentam a velocidade das reacdes quimicas que ocorrem
dentro das células vivas, reduzindo a barreira energética destas, sem sofrer qualquer
alteragdo durante o processo. S3o fundamentais em fermentagdes industriais por este
procedimento depender da agdo enzimatica de microorganismos. Além disso, possibilitam
as industrias o uso de processos mais econdmicos diminuindo o consumo de energia, sendo
mais confiaveis e menos poluentes comparativamente ao uso de acidos. Deste modo, podem
substituir produtos quimicos poluentes e, devido as suas particularidades evitam resultados
indesejaveis (LEADLAY, 1993; ROSAS, 2003).

Alguns fatores externos influenciam na atividade enzimatica como a temperatura € o
pH. Quanto mais elevada a temperatura, mais rapida a reagdo acontecera até atingir a
temperatura o0tima, para entdo a atividade diminuir decorrente da desnaturacdo da molécula.
O pH também possui um valor favoravel, onde a distribuicdo de cargas elétricas da molécula

da enzima, especialmente no sitio catalitico , € ideal para a catalise (REGULY, 2000).
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3.4.1 Enzimas amiloliticas

As amilases sdo enzimas que agem diretamente na degradagcdo do amido, o termo
amilase indica a ag¢do sobre o amido (amilo), sdo divididas em endo e exoenzimas.
Hidrolisam as moléculas de amido degradando-o em oligossacarideos e dextrinas diferentes,
em dissacarideos como a maltose ¢ em monossacarideos como a glicose. Essas
maltodextrinas, ligeiramente doces, sdo submetidas a mais uma conversao por meio da
adi¢do de outras enzimas promotoras do desdobramento total das moléculas de amilose ou
amilopectina, que ao se romperem transformam-se em dextrinas cada vez mais simples e
finalmente em glicose (REGULY, 2000).

A a-amilase caracteriza-se como uma endoenzima, agindo em qualquer lugar nos
granulos de amido, degradando a cadeia e rompendo as ligagdes no interior do substrato,
produzindo dextrina, maltose e glicose. J4 as exoenzimas como a B-amilase atuam nas
extremidades ndo redutoras finais, hidrolisando o amido em duas unidades de glicose.
As glucoamilases (amiloglucosidases), também exoenzimas, hidrolisam ligacdes o-1,4
formando glicose e, vagarosamente ligagdes a-1,6, liberam unidades de glicose do terminal
nao-redutor das moléculas do substrato (REED, 1975).

Na figura 15, a etapa de liquefacdo ou dextrinizagdo ¢ demonstrada pela a¢do da o-
amilase, promovendo como caracteristicas fisicas a redug¢do da viscosidade e como
quimicas a formacdo de dextrinas. Esta transformacdo do amido em dextrina provoca

uma reducao da viscosidade do amido gelatinizado (COSTA, 2010).

o-amilases ——— > Oligossacarideos, Dextrinas
Amido — <

Pulanases/Isoamilases — Dextrina linear

p-amilases » Maltose

Dextrinas

Amiloglicosidase ——— Glicose

Figura 15 - Hidrolise enzimatica do amido (COSTA, 2010).

Estas enzimas sao indispensaveis nos procedimentos industriais, apresentando grande
relevancia biotecnologica nos mais diversos setores, incluindo téxtil, panificacao, liquefacao

e sacarificagdo do amido, dentre outros (PANDEY et al., 2005).
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3.4.1.1 Alfa-amilase

Como ja citado, a a-amilase (1,4-a-D-glicano glicanoidrolase, EC 3.2.1.1) apresenta
atividade endohidrolitica, hidrolisa as ligagdes glicosidicas a-1,4 em cadeias mais curtas,
internas das moléculas de amido. O ataque ocorre de uma maneira ndo seletiva sobre
varios pontos da cadeia simultaneamente, causando sua solubilizacdo e reducdo de
viscosidade, formando dextrinas, agucares redutores e oligossacarideos de cinco a sete
unidades de glicose (configuracio o no carbono C; na unidade de glucose redutora
produzida). Este ataque se da em duas etapas, a primeira consiste no ataque aleatorio e rapido
do substrato, resultando maltose e maltotriose, enquanto que a segunda, ocorre lentamente,
formando glicose e maltose (AEHLE, 2007; SPIER, 2005).

As ligacdes a-1,6 ndo sdo quebradas pela acdo desta enzima. A faixa de pH otimo para
a a¢do da enzima situa-se entre 5,0 e 6,0 e a temperatura entre 55 °C e 70 °C (SPIER, 2005).
A sacarifica¢do da amilopectina pela a-amilase forma como produtos finais glicose, maltose e
dextrinas limite, oligossacarideos contendo quatro ou mais unidades de glicose unidas por

ligacdes do tipo a-1,6 (AQUARONE et al., 2001).

3.4.1.2 Amiloglucosidase

Amiloglucosidase ou glucoamilase ¢ uma exoenzima que atua nos mesmos substratos
que as endoamiloses, porém de maneira diferenciada, atuando nas ligagdes a-1,4 ¢ a-1,6,
possibilitando a liberacdo de unidades de glicose a partir de extremidades nao redutoras do
amido, dextrina, além da maltose, hidrolisando-as a D-glicose. Juntamente com a a-amilase,
desempenha um papel fundamental na hidrélise do amido apresentando um efeito sinergistico
(efeito ativo e retroativo do trabalho), propiciando uma hidrolise mais efetiva. A amilose pode
impedir a digestdo no granulo do amido pela amiloglucosidase, visto que na presenca
concomitante da a-amilose, a hidrélise € mais eficaz (SURMEY, 2003).

A faixa de pH ideal para uma o6tima atividade ¢ 5,0, com maior estabilidade na faixa
de 4,0 — 5,0. Industrialmente, ¢ utilizada na produgdo de xarope de glicose (POLAKOVI,
BRIJAK, 2003).
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3.5. Fermentacao

O processo de fermentagdo define-se por uma transformagdo bioquimica provocada
num substrato, por meio de um fermento vivo ou por um principio extraido deste. Também
pode ser entendida como um processo metabdlico anaerdbico de producdo de energia, em que
0s microorganismos oxidam parcialmente o substrato, agindo sobre uma ou mais de suas
partes, originando produtos modificados de forma a obter caracteristicas desejaveis. A
integracdo extremamente coordenada destas reacdes determinam as vias metabolicas de uso
do substrato pelos microorganismos. Diversos setores da agroindustria, destacando-se o da
alcooleira, estdo diretamente relacionados a importancia deste processo. Para este setor, a
espécie predominante para emprego nos processos de fermentacdo € a Saccharomyces
cerevisiae ¢ suas diversas linhagens (AQUARONE; LIMA; BORZANI, 1983; LIMA,
BASSO & AMORIM, 2001; BELLUCO, 2001).

O uso da fermentagao alcodlica se da desde a antiguidade, ha cerca de 4.000 anos os
povos egipcios ja fabricavam o pao e produziam suas bebidas alcoolicas a partir de cereais e
frutas. O conhecimento a respeito da produgdo de bebidas alcodlicas por meio da fermentacao
de graos e cereais também ja se dava do ano 6.000 A.C., mas apenas recentemente ¢ que se
pode relacionar o processo de fermentagdo com as leveduras (VILLEN, 2009; BELLUCO,
2001; LIMA et al., 2001).

A agdo das leveduras que utilizam os agucares do mosto para seu desenvolvimento e
multiplicagdo ¢ que da inicio a fermentacdo alcodlica, resultando na produgdo de alcool. A
levedura cresce e multiplica-se enquanto houver a presenca de oxigénio no mosto, de modo
que, quando este elemento se esgota, tem-se o inicio da producdo de alcool e dioxido de
carbono.

No que se refere a evolugao dos estudos relacionados ao mecanismo da fermentagao
alcoolica, Back foi o primeiro a afirmar, no século XVIII, que excepcionalmente eram
capazes de sofrer este processo os liquidos acucarados. Postulou que o 4lcool etilico e o gas
carbonico eram os unicos produtos obtidos do processo de fermentagdao alcoodlica
(MENEZES, 1980). Porém, o primeiro a realizar um estudo quantitativo deste processo em
1789, foi Lavoisier. Posteriormente a formulagdo da estequiometria da fermentacdo por
Gay-Lussac, em 1815, Pasteur, em 1863, explica de forma clara o mecanismo,
demonstrando a sua origem microbioldgica, através de um processo anaerdbio, atribuindo
assim sua causa a seres vivos, ou seja, as leveduras. Desde entdo estudos contribuiram com

a elucidagdo das reagdes enzimaticas responsaveis pela modificagdo quimica do aclicar em
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etanol e gas carbonico no interior (citoplasma) destes microorganismos (LIMA et al., 2001).

A geracdo de energia pela acdo dos agentes fermentativos se da devido a necessidade
desta para o seu desenvolvimento e sobrevivéncia. O carbono necessario ao desenvolvimento
das leveduras deve estar na forma de mono ou dissacarideos. Em decorréncia do consumo do
carbono para a producdo de ATP, a molécula de glicose ¢ transformada em alcool, com o
desprendimento de COx) (BAIL et al., 2008). Desta maneira, os agucares liberados por meio
dos processos de hidrolise sdo entdo fermentados, através da acdo de leveduras, visando a
producdo do alcool. A equacdo 3, representa a reagdo envolvida neste processo de

fermentacao para a produgao de alcool (SOLOMONS, 1999).

fermentacéo E 3
C.H O, @ + Levedura > 2C,H.OH,, + 2CO,¢ (Equagdo 3)
Glicose Etancl

Juntamente a formacdao do etanol, tem-se a obtencdo de compostos secundarios
incluindo o glicerol, 4cido succinico e dlcoois superiores, o que pode interferir na eficiéncia
fermentativa, com alteragdes na estequiometria do processo. A presenga de alcoois
superiores no meio fermentativo torna-se indesejavel nas destilarias devido a dificuldade
para a obtenc¢do do etanol puro. Todavia, para as bebidas alcodlicas, estes dlcoois possuem

importante fun¢do no aroma destas (VANDENBERGHE, 2003).
3.5.1. Fatores que afetam a fermentagao

Inimeros sao os fatores que podem interferir no processo de fermentagao alcoodlica,
tais como, fisicos (pressao osmotica, temperatura), quimicos (oxigena¢ao, pH, nutrientes
minerais € organicos, inibidores) e microbiologicos (linhagem e concentragdo da levedura,
espécie e contaminagdo por bactérias) (LIMA et al., 2001; BASSO, 2004). Para a temperatura,
recomenda-se o intervalo entre 25 e 36°C, pois abaixo deste tem-se o retardo do processo
fermentativo e acima a evaporagao do etanol e o favorecimento de possiveis contaminagoes,
além disso, a propria levedura torna-se mais sensivel a toxidez do etanol. No caso do pH, os

valores ideais encontram-se entre 4,0 ¢ 5,1 (MENEZES, 1980).
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3.6 Levedura (Saccharomyces cerevisiae)

Configurando-se como os microorganismos de maior importancia no processo de
obtencdao do alcool por meio da fermentagdo, as leveduras sdo fungos que se apresentam
vastamente disseminados no ambiente e que possuem capacidade de sobrevivéncia tanto em
condigdes aerdbias quanto anaerdbias. Pertencem ao grupo dos ascomicetos, fungos com
caracteristicas superiores, unicelulares, eucarioticos e heterotroficos, de um modo geral, se
apresentam maiores que as bactérias e possuem basicamente formas arredondadas, ovais ou
elipticas. Com relagdo as suas dimensoes, podem variar consideravelmente, desde 1 a 5 um de
largura e 5 a 12 um de comprimento, conforme espécie, nutri¢ao e idade, entre outros fatores
(ANDRIETA & STECKELBERG, 2006).

Podem se desenvolver em uma ampla faixa de temperatura, com um intervalo 6timo
para o seu crescimento situando-se entre 26 e 35°C, sendo a média de 30°C. Para a variacdo
de pH, os limites 6timos estdo entre 4,5 ¢ 6,5. Por ndo possuirem flagelo, sdo imdveis, suas
formas de reproducdo sdo brotamento ou gemulagdo, e sua composi¢do ¢ de cerca de 70 a
83% de 4gua e o restante de compostos nitrogenados, carboidratos, lipidios, vitaminas,
minerais, entre outros. O carbono organico ¢ fundamental para seu crescimento e obtencao de
energia, de modo que os carboidratos sao os nutrientes de maior importancia (ANDRIETA &
STECKELBERG, 2006).

A espécie mais importante para o setor sucroalcooleiro, como ja citado anteriormente,
¢ a Saccharomyces cerevisiae, sendo empregada na producdo de paes, bebidas alcoodlicas e
etanol. O alto rendimento e a elevada produtividade, isto ¢, a rapida conversdo do agucar em
alcool com pouca produgdo de componentes secunddrios constitui-se nos critérios
tecnologicos que fazem com que esta levedura seja empregada comercialmente no processo
de fermentacdo alcoodlica. Por ndo se tratar de microorganismo patogénico, ¢ uma espécie
atrativa de se trabalhar (PATARO et al., 1998; OSTERGAARD; OLSSON; NIELSEN, 2000).
Geralmente possuem resisténcia a altas temperaturas, contudo, quando associada a presenga
de etanol ou baixo pH, este fator interfere na viabilidade celular (SILVA-FILHO et al.,
2005).

Durante o processo fermentativo, as células de leveduras apresentam necessidades
nutricionais que interferem diretamente em seu crescimento e multiplicagdo, influenciando
consequentemente a eficiéncia do processo. As leveduras variam em sua composi¢do em
decorréncia de diversos fatores, podendo-se citar o substrato no qual ¢ cultivada, a sua

espécie, o método de fermentacao, o modo e as condicdes de secagem empregadas e também
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a idade das células. Entretanto, o nitrogénio, juntamente com o carbono, hidrogénio e
oxigénio sdo os principais elementos presentes nas leveduras, constituindo cerca de 94% da
matéria seca (RUSSELL, 2003; BELLUCO, 2001; BAI et al., 2008).

Por ser um dos principais elementos presentes, entrando como constituinte de muitas
substancias encontradas nas leveduras, como os aminodcidos, as proteinas, os pigmentos
respiratorios (citocromos) € as vitaminas, o nitrogénio ¢ considerado um elemento de extrema
importancia, sendo essencial para a multiplicagdo e crescimento destas. Destaca-se também a
importancia da adi¢do deste elemento extracelular para uma continua produ¢do de novas
células. A forma como se apresenta no meio ¢ fundamental para o seu aproveitamento, sendo
a mais favoravel a amoniacal (BELLUCO, 2001; BAI et al., 2008).

Cabe ressaltar que a processo de fermentacdo alcoolica pode ocorrer mesmo na
presenca de oxigénio, desde que a concentracdo de glicose ultrapasse um valor critico, que ira
depender do microorganismo, devido a inibicdo da sintese de enzimas respiratorias. Desta
maneira, nestas condi¢cdes o piruvato ¢ reduzido a etanol, com liberacdo de dioxido de

carbono (VAN DIJKEN; SCHEFFERS, 1986).

3.7 Planejamento experimental

O planejamento experimental incide em uma série de técnicas empregadas para
descobrir as condi¢des de funcionamento de um processo, buscando-se otimizar a capacidade
de produgao e custos baixos do processo e produtos (HUBBARD, 2003). Num planejamento
2 ou em qualquer planejamento fatorial, na pratica ¢ apropriado nao trabalhar com medidas
numéricas atuais das varidveis, mas sim ¢ preferivel trabalhar com varidveis codificadas, ou
seja, codificando-se os niveis dos fatores (ESPINOSA, 2001).

O emprego de métodos estatisticos visa a otimizagao de dados experimentais, de modo
que vem sendo utilizado como ferramenta de auxilio em pesquisas, pois fornecem numeros de
ensaios reduzidos e mais exatiddo nas informacdes obtidas (COSTA, 2010). Tais
planejamentos sdo essenciais para analisar as influéncias de uma ou mais variaveis, sujeitas a
todas as combinag¢des das demais, na resposta de um processo.

A metodologia de superficie de resposta (MSR), por ser uma técnica de otimizacao
estatistica de experimentos baseada em planejamentos fatoriais, implica na representacdo de
superficies em trés dimensdes, demostrando de maneira simplificada a tendéncia na variavel

de resposta que devera ser analisada posteriormente (ALVES, 2012).



44

3.8 Espectrofotometria UV-Vis

A espectrofotometria ¢ uma medida de absorc¢do ou transmissao de luz, por meio dela
¢ possivel a identificagdo de componentes desconhecidos em uma solugdo por seus espectros
caracteristicos ao ultravioleta, visivel, ou infravermelho. A espectroscopia de absor¢do na
regido do ultravioleta-visivel (UV/Vis) ¢ umas das técnicas analiticas fundamentais
amplamente utilizadas em laboratdrios de area basica, bem como em analises clinicas, sendo
empregada nas determinagdes analiticas em diversas areas. E extremamente valiosa para a
identificacao dos grupos funcionais na molécula por constituir-se em uma técnica que pode
ser aplicada para determinagdes tanto de compostos de carater organico quanto inorganico, de
modo que seu emprego se da tanto em andlises qualitativas quanto quantitativas. Todavia, por
possibilitar uma alta sensibilidade de analise, com alto grau de precisdo e exatiddo em suas
medidas, ¢ empregada de maneira mais extensiva em determinacgdes quantitativas (SANTOS;
NEVES; BRANCO, 2010).

A técnica de espectrofotometria UV-Vis utiliza a radiag@o eletromagnética na faixa do
ultravioleta-visivel, obtendo dados quantitativos da amostra. O método mede a radiagdo
monocromatica absorvida pelo analito, por meio das transi¢des eletrOnicas entre os niveis
energéticos moleculares. Segundo a Lei de Beer-Lambert, equacdo 4, a absorbancia de uma

solucdo ¢ proporcional a concentragdo da espécie absorvente.

A = & b C (Equagao 4)
Onde:
¢ = ¢ a absortividade molar (Lmol'cm™);
b = ¢ o caminho Optico (cm);

¢ = & a concentracdo do soluto (molL™).
3.9 Analises das propriedades fisico-quimicas das amostras de etanol
As amostras foram submetidas as andlises de cor, aspecto, medidas de potencial

hidrogenionico (pH), espectrofotdmetro no visivel e condutividade. Devido a pequena

quantidade de etanol produzido os ensaios foram realizados em triplicata.
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste topico sdo apresentadas as condigdes em que os experimentos foram
submetidos, como os equipamentos ¢ materiais utilizados para a analise e o estudo das rotas
de hidrolise acida e enzimatica empregadas no processo de fermentacao da farinha de Cyperus
esculentus.

Os ensaios foram realizados no Laboratdorio de Fisiologia Vegetal e as andlises de
UV-Vis no Laboratério de Eletroquimica, ambos situados no Campus CEDETEG, da
Universidade Estadual do Centro-Oeste, UNICENTRO, na cidade de Guarapuava - PR.

4.1 Local do experimento

A erva daninha Cyperus esculentus foi cultivada em um canteiro de dimensdo Im x 2
m, no Centro Estadual de Educa¢do Profissional Arlindo Ribeiro, localizado no municipio de
Guarapuava-PR, visto que esta encontra-se presente no campo destinado ao cultivo de
produtos agricolas. A colheita foi realizada com equipamentos necessarios para a extragao de

erva daninha, no periodo de fevereiro a marco de 2012.

4.2 Caracterizacao da matéria-prima

Para a caracterizagdo da matéria-prima determinou-se trés parametros: teor de
umidade, teor de amido e agucares redutores. Para a realizagdo do procedimento
metodoldgico, seguiu-se o Método de Lane-Eynon, com os reagentes de Fehling, do

Instituto Adolf Lutz (IAL) (IAL, 1976; DEMIATE, et al., 2002).

4.2.1 Determinagao da umidade

Ap6s a colheita, as amostras foram inicialmente lavadas abundantemente com agua e
submetidas a secagem em estufa, a uma temperatura de 105 °C, até peso constante, por um
periodo aproximado de 48 horas, visando sua desidratagdo. Em seguida, os tubérculos foram
moidos em um moinho de facas, com rotor circular e peneira de 5 mm (figura 16), no
Laboratério de Ciéncias Florestais e Ferrageiras, também situado no Campus CEDETEG, da
Universidade Estadual do Centro Oeste — UNICENTRO. Apods a moagem as amostras foram

submetidas a um processo de peneiracao, obtendo-se as particulas finas da farinha daerva
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daninha por meio do processo de trituragdo. Em seguida o substrato foi acondicionado em
recipientes ambar, os quais foram envolvidos com papel aluminio e armazenados em

geladeira, para andlises posteriores.

(B)

Figura 16 - (A) moinho de facas; (B) farinha de Cyperus esculentus.

4.2.2 Determinagao de agucares redutores

Para a determinagdo de agucares redutores (AR) nas amostras da farinha de Cyperus
esculentus, utilizou-se a metodologia analitica de titulagdo de Lane-Eynon, do Instituto 1AL,

que consiste no uso do chamado licor de Fehling (solu¢dao A + solucao B).

; : 2+ g . o .
No método supracitado, o Cu™ (,q), azul caracteristico do ion cuprico do reativo de

Fehling (solugao alcalina de sulfato de cobre em tampao de tartarato duplo de sodio e

potassio) é reduzido a 6xido cuproso Cu'ug), um precipitado de dxido de cobre de colorago
tijolo (SILVA et al., 2003).

Para proceder a determinacao de AR, preparam-se as solu¢des de Fehling A, composta
de sulfato de cobre e hidroxido de sodio, e Fehling B, composta de sal duplo de tartarato de
sodio e potassio, com a funcdo de complexar os ions de cobre na solugdo. Ao proceder o
aquecimento destas solugdes, ocorre a oxidagdo dos acticares bem como a redu¢do do cobre,
resultando no precipitado da titulacao (TAVARES et al., 2010).

O Licor de Fehling ¢ obtido na titulacdo por meio da mistura das solugdes A ¢ B. A
solugdo A foi obtida pela dissolucdo de 34,639g de sulfato de cobre pentahidratado
(CuS04.5H20) em 500 mL de agua destilada. A solucao B foi obtida pela dissolucdo de 173g

de tartarato duplo de sodio e potassio (NaKC4H4O4. 4H,0) em 250 mL de 4gua destilada e
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250 mL de solucdo de hidroxido de sodio a 20% (m/v), preparada pela dissolucao de 50 g de
NaOH em 250 mL de 4gua destilada. A figura 17 traz os preparados com as solugdes de

Fehling A e B.

Figura 17 - Solugdes de Fehling A ¢ B (COSTA, 2010).

Primeiramente, as solu¢des de Fehling A e B foram padronizadas com uma solugdo
de D-glicose a 1% (m/v), a qual foi o analito no interior da bureta.

Na figura 18 ¢ representado o fluxograma para tal processo.
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[ Solucdo de ghcose al % ]

|

Bureta de 50 mL

1

Erlemne_':.rer de 250 mL

&,

| 40 mL de doua destilada 10 L de Fehling &
: 10 mL de Fehling B

Al de metilena

Aquectnento ]

[ Fonto de wiragem ]

Figura 18 — Fluxograma para padronizag@o dos Fehling A e B.

Procedeu-se a titulagdo para padronizacdo dos Fehling, sendo esta realizada em
triplicata e o valor médio do volume gasto foi utilizado para determinar o Fator de Fehling
(F), de acordo com a equagdo 5, o azul de metileno indica o ponto final da titulagao.

V.-P

F = (Equagao 5)
100

Onde:
F = fator dos Fehling;

P = massa da amostra;
V = quantidade de mL gastos na titulacao.

A partir da equacgao 5, obteve-se o fator de Fehling, igual a 0,0475.

Para a determinagdo de AR procederam-se as titulagcdes, onde a amostra foi gotejada
na mistura dos Fehling (solugdo de Fehling A + solug¢do de Fehling B), todas as analises
foram realizadas em triplicata. Este processo assemelha-se a padronizacdo dos Fehling,
exceto pela filtracdo da solucdo da farinha de tiririca, o fluxograma do processo esta
apresentado na figura 19, a figura 20 ilustra o processo de determinagdo de agucares

redutores.



Suspensio da farinha |
de tiririca em dgua
Filtragéo
Bureta
40 m de agua destilada > Il €
A7 de metileno =————3 -
Erlenmevyer
Aquectmento

|

Ponto de viragem

Figura 19 - Fluxograma determinag@o de agticares redutores.
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10mL da solugio de Fehling &
10mL da solugio de Fehling B

(A)

Figura 20 — (A) titulagao; (B) ponto de viragem (COSTA, 2010).
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Por meio da equagdo 6, calculou-se a porcentagem de actcares redutores nas

amostras.
100-A4-F (Equagao 6)
V-P

AR =

Onde:
A = diluicao da amostra;

F = padronizacdo dos Fehling, Fator Fehling;
P = massa da amostra em g;

V = volume em mL gastos na titulagao.

4.2.3 Determinagao de amido

Os métodos para dosagem de amido mais empregados sdao o enzimatico € o acido;
estes dosam a partir dos seus acucares redutores, porém, apresentam vantagens e
desvantagens. O método enzimatico € caro e exige maior atengdo. Este estudo apresenta um
método acido acessivel, que substitui a autoclave por um microondas, dispensando também o
uso de espectrofotometro, equipamentos com custo elevado (COSTA, 2010).

Para a dosagem do amido nas amostras dos tubérculos da tiririca, inicialmente
procedeu-se a hidrolise prévia, em meio fortemente acido, em microondas, visando a digestao
acida para a transformagdo do amido em acgucares redutores e posterior neutralizacdo com
hidroxido de sodio a 10% (m/v), para prosseguir a analise de acucares redutores, a figura 21
apresenta o fluxograma do processo utilizado. Posteriormente, utilizou-se a metodologia de
Lane-Eynon, o qual baseia-se na reducio do Cu™ (Fehling) a 6xido cuproso. O azul de
metileno indica o ponto final, por meio da reducdo causada pelo excesso de acucar redutor

(CEREDA; VILPOUX, 2003; GONCALVES et al., 2009).
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Figura 21 — Fluxograma representativo do preparo das amostras para determinacao de amido.
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A percentagem de amido (% Amido) presente nas amostras foi determinada pela

equacao 7.

P 250-F-0,9-100
V-P

Onde:

250 = volume total da diluicao da fécula (mL);
F = fator dos Fehling;
P = é a massa da amostra usada;

V = volume em mL gastos na titulagao;

(Equacao 7)

0,9 = fator que quantifica agucares redutores em amido;

100 = ¢ para expressar o amido em porcentagem da amostra.

Apoés determinacdo do teor de amido as amostras foram hidrolisadas, visando a

obtengao de etanol.
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4.3 Processos de obtenc¢ao de etanol

A figura 22 apresenta as etapas do processo fermentativo para obtencao de etanol a

partir da Cyperus esculentus.

rﬂelerminagﬁn de amido e agiicares redutores
Tuberculus ’_)| La'u'agem e . N
de tiririca Secagem Moagem * Hidratagao

e  p-amilase

Pré-sacarificacao

Rota
enzimatica

Amiloglucosidade

Saccharomyces Cerevisiae —l

| Fermentacao ’\)

Separacao do solido

v
| Destilardo | (—/
Etanol | A | Residuos |

Figura 22 - Fluxograma das etapas do processo fermentativo.

Sacarificaca ., o
‘ acarflicagao Acido nitrico

4.3.1 Hidrolise

Para a obtengdo do etanol a partir do amido presente nos tubérculos da Cyperus
esculentus, foi necessario este passar por um processo de hidrolise prévia de suas moléculas,
para a conversao em agucares simples e posterior fermentagao. Foram realizados ensaios em
ambas as rotas enzimatica e dcida, de modo que para a primeira utilizou-se enzimas
purificadas Sigma-Aldrich (a-amilase e amiloglucosidase) e para a segunda foi empregado o

4cido nitrico 12 molL™".
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4.3.1.1 Hidrd6lise enzimatica

As enzimas foram adicionadas ao meio em condi¢des especificas para o seu
desenvolvimento, aprimorando sua peculiaridade (PAVLAK et al., 2011). Para a obtencao
do hidrolisado, pesou-se 3,0 g da farinha de tiririca e acrescentou-se 50 mL de tampao de
Mcllvaine, em pH 5.6.

O tampido foi preparado pela mistura de solugdes de é4cido citrico 0,1 molL" e
Na,HPO4 0,2 molL". Seu uso visa melhorar o desempenho das enzimas, quais foram
utilizadas nas proporg¢des equivalentes para cada grama de amido, nas concentra¢des 750 U
e 0,5 U (unidades) de enzima, equivalente a 57 pL de oa-amilase e 13 pL de
amiloglucosidase (STROPARO, 2011).

Todos os reagentes utilizados no processo sdo de grau de pureza analitica.

Na figura 23 esta representado a hidrolise do material amilaceo realizada em banho

termostatico da QUIMIS, modelo banho-maria 0334M — 28.

-~ Gl
"r ' i...‘.,,.l et
Al A ¥ |
‘y .

v

Figura 23 - Hidrolise do material amilaceo em banho termostatico.
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A mistura (tiririca + tampao de Mcllvaine) foi submetida a aquecimento a 90 °C

para geleificagdo do amido por aproximadamente 1 hora, apds, adicionou-se a enzima o-

amilase na concentragio de 57 pLg”, mantendo-se a mistura nesta temperatura por mais 1 hora

sob agitagdo e homogeneizagdo do meio, executadas em intervalos de 15 minutos, para a

hidrolise da cadeia linear do amido. Em seguida, o meio foi resfriado até a temperatura ambiente

e o pH foi ajustado empregando-se 4cido cloridrico 1 molL™, obtendo-se as condi¢des 6timas de

atuacdo da enzima amiloglucosidase, que situam-se entre os pHs 4,0 e 4,5. A temperatura foi

reduzida para 60 °C e a enzima amiloglucosidase foi adicionada, na concentracdo de 13

nLg". Esta temperatura foi mantida por 1 hora sob agitacio em intervalos de 15 minutos, figura

24, a fim de que as dextrinas produzidas pela primeira enzima pudessem ser hidrolisadas em
mondmeros de glicose (PAVLAK et al., 2011).

Arquectmento a 90°C

Centrifugacio

-

No Erlenmeyer de 250 mL
3g da amostra,
L 50 mL de tampdo de Mcllvane.

>y

Celatrzacio do amido.

v €

Tetmpo - | hora,

Agtacio —mtervalos de 15 mmn.

v

Aquste de pH - 4.5,

Temperatura - 60°C.

€

Agtacio —mtervalos de 15 min

[ Tempo - | hora,

>V

Autaclavar,
Tempo - 10 i
Tetaperatura - 120°C;
Pressao - 1 atm.

Figura 24 — Fluxograma hidrolise enzimatica.

57 pLeg! de o-amilase

13 pLglde ariloghicosidase
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4.3.1.1.1 Preparo do mosto

Apos a etapa de hidrolise o mosto foi resfriado a uma temperatura aproximada de 30
°C, este foi centrifugado em uma centrifuga Hettich Zentrifuger MIKRO 220R em rotagao de
3000 Hz durante 5 minutos, para obten¢ao do sobrenadante. O sobrenadante foi transferido
para um balao volumétrico de 50 mL e seu volume foi completado com agua destilada,
posteriormente a solu¢do foi homogeneizada e transferida para um erlenmeyer de 250 mL. O
pH do mosto permaneceu na faixa entre 4,0 e 5,0.

Os erlenmeyers foram fechados com papel kraft e colados com fita adesiva
autoclavante, sendo entdo autoclavados por um periodo de 10 minutos, a pressao de 1 atm e
temperatura de 120 °C, em uma autoclave vertical modelo CS da Prismatec Autoclaves. Apds

descompressao desta, os frascos foram retirados e resfriados a temperatura ambiente (27 °C).

4.3.1.1.2 Ensaios de fermentagao

Para a analise de todas as variaveis e relacdes entre estas, foi realizado um estudo
preliminar utilizando as varidveis de concentracdo e tempo, com o objetivo de saber quais
regides seriam estudadas. A partir desses dados foi possivel montar um planejamento
experimental cubico de face centrada 2°, com ponto central, com auxilio do software Design
Expert®, para avaliar as condigdes favoraveis de fermentagdo. As variaveis e niveis estudados

para a hidrolise enzimatica estao representados na tabela 5.

Tabela 5 - Analise Multivariada.

Variaveis (+) (-)
Concentragao (gL'l) 15 5
Tempo (h) 48 24
Centrifugagao Com Sem

Neste planejamento foram feitas as otimiza¢des necessarias, objetivando os maiores
rendimentos.

Para o processo fermentativo, foram utilizadas linhagens de leveduras comerciais da
espécie Saccharomyces cerevisiae, da marca Fleishmann®, armazenadas em temperatura
ambiente. A levedura foi adicionada ao meio nas concentragdes correspondentes a 5, 10 e 15
gL', em seguida, as amostras foram fechadas com algoddo hidrofilico e filme de PVC e
submetidas a passagem de nitrogénio (Ny) durante 10 minutos, para melhor atividade do
microorganismo, devido seu processo de fermentagdo ser promissor em meio anaerdbico. As

amostras foram mantidas em estufa estabilizada a uma temperatura aproximada de 36° C nos
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tempos de fermentacdo em estudo 12, 24, 36 e 48 horas. Os fermentados foram submetidos a
destilacdo em aparatos de destilagdo simples, os destilados foram armazenados em recipientes

ambar para analises posteriores.
4.3.1.2 Hidrolise acida

A partir de dados da literatura foi possivel realizar um planejamento experimental para
nortear os ensaios de hidrolise via rota acida. Visando obter condigdes experimentais
favoraveis, com desejaveis teores de alcool nas amostras obtidas a partir desta rota, realizou-
se um planejamento fatorial 2? considerando dois niveis e duas variaveis. Este planejamento
foi importante para analisar as influéncias de uma ou mais varidveis, sujeitas a todas as
combinagdes das demais, na resposta de um processo. Verifica-se na tabela 6 que foram

analisadas as varidveis tempo e temperatura de hidrolise.

Tabela 6 — Intervalo das varidveis no processo de hidrolise.

VARIAVEIS ) )
Tempo (min.) 9 7 5
Temperatura (°C) 50 45 40

Para obtencao do hidrolisado, pesou-se 1 g da farinha de tiririca e adicionou-se 10
mL de acido nitrico (HNO3) 12 molL ™.

Todos os reagentes utilizados no processo sao de grau de pureza analitica.

A figura 25 representa a hidrolise do material amildceo realizada em banho
termostatico. A mistura foi submetida a aquecimento nas respectivas temperaturas de 40°C,
45°C e 50°C, nos diferentes tempos de 5, 7 ¢ 9 minutos. Apos aguardar os tempos de
hidrélise do amido, adicionou-se em cada erlenmeyer 135 mL de &4gua destilada

(GOUVEIA et al., 2009).
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Figura 25 - Amostras no banho termostatico (hidrolise acida).

Em seguida, os erlenmeyers foram fechados com papel kraft e fita adesiva de uso
exclusivo em autoclaves e autoclavados por 10 minutos, a pressdo de 1 atm e a 120 °C, em
uma autoclave vertical modelo CS da Prismatec Autoclaves. Apos descompressdo da
mesma, os frascos foram retirados e resfriados a temperatura ambiente (27 °C). A solucao
foi entdo filtrada em papel de filtro qualitativo, para a separagdo da fragdo solida da fracdo

liquida.

Figura 26 - Amostras autoclavadas.
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As amostras hidrolisadas apresentaram uma coloragdo amarelada, possivelmente
devido o desprendimento de didoxido de nitrogénio, o qual possui coloracdo castanho-

avermelhada, sendo um poderoso oxidante nas reagdes atmosféricas.

4.3.1.2.1 Preparo do mosto

Em cada erlenmeyer de 250 mL contendo o mosto foi adicionado 115 mL de agua
destilada, o pH foi ajustado com uma solugdo de NaOH 26% (m/v), para atividade da
levedura (GOUVEIA et al., 2009).

4.3.1.2.2 Ensaios de fermentagao

Para realizar os ensaios de fermentacdo da rota acida, utilizou-se o melhor ensaio da
rota enzimatica, ou seja, tempo de fermentacio 24 h e concentracio de levedura 15 gL
Foram utilizadas linhagens de leveduras comerciais Saccharomyces cerevisiae da marca
Fleishmann®, armazenadas em temperatura ambiente (27°C). A levedura foi adicionada ao
meio, em seguida as amostras foram fechadas com algodao hidrofilico e filme plastico auto
aderente, submetidas a passagem de nitrogénio, Ny, durante 10 minutos, para atividade da
levedura, devido o processo de fermentacdo ser promissor em meio anaerobico. As amostras
foram incubadas e mantidas em estufa com temperatura estabilizada de 36° C, por 24 h. Apds
o tempo de fermentacdo, as amostras foram destiladas e o destilado foi armazenado para

andlises posteriores.

4.4 Destilagao

Apos completar os tempos de fermentacdo em estudo as amostras foram retiradas da
estufa e transferidas para um baldo de destilagdo de 250 mL, o qual foi acoplado em
aparatos de destilacdo (figura 27). O processo de destilagdo permite que os compostos
presentes nas amostras mais volateis, sejam liberados com facilidade na forma de vapor. A

destilacdo procedeu-se na faixa de 75 °C a 80 °C.
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o’

Figura 27 — Aparato de destilacdo.

Foi utilizada a destilagdo simples, nestes aparatos citados, entre o baldo e o
condensador foi acoplado um bulbo e um tubo de vidro que auxiliou no processo de
destilacdo, permitindo a passagem do alcool para o condensador, bem como evitando a
passagem de goticulas. As trés fragcdes foram consideradas no procedimento da destilacao
(Cabega - 15% do volume destilado, Coracao - 60% do volume destilado e Cauda - 15% do
volume destilado). A temperatura influenciou na composi¢ao de cada fragao.

No inicio do processo, ao cair as primeiras gotas do destilado, foi retirado o baldo e
colocado outro, o tempo de destilacdo foi de aproximadamente de 1 hora e apos este periodo
o baldo foi retirado e novamente outro foi colocado para a destilagdo das gotas finais, por
mais 30 minutos.

O destilado foi recolhido em um baldo de 100 mL em banho de gelo, condicionando
a estabilidade no estado liquido. As amostras destiladas foram identificadas e armazenadas
em geladeira para posterior determinacdo do teor alcoolico em °GL e andlises fisico-

quimicas. Os ensaios foram realizados em triplicatas.
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4.5 Teor alcoodlico

Para a determinacao do teor alcodlico dos destilados seguiu-se a norma NBR 13920

(ANP, 2010).

Para este ensaio, foi utilizado um espectrofotometro UV-Vis da Spectrum UV-Vis,
spectrophotometer SP 2000 UV, no comprimento de onda A = 600 nm, acoplado a um
microcomputador contendo o software do aparelho. Para os ensaios, a cubeta de quartzo era
previamente limpa e seca para evitar possiveis alteragdes nos resultados, provenientes de
impurezas. Nesta foi colocado a amostra a ser analisada e o espectro foi obtido via software

do aparelho.

4.5.1 Espectrofotometria UV-Vis

Este método de determinagdo fundamenta-se na oxidag¢ao do etanol pelo dicromato de
potassio, formando compostos coloridos. A intensidade desta coloragdo, na faixa de 600 nm,
corresponde a concentragdo de etanol presente na amostra analisada. Nos ensaios foram
empregadas solu¢des de dicromato de potassio a 10 % (m/v), solugdo padrao de etanol
absoluto e acido sulfurico concentrado.

Para o preparo da soluc¢do de dicromato de potassio, dilui-se 10,0 g deste composto em
agua destilada, transferiu-se entdo para um balao volumétrico de 100 mL e o volume foi
completado com agua destilada. A solucao padrdo de etanol foi preparada com 0,190 mL de
etanol absoluto, o qual foi transferido para um baldao volumétrico de 50 mL, completando-se o
volume com agua destilada.

Para o preparo da curva-padrio, prepararam-se quatro solu¢des e um branco, em

tubos de ensaio. Os procedimentos de preparo das solugdes foram:

Solucdo 1 — 1,0 mL da solugdo padrao e 4,0 mL de adgua destilada (corresponde a 3,0 mg de
etanol);
Solucdo 2 — 2,0 mL da solugdo padrao e 3,0 mL de 4dgua destilada (corresponde a 6,0 mg de
etanol);
Solucdo 3 — 3,0 mL da solugdo padrao e 2,0 mL de dgua destilada (corresponde a 9,0 mg de
etanol);
Solucdo 4 — 4,0 mL da solucdo padrao e 1,0 mL de agua destilada (corresponde a 12,0 mg de

etanol);
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Solucdo branco — 5,0 mL de 4dgua destilada (corresponde a 0,0 mg de etanol).

Posteriormente, em cada tubo de ensaio foi adicionado lentamente 5,0 mL de acido
sulftrico concentrado e, apos 1 minuto, adicionou-se 1,0 mL de dicromato de potéassio 10%.
Os tubos foram agitados e resfriados até atingir a temperatura ambiente. Apds o
resfriamento, foi transferido para uma cubeta de quartzo de 1 cm® 1,0 mL de cada soluco.
Esta foi levada para analise no espectrofotometro UV-Vis, no comprimento de onda A = 600
nm.

O etanol obtido da fermentacdo da farinha de tiririca foi caracterizado utilizando-se
0,02 mL do destilado, o qual foi diluido para 5,0 mL de agua destilada, seguindo-se o
procedimento acima citado e, leitura no espectrofotometro UV-Vis em 600 nm, em fungao
do branco.

Os valores de absorbancia referentes as amostras dos destilados foram colocados na
regressao da curva padrao, possibilitando o calculo da quantidade de etanol da aliquota em
mg, presentes nas amostras analisadas. A determinagdo do teor alcodlico, em °GL foi obtida

empregando a equacdo 8.

5000- . )
______ ¢ = A (Equagao 8)
0783a.1000 > £E=6323-L

Onde:
E = teor de etanol na amostra, em mL/100 mL (°GL)

E’ = mg de etanol na aliquota, conforme leitura na curva-padrao
5000 = fator de conversao da aliquota de 0,020 mL para 100 mL
1000 = fator de conversao de mg para g
0,78934 = densidade do etanol a 20°C, em g.rnL'1
A partir da curva de calibragdo foi determinado o teor alcodlico das amostras

analisadas.
4.6 Analises fisico-quimicas das amostras de etanol
4.6.1 Cor e aspecto
As determinagdes da cor visual e aspecto das amostras foram feitas em um

recipiente, com a amostra contra a luz, observando cuidadosamente a presenca de

impurezas e/ou agua no fundo do recipiente e a coloragao do produto (ANP, 2009).
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4.6.2 Potencial hidrogenidnico (pH)

Este método consiste na medi¢do da diferenga de potencial entre os eletrodos de pH
(trabalho ou indicador) e de referéncia prata/cloreto de prata. O valor de pH obtido por este
método ndo ¢ comparavel a valores de pH em solugdes aquosas.

Para a determinacdo do pH foi utilizado um pHmetro do tipo Digimed DM 20, o qual
foi calibrado com padrdes especificos antes de qualquer ensaio executado, seguindo-se a

norma NBR 10891 (ANP, 2010).

4.6.3 Massa especifica

A densidade ¢ dada pela relagdo entre a massa especifica do combustivel a 20 °C e da
agua a 4 °C, a qual devera ser corrigida com o auxilio de uma tabela de conversao, obtendo a
densidade a 20 °C, seguindo-se as normas ASTM — D4052 ¢ NBR — 5992 e 15639 (ANP,
2009).

Para este ensaio foi utilizado um picnémetro de 10 mL de volume (figura 28). Obteve-
se a densidade relativa por meio da pesagem do picndmetro previamente calibrado, com agua

destilada e posteriormente com o liquido cuja densidade se deseja determinar, a 20 °C.

Figura 28 — picnometro.

Pesou-se o picndmetro vazio em uma balanga analitica (m;). Posteriormente colocou-

se o liquido a ser determinado até completar todo o volume, tomou-se cuidado para nao
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formar bolhas, pois isso acarretaria em erros nos resultados, a tampa foi colocada de maneira
que o excesso de liquido escorresse pelo capilar, a parte externa foi secada com papel poroso,
em seguida procedeu-se a pesagem (m;). Posteriormente a pesagem com agua destilada (m;3).
A agua foi utilizada como liquido padrao de referéncia. A equagdo 9 possibilitou o calculo do

valor da densidade relativa pelo quociente entre a massa do etanol e a massa da dgua.

0 BTANOL H20 = Wt FTANOL (Equagéo 9)
M H20

Onde:
m granvor = m>_m; ¢ a massa do liquido que se deseja terminar a densidade que completa o

volume (10 mL) do picndmetro.

m 0 = m3_m; ¢ a massa da dgua destilada que ocupa o mesmo volume.

4.6.4 Condutividade

A condutividade elétrica mede a capacidade de conducdo de corrente elétrica de uma
solucdo, em decorréncia dos ions presentes nesta. Por meio de uma célula de condutividade
elétrica de platina ndo platinizada com constante de 0,1 cm™, e uma sonda com funcio de
medir a temperatura, quais estardo ligados a um medidor de condutividade elétrica.

Para a determinagdo da condutividade empregou-se um condutivimetro do tipo
Digimed DM 31. A condutividade foi verificada a partir do método tradicional para

combustiveis, de acordo com a Norma NBR 10547 (ANP, 2010).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao da farinha de tiririca

As farinhas de tiririca foram caracterizadas de acordo com trés parametros — teor de

umidade, de amido e de agticares redutores.

5.1.1 Teor de umidade

A tabela 7 apresenta a perda de agua, obtida pela diferenga de massa entre as massas

umidas e secas das amostras.

Tabela 7 - Teores de massa fresca, seca e dgua dos tubérculos.

Amostras Massa fresca (g) Massa seca (g) % de dgua
01 121,16 63,13 58,07
02 226,61 174,17 52,44
03 430,09 235,23 54,69

De acordo com a tabela, obteve-se 55,05 % + 2,81 (unidade) de umidade nos
tubérculos. Tais valores foram satisfatorios quando comparado com outros tubérculos,
como por exemplo, a mandioca (68,2%), (COSTA, 2010) e Cyperus esculentus L. (64,6%)
(MATOS; CAVALCANTI; PARENTE, 2008). Vale salientar que apesar do percentual
médio de umidade citado, as amostras foram coletadas do mesmo canteiro, utilizando o
mesmo tratamento no campo e mesmo procedimento durante a coleta. As diferencas
apresentadas podem interferir na quantidade de etanol presente nos destilados, pois a
presenca de umidade apos a colheita favorece as mudancas provenientes de processos

fisioldgicos.

5.1.2 Teor de amido

Apos padronizacao dos Fehling utilizados no procedimento experimental, procedeu-se
a extracao do amido dos tubérculos. Primeiramente, estes passaram por um processo acido em
microondas, apos aguardar o tempo de hidrélise, a solug¢do foi titulada com os Fehling para
determinagdo da porcentagem de amido presente na farinha de tiririca. Esta determinacao foi

necessaria para averiguar a disponibilidade de amido para futuras fermentagdes.
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Todas as analises foram realizadas em triplicatas, sendo utilizada a média do volume

para calcular a porcentagem de amido (tabela8).

Tabela 8 — Teor de amido nos tubérculos.

Massa da amostra (g) Volume médio das titulagdes Quantidade de amido (%)
(mL)

1,010 21,57 49,07

1,001 18,8 56,79

1,010 20,23 50,871

1,010 19,5 52,78

De acordo com a tabela 8, observou-se que os teores de amido presente nos
tubérculos utilizados neste trabalho apresentaram valores inferiores aos da literatura
(MANEK et al., 2012), situando-se num valor médio igual a 52, 38 %, com desvio padrdo
de + 3,31. Comparando com a quantidade presente em outras matérias-primas, como por
exemplo, o trigo (65 a 72%), (Freitas et al., 2005), a Cyperus esculentus L. (46,99%)
(MATOS; CAVALCANTI; PARENTE, 2008) e a mandioca 70% (BRASIL, 1978).

O rendimento foi satisfatorio, apesar do valor encontrado ser inferior quando
comparado a outros tubérculos, porém o valor foi superior quando comparado com dados
encontrados na literatura para a erva daninha Cyperus esculentus L. De acordo com os
resultados obtidos, a farinha de tiririca podera ser uma excelente fonte amilécea,
justificando o interesse por esta matéria-prima, apresentando um elevado potencial para a
sua conversdo por enzimas amiloliticas ou por acidos, propiciando uma excelente fonte de
carbono para diversos microorganismos, bem como conducao de eficientes fermentagdes
etanolicas.

Ressaltando que o método utilizado no processo de hidrolise, as diferengas nos
percentuais, bem como as condigdes de cultivo (fertilizagdo e irrigacdo do solo) podem

alterar a quantidade de amido.

5.1.3. Teor de agucares redutores

As titulagdes com os Fehling foram todas realizadas em triplicata, por meio da

oxidacdo em meio alcalino dos monossacarideos glicose e frutose, em presenca de um agente

oxidante (tabela 9).



Tabela 9 — Teores de agtlicares redutores nos tubérculos.
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Massa da amostra (g)

Volume médio das titulagdes

Quantidade de agucares redutores (%)

(mL)
10,013 4,66 10,18
10,028 4,1 11,55
10,034 3,6 12,79
10,029 3,23 14,26
10,001 3,86 11,97
10,000 3,66 12,62

Também de acordo com resultados das determinagdes de agucares redutores,

verificou-se que os teores de acucares presentes nos tubérculos da Cyperus esculentus,

apresentaram um valor médio de 12,23%, com desvio padrdo de + 1,76. A conversao eficaz

em acucares redutores determina a fermentagdo etanolica. O rendimento foi satisfatorio

quando comparado com o da mandioca, que ¢ de 10,5%, (Cabelo, 2007). A analise dos

parametros estudados objetivou o processo de conversdo acida e enzimatica, ¢ também a

conducao de fermentacdes etandlicas.

Ap0s a determinagdo dos pardmetros acima citados, foi necessario realizar ensaios que

permitissem a verificacdo da viabilidade das concentragdes da levedura e dos tempos

adequados para maiores teores de acglicares fermentaveis, via rota enzimatica e acida.

5.2 Ensaios de fermentacao

5.2.1. Rota enzimatica

Primeiramente, ensaios preliminares foram realizados variando 5 tempos: 12h, 24h,

48h, 72h e 96h, e concentracdo de levedura igual a 5gL™", 10gL™ ¢ 15gL™". Estes resultados

indicaram que em tempos proximos a 36h, o rendimento sempre sera consideravel. Apos estes

ensaios preliminares, realizou-se um planejamento experimental para as varidveis

apresentadas na tabela 5, e os resultados encontrados por meio da curva de calibracao (figura

29) obtida pela medida das amostras no UV-Vis, comprimento de onda A = 600 nm,

permitiram o calculo do teor alcodlico dos ensaios realizados.
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A tabela 10 apresenta os resultados dos teores alcoolicos, obtidos por meio da curva de
calibracao.

Tabela 10 — Teores alcodlicos via rota enzimatica.

Ensaios Concentracio (g.L™) Tempo (h) Centrifugacio Grau alcooélico (°GL)
1 5 24 Com 2,4
2 5 36 Com 4,7
3 5 48 Com 6,0
4 10 24 Com 9,5
5 10 36 Com 7,8
6 10 48 Com 4,8
7 15 24 Com 6,8
8 15 36 Com 7,2
9 15 48 Com 7,5
10 5 24 Sem 4.4
11 5 36 Sem 5,6
12 5 48 Sem 4,3
13 10 24 Sem 5,8
14 10 36 Sem 6,9
15 10 48 Sem 4,5
16 15 24 Sem 5,0
17 15 36 Sem 7,3
18 15 48 Sem 7,0

A partir destes resultados foi feita a otimizagdo, com o auxilio do programa estatistico

objetivando averiguar a tendéncia apresentada pelo sistema, buscando assim processos mais

eficientes.
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5.2.1.1 Planejamento experimental

A partir da analise de variancia das respostas obtidas, na tabela 11 foi possivel
relacionar todas as varidveis, suas interagdes, seus respectivos efeitos e o p-valor. Para o
limite de confianga estabeleceu-se 95%, os valores do p-valor para serem expressivos
deveriam ser inferiores a 0,05. Desta maneira, observou-se que apenas uma das variaveis e
suas respectivas interacdes foram significativas.

Tabela 11 - Analise dos efeitos principais para a fermentacdo da farinha da Cyperus esculentus via rota
enzimatica a partir do primeiro planejamento fatorial.

Fatores e Interacoes Efeito p-valor
Média/Intercepgao 8,98 0,2479
Y, — Concentragio da levedura (g.L™") 0,24 0,7863
Y, — Tempo de fermentacao (horas) 0,099 0,9107
Y5 — Centrifugagdo do mosto -0,12 0,8644
Y1..Y, -0,71 0,5146
Y..Y; -0,34 0,7014
Y. Y3 2,54 0,0136

Desvio padrao = 2,99 R’ = 0,4593 Erro padriao =0,71

Pela analise da tabela 11, pode-se observar que alguns efeitos e interagcdes
apresentaram valores negativos, indicando que o estudo deve prosseguir na direcdo de niveis
menores (-1) enquanto que os positivos tém um efeito satisfatorio para o lado dos niveis
maiores (+1).

A razdo das somas quadraticas (R?) apresentou um valor de 0,4593, representando que
45,93% da variacdo total em torno da média sdo explicados pela regressio do modelo
proposto. Quanto ao desvio padrdo e o erro padrdo, nota-se que foram iguais para todos os
fatores e suas interagoes.

Em termos de fatores codificados, a equagao 11 evidéncia o modelo de terceira ordem

reduzida a partir dos efeitos e suas interacdes mostradas no delineamento experimental.

GA (*GL) =898+ (0,24.Y1)+(0,099.Y2) - (0,12.Y3) - (0,71.Y1.Y2) {Equagiio 10)

- (0,34.¥1.¥3) + (2,54.Y2.Y73)
Por meio desta equacdo, nota-se que este modelo ndo ¢ conclusivo, no entanto,
expressa forte direcionamento para estudos futuros de aperfeicoamento do processo de
fermentagdo, sendo utilizadas para isto as variaveis tempo (Y;) e centrifugacdo do mosto (Y3),

que demonstraram maior efeito para a fermentacdo da farinha da Cyperus esculentus, sendo



69

necessario seus aperfeicoamentos para um maior rendimento e interagdo destes com a

concentracao da levedura (Y).
Os graficos de superficie de resposta para o grau alcodlico da Cyperus esculentus, com

centrifugacdo do mosto e sem centrifugacdo deste, estdo expostos nas figuras 30 e 31,

respectivamente.
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Figura 30 — Superficie de resposta para o grau alcodlico em fungdo da Y; (concentragdo) e Y, (tempo reacional)
com Y; (centrifugacdo).
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Figura 31 - Superficie de resposta para o grau alcodlico em fungdo da Y (concentragdo) e Y, (tempo reacional)

com Y; (sem centrifugagdo).

Observa-se proximidade nos valores dos teores alcoolicos, para os diferentes tempos
de fermentacdo e concentracao de levedura. Porém, constata-se que as amostras com o mosto

nao centrifugado apresentaram tempo demasiado de destilagdo e assim um gasto energético

elevado inviabilizando o processo, sendo, portanto, descartadas. Os ensaios com

centrifugacdo foram fixados considerando-se somente as variaveis: concentracao e tempo.

A partir dos resultados obtidos, novos planejamentos foram realizados buscando obter
rendimentos mais elevados. Para tanto, os ensaios foram realizados deixando como ponto
central o tempo de fermentagio de 24 h a concentracio da levedura igual a 15gL™".

Realizaram-se varios ensaios, sempre em triplicata, e todos passaram pelo modelo

estatistico proposto pelo programa Design Expert®. A tabela 12 apresenta os resultados

obtidos a partir da otimizacao realizada pelo delineamento estatistico.
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Tabela 12 - Resultados dos teores alcoolicos do planejamento fatorial.

Ensaios  Concentracio (g.L'l) Tempo (h) Grau alcooélico (%) Desvio padrio (s)
1 10 12 0,48 + 0,564

2 15 12 7,0 + 0,989

3 20 12 5,34 +1,32

4 10 24 6,21 +0,127

5 15 24 29,08 + 1,62

6 20 24 4,16 + 1,59

7 10 36 21,48 + 1,43

8 15 36 10,52 + 1,60

9 20 36 6,36 + 1,216

Pela tabela 12 observa-se que o ensaio 5 apresentou os maiores rendimentos em
teores alcoodlicos. A tabela 13 apresenta a andlise de variancia das respostas obtidas, a
relacdo entre as variaveis, suas interagdes, seus efeitos e o p-valor, considerando 95% de
limite de confianga.

Tabela 13 — Analise dos efeitos principais para o grau alcodlico de Cyperus esculentus via rota enzimatica a
partir do segundo planejamento fatorial.

Fatores e Interacoes Efeito p-valor
Meé¢dia/Interceptago 24,81 0,0686
X, — Concentragio da levedura (g.L™") 1,58 0,6043
X, — Tempo de fermentagao (horas) 431 0,1858
X1 X, - 5,05 0,2035
X’ -5,49 0,2515
X,? - 12,70 0,0262

Desvio-padrao = 7,07 R’ = 0,7585 Erro padrao = 3,23

Pela tabela 13 verificou-se que os efeitos e interagdes calculados assemelham-se a
tabela 11, indicando que para os valores negativos, os ensaios devem prosseguir na dire¢ao de
niveis menores (-1), entretanto para os positivos, serd promissor para os niveis maiores (+1).

A razdo das somas quadraticas (R?) apresentou um valor de 0,7585, indicando que
75,85% da variagdo total em torno da média sdo explicados pela regressio do modelo
proposto. Quanto ao desvio padrao e ao erro padrdo, nota-se que foram iguais para todos os
fatores e suas interagoes.

Os efeitos e suas interagdes evidenciados a partir do delineamento experimental estdao

representados na equagdo 11, em termos de fatores codificados.

GA (°GL)=24,85+ (1,58.X1) + (4,31.32) - (5,05.X1.X2) (Equagiio 11)
—(5,49.319) - (12,70.X2)

Pela equacao 11 observa-se que os ensaios futuros de fermentagdo precisam ser
aperfeicoados, utilizando para isto as varidveis: tempo de fermentacdo (X;) e concentracao de

levedura (X3), as quais devem otimizadas para um maior rendimento em etanol.
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A figura 32 apresenta o grafico de superficie de resposta para a fermentagao da rota

enzimatica, a partir da otimizagao do planejamento experimental.

Figura 32 - Superficie de resposta para o grau alcodlico em fun¢do da X; (concentragdo de levedura) e X,
(tempo reacional).

Pela figura 32 observa-se que os resultados obtidos com auxilio do programa Design
Expert®, referentes a superficie de resposta, sugerem que as respostas mais eficientes, com
maiores rendimentos para se obter o etanol a partir da fermentagao do mosto da tiririca seriam
nas seguintes condi¢des de fermentagio: concentracio de levedura igual a 15 gL' e tempo de
fermentagdo de 24 h, ponto central do planejamento utilizado. Nestas condicdes a

concentracgdo de glicose seria adequada, ndo inibindo o metabolismo da levedura.
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5.2.2 Rota acida

Para os estudos de todas as variaveis e as relagdes entre elas, via quimica foi realizado
um planejamento experimental cubico de face centrada 2* da hidrélise do material amilaceo,
para a fermentacao desta via, o processo se deu nas mesmas condig¢des estabelecidas pela via
enzimatica. A hidrolise realizada seguiu-se a metodologia imposta a partir da literatura
(GOUVEIA et al., 2009).

Avaliaram-se os resultados das concentragdes de Saccharomyces cerevisiae na agao
fermentativa, visando a identificagdo de um rendimento satisfatorio de etanol. A partir destes,
os ensaios de fermentagao foram realizados considerando o tempo de fermentagao igual a 24
h e a levedura na concentragdo de 15 gL"'. O pH foi ajustado para 4,5 de acordo com a
metodologia encontrada na literatura, e a fermentagdo ocorreu de forma espontinea a
temperatura de 36 °C em estufa estabilizada (GOUVEIA et al., 2009). Os volumes tteis para
estas fermentacdes foram em torno de 250 mL, todos os ensaios foram realizados em
triplicata.

A figura 33 apresenta a curva de calibracdo para a determinacdo dos teores alcoolicos

da rota acida.
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Figura 33 — Curva de Calibragdo rota acida.
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Os resultados encontrados por meio da curva de calibragdo, obtida pela medida das

amostras no UV-Vis, com comprimento de onda A = 600 nm (figura 33), permitiram o célculo

dos teores alcodlicos dos ensaios realizados.

A tabela 14 apresenta a matriz experimental para o planejamento fatorial fracionario,

bem como os resultados das fermentagdes com relagdo aos teores alcodlicos para os dois

fatores estudados.

Tabela 14 - Teores alcodlicos rota acida - HNO;.

ENSAIOS T(°C) t (min) Grau alcodlico (°GL)  Desvio padrio (s)
1 40 5 12,8 +1,48
2 40 7 26 +0,91
3 40 9 13,4 +1,82
4 45 5 12,0 + 1,86
5 45 7 21,9 +1,93
6 45 9 12,0 +1,61
7 50 5 22 +1,77
8 50 7 21,9 +1,50
9 50 9 13,0 +2,02

Pela tabela 14, pode-se observar que o ensaio 2 apresentou o maior valor de teor

alcodlico, obtendo maior eficiéncia de hidrdlise dos processos dos ensaios realizados.

Conclui-se que os maiores rendimentos seriam proximos a 7 min e temperatura de hidrolise

igual a 40 °C, obtendo-se um valor médio igual a 26 °GL.

A utilizagdo do acido nitrico no processo de hidrélise poderd estar associado a

liberagdo de NO,) € a formagdo de NO,), tais estados de oxida¢do favorecem tanto a

quebra da cadeia do amido quanto o processo fermentativo do mosto, por promover a

formacdo de aminoacidos ou amidica (uréia), beneficiando a ac¢dao da Saccharomyces

cerevisiae, concedendo um meio anaerébico para seu desenvolvimento (GOUVEIA et al.,

2009).

Na tabela 15 estd representado os efeitos e as interagdes do obtidos por meio do

planejamento experimental realizado para o processo de hidrolise acida.
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Tabela 15 - Analise dos efeitos principais para o 4cido nitrico a partir do planejamento fatorial.

Fatores de Interacdo Efeito p-valor

Meé¢dia/Interpretagao 21,34 0,1299

Y, — Temperatura (°C) 0,78 0,5907

Y, — Tempo (min) - 1,40 0,3620

Y.Y, -2,40 0,2302

(Y)* 2,88 0,2919

(Y,)’ -9,07 0,0278
Desvio-Padrio = 3,20 R’ =0,8775 Erro Padrio = 2,38

Nota-se que os efeitos e interacdes apresentam valores positivos, implicando que o
estudo deve prosseguir na direcao dos niveis maiores (+1). A razdo das somas quadraticas
(Rz) apresentou um valor de 0,9149, demonstrando que 91,49% da variacao total em torno da
média sdo explicados pela regressao do modelo proposto.

O desvio e o erro padrdo para todos os fatores e suas interagdes foram iguais. Apesar
dos valores obtidos serem elevados, este se configurou no modelo em que se obtiveram os
maiores valores.

A equagdo 12 representa o modelo de terceira ordem reduzida, a partir dos efeitos e

suas interacdes apresentadas no delineamento experimental para fatores codificados.

GA ("GL)=21,34+ (0,78.Y1) - (1,40.Y2) - (2,40.Y1.Y2) (Equagiio 12)
+(2,88.Y19) - (9,07.Y29)

Pela equacao 12 observa-se que este modelo, direciona para novos estudos de
otimizagdo do processo de hidrélise acida utilizado, empregando as variaveis: temperatura de
hidrolise (Y;) e tempo de hidrdlise (Y), as quais necessitam de otimizagdo para um
rendimento superior.

A figura 34 ilustra a superficie de resposta para o teor de etanol a partir da
fermentacdo da farinha de Cyperus esculentus, a partir do planejamento experimental da rota

acida.
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Figura 34 - Superficies de respostas para o grau de alcodlico em fungdo da Y, (temperatura) ¢ Y, (tempo
reacional) para o acido nitrico.

Pela figura 34 observa-se uma regido onde a hidrofiliza¢do com o acido nitrico
provoca uma quebra significativa dos polissacarideos do amido de tiririca, favorecendo a

formacao de aglcares redutores, resultando em rendimentos de teores alcoolicos maiores.
5.3 Anélises fisico-quimicas do etanol de tiririca
5.3.1 Rota enzimatica

As andlises fisico-quimicas do etanol obtido foram realizadas nas amostras de maiores
rendimentos, segundo as respostas adquiridas no planejamento experimental e na otimizagao,
sendo considerada mais eficiente a concentracdo de Saccharomyces cerevisiae igual a 15 gL'
e o tempo de fermentagdo de 24 h.

Os ensaios de cor e aspecto realizados, demonstraram que o etanol obtido esta dentro
das especificacdes, ou seja, apresentou-se incolor, limpido e isento de impurezas..

Para o pH o valor obtido foi 4,70, este baixo valor pode estar associado ao
metabolismo do microrganismo, o qual liberada CO,() durante o processo fermentativo e
este, na presen¢a de agua, poderd formar acido ao reagir com esta, além da producdo de

compostos originados pelo metabolismo secundério da levedura e at¢ mesmo decorrente de
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possivel contaminacdo do mosto.

O etanol analisado apresentou um valor inferior ao que se enquadra nas
especificagdes exigidas pela a ANP, cujo valor previsto esta na faixa de pH 6 — 8 (ANP,
2011).

Para a condutividade o valor obtido foi de 877 puSm™, este valor elevado da
condutividade pode estar associado a presenca de ions em solugdo, provenientes do
metabolismo da levedura durante o processo fermentativo. A condutividade também nao se
enquadra nas especificacdes exigidas pela ANP, cujo valor méximo 500 pSm™ (ANP, 2011).

O valor da massa especifica igual a 0,9853 gem™, a 20 °C indica que a densidade do
etanol de tiririca esta proximo da densidade da agua 1,0 gem™, diferenciando-se da
densidade do etanol 0,7894 gem™.

Como o valor da densidade esta diretamente relacionado a mistura agua-etanol, este
depende da quantidade dessas substancias. A diferenca encontrada pode estar associada a
uma quantidade significativa de agua na mistura, (destilagdo e frasco aberto), e também a

possiveis impurezas presentes na amostra provenientes do processo de destilacao.
5.3.2 Rota 4cida

Como na rota enzimatica, as andlises fisico-quimicas foram realizadas nas amostras de
maiores rendimentos, de acordo com as respostas obtidas no planejamento experimental € na
otimizagdo, sendo considerado o tempo de hidrdlise de 7 min, temperatura de 40 °C,
concentragdo de levedura igual a 15 gL' e tempo de fermentagdo de 24 h.

Os ensaios de cor e aspecto realizados apontaram para incolor, aspecto limpido e
isento de impurezas, de modo que o etanol obtido encontra-se dentro das especificagoes.

Para a massa especifica o valor encontrado foi igual a 0,6710 gem™. Por este valor
estar relacionado a mistura agua-etanol, uma vez que depende da quantidade dessas
substancias, o valor encontrado pode estar agregado a formagao de subprodutos, provenientes
do processo de destilacao.

O valor encontrado para o pH foi igual a 1,62. O baixo valor estd atrelado a
concentracdo elevada de acido utilizado na hidrdlise, o que refletiu nos resultados das
amostras.

A condutividade apresentou valor elevado igual 593 pSm™, o baixo valor determinado
pode estar relacionado com o procedimento utilizado, pois para a conversao da molécula de

. , oy ;. ;Lo -1
amido em agucares redutores utilizou-se acido nitrico 12 molL™, e este por ser portador de
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cargas, aumenta a mobilidade dos ions em solu¢do e, consequentemente, a condutividade ¢

elevada.

5.4 Estudo de viabilidade econdmica hidrolise acida e enzimatica

(1*) EM RELACAO AO PERCENTUAL ALCOOLICO PRODUZIDO
Os resultados das fermentagdes com relagdo aos teores alcodlicos para as duas vias

estudadas estdo apresentados na tabela 16.

Tabela 16 - Comparativo dos teores alcodlicos rota acida e enzimatica.

Rota Grau alcodlico (°GL)
Acida (HNO3) 26,0
Enzimatica 29,08

De acordo com a tabela 16 observa-se que os resultados obtidos em termos de teores
alcoolicos foram semelhantes. Porém os hidrolisados enzimaticos apresentaram teores
alcoolicos superiores em relagcdo aos hidrolisados acidos. Esse valor esta atrelado a eficiéncia
da hidrolise enzimatica, pois as enzimas possibilitam a quebra das moléculas de amido de
modo especifico e seletivo, enquanto que a quebra acida pode gerar aglicares nao
fermentaveis, corroborando para uma queda de rendimento real.

A hidrolise enzimatica possui eficiéncias superiores quando comparada a acida, pelo
fato de converter maiores quantidades de glicose. No entanto, o elevado teor de glicose
gerado no hidrolisado pode acabar inibindo o metabolismo inicial do microorganismo. A
eficiéncia apresentada por parte das enzimas acarreta em resultado consideravel, porém, o

custo envolvido no processo enzimatico acaba tornando este economicamente Oneroso.
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(2*) EM RELACAO AO CUSTO DE PRODUCAO

Para a realiza¢do da analise econdmica, os calculos foram realizados visando a obtenc¢ao do custo de um ano de cultivo e producdo do
bioetanol de tiririca, determinou-se entdo os custos necessarios para emprego das variaveis utilizadas nos processos por ambas as rotas,

enzimatica e 4cida, as tabelas 17, 18, 19 e 20 apresentam os calculos efetuados.

Tabela 17 - Levantamento econémico-financeiro de receitas e saidas para o cultivo de um ano da farinha de tiririca.

Saidas farinha da tiririca Valor Unidades 1° Trimestre 2° Trimestre 3° Trimestre 4° Trimestre
I- CUSTOS
Preparo do solo 1.500,00 | R$/ ha 7.500,00 5.000,00 5.000,00 5.000,00
Valor do Arrendamento 1.188,00 | R$/ha 1.485,00 1.485,00 1.485,00 1.485,00
Custo de Transporte 60,00 | R$/ ha 300,00 300,00 300,00 300,00
Demanda de Fertilizante 200,00 | R$/ ha 1.000,00 1.000,00 1.000,00 1.000,00
Demanda de Agrotdxicos - | R$/ha - - - -
Sistema de irrigacao/energia - | R$/ha 8.000,00 100,00 100,00 100,00
Demanda de Mao de Obra 864,00 | R$/ ha 7.408,80 7.408,80 7.408,80 7.408,80
Custo da Semente 0] - - - - -
Moagem 26,58 | R$/t 132,90 132,90 132,90 132,90
SUB-TOTAL 1 25.826,70 15.426,70 15.426,70 15.426,70
II - RECEITAS

Receitas farinha tiririca Valor Unidades 1° Trimestre 2° Trimestre 3° Trimestre 4° Trimestre

Venda da farinha valor bruto 0,60 | R$/Kg 36.000,00 36.000,00 36.000,00 36.000,00
Venda de residuos 0,10 | R$/t 1.500,00 1.500,00 1.500,00 1.500,00
Venda do 6leo 1,60 | R$/L 7.200,00 7.200,00 7.200,00 7.200,00
SUB-TOTAL II 44.700,00 44.700,00 44.700,00 44.700,00

SALDOS
SALDO (1I-I) 18.873,30 29.273,30 29.273,30 29.273,30
SALDO ACUMULADO 18.873,30 48.146,60 77.419,90 106.693,20
(*) Saldo positivo (crédito) ¢ demonstrado em cor azul e os negativos (débito / custos) em vermelho.




Verifica-se pela tabela 17 que a produgao da tiririca para geracao de dleo, residuos e farinha ¢ vidvel e apresenta lucro ao produtor e

fabricante, se ndo se levar em conta o retorno do capital aplicado para a producao e fabricacdo dos mesmos.

Tabela 18 - Levantamento econdmico-financeiro de receitas e saidas para a produg¢do de um ano do bioetanol de tiririca via rota enzimatica.

Producio via rota enzimatica de Bioetanol Unidade Unidade 1° Trimestre 2° Trimestre 3° Trimestre 4° Trimestre
R$/Kg R$/t
I- CUSTOS
Depreciagdo (imovel/usina) 0,50 500,00 500,00 500,00 500,00 500,00
Farinha 0,15 150,00 11.250,00 11.250,00 11.250,00 11.250,00
Controle de Qualidade da farinha 0,20 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00
Hidroélise enzimatica 62,11 62.110,00 4.658.250,00 1.863.300,00 1.863.300,00 **4.658.250,00
(tampao-+tempo+enzima+levedura)
Centrifugagio 0,03 30,00 2.250,00 2.250,00 2.250,00 2.250,00
Adicdo de Ny, 0,07 70,00 5.250,00 5.250,00 5.250,00 5.250,00
Fermentagdo 0,07 70,00 5.250,00 5.25,00 5.250,00 5.250,00
Destilagdo 0,06 60,00 4.500,00 4.500,00 4.500,00 4.500,00
Controle de Qualidade do Bioetanol 0,01 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Mao de Obra 0,58 580,00 580,00 580,00 580,00 580,00
SUB-TOTAL -1 64,05 63.780,00 4.688.040,00 | 1.893.0i0s90,00 1.893.090,00 4.688.040,00
II- RECEITAS
Vendas do Bioetanol (R$/L) 1,28 426,24 31.968,00 31.968,00 31.968,00 31.968,00
Venda do residuo 0,40 133,20 9.990,00 9.990,00 9.990,00 9.990,00
Venda do 6leo (centrifugagio) 1,60 1.600,00 7.200,00 7.200,00 7.200,00 7.200,00
SUB-TOTAL - 11 3,28 2.159,44 49.058,00 49.058,00 49.058,00 49.058,00
SALDOS

SALDO (11 -1) 4.638.982,00 1.844.032,00 1.844.032,00 4.638.982,00
SALDO ACUMULADO 4.638.982,00 6.483.014,00 8.327.046,00 12.966.028,00

(*) Saldo positivo (crédito) ¢ demonstrado em cor azul e os negativos (débito / custos) em vermelho;
(**) A cada 3 trimestres deve ser inserido novos microorganismos no sistema, e o custo voltara a ser elevado.
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Nota-se pela tabela 18 que a producdo de bioetanol via rota enzimatica da tiririca € invidvel economicamente, ressalta-se que haveria a

necessidade do Governo Brasileiro inicialmente subsidiar a sua produ¢do, como o intuito de que o aumento da demanda dos microorganismos

necessarios na hidrélise enzimatica diminua os seus custos de produgao e revenda, a exemplo do que tem acontecido na atualidade com producao
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de bioetanol nos Estados Unidos, com isto haverd minimizagdo dos custos e somente a partir deste processo politico pode-se tornar vidvel a

producdo deste bioetanol via rota enzimatica.

Tabela 19 - Levantamento econémico-financeiro de receitas e saidas para a produg@o de um ano do bioetanol de tiririca via rota acida.

Producao via rota acida de Bioetanol Unidade Unidade 1° Trimestre 2° Trimestre 3° Trimestre 4° Trimestre
R$/Kg RS$/t
I- CUSTOS
Depreciag@o (imovel/usina) 0,50 500,00 500,00 500,00 500,00 500,00
Farinha 0,15 150,00 11.250,00 11.250,00 11.250,00 11.250,00
Controle de Qualidade da farinha 0,20 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00
Hidrolise acida (acido+tempo+levedura) 1,31 1.310,00 98.250,00 68.250,00 68.250,00 **98.250,00
Centrifugagio 0,03 30,00 2.250,00 2.250,00 2.250,00 2.250,00
Adicao de Ny, 0,07 70,00 5.250,00 5.250,00 5.250,00 5.250,00
Fermentagio 0,07 70,00 5.250,00 5.250,00 5.250,00 5.250,00
Destilagdo 0,06 60,00 4.500,00 4.500,00 4.500,00 4.500,00
Controle de Qualidade do Bioetanol 0,01 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Mao de Obra 0,58 580,00 580,00 580,00 580,00 580,00
SUB-TOTAL -1 2,98 2.980,00 128.040,00 98.040,00 98.040,00 128.040,00
II- RECEITAS
Vendas do Bioetanol (R$/L) 1,28 426,24 31.968,00 31.968,00 31.968,00 31.968,00
Venda do residuo 0,40 400,00 30.000,00 30.000,00 30.000,00 30.000,00
Venda do 6leo (centrifugagio) 1,60 1.600,00 7.200,00 7.200,00 7.200,00 7.200,00
SUB-TOTAL -1I 3,28 2.426,24 69.168,00 69.168,00 69.168,00 69.168,00
SALDOS
SALDO (I1-1) 58.872,00 28.872,00 28.872,00 58.872,00
SALDO ACUMULADO 58.872,00 87.742,00 116.614,00 175.486,00
(*) Saldo positivo (crédito) ¢ demonstrado em cor azul e os negativos (débito / custos) em vermelho;
(**) A cada 3 trimestres deve ser inserido novo fermento no sistema, e o custo voltara a ser elevado.

Observa-se pela tabela 19 que a producdo de bioetanol via rota 4cida da tiririca ¢ invidvel economicamente, porém apresenta um custo
(R$/t) de aproximadamente 95% menor que o processo enzimatico. Neste caso em especial o subsidio do Governo Brasileiro inicialmente para a

produgdo deste bioetanol seria menor, e rapidamente (em até trés anos) o custo com os reagentes acidos e de levedura seriam minimizados, com
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aumento da demanda dos mesmos industrialmente. Na tabela 20 ¢ projetado futuro desta produgao acida, com minimizac¢ao dos custos a exemplo
da minimizag¢do do processo enzimatico ocorrido nos Estados Unidos, ja citado anteriormente, o qual teve uma redugdo da ordem de 60% nos
reagentes ¢ microorganismos empregados. Outra relevancia a ser incluida em pesquisas futuras ¢ o uso de liquidos idnicos no processo o que

podera aumentar o rendimento de produgdo de bioetanol via rota dcida em até 50% de acordo com literatura (VANCOV et al., 2012).

Tabela 20 — Proje¢@o econdmica financeira para a producdo de bioetanol derivado da tiririca via rota acida, ap6s trés anos de subsidio e minimizagao dos custos.

Producéo via rota acida de Bioetanol Unidade Unidade 1° Trimestre 2° Trimestre 3° Trimestre 4° Trimestre
R$/Kg RS/t
I - CUSTOS
Depreciagdo (imovel/usina) 0,50 500,00 500,00 500,00 500,00 500,00
Farinha 0,15 150,00 11.250,00 11.250,00 11.250,00 11.250,00
Controle de Qualidade da farinha 0,20 200,00 200,00 200,00 200,00 200,00
Hidrolise acida (dcido+tempo-+levedura)*** 0,53 530,00 39.750,00 30.250,00 30.250,00 *%39.750,00
Centrifugacgio 0,03 30,00 2.250,00 2.250,00 2.250,00 2.250,00
Adigao de Ny, 0,07 70,00 5.250,00 5.250,00 5.250,00 5.250,00
Fermentagio 0,036 36,00 2.700,00 2.700,00 2.700,00 2.700,00
Destilagdo 0,028 28,00 2.100,00 2.100,00 2.100,00 2.100,00
Controle de Qualidade do Bioetanol 0,01 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Mao de Obra 0,58 580,00 580,00 580,00 580,00 580,00
SUB-TOTAL -1 2,214 2.214,00 64.590,00 55.090,00 55.090,00 64.590,00
II- RECEITAS
Vendas do Bioetanol (R$/L) 1,28 426,24 31.968,00 31.968,00 31.968,00 31.968,00
Venda do residuo 0,40 400,00 30.000,00 30.000,00 30.000,00 30.000,00
Venda do 6leo (centrifugacgio) 1,60 1.600,00 7.200,00 7.200,00 7.200,00 7.200,00
SUB-TOTAL -1I 1,00 2.426,24 69.168,00 69.168,00 69.168,00 69.168,00
SALDOS
SALDO (1II-1) 4.578,00 14.078,00 14.078,00 4.128,00
SALDO ACUMULADO 4.578,00 18.656,00 32.734,00 37.312,00
(*) Saldo positivo (crédito) ¢ demonstrado em cor azul e os negativos (débito / custos) em vermelho;
(**) A cada 3 trimestres deve ser inserido nova levedura no sistema, e o custo voltara a ser elevado.
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Os calculos foram realizados considerando um plantio de 5 ha com rendimento de 15
toneladas de tubérculos por hectare e 10 toneladas de farinha, por trimestre. Foi considerado o
ciclo trimestral devido ser este o ciclo de produgdo da tiririca, podendo ser realizado no ano
até quatro colheitas.

Pela tabela 17, observa-se rendimento no plantio, na farinha e na venda dos
subprodutos, evidenciando um resultado positivo. O produtor de tiririca podera desenvolver
atividades em varios elos da cadeia produtiva, tais como o plantio e a colheita (elo do cultivo),
a moagem dos tubérculos (elo do processamento) e a venda da farinha (elo da
comercializac¢ao), desta maneira o lucro deste produtor sera satisfatorio.

De acordo com dados da tabela 18 e 19, pode-se concluir que o processo enzimatico
para a conversdo em agucares redutores possui um custo elevado de hidrolise, o qual estd
associado ao tempo de hidrolise apresentado e, principalmente, ao alto custo das enzimas
empregadas no processo, o que acaba levando a sua inviabilizagao.

Todavia, apesar do custo aplicado ao processo de obtencao do hidrolisado a partir da
rota 4cida ser inferior ao enzimatico, o processo também ¢ invidvel economicamente,
entretanto se este receber subsidio do Governo, os custos minimizam, viabilizando este
processo ¢ importante salientar que se faz necessaria a neutralizagdo do mesmo, para que nao

aconteca a corrosao dos equipamentos utilizados no procedimento.

5.5 Analise social

O cultivo da tiririca podera ser uma alternativa para o agronegocio Brasileiro, pois a
cadeia produtiva viabiliza o emprego do elo do cultivo, plantio e colheita, do elo do
processamento, extracdo do o6leo e produgdo de etanol e finalmente do elo da
distribuicao/comercializagdao e venda do farelo. Desta forma, o produtor podera alcangar um
lucro consideravel (GALLINA, 2011).

A tiririca € considerada uma matéria-prima promissora para a produgdo de bioetanol
por apresentar um ciclo de quatro vezes ao ano, ndo haver a necessidade de um grande
preparo do solo e de maquinarios especificos para o seu cultivo, por este ser isento de uso de
agrotoxicos e pelo seu plantio e colheita envolverem um numero significativo de pessoas,
tendo em vista que pode ser cultivada em praticamente todos os tipos de solo, ndo existindo a
necessidade dos terrenos usados serem planos ou possuirem boas condig¢des. Isto viabiliza o

acesso a agricultura familiar, possibilitando ampliagdo na distribuicdo de renda.
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Se compararmos com o rendimento por tonelada de outra matéria-prima amilécea,
como a mandioca, esta acaba superando a tiririca em termos de produ¢do por apresentar um
valor de 24,8 toneladas/ha, produzindo aproximadamente 2589L/ha (OLIVEIRA; SERRA;
MAGALHAES, 2012). J4 a tiririca produz 15 toneladas de tubérculos/ha, com um volume de
etanol em torno de 2000L/ha. No entanto, no que se refere ao custo de produgdo agricola, a
mandioca supera a tiririca por necessitar de um gasto mais elevado para seu cultivo. E ainda, a
mandioca faz parte da base alimentar da maioria da populacio de baixa renda, enquanto que a

Cyperus esculentus nao faz parte da cadeia alimentar humana.

5.6 Analise ambiental

Os principais fatores que podem subsidiar o plantio da tiririca sdo as suas vantagens
ambientais, pois para este, como ja citado anteriormente, ndo ha a necessidade de adicdo de
agrotoxicos durante o seu plantio, minimizando-se assim os problemas de ordem ambiental
como a contaminagao de solos, rios e lengois freaticos.

A colheita manual dispensa o uso de maquindrios, que utilizam combustiveis fosseis
para seu movimento, o que contribui para a redugdo da exaustdo de gases toxicos na
atmosfera.

De uma forma geral, a politica Brasileira tem incentivado a busca de alternativas
vidveis economicamente, ambiental e social, e o uso da farinha da tiririca para a producao de
etanol poderd ser esta alternativa. Porém, deve-se considerar a existéncia de uma possivel
barreira cultural no momento em que se der a apresentacao desta proposta aos agricultores,
mas deve ser relembrado também que, como a tiririca, a soja, uma das matérias-primas
empregadas em larga escala para a producdo de biodiesel, antigamente ja foi conhecida como
uma erva daninha e atualmente sua comercializacdo envolve altos valores. A soma destas
vantagens apresentadas neste trabalho ressalta a sustentabilidade de todo o processo de
obtencao do etanol a partir do uso de uma erva daninha como a Cyperus esculentus.

Cabe ressaltar ainda que a produgdo de etanol derivado da tiririca necessitara contar
com incentivos fiscais e politicos governamentais, bem como da promog¢ao de inovagodes
tecnologicas a serem desenvolvidas, contemplando-se todos os principios de sustentabilidade,

isto €, social, ambiental, econdmica, politica e de inovagdo tecnoldgica.
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6. CONCLUSOES

Foi possivel produzir etanol a partir da farinha da erva daninha Cyperus esculentus;

A melhor concentracio de Saccharomyces cerevisiae foi de 15 g.L”! com o tempo de
fermentagdo de 24 horas, rendendo 29,08 % de etanol via rota enzimatica ¢ 26,0 %
via rota acida;

Os teores alcoolicos encontrados 26,0 % e 29,08 % respectivamente para a rota acida
e enzimatica demonstram que a rota enzimatica ¢ 1,12 vezes mais eficiente que a
acida;

A analise economica sugere que a produ¢do de etanol a partir da Cyperus esculentus é
inviavel utilizando-se a rota acida ou enzimatica;

O processo via rota acida apresente um custo menor do que a rota enzimatica, € caso
se tenha um subsidio do governo, a producao pela rota 4cida pode-se tornar viavel;

Os estudos demonstraram viabilidade econdmica no processo de geragao de oleo para
a producdo de biocombustivel, farinha e residuo a partir da tiririca, colaborando

positivamente com 0s aspectos sociais e ambientais.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Avaliar a composigao geral do hidrolisado visando a complementagao nutricional do
mosto e, consequentemente, seu enriquecimento ¢ melhores rendimentos de
fermentagao;

Avaliar a composi¢ao quimica da farinha de tiririca;

Avaliar a composi¢do quimica do destilado produzido;

Analisar a influéncia da toxicidade do etanol na levedura;

Realizar estudo de inibicao pela quantidade de agucar e quantidade de etanol;

Realizar estudo cinético com uso de modelos da literatura.

YV V V V V V

Estudar o uso de liquidos i0nicos via rota &cida, o qual podera aumentar o
rendimento de produ¢ao de bioetanol;

» Estudar geneticamente a producéo da tiririca para torna-la uma planta cultivavel.
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APENDICE I

Os calculos de saidas e receitas referente a producdo da farinha de tiririca (tabela 17), foram

realizados em relagdo a 5 hectares de terra com rendimento de 15 toneladas de tubérculos por

hectare e 10 toneladas de farinha, produzindo aproximadamente 2000 L. Para melhor

compreensao dos calculos, estes estdo descritos abaixo:

v

v

v

Preparo do solo: visa a melhoria das condigdes fisicas e quimicas para garantir a brotagao,
o crescimento radicular e o estabelecimento da cultura. Neste valor esta contido o custo do
preparo da terra (arar ¢ gradear);

Valor do Arrendamento: neste item foi realizada consulta a produtores rurais e
arrendatérios da regido de Guarapuava, o valor médio ¢é de 18 sacas de soja /hectare/ano
sendo o valor da saca de soja em torno de R$ 66,00, assim foi calculado o valor do
arrendamento para 5 hectares durante 12 meses;

Custo de Transporte: este item esta relacionado ao gasto de combustivel para a colheita e o
transporte até o galpao para guardar os rizomas;

Demanda de Fertilizante: estes valores sdo os mesmos utilizados para uma lavoura de
batata inglesa, devido a semelhancga entre as culturas;

Demanda de Agrotoxico: ndo existe um valor, devido aos agrotdxicos serem usados para
controle de pragas, no caso como a tiririca ¢ uma erva daninha este passo ¢ desnecessario;
Sistema de Irrigagdo e Energia: neste item foi considerado para o primeiro trimestre o
custo de se implantar um sistema de irrigacdo e nos trimestres posteriores somente o custo
com a energia para manter esse sistema funcionando;

Demanda de Mao de Obra: consideraram-se o numero de 4 funcionarios, trabalhando 8
horas por dia e recebendo um salario minimo por més;

Custo de semente: devido esta planta ndo precisar de um plantio de semente e sim dos
tubérculos que podem ser encontrados em qualquer terreno foi considerado custo zero;
Moagem: esta etapa ¢ para a obtencdo da farinha dos tubérculos, o custo deste processo ¢
cerca de R$ 26,58/t, ja considerando salario do operador da maquina;

Venda da farinha: foi utilizado o valor por Kg de farinha;

Venda de sub-produtos: como a composicao do farelo da tiririca tem o mesmo destino do
farelo de soja, o valor por ha foi considerado o mesmo. O 6leo foi considerado a venda por
litro;

Investimento/Financiamento: nao foi considerada nenhuma maneira de inje¢do de dinheiro

no sistema devido a um agricultor ja ter tudo o que € necessario para o plantio;
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J& para a tabela 18 e 19 de saidas e receitas da producdo de bioetanol de tiririca foi levado
em consideracgao:

v' Depreciag¢do (imdvel/usina): neste item foi considerado que para uma usina de produg¢io de
biodiesel que custe em torno de 500 reais, com um indice de depreciagdo de 1%/ano.

v" Farinha: valor pago ao produtor de farinha de tiririca;

v Controle de qualidade da farinha: valor gasto para realizar analise da farinha por uma
empresa terceirizada;

v’ Hidrolise enzimatica: foi utilizado como base de calculo uma tonelada, o tempo de
hidrdlise, solu¢ao tampao de Mcllvaine, enzimas (alfa-amilase e amiloglucosidase) e
levedura Saccharomyces Cerevisiae necessarias para o processo enzimatico;

v’ Hidrolise acida: valor calculado em relagdo ao tempo de hidrélise, acido nitrico e levedura
Saccharomyces Cerevisiae necessario para 0 processo;

v’ Centrifugac¢do: quantidade de energia gasta para uma tonelada, considerando o prego do
kWh igual R$ 0,29870;

v Nitrogénio: quantidade de nitrogénio necessario para uma tonelada;

v" Fermentagdo: gasto energético necessario para proceder a fermentagdo de uma tonelada;

v’ Destilag¢do: gasto energético necessario para destilar o mosto;

v Controle de qualidade do bioetanol: valor necessario para realizar analise do bioetanol
produzido, visando a garantia da qualidade deste;

v' Mio de obra: foi calculado o custo para manter 4 trabalhadores, considerando o salario
minimo;

v Venda do bioetanol (usina): considerando a produgdo por meio da agricultura familiar, este
podera entdo receber um selo, assim podera ser vendido a 1,28/L (UNICA, 2011);

v Vendas do residuo: valor pago a residuos oriundos do processo de destilagao.
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