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RESUMO

A busca por fontes limpas e renovaveis de energia tem levado ao desenvolvimento
de novas tecnologias alternativas aos processos convencionais, tais como o uso dos
biocombustiveis. Uma alternativa para a produ¢do de etanol de primeira e segunda
geragcado é o uso de fontes amilaceas e materiais lignocelulésicos como fontes de
carbono barato, renovavel e sustentavel. Levando-se estes pontos em consideracgao,
a batata-doce (I[pomoea batatas) tem sido considerada um substrato promissor para
fermentagao alcodlica, uma vez que apresenta elevados teores de amido, na faixa
de 32 a 70%. As batatas-doces industriais desenvolvidas para a producdo de
bioenergia sdo selecionadas por seu maior teor de amido e melhores rendimentos
de etanol, como o caso da cultivar ‘Duda’. Com isso, o objetivo deste trabalho foi
investigar, avaliar e otimizar a produgao de etanol de primeira e segunda geragao
quando proveniente da raiz e das ramas da batata-doce, respectivamente. Para a
obtencdo de etanol de segunda geragao foi realizado um estudo da hidrolise acida
das ramas da batata-doce, com variagdes nas cargas de solido [10, 20 e 30%
(m/m)], nas concentragdes de acido sulfurico [1, 2 e 3% (m/v)], nos tempos (15, 30,
60 e 90 minutos) fixando a temperatura em 121°C. Apds o estudo realizou-se a
otimizagdo utilizando a metodologia de superficie de resposta, obtendo como ponto
otimo as seguintes condi¢des: carga de solido: 22 % (m/m); concentracao de acido
sulfurico: 2,5% (m/v); tempo: 30 minutos na temperatura de 121°C. Para o estudo da
producao de etanol de primeira geracédo utilizando as raizes da batata-doce, foi
realizado um planejamento experimental visando a otimizagdo da duas etapas da
hidrdlise enzimatica, liquefagcéo e sacarificagao, avaliando carga de solidos, dose de
enzimas, temperatura e tempo. O ponto considerado 6timo para a etapa de
liquefagdo foi carga de sdlido: 15% (m/m), dose de a-amilase: 0,76% (v/v),
temperatura: 79 °C e tempo: 89 minutos. A partir deste foi realizado a otimizagao da
etapa de sacarificacédo, definida pela condi¢do: Dose de amiloglucosidase: 0,50%
(v/v), temperatura: 50°C e tempo: 40 minutos. Nestas condi¢cdes, obteve-se
concentragdes de 172,22 g/L de glicose, 21,04 g/L de sacarose, 53,59 g/L de frutose
e 9,05 g/L de celobiose. Assim, foi possivel observar a viabilidade da utilizagcado da
batata-doce para a produgdo de etanol de primeira e segunda geragao, o que
possibilitaria o incremento da producdo de biocombustiveis a partir de fontes
renovaveis e sustentaveis.

Palavras-chave: batata-doce, hidrdlise acida, hidrdlise enzimatica, otimizagao.



ABSTRACT

The demand for clean and renewable sources has stimulated the development of
new technologies as alternative to the conventional processes, such as the biofuels
production. The use of amylaceous sources and lignocellulosic materials appears as
a promising alternative for the production of first (1G) and second (2G) generation
ethanol due to their low cost and renewable and sustainable characteristics. In this
context, the sweet potato (/[pomoea batatas) has been considered a potential
substrate for the alcoholic fermentation since it presents high levels of starch, from
32 to 70%. Industrial sweet potatoes developed for the production of bioenergy are
selected due to their higher level of starch and better yield of ethanol, such as the
cultivar “Duda”. Therefore, the aim of this work was to investigate, evaluate and
optimize the production of 1G and 2G ethanol from root and branches of sweet
potato, respectively. In order to obtain the 2G ethanol the acid hydrolysis of sweet
potato branches was carried out varying the load of solids [10, 20 and 30% (w/w)],
sulfuric acid concentration [1.0, 2.0 and 3.0% (w/v)] and time (15, 30, 60 and 90 min)
at 121°C. Then, the experimental data were statistically investigated obtaining the
optimized conditions of 22% (w/w) loading of solids, 2.5% (w/v) of sulfuric acid
concentration and time of 30 min. For the production of 1G ethanol from sweet potato
roots an experimental design was performed in order to obtain the optimization of two
steps of enzymatic hydrolysis, liquefaction and saccharification, evaluating the load
of solids, dose of enzymes, temperature and time. The optimized conditions for the
liquefaction step were the following: 15% (w/w) load of solids, 0.76% (v/v) dose of a-
amylase, temperature of 79°C and time of 89 min. The optimization of the
saccharification step was found in the condition of 0.50% (v/v) dose of
amyloglucosidase, 50°C and 40 min. Under these conditions, sugar concentrations of
172.22 g.L™" glucose, 21.04 g.L" sucrose, 53.59 g.L' fructose and 9.05 g.L™
cellobiose were obtained. Thus, these results showed the potential of sweet potato
as raw material for the production of first and second generation ethanol and its use
would increase the biofuel production from renewable and sustainable sources.

Keywords: sweet potato, acid hydrolysis, enzymatic hydrolysis, optimization.
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CAPITULO 1

INTRODUGAO

A busca por fontes limpas e renovaveis de energia tem levado ao
desenvolvimento de novas tecnologias alternativas, tais como a energia solar, a
energia edlica, a energia geotérmica, biocombustiveis entre outros, aos processos
convencionais, como os derivados do petroleo, carvdo mineral e gas natural (Fujita
et al.,, 2016). Os biocombustiveis tém demonstrado um grande potencial para a
substituicio em maior escala dos derivados de petréleo apresentando diversas
vantagens como a redugdo da emissdo de gases do efeito estufa (Vargas et al.,
2015; Ma et al., 2015). Nas ultimas décadas, o consumo de combustiveis fosseis
levou um aumento da procura de fontes alternativas de combustiveis (Ferreira et al.,
2009) em especial os liquidos para transporte com uso em carros (etanol
substituindo a gasolina) e veiculos pesados que fazem uso do ciclo diesel (biodiesel
em substituigdo ao diesel).

Existem diversas fontes disponiveis para a producdo destes tipos de
biocombustiveis, como por exemplo, cana-de-agucar, beterraba, milho, oleaginosas
como a soja, mamona, dendé, pinhdo-manso, além da biomassa vegetal que gera a
celulose, as hemiceluloses e a lignina que se apresentam como fontes interessantes
para a geragao desses biocombustiveis. Como estas matérias-primas sao de fontes
vegetais com culturas agricolas dominadas, pode-se garantir a continuidade da
producdo e com isto evitar uma eventual crise de abastecimento energético
(Santana, 2007; Silva, 2010; Yang et al., 2013; Li et al., 2016).

Segundo Ferrari et al. (2005) e Santana (2007), uma alternativa para a
producao de etanol de primeira geracao seria a partir de fontes amilaceas, que se
destacam como excelente opg¢ao para a fermentacao alcodlica por apresentar alto
teor de amido, como por exemplo o uso da batata-doce, mandioca, milho, arroz
entre outros, pois acenam como alternativa na geragédo de receita para a industria
baseada em fontes renovaveis. Além disso, vem apresentando um potencial
promissor, sendo um mercado que cresce devido a contribuicdo ao meio ambiente,
com redugao qualitativa e quantitativa dos niveis de poluicdo ambiental e como

fontes de energia renovavel (Jeong et al., 2016).



Levando-se estes pontos em consideracdo, a batata-doce (lpomoea
batatas) tem sido considerada um promissor substrato para fermentagao alcodlica,
uma vez que apresenta elevados teores de amido, na faixa de 32 a 70% como as
pesquisas apresentadas por Ziska et al. (2009) com 50% de amido; Zhang et al.
(2011) que obteve 23,91% de amido, Silveira et al. (2011) com 47,62% de amido;
Srichuwong et al. (2012) apresentou resultados na faixa de 68,7 a 70,1% de amido.
A batata-doce apresenta acgucares fermentesciveis simples, tais como glicose,
frutose e sacarose variando de 15,89 a 36,04%, como demonstrado por Jin et al.
(2012) em suas pesquisas e Zhang et al. (2011) que encontrou 9,32% de agucares
fermentesciveis, sendo que 7,76% era glicose.

A batata-doce tem varias caracteristicas agrondmicas que determinam a
sua ampla adaptacédo as terras marginais, como solos secos e menos férteis, alta
taxa de multiplicacédo, baixa degeneracdo do material de propagagéo, ciclo curto,
baixa incidéncia de doengas e pragas, rapida cobertura de solo e, por conseguinte,
protege das chuvas erosivas (Cao et al., 2011).

As batatas-doces industriais desenvolvidas para a producao de bioenergia
sao selecionadas por seu maior teor de amido e melhores rendimentos de etanol,
como o caso dos resultados obtidos por Silveira (2008), que obteve para a cultivar
‘Duda’, 24,4% de amido e 161,04 litros de etanol por tonelada de raiz. A producéo
nacional atingiu em 2013 indices de 505.350 toneladas de raiz em 39.393 hectares
de area plantada, com rendimento médio de aproximadamente 13 toneladas por
hectare. Vale ressaltar, que as cultivares desenvolvidas para a producédo de etanol
nao sao destinadas como culturas alimentares (Duvernay et al., 2013), pois sua
aparéncia, cor e sabor ndo sao atraentes para o uso como alimento.

Neste contexto uma equipe de pesquisadores da Universidade Federal do
Tocantins — Laboratorio de Sistemas de Producdo de Energia a partir de Fontes
Renovaveis — LASPER/UFT, iniciou um estudo em 1997 visando desenvolver
cultivares de batata-doce com caracteristicas especificas para a producao de etanol.
Apods dez anos de ajustes e definicdo de processos e bioprocessos desenvolvidos
em parceria com uma empresa de etanol de Sertdozinho/SP, chegou-se a um
sistema capaz de ser implantado com sucesso, lancando dez novas cultivares

voltadas especificamente para a producado de etanol, adaptadas as condicdes



edafoclimaticas’ do Tocantins, assim como permitindo a integracdo econdmica,
social e a sustentabilidade ambiental.

Assim como as fontes amilaceas, os materiais lignocelulésicos vém sendo
estudados como fonte de acucares fermentesciveis para a producido de etanol de
segunda geracgédo, devido a sua grande disponibilidade e baixo custo (Martin et al.,
2007). A produgdo de etanol de segunda geragdo a partir de biomassas
lignoceluldsicas tem sido considerada préspera, visto que a demanda por energias
limpas vem aumentando com o conceito de preservacdo do meio ambiente e
reducdo dos gases de efeito estufa (Akimkulova et al., 2016), sendo que dentre
estas fontes podem se destacar os residuos agroindustriais como a casca e palha
de arroz, palha de cevada, palha de trigo, palha e forragem e milho, bagaco e palha
de cana-de-agucar e as ramas da batata-doce. Dentro deste contexto, este trabalho
tem como objetivo desenvolver um processo de produgdo de etanol de segunda
geragédo a partir das ramas da batata-doce por meio de um pré-tratamento com
acido sulfurico visando um processo sustentavel de produgao de etanol.

A consolidagao do etanol como combustivel do futuro deve passar pelo
desafio de aumentar ainda mais a produtividade deste, sem aumentar o seu custo e
de forma que suas culturas ndo avancem sobre outras culturas agricolas. Neste
sentido a utilizagdo da biomassa lignocelulésica vem sendo amplamente estudada
para a produgao do etanol chamado de segunda geragdo, ou Bioetanol como é
também conhecido, devido a sua grande disponibilidade, baixo custo e a grande
quantidade de acgucares fermentesciveis, embora nao prontamente disponiveis
(Miyafuji et al., 2003).

Contudo, as matérias-primas com altos conteudos de carboidratos, devem
ter eficiéncia e a otimizacdo nos processos de transformacido destes carboidratos
(Ferrari et al, 2013), com isso a presente pesquisa tem como outro objetivo otimizar
o processo implantado na Universidade Federal do Tocantins de producéo de etanol
de primeira geragdo a partir das raizes da batata-doce a fim de disponibilizar
maiores teores de acucares fermentesciveis, e consequente aumentar o rendimento
de etanol. Considera-se importante salientar que nas instalagcbées da planta piloto da
Universidade Federal do Tocantins utiliza-se apenas o hidrolisado enzimatico, porém

este trabalho tem como objetivo, além da otimizagdo da hidrdlise enzimatica, a

! Condic¢des edafoclimaticas: sao caracteristicas relativas a influéncia de fatores do meio como: clima,
relevo, temperatura, umidade do ar, tipo de solo, precipitagao pluvial entre outros.



investigacdo do potencial fermentativo do hidrolisado acido obtido a partir das raizes
da batata-doce com o intuito de reduzir custos do processo com enzimas.

Este trabalho também contempla o desenvolvimento do processo de
produgao de etanol de segunda geragao a partir das ramas da batata-doce por meio
de um pré-tratamento com acido sulfurico visando um processo sustentavel de
producdo de etanol. As biomassas lignoceluldsicas utilizadas na biorefinaria
necessitam da etapa do pré-tratamento a fim de facilitar a hidrolise enzimatica da
celulose e sua posterior fermentagao (Cavalaglio et al., 2016).

Com os desenvolvimentos descritos acima e apesentados nas sessdes

posteriores, as principais contribuicbes s&o descritas a seguir.

1.1 — Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi investigar, avaliar e otimizar a produgao
de etanol de primeira e segunda geragcao quando proveniente da raiz e das ramas,
respectivamente, da batata-doce (cultivar ‘Duda’, colheita realizada apds 180 dias de

plantio).

1.2 — Objetivos Especificos

Os objetivos especificos vinculados ao desenvolvimento desta pesquisa

i. Realizar uma avaliacdo técnica da conversdo das ramas da batata-
doce através da hidrdlise acida utilizando acido sulfurico sob as seguintes condi¢des
operacionais: Carga de sélidos (10, 20 e 30%m/m), Concentracdo de acido (1, 2 e
3% m/v), Tempo reacional (15, 30, 60 e 90 min) com uma temperatura de 121°C.

ii. Procurar condicdes de operagao que permitam otimizar o processo do
pré-tratamento com acido sulfurico das ramas da batata-doce para a producdo de
agucares fermentesciveis na linha de processo de etanol utilizando a metodologia de
superficie de resposta. Os efeitos estatisticos das variaveis operacionais
(concentragdo de acido e carga de solidos) sob as variaveis dependentes
(rendimento massico de agucares e inibidores, seletividade de inibidores e eficiéncia

do pré-tratamento) foram estudados.



iii. Investigar e analisar as variaveis de processo da hidrélise enzimatica
da raiz da batata-doce, executada sob uma combinac¢&o enzimatica de amilase (0,12
KNU/g de amido) e amiloglucosidade (1,6 AGU/g de amido) quando considerado um
tempo reacional entre 0 e 24 h e variagbes na carga de sdélidos (ou substrato
enzimatico), tempo e temperatura.

iv. Identificar as condicdes de operagcdo para otimizar o processo de
hidrélise enzimatica da raiz da batata-doce, desenvolvido em duas etapas, a saber:
a liquefacdo e a sacarificagdo, para a producdo de agucares fermentesciveis na
linha de processo de etanol utilizando a metodologia de superficie de resposta. Os
efeitos estatisticos das variaveis operacionais (temperatura, tempo, carga enzimatica
e carga de solidos) sob as variaveis dependentes (rendimento massico de agucares
e eficiéncia da hidrdlise) foram estudados.

v. [Estabelecer cenario(s) que integre(m) a producdo de etanol de
segunda geracao (a partir dos agucares fermentesciveis produzidos por meio das
ramas da batata doce) e a hidrdlise acida e/ou enzimatica da raiz da batata-doce,

visando um processo sustentavel de producao de etanol.

1.3 — Organizagao do Trabalho

Esta tese de doutorado foi dividida em capitulos, nos quais sao abordados
0s seguintes temas:

O Capitulo 2, “Revisdo da Literatura” apresenta os principais conceitos
dos materiais amilaceos e lignoceluldsicos. Contém ainda a descricdo dos pré-
tratamentos mais utilizados nos materiais lignoceluldésicos e as hidrélises acida e
enzimatica utilizadas nos materiais amilaceos.

O Capitulo 3, “Investigagdo da Hidrdlise Acida das Ramas da Batata-
doce” detalha a caracterizagdo quimica das ramas, além da metodologia utilizada na
hidrdlise acida desta biomassa. Os resultados da caracterizagao juntamente com os
resultados dos efeitos das variaveis estudadas (carga de sélido, concentragao da
solugao de acido sulfurico e tempo) s&o apresentados neste capitulo.

O Capitulo 4, “Mapeamento das Condi¢des Otimas da Hidrélise Acida das
Ramas da Batata-doce utilizando a Metodologia de Superficie de Resposta” mostra
os resultados do planejamento estatistico composto central visando o mapeamento

das condi¢bes de operacgao para otimizar as hidrolises acidas propostas.



O Capitulo 5, “Otimizacdo da Hidrdlise Enzimatica das Raizes da Batata-
doce” apresenta o potencial das raizes de batata-doce para obtencéo de etanol, por
meio da caracterizagdo quimica. Foi demonstrada a metodologia usada na
caracterizagao das raizes e seus resultados. O estudo enzimatico foi detalhado,
procurando obter as melhores condi¢gdes de operacdo para as duas etapas da
hidrolise enzimatica — liquefagdo e sacarificagdo, utilizando a metodologia de
superficie de resposta.

O Capitulo 6, “Conclusdo Geral e Sugestdes para Trabalhos Futuros”
apresenta o resumo dos principais resultados obtidos no trabalho, além de elencar
as sugestdes para o desenvolvimento de trabalhos futuros.

1.4 — Principais Contribui¢coes

A investigagdo, mapeamento e avaliagcdo do processo de produgao de
etanol de primeira e segunda geragao proveniente da raiz e das ramas da batata-
doce, respectivamente, trouxeram conhecimentos e informacbes uteis para a
definigdo das possiveis rotas no campo dos biocombustiveis. O mapeamento e a
identificacdo das faixas Otimas de operagcdo s&o importantes projecdes para a
consolidagdo de uma tecnologia para o processamento da batata-doce para a

produgao de etanol de primeira e segunda geragéo.



CAPITULO 2

REVISAO DA LITERATURA

2.1 — Biocombustiveis

Os biocombustiveis estdo no centro de uma intensa controvérsia
internacional que envolve governos, organismos internacionais, comunidades
cientificas e ambientalistas — além de poder afetar os interesses econdmicos ligados
a industria petrolifera e automobilistica. O Brasil € um dos principais protagonistas
desse debate, credenciado pelo seu pioneirismo no desenvolvimento do alcool
combustivel e do biodiesel. A vertiginosa escalada do prego do petréleo no mercado
internacional nos ultimos anos e as relativamente constantes oscilagbes no preco,
que provoca pressoes inflacionarias e alteracbes nos pregos de varias comodities,
torna ainda mais urgente a busca de alternativas para reduzir a dependéncia de
combustiveis fosseis (IEL/NC, 2008).

Os biocombustiveis implicam em razdes de seguranga energética,
preocupacdes ambientais e a questdo socioecondmica relacionada ao setor rural
(Demirbas, 2007) e apresentam vantagens como: ser facilmente obtidos a partir de
fontes abundantes e baratas e seu uso permite reduzir a emissao de carbono para a
atmosfera, sendo ainda biodegradaveis e contribuindo para a sustentabilidade
(Puppan, 2002; Hahn-Hagerdal et al., 2006).

A substituicdo gradual do petréleo por fontes de energia alternativas
oriundas de biomassas renovaveis € vista como um importante contribuinte para o
desenvolvimento de uma sociedade industrial sustentavel e eficaz quanto aos
problemas ambientais (Ragauskas et al.,, 2006). Nota-se uma mudangca de
paradigma, transformando uma sociedade altamente dependente de combustiveis
fésseis, em uma baseada na utilizacdo de recursos renovaveis, acompanhada de
um modelo econdmico mais sustentavel (Clark et al., 2006; Holm-Nielsen et al.,
2006).

O grande desafio com o qual a humanidade se depara neste alvorecer do

terceiro milénio € como conciliar, de forma sustentavel, dois elementos essenciais



para sua sobrevivéncia: soberania energética e seguranga alimentar. Os resultados
expressivos alcancados pelo Brasil indicam claramente que o aumento da produgao
do alcool combustivel ndo tem sido obtido em detrimento da produgao de alimentos,
que vem crescendo de forma expressiva. Isso tem sido comprovado desde que o
Brasil adotou, em 1975, o Programa Nacional do Alcool (Pré-Alcool), em resposta
primeira grande crise do petroleo (IEL/NC, 2008).

Por todas estas questdes econdmicas, geopoliticas e ambientais
apresentadas, as atengdes do mundo se voltam para fontes alternativas de energia,
em especial para os biocombustiveis, como o etanol. Os biocombustiveis s&o
combustiveis produzidos a partir de fontes renovaveis (biomassa), seja esta
produzida especificamente com esse propésito, nos chamados cultivos energéticos
— "Biocombustiveis de primeira geragao" — ou obtida a partir de residuos organicos
de algum processo, caracterizando-a biomassa residual — “Biocombustiveis de
segunda geragao”. Contudo, esta classificacdo nem sempre é simples, e muitas
vezes nao é adequada, dependendo da matéria-prima e dos processos utilizados,
bem como de incertezas quanto aos impactos ambientais (UNEP, 2009).

Na atualidade, ha um aumento global no desenvolvimento de técnicas
que podem produzir materiais a partir de biomassa renovavel, em um conceito de
biorrefinaria, que incluem biocombustiveis, devido as flutuagdes no preco do
petréleo e instabilidades politicas de varias regides produtoras e problemas
ambientais como o aquecimento global. Com isso, varios métodos que podem
produzir biocombustiveis a partir de biomassa renovavel estdo sendo estabelecidas
(Fujita et al., 2016), assim como os de outros produtos.

Neste contexto, cada vez mais o mundo se volta para a exploragdo de
biomassas residuais. O aproveitamento de residuos provenientes da agroindustria
pode ajudar a resolver problemas ambientais associados a disposigdo dos mesmos
no meio ambiente. O desenvolvimento de processos biotecnoldgicos que aproveitem
estes residuos aparece com grande potencial devido a possibilidade de agregar
valor a uma matéria-prima subutilizada. Adicionalmente, a sua utilizacdo pode
ocorrer sem que haja competicdo com a producéo de alimentos (Cinelli, 2012).

Todas essas questdes tem impulsionado a busca por inovagbes em
processos e por diferentes matérias-primas. A busca pela matéria-prima ideal, ou
pelas matérias-primas ideais, avanga rapidamente e apresenta uma regionalidade

significante. Os requisitos desejados para estas matérias-primas incluem multiplos



fatores, ndo facilmente conciliaveis, tais como: disponibilidade, preco, qualidade em
relagcdo ao processo de conversao e sustentabilidade ambiental (Bomtempo, 2011).

Os processos hoje existentes para produgdo de etanol de primeira
geracdo de fontes amilaceas, como o milho, a mandioca, a batata-doce, entre
outros, apresentam a necessidade de realizagcdo de hidrélise do material, fazendo
com que o amido seja convertido a agucares fermentesciveis. A necessidade de
hidrolise do amido gera elevacéo dos custos, entretanto a busca por processos que
aperfeicoem esta hidrdlise se torna importante para a inclusdo desta cultura na nova
matriz energética nacional, além de desempenhar um papel fundamental no
aproveitamento de diversas biomassas contendo amido para a producdo de
biocombustiveis e outros bioprodutos. Além disso, a produgao de etanol de segunda
geracao apresenta desvantagens tais como elevado custo e dificuldades associadas
ao pre-tratamento e a hidrolise dos compostos lignoceluldésicos. Com isso ha
necessidade do estudo de pré-tratamentos e hidrélise desses materiais (Fujita et al.,
2016; Baeyens et al., 2015; Maity et al., 2014), respeitando-se as caracteristicas de
cada biomassa.

Atualmente, o etanol (C2HsOH ou EtOH) é o biocombustivel mais utilizado
em veiculos, podendo ser usado diretamente como combustivel ou misturado a
gasolina, elevando seu conteudo de oxigénio e consequentemente permitindo uma
elevagdo de octanagem do combustivel, além de diminuir a emissdao de gases
poluentes (Dermibas, 2005).

O etanol pode ser obtido por diversas rotas (Figura 1) conforme o tipo de
matérias-primas utilizadas que podem ser classificadas em (Santos, 2013):

Diretamente fermentesciveis: Sdo matérias-primas que contém em sua
composicao substancias que ndo precisam de nenhuma transformacdo para ser
absorvidas e transformadas em etanol pelo microrganismo agente (exemplos: cana-
de-agucar, beterraba, sorgo sacarino).

Indiretamente fermentesciveis: A caracteristica destas matérias-primas é
que seus agucares devem ser desdobrados (hidrolisados) antes de serem
absorvidos pelo microrganismo agente da transformagéo em etanol:

Amilaceas e feculentas: Para que ocorra a fermentagao etandlica destas
matérias-primas, € necessaria a hidrélise prévia que transforma o amido ou a fécula
em acucares fermentesciveis, sdo exemplos o milho, batata-doce e a mandioca. A

hidrolise pode ser quimica ou enzimatica;



Celulésicas: Compostas por celuloses e hemiceluloses, essas matérias-
primas precisam de um pré-tratamento a fim de facilitar a hidrélise para agucares
fermentesciveis pelos microrganismos agentes da fermentagcdo etandlica (folhas,

casca de frutas, caules de plantas).
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Figura 1 — Rotas de obtencgao de etanol
Fonte: Adaptado de BNDES (2008).

2.2 — Etanol de fontes indiretamente fermentesciveis

2.2.1 — Etanol de fontes amilaceas

A partir de 1973, viu-se grande aumento nos precos de petroleo, bem
como a prevista exaustdao ou drastica dificuldade de extragdo do petréleo com o
passar dos anos. Em varios paises do mundo observou-se o desenvolvimento de

novas pesquisas para a descoberta, ou adaptagao, de novas fontes de energia. O



Brasil teve que se desenvolver no sentido de utilizar matérias-primas vegetais ricas
em amido e agucares para a producdo de etanol, pois ja se acreditava ser este o
combustivel mais adequado para substituir a gasolina e atender a demanda
energética do pais.

Segundo Camili (2010) a produgédo de bioetanol é efetuada em bases
comerciais por duas rotas tecnoldgicas, utilizando matérias-primas doces,
diretamente fermentesciveis, como a cana-de-acucar e a beterraba agucareira, ou
matérias-primas amilaceas, como o milho o trigo e a mandioca, cujo amido deve ser
convertido em agucares (sacarificado) antes da fermentagao.

He et al. (2009) afirmam que o amido & um dos polissacarideos mais
abundantes na natureza e representa uma importante fonte de biomassa para a
producao de bioetanol. O Brasil e os Estados Unidos representam juntos cerca de
60% da producdo mundial de etanol de cana e exploragdo de milho. A batata-doce
apresenta rendimentos de duas a trés vezes mais carboidratos fermentesciveis do
que o milho de acordo ao Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA,
2006).

De acordo com Camacho (2009) os Estados Unidos se destacam pelo
crescente desenvolvimento de tecnologias que permitem aperfeigcoar os processos
de produgao de alcool a partir de milho. Ja paises como a China estdo comecando a
investir em pesquisas que permitam desenvolver processos com outras matérias
primas como a batata-doce, mandioca e sorgo, entre outras.

A questdo do uso de matérias-primas amilaceas, com énfase para a
batata-doce, na producdo de biocombustiveis ndo € recente. Keitt (1909) publicou
um estudo onde foram avaliados os principais interferentes (produtividade e teor de
matéria seca de raizes) no rendimento de etanol, sendo que Feltran & Valle (2009)
sugeriram que a produtividade de raizes, por area, seria o principal fator restritivo.
No entanto, verificou-se que a concentracdo de amido tem maior contribuicdo no
rendimento de etanol que outros fatores (Boswell, 1944).

Peduzzi (2009) relatou a grande diversidade genética das amilaceas, que
geradas e domesticadas no Brasil, especificamente na regido amazbnica, se
mostram como uma boa alternativa em termos de adaptagdo de solo e clima, em
relacdo a regido sudeste, onde a cana de agucar ja foi domesticada e cultivada em

grande escala.



O amido encontra-se na forma de granulos formados por dois polimeros
de glicose, a amilose, um polissacarideo essencialmente linear, e a amilopectina, um
polissacarideo altamente ramificado. Os granulos estdo distribuidos em regides
cristalinas e amorfas, alternadas (Castro, 2009).

Para producédo de etanol de amilaceas pode ser usada a hidrélise acida
que diminui o tempo relativo a sacarificagdo do amido, porém apresenta uma série
de restricdes, tais como corrosao de equipamentos, necessidade de correcdo do pH
para a faixa de 5,0-6,0 da solugcao acucarada, destruicdo parcial dos acgucares e
formacao de agucares ndo fermentesciveis (Martins, 2010).

A hidrélise enzimatica atualmente € a mais utilizada: nesse processo o
amido é hidrolisado em duas etapas a primeira € chamada de liquefagao e libera
dextrinas e uma pequena quantidade de glicose sendo que a segunda etapa é feita
com a enzima glucoamilase e completa a sacarificagdo do amido (Cardona, Sanchez
2007). A hidrolise enzimatica tem a vantagem de ser realizada em temperaturas
mais brandas que a acida além de nao gerar subprodutos indesejaveis (Martins,
2010).

Varias fontes de amido podem ser usadas como matérias-primas para
producdo de etanol: entre eles o milho, utilizado em grande nos Estados Unidos,
mandioca, arroz, trigo e a batata-doce (Cereda, 2002).

2.2.1.1 — Amido

O amido €& um polimero de D-glucose, composto por cerca de 30% de
amilose, uma cadeia linear de a 1-4 unidades de glicose ligada a uma estrutura
helicoidal, e 70% de amilopectina, um polimero altamente ramificado com adicional a
1-6 ligagdes glicoliticas (Wyman & Brethauer, 2009). Segundo Camacho (2009) as
caracteristicas fisico-quimicas do amido presente no milho, na cevada, no trigo e
nas tuberosas amilaceas como a mandioca, a batata entre outras, permitem
visualizar estas culturas com potenciais matérias-primas para producédo de etanol.
No Brasil a produgdo de etanol € tradicionalmente baseada na cultura da cana-de-
agucar, mas as necessidades energéticas no mundo viabilizam a produgéo de etanol
a partir de outras fontes alternativas como as amilaceas.

O amido é um polissacarideo de reserva das plantas e fornece a base

para a nutricdo humana e animal. Compreender as relagdes entre as propriedades



estruturais e funcionais do amido de batata-doce é muito importante para a
otimizacdo das aplicagdes industriais. O polimero de glicose possui dois
componentes principais: a amilose e a amilopectina. As unidades de glicose estao
ligadas por meio de ligagdes glicosidicas a-(1-4) e a-(1-6), sendo que normalmente a
batata-doce € composta por 20-30% de amilose que é a parte linear da cadeia e de
70-80% de amilopectina que € a parte ramificada da cadeia do amido (Zhu & Wang,
2014).

Conforme Oner et al. (2005) a bioconversdo de amido em etanol é um
processo que envolve duas etapas. O primeiro passo € sacarificacdo, onde o amido
€ convertido em acgucar através de um microrganismo, ou enzimas amiloliticas, tais
como glucoamilase e a a-amilase. O segundo passo é a fermentagao, onde o agucar
e convertido em etanol usando a levedura Saccharomyces cerevisiae. A utilizagéo
de leveduras amiloliticas para a fermentacéo direta do amido € uma alternativa ao
processo convencional de multiplos estagios, que oferece uma baixa viabilidade
econdmica. Embora existam mais de 150 espécies de leveduras amiloliticas, a sua
utilizacao industrial ainda é limitada, devido a sua baixa tolerancia ao etanol.

Silveira (2008), pesquisando a batata-doce evidenciou que além da
capacidade elevada de producao de etanol, principalmente em cultivares de elevado
teor de amido nas raizes, os subprodutos derivados do processo fermentativo tém
caracteristicas adequadas ao uso na alimentagdo animal, podendo melhorar o
resultado econémico das unidades de processamento. Este fato pode ajudar a
viabilizar economicamente o processo de produgdo de etanol a partir da batata-
doce.

2.2.1.2 — Batata-doce

A Dbatata-doce € uma dicotiledbnea da familia Convolvulaceae,
possivelmente originaria das Américas Central e do Sul, embora alguns autores
afirmem que essa hortalica tenha sua origem na Asia ou Africa (Hackenhaar, 2012).

Pertencente a familia das convolvulaceas, do género Ipomoea e a
espécie Ipomoea batatas L., € uma planta de constituicdo herbacea, rastejante verde
ou arroxeada; chega a alcangar de 3 a 5 m de comprimento. Suas raizes séo
tuberosas e variam de forma, tamanho e coloragdo, conforme a cultivar e o0 meio

ambiente em que s&o produzidas. Por ser uma planta natural de regides quentes,



essa cultura requer temperaturas elevadas durante todo o ciclo vegetativo (Silveira,
2008). E uma horticula tipicamente tropical e subtropical, originaria da América
Central e do Sul, rustica de facil manutengdo com boa resisténcia a seca e ampla
adaptacao (Miranda et al., 1995).

A batata-doce é uma espécie dicotiledbnea. Sabendo que cada semente
botanica pode gerar um clone com potencial para originar uma nova cultivar, e que
em cada capsula deiscente, pode-se obter quatro sementes em uma unica capsula,
e se ter quatro cultivares completamente distintas; caracteristica botanica que
confere a batata-doce uma ampla potencialidade para melhoramento genético
(Bioex Etanol, 2010).

Atualmente os maiores produtores de batata-doce estdo na Asia e Africa
continentes que correspondem a 80% e 17% da produgcdo mundial respectivamente.
A China é o maior produtor, concentrando mais de 60% da produgao mundial. Ainda
que a Asia seja responsavel pela maior parte da produgéo, a cultura de batata-doce
€ cultivada em varias partes do globo sendo plantada em 118 paises (FAO, 2014).

Caracteriza-se por ser uma cultura tipica de areas geograficas de baixa
fertilidade, desenvolvendo-se bem em qualquer tipo de solo, desde os francos
arenosos até os mais argilosos. Entretanto, consideram-se como ideais os solos
mais leves, soltos, permedaveis, bem drenados e com boa aeracdo. E considerada
como tolerante a acidez do solo, podendo crescer e produzir bem em solos com pH
entre 4,4 a 7,7, sendo o intervalo ideal entre 5,6 e 6,2 (Silveira et al., 2008)

Excesso de umidade nos estagios iniciais de formagdo das raizes
tuberosas pode inibir o processo de tuberizagdo, e pode, em estagios mais
avangados, promover podriddes de raizes (Maluf, 2014). Ainda pouco utilizada para
esta finalidade, a batata-doce talvez seja uma das espécies vegetais que podem
apresentar os melhores resultados para a produg¢ao de etanol no Brasil, ja que tem
mais alto rendimento de amido por terra cultivada do que os graos (Duvernay et al.,
2013; Lareo, 2013; Gongalves Neto et al., 2012).

Utilizando batata-doce industrial, experimentos feitos na Universidade
Federal do Tocantins chegaram a obter rendimentos de etanol variando entre 17.354
e 20.007 litros por hectare. Estes valores sao significativos quando comparado aos
obtidos pela cana-de- agucar (Pavlak et al., 2011).

Um grupo de pesquisadores da Universidade Federal do Tocantins — UFT

estuda a cultura da batata-doce desde 1997 no Tocantins, e ja desenvolveu dez



cultivares voltadas para a producdo de etanol, tendo a sua producédo focada na
agricultura familiar, a qual atualmente se encontra as margens do crescente
mercado de etanol em nivel mundial (Silveira, 2008). Estas cultivares possuem a cor
da polpa clara (branca ou creme), caracteristica varietal que esta correlacionada o
teor de matéria seca e esta ao teor de amido (Silveira, 2007). De acordo com Pavlak
et al. (2011) uma cultivar que merece destaque € a cultivar ‘Duda’, que apresenta
pelicula externa roxa e polpa branca, de formato irregular, alongado, redondo e
muito desuniforme. A produtividade média obtida, nos ultimos 5 anos, foi de 65,5
t/ha, o teor de matéria seca de 40,4%, podendo conferir neste caso rendimentos de
161,04 litros de etanol por tonelada de raiz.

Para Miranda et al. (1995) o potencial de produgdo da batata-doce é
enorme, por ser uma das plantas com maior capacidade de produzir energia por
unidade de area e tempo. Comparada com culturas como arroz, banana, milho e
sorgo, a batata-doce, conforme Silva et al. (2002), é mais eficiente em quantidade de
energia liquida produzida por unidade de area e por unidade de tempo. Isso ocorre
porque a cultura produz grande volume de raizes em ciclo relativamente curto, a um
custo baixo, durante o ano inteiro. Em termos de volume de produgdo mundial, a
cultura ocupa o sétimo lugar, mas € a décima quinta em valor da produgdo, o que
indica ser universalmente uma cultura de baixo custo de producdo. Neste contexto,
tem-se verificado um baixo investimento na cultura da batata-doce no Brasil,
gerando-se com isso, uma baixa lucratividade, e, por conseguinte, um baixo
investimento tecnoldgico nesta area.

Abegunde et al. (2013) em seus estudos relataram que a China responde
por cerca de 90% da produgdo de batata-doce em todo o mundo, com uma
producado anual de 117 milhdes de toneladas. Com uma produgéo significativa, a
China destaca-se também com pesquisas utilizando a batata-doce como substrato
para a producio de etanol como mostra o Quadro 1.



Quadro 1 — Pesquisas realizadas na China utilizando a batata-doce como substrato
para a producao de etanol.

Autores Pesquisas

Abegunde et al., 2013 Physicochemical characterization of
sweet potato starches popularly used in

Chinese starch industry

Cao et al., 2011 Simultaneous saccharification and
fermentation of sweet potato powder for
the production of ethanol under

conditions of very high gravity

Cui et al., 2010 Changes in volatile compounds of sweet

potato tips during fermentation

Jinetal., 2012 Comparison of ethanol production
performance in 10 varieties of sweet

potato at different growth stages

Wang et al., 2013 Life-cycle  energy  efficiency and
environmental impacts of bioethanol

production from sweet potato

Zhang et al., 2011 Application of simultaneous
saccharification and fermentation (SSF)
from viscosity reducing of raw sweet
potato for bioethanol production at

laboratory, pilot and industrial scales

Zhang et al., 2013 Starch saccharification and fermentation

of uncooked sweet potato roots for fuel

ethanol production

No Brasil, a batata-doce € a quarta hortalica mais cultivada, sendo produ-
zidas, em 2010, 505,3 mil toneladas em 39.393 hectares, com produtividade média
de 13,1 toneladas por hectare de raiz (IBGE, 2012). O Rio Grande do Sul € o estado
com a maior area plantada (12.600 hectares), com uma producdo de 154.071
toneladas e rendimento médio de 12,5 toneladas por hectare. No estado de Minas
Gerais foram produzidas em 2010, 37.632 toneladas de batata-doce, com area




cultivada de 2.330 hectares e rendimento médio de 16,2 toneladas por hectare
(IBGE, 2012).

Baixas produtividades podem ser ocasionadas pelo desconhecimento de
praticas culturais adequadas, e atribuidas a utilizagdo de materiais genéticos
(cultivares) obsoletos, suscetiveis a pragas e doengas de solo, principalmente a
insetos crisomelideos, a broca da raiz, e aos nematoides de galhas do género
Meloidogyne spp.

Barrera (1986) relatava que a produgao de alcool a partir de batata-doce
era altamente desejada ndo so pela larga possibilidade de cultivo deste produto no
territério brasileiro, mas também porque era importante a busca de sucedaneos da
cana-de-agucar para alimentar as destilarias que conquistaram o Brasil na esteira do
Pré-Alcool.

Os estudos existentes na literatura reportam sobre a produgéo de etanol a
partir da raiz da batata-doce, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Referéncias de estudos encontrados na literatura sobre a produgdo de
etanol a partir das raizes da batata-doce.

Processo Condigoées do
Referéncia Regido de Cultivo
Utilizado Processo
Amilase: 6,4
BETIKU et al., o Hidrolise units/mL
Nigéria
2013 enzimatica Sacarificacao:
789,6 units/mL
Amilase: 4 a 40U/g
Sacarificacao e
pH: 4,5-4,8
CAO et al., 2011 China fermentacao
T:50°C
simultaneas
t: 2h
Carga de sdélidos:
10, 15 e 20%
Hidrélise
EBURNEO, 2009  Brasil . Hidrolise: 90°C/2h
enzimatica a
Sacarificagéo:
60°/17h
FERRARI et al., Sacarificacao e
Uruguai 30°C/14-48h

2013 fermentacao




simultaneas

10 min, 85°C, pH

Hidrélise
JIN et al., 2012 China o 5.2, 120 KNU/kg
enzimatica .
de amido
Sacarificacao e
pH 4.0
LEE et al., 2012 Taiwan fermentacao
30°C
simultaneas
Liquefacgao:
PAVLAK et al., Hidrolise 90°C/1h
Brasil
2011 enzimatica Sacarificacao:
60°C/1h
Liquefacao:
SANTANA et al., Brasil Hidrolise 90°C/1h
rasi
2013 enzimatica Sacarificacao:
60°C/1h
Liquefacgao:
Hidrélise 90°C/1h
enzimatica, Sacarificacao:
SOUZA, 2005 Brasil fermentagao por 60°C/1h
meio de células Microrganismo:
imobilizadas Saccharomyces
cerevisiae
Coquetel de
Sacarificacao e enzimas:
fermentacao 0,4FPU/g, 43,0
simultaneas com PGU/g
SRICHWONG et Jaba batatas-doces E 0,2 FBG/g
apéao
al.,, 2012 P desenvolvidas com Liquefagao: 50-
cadeias de 100°C
amilopectina mais  Microrganismo:
curtas Saccharomyces
cerevisiae
WALUYO et al., Indonésia Hidrélise -




2015 enzimatica

Enzimas: a-
amilase e
glucoamilase
N pH: 5,0
Sacarificacao e
ZHANG et al., T:30°C
China fermentacao
2011 Glucoamilase:
simultadneas
1,6AGU/g
a-amilase:
0,12KNU/g

t: 0-3h

Sabendo que todo parque tecnolégico € voltado para producdo de etanol
a partir da cana-de-acucar, fica claro neste momento a viabilidade do uso da batata-
-doce para produgdo de biocombustivel de segunda geragdo, sem a intencao de
substituir a cana, mas complementar a produ¢édo de etanol (Gongalves Neto et al.,
2012).

Além disso, a batata-doce pode produzir alcool, produto de alto valor

agregado, destinado a fabricagao de cosmético, tintas e remédios (Castro, 2009).
2.2.2 - Etanol Lignocelulésico
Para que a producao de etanol a partir de materiais lignocelulésicos seja

possivel € necessaria uma etapa para ruptura da estrutura da matriz do material

fibroso (Figura 2) e liberagao dos agucares fermentesciveis (Milesse, 2012).
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Figura 2 — Efeito do pré-tratamento na estrutura lignocelul6sica
Fonte: Silva, 2009.

Com a hidrdlise das estruturas de celulose e hemicelulose a agucares
mais simples, pode entdo ser realizada a etapa de fermentagcdo na qual pode ser
utilizada uma variedade de microrganismos embora na literatura cientifica tenham
destacados espécies como Saccharomyces cerevisiae e Zymomonas mobilis para a
fermentacado de glicose e Scheffersomyces (Pichia) stipitis e Candidas hehatae para
fermentacdo de xilose (Lemos et al. 2012; Milesse, 2012; Ferreira, 2010; Dussan,
2013).

2.2.2.1 — Materiais Lignocelulésicos

Os materiais lignoceluldsicos compreendem os residuos agroindustriais e
florestais, tais como bagacos, palhas e cavacos de madeiras, e sua composi¢cao
varia de acordo com a espécie (Martiniano, 2013). A biomassa lignoceluldsica é a
matéria-prima com maior potencial para a produgao de biocombustiveis dentro do
conceito de biorefinaria, pois tem atraido a atengdo especial em todo o mundo nesse
conceito de geracéo de energia (Silva et al., 2013; Cai et al., 2016).

Sao fontes abundantes de compostos organicos, apresentam grande
potencial como matéria-prima em processos industriais para producido de alimentos,
combustivel, insumos quimicos, enzimas e bens de consumo diversos. Seu n&o

aproveitamento, além de acarretar possiveis impactos ambientais por ocasionarem



problemas de poluicdo, representa perda de recursos, uma vez que poderiam ser
aproveitados na geragao de produtos de interesse a sociedade (Canilha et al., 2009;
Cortez, 2010).

Esta biomassa é constituida basicamente por celulose, hemicelulose,
lignina e em menores proporgdes os extrativos como as graxas, gomas, amidos,
alcaldides, resinas, 6leos essenciais e outros constituintes citoplasmaticos; e os néao
extrativos que incluem compostos como silica, carbonatos e oxalatos (Lynd et al.,
2005). As cadeias de celulose se mantém compactadas por meio de ligagbes de
hidrogénio que promovem a rigidez da planta, enquanto que a lignina une os
componentes e age como uma barreira fisica para o ataque de microrganismos e
agua. As hemiceluloses proporcionam a ligacdo entre a celulose e a lignina
formando assim a rede fibrosa (Rabelo, 2010).

2.2.2.1.1 — Celulose

Celulose € um polimero composto de uma cadeia linear de centenas a
milhares de unidades de glicose (Figura 3) ligadas por ligagoes B (1—4). As cadeias
de celulose estdo associadas formando fibrilas. Essas fibrilas apresentam-se na
forma de cabos e sao insoluveis em agua e na maior parte dos solventes orgéanicos
(Haghighi Mood et al., 2013; Mohnen et al., 2009).

A biomassa das plantas contém de 40 a 50 % de molécula de celulose
que estao rigidamente unidas por ligagdes de hidrogénio. Devido a essas ligacdes e
ao arranjo em fibrilas a celulose natural tem uma estrutura compacta denominada
cristalina, e também uma estrutura amorfa a qual pode ser mais facilmente

hidrolisada por enzimas (Anwar et al., 2014 ; Zhao et al., 2012).

CH,OH
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Figura 3 — Subunidade (glicose) e formula estrutural da celulose
Fonte: ROSA; GARCIA (2003).



2.2.2.1.2 — Hemicelulose

As hemiceluloses sdo um polimero heterogéneo que tem sua estrutura
principal formada por glucuronoxilanas e glucomananas (Figura 4). Ao contrario da
celulose, a composicao das hemiceluloses varia dependendo do tecido celular e da
espécie da planta e se diferencia em relagdo ao tipo de ligagdo glicosidica,
composicado da cadeia lateral e grau de polimerizagdo (Haghighi Mood et al., 2013;
Zhao et al., 2012)

02H

CHy0 0
HO ﬁ
OHO
0 —Q  HO - 0 0
OH HO o OH
HOCH,

OH
Figura 4 — Arranjo de pentoses formando a estrutura molecular da hemicelulose

Fonte: ROSA; GARCIA (2003).

Em geral as biomassas folhosas sdo compostas principalmente por
heteroxilanas altamente acetiladas ja as madeiras de coniferas apresentam uma
elevada proporcdo de glucomananas e galactoglucomananas parcialmente
acetiladas e uma proporgao de glucomananas e galactoglucomananas parcialmente
acetiladas (Carvalho et al., 2010) .

Arabinanas e arabino-galactana estdo presentes embora elas n&o
compartilhem a ligagdo B (1—4) da estrutura principal. Normalmente biomassas
vegetais contém de 25% a 35% de hemiceluloses com massa molar média menor
que 30.000. Esse baixa massa molar associada a estrutura ramificada com cadeia
curtas tornam as hemiceluloses facilmente hidrolisaveis (Anwar et al., 2014;
Haghighi Mood et al., 2013).



2.2.2.1.3 - Lignina

Dentre os principais componentes das fibras vegetais a lignina é a mais
complexa e a que esta presente em menor quantidade. Caracteriza-se por ser um
polimero aromatico sintetizado com base em fenilpropandides (Figura 5). A maioria
das unidades de fenilpropanos da lignina sdo formadas por sinrigil, guaiacil e p-

hidroxi fendis unidos por um conjunto de ligagées formando uma matriz complexa.

CH,OH
CH

|
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OH
Figura 5 — Estrutura molecular de uma subunidade da lignina.
Fonte: ROSA; GARCIA (2003).

A lignina age como uma agente agregante preenchendo os espagos entre
a celulose e as hemiceluloses (Anwar et al., 2014; Haghighi Mood et al., 2013).

As ligninas de madeiras de coniferas sdo compostas quase que
exclusivamente por unidades guaiacil, sendo denominadas de ligninas tipo G, as
ligninas de madeiras de folhosas sao mais ricas em unidades siringil, sendo

denominadas de ligninas tipo GS (Carvalho et al., 2009).
2.2.2.2 — Pré-tratamentos

O aproveitamento total do material lignoceluldsico requer métodos de pré-
tratamento ou fracionamento que s&o complexos, tem baixo rendimento e ainda n&o
sdo capazes de isolar completamente cada componente sem modifica-los ou
degrada-lo (Canilha et al., 2009). Ha ainda uma restricdo severa na acessibilidade
das enzimas usadas para hidrolisar a estrutura rigida dos materiais lignoceulésicos
(Cai et al., 2016).



Com isso, faz-se necessario a realizagdo de pré-tratamentos a fim de: i)
modificar a estrutura da biomassa lignoceluldsica; ii) reduzir o tamanho das
particulas e a cristalinidade da celulose; iii) aumentar a area de contato e assim a
acessibilidade e porosidade da biomassa lignocelulésica (Licari et al., 2016).

As técnicas de pre-tratamento podem ser descritas como sendo fisicas,
quimicas, biolégicas e a combinagdo destes. Os objetivos do pré-tratamento s&o
sem causar a perda ou degradagdo dos agucares, obter maior efetividade no
processo de hidrélise enzimatica realizado posteriormente, fazendo com eficiéncia
da conversdo dos polimeros de celulose e hemiceluloses em acgucares
fermentesciveis, maximizando a produg¢do de biocombustiveis ou outros produtos
quimicos.

Contudo, até o momento nao é reportado na literatura estudos sobre o
pré-tratamento para a produgao de etanol a partir das ramas da batata-doce, alguns
autores reportam a utilizagdo das ramas de batata-doce na alimentagdo animal, por
possuirem alto teor de proteina bruta e boa digestibilidade, podendo serem usadas,
principalmente, na alimentagcdo de gado leiteiro, tanto na forma fresca como silagem
(MONTEIRO, 2007). No Brasil, no entanto, a utilizagdo de ramas de batata-doce na
alimentacdo animal é feita em escala bastante limitada e a maior parte das ramas é
simplesmente descartada como residuo inaproveitavel (ANDRADE JUNIOR et al.,
2012). Levando-se este ponto em consideragao este trabalho investigara o potencial
das ramas de batata-doce para a producgao de etanol de segunda geragao e a co-
geracdo de energia. A Tabela 2 apresenta algumas formas de pré-tratamento
disponiveis na literatura, que foram empregados para outros materiais

lignoceluldsicos.



Tabela 2 — Efeito dos diferentes pré-tratamentos na composicao e estrutura dos
materiais lignoceluldsicos.

Aumento
Aumento  Geragao

Métodos de Pré- Remogdo Remogdaoda daarea Descristalizagao g q
a e

tratamentos da lignina hemicelulose de da celulose
contato porosidade inibidores
Moagem - - A A - B
Alcalino A A A - A B
Acido M A A - M A
Oxidativo A - - - A B
Organosolv A B A - M B
Liquidos ibnicos M B A A A B
Exploséo a vapor B A A B A A
Hidrotérmico M A M - M A
AFEX M B A A A B
Explosdo com CO, B B A - A B
Bioldgico A M A - A B

A: efeito alto; M: efeito médio; B: efeito baixo
Fonte: Sun et al., 2016.

2.2.2.2.1 — Pré-tratamentos Fisicos

2.2.2.2.1.1 - Moagem

Pré-tratamentos fisicos sao destinados a aumentar a area superficial e
tornar mais acessivel a biomassa lignocelulésica para as enzimas, contudo ha a
reducdo do tamanho das particulas ou a desordem da estrutura. A moagem é
utilizada a fim de se reduzir o tamanho das particulas dos materiais lignoceluldsicos
e facilitar os passos seguintes do pré-tratamento; pode reduzir significativamente
além do tamanho das particulas o grau de cristalinidade e consequentemente

melhorar a hidrélise enzimatica desses materiais.



2.2.2.2.2 — Pré-tratamentos Quimicos

2.2.2.2.2.1 — Alcalino

O pré-tratamento alcalino € um método comumente usado para remover a
lignina e as hemiceluloses dos materiais lignocelulésicos (Sun et al., 2016). O pré-
tratamento alcalino causa diversas transformacdes na estrutura dos materiais
lignoceluldsicos, tais como quebra da barreira de lignina, descristalizagdo da
celulose e solvatagdo das hemiceluloses: também hidrolisa varios acidos urdnicos e
estéres que sao prejudiciais a hidrolise enzimatica (Anwar et al., 2014; Sarkar et al.,
2012).

Vaérios reagentes alcalinos sdo usados para promover o pré-tratamento
alcalino, tais como NaOH, Ca(OH);, KOH, Na,CO3; e aménia. Entretanto, os mais
utilizados sao hidroxidos de sédio e hidroxido de potassio (Sun et al., 2016), embora
essas podem se combinar permanentemente com os materiais lignocelulésicos
formandos sais e aumentando o custo do processo. Uma alternativa € o hidréxido de
calcio, este possui um custo relativamente menor que os outros e ainda pode ser
recuperado utilizando CO; (Balat, 2011).

De acordo com suas caracteristicas o pré-tratamento alcalino tem sido
relatado como o mais eficiente a ser usado em residuos de agricultura e culturas
herbaceas, considerando que nesses o teor de lignina € menor, e por consequéncia
a acédo na celulose € maior, melhorando a hidrdlise enzimatica (Galbe; Zacchi,
2012).

2.2.2.2.2.2 — Acido diluido

O pré-tratamento com acido é considerando uma das técnicas mais
importantes quando se deseja obter alto rendimento de agucares de materiais
lignoceluldsicos. Esse pré-tratamento € geralmente realizado usando &cidos
minerais diluidos com concentragdes que variam de 0,2 a 2,5% (m/m) em
temperaturas que variam de 130 a 210°C (Sarkar et al., 2012).

O acido sulfurico é o mais empregado nesse tipo de pré-tratamento
hidrolisando polissacarideos a monossacarideos, aumentado a acessibilidade da

celulose para a hidrélise enzimatica (Haghighi Mood et al., 2013).



O tempo de reacdo pode variar de varios minutos a horas, sendo que
nesse tempo o acido age indiscriminadamente nas cadeias poliméricas de
carboidratos. O resultado € uma mistura complexa de varios compostos, dentre
estes alguns toxicos, potencialmemte inibidores, aos microrganismos fermentadores
(Galbe; Zacchi, 2012).

Na aplicagdo do pré-tratamento com acido diluido um importante dado a
se considerar € o fator combinado de severidade (FCS). Este € valor que combina
dados de temperatura, tempo e concentracao de acido utilizados em um processo.

As desvantagens do pré-tratamento acido s&o: gastos com reatores
resistentes a corrosdo; necessidade de neutralizagdo do hidrolisado antes da
fermentacao; formacao de inibidores do processo fermentativo; necessidade de
descarte correto dos sais formados na neutralizacdo; em principio necessidade da
etapa de redugao de tamanho das particulas da biomassa antes do pré-tratamento a
ser aplicado (Balat, 2011).

2.2.2.2.2.3 - Oxidagao umida

Na oxidagdo a biomassa é tratada com agua mais ar ou oxigénio em
temperaturas superiores a 120°C. Esse tratamento libera, mas nao hidrolisa
completamente as hemiceluloses, gerando carboidratos oligbmeros (Sarkar et al.,
2012).

Oxidagdo umida ¢é preferencialmente aplicavel para biomassa com
conteudo baixo de lignina ja que no processo a lignina é solubilizada ndo podendo
ser usada como combustivel sélido (co-geragéo), prejudicando a produgao de etanol
em larga escala (Galbe; Zacchi, 2012).

A oxidagao umida tem a grande vantagem de produzir poucos inibidores,
mas sua aplicacao € seriamente comprometida devido aos custos dos equipamentos

pressurizados e do oxigénio (Haghighi Mood et al., 2013).
2.2.2.2.2.4 - Organosolv
Pré-tratamento por solvente organico ou organosolv € o um método

alternativo para fazer a deslignificacdo de materiais lignocelulésicos (SARKAR et al.,

2012). O Organosolv se baseia na premissa que a lignina é soluvel em alguns



solventes organicos. Os solventes utilizados podem ser metano, etanol, acetona
entre outros. O pré-tratamento pode ser aplicado com ou sem catalisador (em geral
um acido mineral) a fim de melhorar os resultados (Galbe; Zacchi, 2012; Sarkar et
al., 2012).

O solvente age quebrando as ligagdes de lignina e hemiceluloses,
geralmente liberando lignina com alto grau de pureza, a qual pode ser utilizada em
outras aplicagdes. Além disso, com remogao da lignina ha um aumento da area
superficial do material melhorando a hidrélise enzimatica (Haghighi Mood et al.,
2013).

Entres as principais desvantagens desse processo estdo a volatilidade e
inflamabilidade dos solventes utilizados. Para que o processo seja viavel é
necessario a recuperagao dos solventes, o que evita também a inibicao nas etapas

posteriores de hidrdlise e fermentacao (Galbe; Zacchi, 2012).

2.2.2.2.2.5 - Liquido idnico

Liquido idnico consiste de sais fundidos a temperatura ambiente formados
por cations e anions organicos. Liquidos idnicos possuem boa agéo solvente, baixa
volatilidade, estabilidade quimica e baixo ponto de fusdo tornando-os aplicaveis a
diversos processos (Xiao et al., 2012). Apresentam grande potencial no pré-
tratamento de materiais lignocelulésicos sendo capazes de solubilizar celulose,
ligninas e hemiceluloses (Galbe; Zacchi, 2012; Haghighi Mood et al., 2013).

Embora tenha varias vantagens ainda ha pouca tecnologia no que tange a
recuperacao dos liquidos ibnicos dos processos. Apesar de nao se ter evidéncias
que eles possam inibir a fermentacao, o grande fator negativo é que liquidos idnicos

ainda tém um custo alto (Galbe; Zacchi, 2012).

2.2.2.2.3 — Pré-tratamentos fisico-quimicos

2.2.2.2.3.1 - Explosao de vapor

No pré-tratamento por explosdo de vapor a biomassa é aquecida em

temperaturas que variam de 160 a 290°C a pressdes que vao de 20 a 60 bar por



alguns minutos, o processo finaliza com um rapida descompressédo para presséo
ambiente (Sarkar et al., 2012).

A maior parte das modificagcdes provocadas pelo método de explosao de
vapor pode ser atribuida a remogao quase que completa das hemiceluloses. Dessa
forma ha um aumento da acessibilidade das enzimas a celulose, além da reducao
de tamanho das particulas e aumento dos poros provocados pela descompressao
(Mosier et al., 2005).

O método é as vezes chamado de auto-hidrdlise, pois provoca a
decomposicdo de hemicelulose podendo formar acidos como foérmico, acético e
levulinico, os quais podem servir como catalisadores e ao mesmo tempo degradar
agucares a furfural e hidroxi-metil-furfufal (HMF) (Haghighi Mood et al., 2013).

Vale ressaltar que ao contrario do pré-tratamento hidrotérmico, a explosao
de vapor nao provoca a diluicdo excessiva dos agucares, além de ter as mesmas
caracteristicas de redugcdo de tamanho das particulas (Balat, 2011; Mosier et al.,
2005).

2.2.2.2.3.2 — Hidrotérmico

O pré-tratamento hidrotérmico pode ser aplicado em uma faixa de
temperatura e pressdo. Em alguns casos, usa alta pressdo para manter a agua
liquida em temperaturas que podem variar de 200 a 230°C. Esse tratamento pode
solubilizar de 40% a 60% da biomassa total, tem melhor efeito nas hemiceluloses
que pode ser completamente removida (Mosier et al., 2005). E possivel realizar o
pré-tratamento dentro do conceito do processo hidrotérmico com temperaturas ao
redor de 120 °C e pressdes levemente acima da atmosfera, enddégenas com agua
em uma autoclave (Tovar et al., 2014).

Esse pré-tratamento libera pequenas quantidades de compostos
indesejaveis como furfural e acidos carboxilicos capazes de inibir o crescimento
microbiano prejudicando a fermentagao (Sarkar et al., 2012).

Outra desvantagem do método € que os agucares liberados pela hidrélise
das hemiceluloses ficam altamente diluidos no meio, o que pode diminuir a eficiéncia
do processo fermentativo, sendo necessaria a concentragcédo destes (Galbe; Zacchi,
2012).



O principal fator a favor da viabilidade econédmica deste método € que ele
nao usa nenhum composto quimico toxico e gera poucos residuos (Sarkar et al.,
2012).

2.2.2.2.3.3 - Explosao de fibra com aménia (AFEX) e Explosao com CO;

O pré-tratamento AFEX ocorre aquecendo amoénia liquida junto ao
material lignoceluldsico a temperaturas que variam de 60 a 100°C e sob alta pressao
entre 900 a 1700 KPa, finalizando com rapida descompressao, semelhante ao que
ocorre no pré-tratamento por exploséo de vapor (Balat, 2011).

Nesse processo a rapida expansao da amoénia provoca o rompimento das
ligagcbes da lignina aumentando a digestibilidade da biomassa em relagdo ao
tratamento enzimatico (Haghighi Mood et al., 2013). O processo também n&o libera
nenhum agucar diretamente, além de ser conduzido em temperaturas moderadas o
que contribui para ndo formacgao de inibidores (Balat, 2011; Sarkar et al., 2012).

Este pré-tratamento tem a desvantagem de ser menos eficiente em
biomassas com alto conteudo de lignina, além de causar a solubilizacdo apenas de
uma pequena por¢ao do material (Sarkar et al., 2012).

Outra desvantagem do método é que a amdbnia tem muita toxidade e
necessita ser recuperada com boa eficiéncia para que 0 processo seja
economicamente viavel (Galbe; Zacchi, 2012).

O pré-tratamento de explosdo com CO, tem acdo semelhante ao AFEX,
embora o CO; tenha como vantagem o custo bem menor em relagdo, além da
recuperacao facil por despressurizacdo. Como desvantagem pode se destacar a
formacéao de acido carbdnico durante o processo, capaz de corroer os equipamentos
(Haghighi Mood et al., 2013).

2.2.2.2.3.4 — Ozondlise

A ozonodlise emprega o gas ozbnio para quebrar a lignina e as
hemiceluloses e aumentar a degradabilidade da celulose. Esse pré-tratamento é
geralmente conduzido em temperatura ambiente, e é bastante eficiente na remogéao

da lignina sem a formagao de compostos toxicos (Balat, 2011).



Por ser feito a temperatura ambiente o processo tem baixo gasto
energético, no entanto a principal desvantagem é a grande quantidade de ozdnio

utilizada o que eleva significativamente o custo final (Haghighi Mood et al., 2013).

2.2.2.2.4 - Pré-tratamento Biolégico

O pré-tratamento pode ser feito utilizando tanto enzimas como
microrganismos. O pré-tratamento usando microrganismos geralmente emprega
fungos da podriddo mole e branca, entretanto, fungos da podriddo marrom podem
ser usados (Galbe; Zacchi, 2012; Sarkar et al., 2012).

Fungos da podriddo mole e branca degradam a lignina da biomassa
liberando dessa forma mais celulose melhorando a agcdo das enzimas. Apesar do
baixo consumo energético do processo que € conduzido a temperatura ambiente e
do pouco investimento necessarios para os reatores, o pré-tratamento bioldgico
encontra dificuldade para aplicagdo em larga escala (Anwar et al., 2014).

Pré-tratamento por rota biolégica tem como desvantagem apresentar um
tempo de reagdo maior que os demais pré-tratamentos, o que acarreta no emprego
de equipamentos de grande porte com impacto no capital a ser investido, além de
exigir muito espago e monitoramento continuo do crescimento dos microrganismos
(Haghighi Mood et al., 2013).

Varios métodos de pré-tratamentos tém sido propostos na literatura, todos
com o proposito de desagregar a estrutura associativa lignoceluldsica para produzir
combustiveis renovaveis ou insumos quimicos a partir da biomassa lignoceluldsica
(Gamez et al., 2006, Laser et al., 2002; Cunha et al., 2001). A Tabela 2.1 apresenta
as principais vantagens e desvantagens dos pré-tratamentos citados anteriormente.
A Tabela 2.2 apresenta os principais estudos nos distintos materiais lignocelulésicos

presentes na literatura.



Tabela 2.1 - Principais vantagens e desvantagens

materiais lignocelulosicos.

dos pré-tratamentos nos

Métodos de Pré-tratamento Maiores vantagens

Maiores desvantagens

Moagem

Alcalino

Acido

Oxidativo

Organosolv

Liquidos iénicos

Exploséo a vapor

Hidrotérmico

AFEX

Explosdo com CO;

Bioldgico

Aumento da area de
superficie e reducao da
cristalinidade

Reduc¢ao do conteudo de
lignina e hemicelulose e
baixo custo

Reduc¢ao do conteudo de
hemicelulose e baixo custo
Eficiéncia na remogao de
lignina

Alta separagéo e
recuperagéao da lignina
Reducéo da cristalinidade
dos materiais
lignoceluldsicos
Solubiliza a hemicelulose,
desarranja a estrutura da
lignina e tem custo eficaz
Solubiliza a hemicelulose e
gera agucares a partir da
hemicelulose

Hidrolisa a clulose e
aumenta a area de
superficie

Aumento da area de
superficie

Degrada a lignina e

hemicelulose

Alto consumo de energia

Alta polui¢ao e custo na

recuperagao quimica

Problemas na
recuperacao quimica
Custo elevado de agentes
de branqueamento

Alto custo com solventes

organicos

Alto custo com os liquidos

ibnicos

Alto custo com
equipamentos e geragao

de inibidores

Alto custo com

equipamentos

Alto custo com

equipamentos e aménia

Alto custo com
equipamentos
Periodos longos no pré-

tratamento

Fonte: Sun et al., 2016



Tabela 2.2 — Referéncias de estudos encontrados na literatura de diversas formas de pré-tratamento.

Tipo de pré- Concentragao Carga de Temperatura Tempo Pressao Rendimento
Referéncia Biomassa Catalisador
tratamento (%) biomassa (%) (°C) (min) (MPa) (%)
LIU etal., Palhade Acido
H,SO4 27-36 - 70-85°C 45-90 - -
2012 milho concentrado
100
115
CHEN et Bagaco .
Alcalino NH3 28 20 130 60 - -
al., 2012  de sorgo
145
160
SUN et al., .
Bambu Acido H,SO4 27 - 80 60 - -
2013
SCHELL et Palhade Acido diluido +
- - 20-30 180 10 - -
al., 1992 milho Hidrotérmico
SCHELL et Palha de ,
Acido diluido H,SO4 1,16 20 179 6,2 - -

al., 2003 milho

WAYMAN Palha de Acido +

SO, 3 33 160 30 0,5 -
et al.,1988 milho Hidrotérmico
SAHA;
Fibra de i
BOTHASH " Acido diluido H,SO,4 0,5 15 121 60 - -
milho

, 1999




ALLEN et

Fibra de

. Hidrotérmico H.O - 5-10 210-220 2 5,8 -
al., 2001 milho
PETERSE
Palha de . ]
Netal., _ Hidrotérmico H.O - - 185-195 6-12 - -
trigo
2009
CHEN et Palhade Exploséao a Peroxido
_ _ - - 198 10 1,5 -
al., 2008 trigo vapor alcalino
: Bagaco o
MARTIN et Oxidacéao
cana-de- o H.0O - 20 185-195 5-15 1,2 50,5-80
al., 2007 ] umida
agucar
Bagago B
KAAR et Exploséao a
cana-de- - - - 188-243 0,5-44 - 78-99
al., 1998 ] vapor
agucar
MONTANE Palha de Explosao a 180 20 - -
_ NaOH 0,1 -
et al., 1995 trigo vapor 205 2 - -
OHGREN Palha de Exploséao a 190-200 - 58-90
. SO, 3,0 20
et al., 2005 milho vapor 170 9 -
Bagago B
GALBE et Exploséao a
cana-de- SO, - - 180-205 5-10 - -
al., 2002 vapor

agucar




Bagaco

ROCHA et
cana-de-  Hidrotérmico NaOH 1,0 - 100 60 - 49,7-62,1
al., 2013 )
agucar
TERAMUR
Palhade | .
Aetal., Acido diluido H,SO4 1 - 180 45 - -
arroz
2013
YANG et Palhade
Alcalino NaOH 15 - 160 90 - -
al., 2016 trigo
Bagaco NaOH (2, 5 e
XUE et al., de cana- . NaOH e 8%) 30,45e€ 24,48
Alcalino 10 - -
2016 de- H20, H20, (0,2 e 60°C e 72h
acucar 4%)
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2.2.3 — Hidrolises

2.2.3.1 — Hidrolise dos Materiais Amilaceos

No processo de hidrdlise ou sacarificagdo de matérias-primas
amilaceas, ocorre a transformagcao do amido em acgucar fermentescivel, o que
pode se dar por meio de hidrolise acida ou enzimatica. A hidrélise acida
apresenta a vantagem de ser mais rapida e é relativamente eficiente, porém
tem como desvantagens evidentes os problemas de corrosao de equipamentos
e necessidade de neutralizagdo (Sumerly et al., 2003), além da geracdo de
residuos poluentes e produtos que inibem a posterior fermentacdo, havendo
também a possibilidade de degradagao da glicose formada (Klinke et al., 2003).

O amido possui dois tipos de polimeros de glicose arranjados
distintamente, a amilose a amilopectina. O primeiro consiste de cadeias longas
ndo ramificadas de unidades de D-glicose unidas por ligagbes a (1,4). A
amilopectina consiste de cadeias longas ramificadas de unidades de glicose
unidas por ligacées a (1,6) (Lehninger, 1995). O arranjo da amilose e da
amilopectina nos granulos de amido dificulta a entrada de moléculas como as
de agua e enzimas apresentando, portanto, resisténcia ao processo de
hidrdlise (Franco et al., 2002). Neste caso, a resolugao desta problematica é o
emprego das enzimas alfa-amilase e beta-amilase, pois quando utilizadas
conjuntamente, catalisam a hidrolise do amido, convertendo cerca de 85% em
maltose e dextrina. A enzima glucoamilase converte a maltose, a dextrina e o
amido restante em glicose, podendo chegar a 100% de rendimento.

De acordo com Harger (1982), as enzimas sao obtidas de trés
grandes fontes: vegetais superiores (papaina do mamao, bromelina do abacaxi,
ficina do figo); animais superiores (enzimas pancreaticas, pepsina, catalase,
renina) e microrganismos (como por exemplo, as amilases, proteases,
pectinases, invertases, glicose-oxidases, celulases, fitases, glicose-
isomerases), de origem fungica ou bacteriana. Grande parte das enzimas
utilizadas nas industrias sdo enzimas extracelulares de origem microbiana. As
principais aplicagbes das enzimas extracelulares que degradam o amido
consistem na conversdao do amido em monossacarideos como a glicose, em

dissacarideos como a maltose e em oligossacarideos como as dextrinas. As
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enzimas que degradam o amido também s&o empregadas na obtengdo de
agucares fermentesciveis utilizados nas industrias cervejeiras, na produgéo de
bebidas alcodlicas, na modificacdo de farinhas empregadas em panificagéo
(Ward, 1989) e para a obtencéao de etanol.

De acordo com Whitaker (1994), Hizukuri (1996) e Oliveira et al.
(2008), as enzimas sao proteinas especializadas na catalise de reagdes
biolégicas. Elas estdo entre as biomoléculas mais notaveis devido a sua
extraordinaria especificidade e poder catalitico, que sdo muito superiores aos
dos catalisadores produzidos pelo homem. Praticamente todas as reacbes que
caracterizam o metabolismo celular sdo catalisadas por enzimas. Como
catalisadores celulares extremamente poderosos, as enzimas aceleram a
velocidade de uma reagdao sem, no entanto, participar dela como reagente ou
produto. Elas atuam ainda como reguladoras deste conjunto complexo de
reacdes, sendo, portanto, consideradas as unidades funcionais do metabolismo
celular.

A acao catalitica das enzimas se faz como a dos catalisadores
inorganicos, através da redugao da energia de ativagdo da reacgao ou alteracao
do seu equilibrio termodindmico. Além de reduzirem significativamente a
energia de ativacdo, as enzimas apresentam alta especificidade, que pode se
expressar quanto ao tipo de reagao ou de substrato. Apenas alguns residuos
aminoacidos participam diretamente da acio catalitica, embora cadeias de
aminoacidos situadas proximas ao sitio catalitico tenham importante fungao de
fixagdo e posicionamento da molécula de substrato (Aquarone et al., 2001,
Santana et al., 2007).

Existem poucas enzimas amiloliticas comerciais disponiveis no
Brasil. Muitas s&o diastases usadas em processos de panificagcdo ou em
ragdes animais. As enzimas fornecidas pela Novozymes, Termamyl 120L que
promove a liquefacdo do amido e a AMG 300L que sacarifica o amido sao
segundo Arce (2005), a dupla de enzimas que apresentaram os melhores
resultados para formacao de agucar de amido.

A produgado de enzimas amiloliticas por via microbiana vem sendo
alvo de intensas pesquisas cientificas e tecnoldgicas, tanto no aspecto da

otimizagédo do processo de produgdo, como no melhoramento genético de
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microrganismos para aumentar a sintese enzimica (Grael; Menezes, 1989; Lin
et al., 2016).

As amilases de origem microbiana podem ser subdivididas, segundo
Grael (1989) em exoamilases e endoamilases. As a-amilases fungicas séo
utilizadas em panificagdo e em ragdes como auxiliar da digestdo. Ja a a-
amilase bacteriana é utilizada na liquefagdo do amido, na producéo de xaropes,
bebidas, produgdo de alcool, em industria téxtil, detergentes, entre outras
aplicagdes. As de uso industrial sdo termoestaveis, com atuag¢ao na faixa de 90
a 110°C e pH 6,0.

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

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

oligossacarideos (Novo, 1995).

2.2.3.2 - Hidrélise dos Materiais Lignocelulésicos

Para a hidrélise de materiais lignocelulésicos s&o empregadas
comumente duas rotas a fim de se obter os acucares fermentesciveis
resultantes desta acdo. As rotas utilizadas sdo a hidrdlise acida e a hidrdlise
enzimatica; alguns fatores devem ser levados em consideragédo no momento da
escolha como, por exemplo, a composicdo da biomassa utilizada, o
microrganismo que sera usado na fermentagdo, assim como os custos do
processo.

Hidrolise com acido concentrado: € realizada a baixas temperaturas
(< 100 °C) usando solugdes aquosas de acidos minerais fortes resultando em
rendimentos altos tanto de hexoses quanto de pentoses (85-90% da teoria), no

entanto a principal desvantagem € a recuperagdo do &acido utilizado que
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demanda elevados gastos de energia, além da técnica exigir o uso de
equipamentos resistentes a corrosdo, elevando os custos do produto final
(Sakon et al., 1997; Spiridonov; Wilson, 1998; Rabelo, 2010).

A hidrélise com acido diluido é considerada uma das técnicas mais
importantes quando se deseja obter alto rendimento de agucares de materiais
lignoceluldsicos. E geralmente realizado usando &cidos minerais diluidos com
concentragdes que variam de 0,2 a 2,5% (m/m) em temperaturas que variam
de 130 a 210°C (Sarkar et al., 2012). As desvantagens s&o: gastos com
reatores resistentes a corrosao; necessidade de neutralizagdo do hidrolisado
antes da fermentacdo e a formacado de inibidores do processo fermentativo
(Balat, 2011).

No caso da hidrdlise enzimatica, para a conversdo da celulose em
etanol primeiramente a biomassa lignoceluldsica deve ser pré-tratada a fim de
expor a celulose e a hemicelulose ao ataque da celulase (Ogeda; Petri, 2010;
Rabelo, 2010). As principais desvantagens do processo sao elevados custo da

enzima e maior tempo para obter os rendimentos desejados.

2.3 — Conclusoes

O presente estudo compreendeu uma investigacdo utilizando a
batata-doce como substrato para a produgao de etanol de primeira e segunda
geracdo. Para a produgao de etanol de primeira geragéo utilizando a raiz da
batata-doce foi realizado um mapeamento das melhores condicbes de
operagao da hidrélise enzimatica para em seguida ser realizado a etapa de
fermentacdo. Ja para a produgdo de etanol de segunda geragcdo foram
utilizadas as ramas da batata-doce e identificadas as faixas otimas de
operacao para a hidrolise acida e consequente fermentacao.
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CAPITULO 3

INVESTIGAGAO DA HIDROLISE ACIDA DAS RAMAS DA
BATATA-DOCE

Neste Capitulo serdo apresentadas a caracterizagdo quimica e a
hidrdlise acida empregadas nas ramas da batata-doce. A Figura 6 apresenta o
Fluxograma simplificado do pré-tratamento catalisado com acido sulfurico sob
diferentes condicdes de operacao.

Solugao acida
(1, 2 e 3 %mlv)

l

Ramas da batata-
doce

—{Avaliagéo estatistica

Carga de sélidos

10, 20 e 30 %m/m, . .
( /) Hidrélise Hidrolisado 4cido
. (licor) e Sdlido
AC|da residual

Caracterizagdo do

Caracterizagdo da rama o a - -
Hidrolisado acido (licor) e

(NREL): Lignina soluvel,

Lignina insoltvel, Cinzas, Sélido resid’ual (NREL):

Celulose, Hemicelulose e Lignina soluvel, Lignina

Extrativos. insoluvel, Carboidratos e
Inibidores.

Tempo reacional
(15, 30, 60 e 90 min)

Figura 6 — Fluxograma simplificado da hidrélise acida das ramas da batata-
doce sob diferentes condi¢des de operacgao.

3.1 — Caracterizagao quimica das ramas da batata-doce

3.1.1 — Introducgao

A caracterizagdo quimica das ramas da batata-doce permite verificar
seu potencial promissor para a produgédo de etanol de segunda geracgéo, pois
apresenta conteudo de celulose (46,48%) ligeiramente maior que outras

biomassas, além de possuir também um conteudo mais baixo de hemicelulose
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(19,28%) e lignina (19,16%) que representa uma boa caracteristica para os
materiais destinados a producdo de etanol de segunda geracdo, pois esses
dois polissacarideos diminuem a digestibilidade da celulose em relagdo as

celulases. A Figura 7 ilustra as ramas no campo antes da colheita.

Figura 7 — Ramas de batata-doce

Fonte: Préprio autor

3.1.2 — Materiais e Métodos

3.1.2.1 — Matéria-prima

As ramas de batata-doce utilizadas neste estudo foram provenientes
do Centro Tecnoldgico Agroindustrial e Ambiental da Universidade Federal do
Tocantins, no Campus de Palmas (Palmas - Tocantins, Brasil). A cultivar
industrial utilizada no experimento foi a cultivar ‘Duda’ com colheita manual

realizada em abril/2014, esta cultivar foi registrada pela Universidade Federal



65

do Tocantins em 15/04/2008 no Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento sob o nimero 22598.

3.1.2.2 — Preparo da Matéria-prima e determinagao do teor de umidade

As ramas obtidas apos colheita foram lavadas em agua corrente a
fim de retirar as sujeiras vindas do campo; em seguida foram dispostas em
bandejas para secagem em estufa com circulacdo de ar a 50 £ 1°C por 72
horas, conforme Figura 8. As ramas foram homogeneizadas em unico lote e
apos atingirem a temperatura ambiente foram armazenadas em sacos
herméticos de polietileno e apresentavam umidade média de 5,9 £ 0,2%, como
mostrado na Figura 9.

O teor de umidade da biomassa foi determinado por meio de
Medidor de Umidade por Infravermelho (Modelo: IV 2000, Marca: Gehaka) que
tem como principio de funcionamento o aquecimento do material exposto a
temperaturas consideravelmente altas (105°C) para remogao da agua através
de radiagdo por infravermelho, esse método tem como vantagem o
encurtamento do tempo requerido para a determinacdo da umidade. O
equipamento é ligado e aquecido durante 30 minutos a fim de se estabilizar.
Em seguida foi disposto aproximadamente 5 g da biomassa e por meio da
variagao da taxa de peso final comparada ao peso inicial foi determinada a
umidade deste material. Vale ressaltar que o analisador apresenta calibragem
de peso e temperatura para garantir acuracia na analise requerida, e as
analises foram realizadas em ftriplicata.

A determinacdo do teor de umidade € necessaria, pois esta
relacionada com sua estabilidade, qualidade e composicéo, além de que € um
fator determinante para os processos microbiolégicos, como o desenvolvimento
de bactérias, fungos e leveduras. Nas matérias-primas é de fundamental
importancia o conhecimento do teor de umidade para a conservacgao,

armazenamento e manutencio da sua qualidade.
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Figura 8 — Ramas de batata-doce prontas para secagem
Fonte: Proprio autor

Figura 9 — Ramas de batata-doce secas e armazenadas em sacos herméticos
Fonte: Proprio autor

Para a analise da composicao quimica da rama, foi disposta certa
quantidade em moinho analitico (Modelo: Q298A21, Marca: Quimis) e
peneirado em uma peneira de 16 mesh com abertura de 0,210 mm, apropriado
para analise de composi¢ao da matéria-prima.

As amostras obtidas apds a moagem e separagado granulométrica
foram analisadas em triplicata quanto ao teor de cinzas, extrativos, lignina total
(lignina soluvel + lignina insoluvel), carboidratos e grupos acetila segundo os
protocolos padronizados do Laboratério Nacional de Energia Renovavel (NREL
— National Renewable Energy Laboratory), respectivamente (Sluiter et al.,
2008).
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3.1.3 — Determinag¢oes analiticas
3.1.3.1 — Determinagao de cinzas

O teor de cinza foi determinado baseando-se no procedimento
padrédo do Laboratorio Nacional de Energia Renovavel (NREL — National
Renewable Energy Laboratory) (Sluiter et al., 2008a) como o objetivo de
quantificar o material inorganico na biomassa, estrutural ou extraivel, como
parte da composicao total.

Para determinagao do teor de cinzas da biomassa pesou-se cerca
de 1,00+0,001g da biomassa em cadinhos de porcelana previamente
calcinados e tarados. A analise foi realizada com a biomassa seca a 105°C
previamente. A amostra foi entdo aquecida em forno mufla (Modelo: GP-2000F-
M, Marca: GP Cientifica) a 400°C por 1 hora, posteriormente a temperatura foi
elevada para 800°C e permaneceu neste valor por 2 horas. Apos este periodo
o cadinho foi resfriado em dessecador, sendo em seguida realizado a pesagem
e posterior calculo do conteudo de cinzas na biomassa. As analises foram
realizadas em triplicata.

Para o calculo do teor de cinzas, tem-se:

Cinzas (%) = (%) x 100 (Equacéao 3.1.3.1)
27 M1

M4: massa do cadinho calcinado vazio, em gramas (g)
M,: massa do cadinho + massa da biomassa seca a 105°C, em gramas (Q)

Ms;: massa do cadinho com as cinzas, em gramas (Q)
3.1.3.2 — Determinacgao dos extrativos

Os extrativos foram determinados baseando-se no procedimento
padrédo do Laboratorio Nacional de Energia Renovavel (NREL — National
Renewable Energy Laboratory) (Sluiter et al., 2008b) como o objetivo de

quantificar os extrativos para a caracterizacdo quimica da biomassa e remover
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o material ndo estrutural antes da quantificagdo da lignina e dos carboidratos
para que nao haja interferéncia nestas etapas analiticas.

Para determinacao dos extrativos foi determinado o teor de umidade
das ramas como descrito no item 3.1.2.2. Adicionou-se aproximadamente 4,0 g
de amostra ao cartucho de extracdo e introduzido no tubo de extracdo do
Soxhlet (Marca: Tecnal, Modelo: TE-044-8/50). Adicionou-se 200 mL de agua
destilada no baldo do extrator que foram submetidos ao aquecimento. A
extracdo ocorreu até que o solvente em torno do cartucho de extragao se
tornasse incolor. Apds a extragdo em agua, as amostras foram submetidas a
extragao utilizando alcool etilico e submetidas ao aquecimento. A extragao foi
mantida até desaparecimento total da coloracgéao.

Ao término da extragcao, os solidos foram transferidos e lavados com
100 mL de etanol, filtrados a vacuo e secos em estufa a 105 °C até massa
constante, determinada em balanga analitica.

Para o calculo do teor de cinzas, tem-se:

M, — M, <
T) x 100 (Equacdo 3.1.3.2)

% Extrativos = (
1

Ms: massa da amostra descontado o teor de umidade, em gramas (g)

M,: massa da amostra livre de extrativos, em gramas (Q)

3.1.3.3 — Determinagcdao dos carboidratos estruturais, grupos acetil,

furfural, 5-hidroximetilfurfural e lignina

A caracterizagdo das ramas de batata-doce foi feita com uma
hidrolise em duas etapas, primeiramente foram pesados 0,300 gramas de
ramas em base seca em tubos de ensaio, depois adicionados a esta matéria-
prima 3 mL de acido sulfurico com concentragédo de 72%. Os tubos vedados
com Parafilm® foram entdo incubados em banho termostatico (Marca: Solab,
Modelo: SL 157) a 30°C por 1 hora e com auxilio de um bastdo de vidro as
amostras foram homogeneizadas em intervalos de 10 minutos. Ao término da
hidrdlise, todo conteudo do tubo de ensaio foi transferido para um frasco

reagente de 250 mL com tampa e anel de vedacgao e foram adicionados 84 mL
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de agua destilada para obter a concentracao final de 4%. Posteriormente, o
sistema reacional foi fechado e levado a autoclave a 121°C durante 1 hora.
Depois desta hidrélise o conteudo do frasco foi filtrado em papel filtro qualitativo
previamente tarado; uma aliquota do filtrado foi retirada para analises de

carboidratos, inibidores e lignina soluvel (Sluiter et al., 2008c,d)

3.1.3.4 - Lignina Insolavel

O residuo retido no filtro foi neutralizado com lavagens sucessivas
usando 1,5 L de agua deionizada; apos neutralizado o filtro foi seco em estufa
a 105°C e posteriormente pesado. O conteudo de lignina insoluvel foi calculado
pela diferenca entre o peso do residuo insoluvel que permaneceu no papel filtro
e o conteudo de cinzas da biomassa.

Posteriormente, os materiais (sélidos retidos em papel de filtro)
foram calcinados em forno mufla (Modelo: GP-2000F-M, Marca: GP Cientifica)
a 400 °C durante 1 hora e a 800 °C por mais 2 horas. A massa obtida apds
cada processo foi mensurada a partir de uma balanca analitica. A fracdo de
lignina insoluvel presente nos residuos foi calculada a partir da Equacéo
3.1.3.3:

MM

Lignina insolavel (%) = ( X 100) — Cinzas 11 (%) (Equagéo 3.1.3.4)

M4: massa do papel filtro mais lignina insoluvel apés a secagem em estufa, em
gramas (g)

MPFs: massa do papel filtro seco, em gramas (g)

Mop: massa inicial de amostra, em gramas (g)

Cinzas II: percentual de cinzas obtidas na calcinagdo dos sodlidos retidos +

papel filtro.
3.1.3.5 - Lignina Solavel

Para se obter o teor de lignina soluvel foi recolhida uma amostra de
50 uL do hidrolisado do licor e adicionada a um baldao volumétrico de 50 mL
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completando o volume com &gua deionizada; foi entdo feita a medida em
espectrofotometro UV-visivel (Modelo: DR 5000, Marca: HACH) na absorbéncia
de 280 nm, garantindo a Lei de Beer-Lambert. A quantidade de lignina foi

calculada conforme as Equacgdes 3.1.3.5.1 € 3.1.3.5.2:
Cu-g(g/L) = 4,187 x 1072(A; — App) — 3,279 x 10~* (Equacédo 3.1.3.5.1)

onde:

Ciig: concentragéo de lignina soluvel, em g/L;

Ar: absorbancia da solugéo de lignina junto com os produtos de degradacao,
em 280 nm;

Apq = c1e1 + c2 €2 — absorbéancia, em 280 nm, dos produtos de decomposigéo
dos agucares (furfural e 5-HMF), cujas concentracbes c1 e c2 foram
determinadas previamente por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) e
e1 e €2 sdo as absortividades e valem, respectivamente, 146,85 e 114,00 L g

cm™.

Clig (g/L)XVfiltrado xFD

Mpiomassa para caracterizagio

Lignina soluvel (%) = x 100 (Equacéo 3.1.3.5.2)

Onde:

Viitrado: VOlume do hidrolisado filtrado, 0,087 L;

FD: Fator de diluigao para leitura da absorbancia

Mbiomassa para caracterizacso: Massa utilizada para caracterizagdo (aproximadamente
0,3000 g).

3.1.3.6 — Quantificagao de carboidratos

A analise cromatografica dos carboidratos foi realizada em um
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia marca Shimadzu (LC-10Series Avp;
desgaseificador: DGU-14A, integrador: CLASS LC-10), com eluig&o isocratica,
pelo bombeamento (LC-10AD) de uma fase movel composta de 5mM de acido

sulfurico em agua ultrapura (destilada e deionizada). O fluxo do eluente foi de
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0,6 mL/min, a 30°C (forno de coluna CTO-10A), com corrida de tempo total de
20 minutos. A deteccdo se deu em detector de indice de refragdo (Shimadzu,
modeloRID-10A). Uma aliquota de 20,0 yL da amostra foi injetada
manualmente (injetor Rheodyne - iL malha 20) e permeada por uma coluna
Phenomenex Rezex ROA-OrganicAcid H+ (300 x 7,8 mm) com conexao direta
a cartucho de seguranca Phenomenex Carbo-H (4 x 3 mm) preenchida com
material semelhante ao da coluna principal.

As concentragdes de celobiose, glicose, xilose e arabinose foram
determinadas por meio de curvas de calibragcao obtidas por padrées analiticos.
A curva foi construida utilizando solugdes de concentragbes conhecidas
correlacionadas com suas respectivas areas obtidas apds a injegcdo no
cromatégrafo. Com esses resultados foi possivel calcular a concentragéo
desconhecida de agucar dado a area obtida apds a injecdo no cromatografo.
Foram preparadas solu¢des padrbes de concentracdo de celobiose, glicose,
xilose e arabinose.

Para o calculo das concentragdes de agucares, temos:

Actcares (%)= (%) x100 (Equacdo 3.1.3.6)
1

CcLate: concentracdo do agucar quantificado pro CLAE, em g/L

CA: anidro correcdo para calcular a concentragdo polimérica dos agucares
dada a concentragdo monomérica dos agucares. Para a celobiose, glicose,
xilose e arabinose temos, 0,95; 0,90; 0,88 e 0,88, respectivamente

Viitrado: VOlume do hidrolisado filtrado, 0,087L

Mi: massa da biomassa utilizada na hidrolise descontado o teor de umidade,

em gramas (g)

3.1.3.7 — Quantificagao de grupos acetila e produtos de degradagao

A analise cromatografica do acido acético foi realizada em um
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia marca Shimadzu (LC-10Series Avp;
desgaseificador: DGU-14A, integrador: CLASS LC-10), com eluig&o isocratica,
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pelo bombeamento (LC-10AD) de uma fase moével composta de 5mM de acido
sulfurico em agua ultrapura (destilada e deionizada). O fluxo do eluente foi de
0,6 mL/min, a 30°C (forno de coluna CTO-10A), com corrida de tempo total de
20 minutos. A deteccao se deu em detector de indice de refragdo (Shimadzu,
modeloRID-10A). Uma aliquota de 20,0 uyL da amostra foi injetada
manualmente (injetor Rheodyne - iL malha 20) e permeada por uma coluna
Phenomenex Rezex ROA-OrganicAcid H+ (300 x 7,8 mm) com conexao direta
a cartucho de seguranga Phenomenex Carbo-H (4 x 3 mm) preenchida com
material semelhante ao da coluna principal.

A determinagao dos produtos de degradacao (5-hidroximetilfurfural e
furfural) foi feita utilizando coluna Phenomenex Luna C18 5p (2) (250 x 4,6 mm)
e pré-coluna Phenomenex C18 (4 x 3,0 mm) preenchida com material
semelhante a coluna principal. O fluxo do eluente foi de 1mL/min, a 30°C, com
corrida de tempo total de 15 minutos. A elui¢ao foi isocratica com uma solugao
de acetonitrila/agua (1:8 com 1% de acido acético) o detector foi UV (SPD-10A)
com comprimento de onda a 276 nm.

As concentragcbes de acido aceético, 5-hidroximetilfurfural e furfural
foram determinadas por meio de curvas de calibracdo obtidas por padrbes
analiticos. A curva foi construida utilizando solugbes de concentragdes
conhecidas correlacionadas com suas respectivas areas obtidas apos a injecéao
no cromatégrafo. Com esses resultados foi possivel calcular uma concentragcéo
desconhecida de cada um dado a area obtida apos a inje¢do no cromatografo.
Foram preparadas solu¢cdes padrbes de concentracdo de acido acético, 5-
hidroximetilfurfural e furfural.

Para o calculo das concentragdes de acido acético, tem-se:

Acetato(%) = (CA““’EXF;X"J“ terede) 100 (Equacdo 3.1.3.7)
1

CAcLae: concentragéo de acido acético quantificado por CLAE, em g/L

FC: fator de conversé&o do acido acético, 0,72

Viitrado: VOlume do hidrolisado filtrado, 0,087L

Mi: massa da biomassa utilizada na hidrdlise descontado o teor de umidade,

em gramas (g)
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Para o calculo das concentragdes dos produtos de degradagéao, tem-
se:

Furfural (%) = (e trede) o 100 (Equacéo 3.1.3.8)

My

CFcLae: concentragao de furfural quantificado por CLAE, em g/L

FC: fator de converséo do acido acético, 1,37

Viitrado: VOlume do hidrolisado filtrado, 0,087L

Mi: massa da biomassa utilizada na hidrolise descontado o teor de umidade,

em gramas (g)

5 — Hidroximetilfurfural (%) = (CHCLAEXF;XVﬂlme) (Equacéo 3.1.3.9)
CHcLae: concentracdo de 5-hidroximetilfurfural quantificado por CLAE, em g/L
FC: fator de conversao do acido acético, 1,20
Viirado: VOlume do hidrolisado filtrado, 0,087L
M+: massa da biomassa utilizada na hidrolise descontado o teor de umidade,

em gramas (g)

3.1.4 — Resultados e Discussoes

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos da composicdo quimica

das ramas da batata-doce.

Tabela 3 — Resultado da caracterizacdo das ramas de batata-doce.

Rama Sorgo Bagaco de Palha de

Batata- (Akanksha et cana-de- milho (Cheng;

doce al., 2014) agucar Timilsina,

(Lopes, 2016) 2010)

Celulose 46,48% 39,57% 40,45% 35% a 40%
Hemicelulose 19,28% 13,63% 30,61% 17% a 35%
Lignina 19,16% 20,63% 19,09% 7% a 18%
Cinzas 6,88% 26,30% 2,48%

Extrativos/outros 8,22% 8,96%
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A Tabela 3 mostra que a rama de batata-doce em relacdo a sua
composicédo apresenta bom potencial para produg¢ao de etanol lignoceluldsico.
Ela tem conteudo de celulose ligeiramente maior 46,48% que outras
biomassas, além de possuir também um conteudo mais baixo de hemicelulose
e lignina que representa uma boa caracteristica para os materiais destinados a
producdo de etanol de segunda geragao, pois esses dois polissacarideos
diminuem a digestibilidade da celulose em relagéo as celulases.

A hidrdlise acida de materiais lignocelulésicos tem sido considerada
um dos métodos mais rentaveis para a producdo de etanol de segunda
geracédo (Chen et al.,, 2012). No entanto, em virtude do uso de acidos, esse
processo possui algumas desvantagens como gastos com reatores resistentes
a corrosao; necessidade de neutralizacdo do hidrolisado antes da fermentacgao;
formacado de inibidores do processo fermentativo; necessidade de descarte
correto dos sais formados na neutralizagdo; etapa de reducédo de tamanho das
particulas da biomassa antes do pré-tratamento a ser aplicado (Balat, 2011).
Consequentemente, a concentracido de acido é um fator muito relevante, assim
como o estudo da carga de sodlidos e tempo de reagéo, sendo por este motivo,
este trabalho investigou o efeito destas variaveis na hidrolise acida das ramas
da batata-doce.

3.2 — Hidrélise Acida das Ramas de Batata-doce

Para montar o delineamento foi realizado previamente um estudo
detalhado da hidrélise acida desse material, visto que se fazia necessario
conhecer o comportamento da biomassa em destaque. Com isso, procedeu-se
a investigacdo da hidrdlise acida das ramas da batata-doce avaliando os
efeitos da carga de sélidos, concentragao de acido sulfurico e tempo de reagéo
como mostrado no esquema da Figura 10. Todos os experimentos foram

realizados em duplicata e os valores médios reportados.
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Temperatura
121°C

) ) Tempo
Concentragao de acido sulfdrico ‘m

> 4
2%miv U 15,30, 60 e 90 min

Temperatura

»
P

Carga de sélidos
@ ;
10, 20 e 30%m/m

15, 30, 60 e 90 min

Inicio do experimento ° Solugao de acido sulfurico a 2%m/v
Hidrélise acida das ramas e Solucao de acido sulfurico a 3%m/v
Solugdo de acido sulfarico a 1%m/v e Hidrolisado

Figura 10 — Esquema da Hidrolise Acida das Ramas

Para o preparo da biomassa, determinou-se o teor médio de
umidade da rama em triplicata, submetendo aproximadamente 50 g da
amostra para analise em um Medidor de Umidade por Infravermelho (Modelo:
IV 2000, Marca: Gehaka). Apés a verificagcao do teor de umidade da rama, foi
calculada a massa que foi devidamente aferida levando em consideracdo a
carga de solidos (10, 20 e 30%m/m) e a umidade da biomassa.

As ramas foram submetidas ao pré-tratamento quimico com acido
sulfurico diluido na concentracédo de 1% m/v. As solugdes acidas foram
preparadas anteriormente utilizando acido sulfurico (Marca: Impex, Pureza: 95-
97%). Os ensaios foram realizados em frascos reagentes de 500 mL (vidro de
borosilicato resistente ao calor com tampas GL45), o processo de pré-
tratamento foi efetuado em uma autoclave vertical (Modelo: AV Plus, Marca:
Phoenix Luferco) e, ap6s a hidrélise, os frascos foram resfriados em banho de

gelo para encerrar a reagao.
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3.2.1 — Separacao do hidrolisado

Apos resfriado, o hidrolisado foi fracionado em peneira de 450 mesh
com abertura de 0,025 mm. A fragao liquida (licor) foi armazenada em frascos
ambar de 30 mL e refrigerada a 4°C até serem realizadas as analises. A parte
soélida foi neutralizada, adicionada em béquer previamente pesado, posta para
secagem em estufa a 105°C por 24 horas, e apdés a secagem completa os

béqueres foram pesados para analisar o rendimento da hidrdlise.

3.2.2 — Resultados e Discussoes

A composi¢cao quimica das ramas da batata-doce indica que esta
biomassa possui grande potencial para a produgdo de etanol de segunda
geracdo, pois apresenta altos conteudos de celulose (cerca de 46%) que
posteriormente podem ser convertidos em oligbmeros e mondmeros.

Neste intuito foi realizado um estudo detalhado dos efeitos das
concentracbes de acido sulfurico nas hidrélises acidas levando em
consideragao as diferentes cargas de solido (10, 20 e 30%m/m) e tempo
reacional (15, 30, 60 e 90 minutos) na temperatura de 121°C.

3.2.2.1 - Efeito da concentragao de 1 %(m/v) de acido sulfarico

A Tabela 3.1 apresenta as concentragdes de carboidratos (glicose,
arabinose, xilose e celobiose) quantificados apds a hidrdlise acida das ramas
da batata-doce para a concentracdo de 1 %(m/v) de acido sulfurico, além de
quantificar também os produtos de degradacgao e dos grupos acetila.

Para a carga de solidos de 10 %(m/m), pode-se observar que as
maiores concentracdes foram obtidas no tempo de 15 minutos de reacdo com
média de 40,04 g/L; de glicose em contrapartida houve incremento do produto
de degradacao de 1,02 g/L para o 5-hidroximetilfurfural, valores estes vindos da

conversao da celulose.
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Tabela 3.1 — Concentragbes de carboidratos (glicose, arabinose, xilose e
celobiose), produtos de degradacao (furfural e 5-HMF) e grupo acetil (acido
acético) na hidrdlise acida das ramas com cargas de solido (10, 20 e 30
%m/m), tempo reacional (15, 30, 60 e 90 minutos), temperatura de 121 °C e
concentragdo 1 %(m/v) de acido sulfurico.

Carga

de  Tempo D-Glicose , D& D-Xilose D- Acido b firal  5-HMF
s6lidos  (min) (g/L) Arabinose (g/L) Celobiose Acético (/L) (g/L)
%) (g/L) (g/L) (g/L)
15 40,0£0,2 3,1£0,0 7,6£0,2 0,840,0 1,0£0,1 0,240,0 1,0£0,0
30 34,2+0,3 3,61£0,0 7,5%0,2 1,3+0,0 0,940,0 0,4+0,0 1,2+0,0
10

60 35,240,2 3,8+0,0 9,2+0,1 2,0£0,1 1,3+0,3 0,5+0,0 1,1£0,0

90 36,1+0,2 4,0+0,0 9,6+0,1 2,4+0,0 1,60,0 0,6+0,0 1,7£0,0

30 46,4+0,7 4,1+0,5 9,4+0,2 1,7£0,0 1,110,0 0,6+0,0 1,8+0,0

20 60 49,7+0,6 4,7+0,2 10,9+0,1 2,4+0,0 1,6+0,1 0,8+0,0 1,7£0,0

90 51,6+0,4 4,9+0,3 11,8+0,2 3,0£0,0 1,8+0,1 0,8+0,1 2,7+0,0

30 60 54,8+0,8 7,1£0,1 13,8+0,1 3,6+0,3 1,7£0,0 1,0+0,1 1,7+0,3

90 60,2+0,9 8,4+0,1 14,2+0,2 3,7+0,1 2,6+0,0 1,4£0,0 2,8+0,9

O uso de altas cargas de solidos (superiores a 15% de sélidos)
apresenta muitas vantagens, incluindo o incremento nas concentragcbes de
acucares e etanol além de custos de capital. Entretanto, o incremento nas
cargas de sélido pode aumentar a viscosidade do meio reacional, fato ocorrido
nas hidrolises com carga de sélidos de 20 %(m/m) no tempo reacional de 15
minutos e com carga de sélidos de 30 %(m/m) nos tempos de 15 e 30 minutos.
Vale ressaltar que o aumento da viscosidade € um grande desafio que o
manuseio com estes materiais apresentam, pois esta diretamente ligado ao
acréscimo de energia para a mistura tornando um fator limite no processo
(Modenbach; Nokes, 2012).

Nas cargas de solido de 20 e 30 %(m/m) houve incremento tanto
nos valores de glicose (51,6 g/L e 60,2 g/L, respectivamente) quanto de xilose
(11,8 g/lL e 14,2 g/L, respectivamente), contudo observa-se que os produtos de
degradagao também tiveram seus indices elevados tornando o meio reacional
téxico para a agdo de microrganismos no processo posterior de fermentacgao,
tais valores foram obtidos no tempo de 90 minutos e na temperatura de 121 °C.
A temperatura e o tempo sdo parametros que devem ser levados em
consideragao uma vez que afetam o desenvolvimento de inibidores.

Pode-se observar que a xilose vem da hidrélise da hemicelulose e o

pré-tratamento pode favorecer a quebra da xilose até formar furfural.
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Similarmente, a glicose advinda da hidrélise da celulose pode se converter a 5-
hidroximetilfurfural.

Nas cargas de sélido de 20 e 30 %(m/m) nos tempos de 15 e 30
minutos ndo se obteve sucesso na hidrélise acida, no tocante o aumento da
carga de solidos e a baixa concentracédo de acido nao foi suficiente para que a
biomassa convergisse os polissacarideos em oligdmeros e monémeros. No
tempo reacional estudado de 15 e 30 minutos, a biomassa era hidratada com a
solucdo de acido sulfurico, no entanto apds o periodo de hidrélise formava-se
uma pasta consistente dificultando a separagdo do material soélido do
hidrolisado (licor). Na carga de solidos de 30%m/m este comportamento foi
semelhante quando se empregaram concentragbes de solugbes acidas
superiores (2 e 3 %m/v), reafirmando Modenbach; Nokes (2012) que afirmaram
que o aumento da viscosidade € um grande desafio, pois estad diretamente
ligado ao acréscimo de energia para a mistura tornando um fator limite no
processo.

O Quadro 2 apresenta as definicdes das conversdes dos polimeros
de hemicelulose que representa fisicamente a porcentagem total de xilose e
furfural convertida a partir de hemicelulose; e a conversdo da celulose que
representa a porcentagem total de glicose e 5-hidroximetilfurfural convertida a

partir da celulose.

Quadro 2 — Definigdo das conversdes dos acucares (Chen et al., 2012).

Definicdo Calculo
Conversao Hemicelulose [xilose (g) x 0,88] + furfural (g) x 1375]
hemicelulose na biomassa (g)
Conversao Celulose [glucose (g) x 0,9] +[5 — HMF (g) x 1,286]
celulose na biomassa (g)

CsHgO4: hemicelulose; CsH10Os: xilose; CsH10Os: celulose; CeH1206: glicose; CsH,O5:
furfural; C¢HgO3: 5-HMF.

0,88 = massa molar da CsHgO, (massa molar de CsH10Os).

0,9 = massa molar da CgH1c05 (massa molar de CsH1,05).

1,375 = massa molar da CsHgO, (massa molar de CsH,05).

1,286 = massa molar da CgH¢O5 (massa molar de C¢HsO53).

Para a carga de sodlidos a 10 %(m/m), a maxima conversao de
celulose e hemicelulose foi de 79,20% e 65,90%, respectivamente, como
mostra a Figura 11. A maxima conversdo de celulose ocorreu nos primeiros 15

minutos da reacdo e houve pequena alteragdo no decorrer do estudo dos
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demais tempos analisados. A maxima conversao de hemicelulose foi no tempo
reacional de 90 minutos. Isso pode sugerir o desenvolvimento de um
procedimento alternativo para o processo de pré-tratamento, operado de forma
sequencial para melhor aproveitar as correntes minimizando a formacao de
inibidores, inclusive.

O comportamento da conversao da celulose no decorrer dos tempos
estudados, mostra que no tempo de 30 minutos houve uma queda significativa
dos teores de glicose, no entanto foi recuperada no decorrer dos minutos
avaliados. No ultimo tempo avaliado (90 minutos), vale ressaltar que a
converséo ficou préxima aos valores observados no tempo de 15 minutos, no
entanto a quantidade gerada de 5-HMF foi maior que nos primeiros minutos da

avaliacao.
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Figura 11 — Conversao de celulose e hemicelulose para carga de solidos de 10
%(m/m) na concentragdo de acido sulfurico de 1% (m/v).

Pode-se observar na Figura 12 que a maxima conversao de celulose
e hemicelulose para carga de so6lidos de 20 %(m/m) foi de 53,06% e 38,06%,
respectivamente. A maxima conversao dos dois polimeros foi no tempo de 90
minutos, no entanto quando comparado com as taxas encontradas para a
carga de sélidos de 10 %(m/m) foram menores. O mesmo comportamento
pode ser observado na Figura 13 que indica as maiores conversdes para carga

de sélidos de 30 %(m/m) de 57,21% e 49,58% para celulose e hemicelulose,

repectivamente.
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3.2.2.2 - Efeito da concentragao de 2 %(m/v) de acido sulfurico

A Tabela 3.2 apresenta as concentragdes de carboidratos (glicose,

arabinose, xilose e celobiose) quantificados apds a hidrdlise acida das ramas

da batata-doce para a concentragado de 2 %(m/v) de acido sulfurico, além de

quantificar também os produtos de degradacgao e dos grupos acetila.



81

Tabela 3.2 — Concentragbes de carboidratos (glicose, arabinose, xilose e
celobiose), produtos de degradacao (furfural e 5-HMF) e grupo acetil (acido
acético) na hidrdlise acida das ramas com cargas de solido (10, 20 e 30
%m/m), tempo reacional (15, 30, 60 e 90 minutos), temperatura de 121 °C e
concentragao 2 %(m/v) de acido sulfurico.

Carga

de  Tempo D-Glicose , D& D-Xilose D- Acido b firal  5-HMF

s6lidos  (min) (g/L) Ara(blnose (g/L) Celobiose Acético (/L) (g/L)
o) glL) (gL)  (glL)

15 39,240,4 3,8+0,4 10,0+0,0 1,2+0,0 1,8+0,1 0,6+0,0 0,8+0,0

30 34,8+0,4 2,9+0,6 10,6%0,0 1,410,0 2,1£0,1 0,6+0,1 0,7+0,0

10 60 40,9+0,3 2,70,2 11,9+0,0 2,30,0 2,7+0,0 0,8+0,0 0,7+0,0

90 23,310,4 2,7+0,3 10,510,1 2,610,0 2,5+0,0 0,7+0,1 0,5+0,0

15 64,6+0,6 5,9+0,0 13,910,2 2,4+0,1 2,1£0,0 0,8+0,1 1,840,0

20 30 63,910,3 5,4+0,0 16,7+0,1 2,5+0,0 2,2+0,0 0,8+0,1 1,640,1

60 69,8+0,6 5,7+0,1 18,310,2 2,9+0,0 3,5+0,0 1,2+0,1 0,9+0,0

90 37,540,2 5,5+0,0 19,110,1 3,2+0,0 4,0+0,0 1,240,0 0,5+0,0

%6 60 83,310,6 7,8+0,0 20,940,1 4,5+0,1 3,9+0,0 1,310,0 1,740,0

90 99,8+0,4 7,0+0,0 22,8+0,2 5,1+0,1 4,7+0,0 1,3£0,1 2,0£0,1

As maiores concentragdes dos mondmeros de glicose, arabinose e
xilose foram para as cargas de solido de 30 %(m/m) apresentando teores de
99,8%, 7,8% e 22,8%, respectivamente. Em contrapartida os indices de furfural
e 5-HMF também foram elevados, tornado o meio reacional nessas condi¢des
toxico para os microrganismos na etapa posterior de fermentacéo.

Gamez et al. (2006) em seus estudos mostram que o bagacgo de
cana-de-agucar pré-tratado com 4 %(m/m) de &cido fosférico a 122 °C por 300
minutos obteve concentragdes de xilose e glicose respectivamente, 17,6 e 3,0
g/L. Os estudos de Pattra et al. (2008) onde usaram para pré-tratar o bagago
de cana-de-agucar com 0,5 %(v/v) de acido sulfurico, 121 °C e 60 minutos
obtiveram as seguintes concentragcdes de xilose e glicose, 11,3 e 11,9 g/L,
respectivamente. Li et al. (2016) em seus estudos nas condi¢des: carga de
sélidos [10 %(m/m)], concentragdo de acido sulfurico [2 %(m/v)], tempo
reacional de 60 minutos e temperatura de 121 °C, encontraram para a palha do
milho aproximadamente 40% de glicose e 20% de xilose, demonstrando que os
valores quantificados no presente estudo foram superiores.

As Figuras 14, 15 e 16 apresentam as conversdes de celulose e
hemicelulose para as cargas de solido de 10, 20 e 30 %(m/m),
respectivamente. Pode-se observar que para a menor carga de solidos

estudada obteve-se no tempo reacional de 60 minutos 83,87% de converséo



de celulose e 67,03%
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de conversido de hemicelulose, demonstrando

teoricamente rendimentos de glicose e xilose por unidade de rama superior as

cargas de sélidos de 20 e 30 %(m/m) estudadas.
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Figura 16 — Conversao de celulose e hemicelulose para carga de solido sde 30
%(m/m) na concentragdo de acido sulfurico de 2% (m/v).

3.2.2.3 - Efeito da concentragao de 3 %(m/v) de acido sulfarico

Observa-se na Tabela 3.3, as concentracbes de carboidratos
(glicose, arabinose, xilose e celobiose) quantificados apods a hidrolise acida das
ramas da batata-doce para a concentragdo de 3 %(m/v) de acido sulfurico,
além dos indices dos produtos gerados na degradagdao dos agucares e dos

grupos acetila.

Tabela 3.3 — Concentragbes de carboidratos (glicose, arabinose, xilose e
celobiose), produtos de degradacéao (furfural e 5-HMF) e grupo acetil (acido
acético) na hidrdlise acida das ramas com carga de sodlidos (10, 20 e 30
%m/m), tempo reacional (15, 30, 60 e 90 minutos), temperatura de 121 °C e
concentracdo 3 %(m/v) de acido sulfurico.

Carga

de  Tempo D-Glicose DL- D-Xilose D- Acido o firal  5-HMF
sélidos  (min) (/L) Ara(blnose (g/L) Celobiose Acético (/L) (g/L)
(%m/m) glL) (g/L) (glL)
15 32,540,2 3,310,1 10,410,0 1,3+0,0 2,0+0,0 0,8+0,0 0,4+0,0
o 30 53,6+0,5 3,0+0,1 11,310,2 1,610,0 2,310,0 0,7+0,1 0,510,0
60 42,2+0,5 2,6+0,1 12,410,1 2,6+0,0 2,6+0,0 0,8+0,0 0,5+0,0
90 27,8+0,2 3,0+0,1 13,610,1 3,0+0,0 3,3+0,0 1,010,0 0,4+0,0
15 47,610,9 6,0+0,1 16,1+0,5 1,7+0,2 2,0£0,0 1,0£0,0 1,0£0,1
30 71,940,8 6,5+0,1 20,3+0,3 2,0£0,0 3,5+0,0 1,0£0,0 1,4+0,0
20 60 67,4+0,7 5,3+0,0 21,9+40,3 2,910,1 4,1+0,1 1,410,1 0,9+0,0
90 40,6+1,0 5,5+0,3 21,540,2 3,3+0,0 7,240,1 1,5+0,1 0,5+0,0
30 60 78,8+0,2 7,0+0,1 19,9+0,1 3,0+0,2 3,60,0 1,410,0 0,9+0,1

90 77,0£0,3 7,3+0,0 27,01£0,2 5,40,1 6,0+0,0 1,840,0 1,3£0,1
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Uma vez que o acido sulfurico diluido pode hidrolisar as fracbes de
glucana e xilana da estrutura lignocelulosica, o efeito do acido sulfurico com
maior concentragdo nas ramas da batata-doce pode ser mais severo. Na carga
de solido de 10 %(m/m) as maiores concentragdes de glicose foram no tempo
reacional de 30 minutos com teores de 53,6 g/L, no entanto o que se chama
atencao foram os teores de acido acético gerados. Para todas as cargas de
sélido os teores de acido acético sao superiores a 2 g/L, tornando o meio
reacional altamente inibitério a acdo dos microrganismos fermentadores.

Para a carga de solido de 20 %(m/m), os teores de glicose e xilose
no tempo de 30 minutos foram de 71,9 g/L e 6,5 g/L, respectivamente. Para a
carga de solido de 30 %(m/m), os maiores indices de glicose e xilose foram
78,8g/Le 7,3 ¢glL.

As Figuras 17, 18 e 19 apresentam as conversdes de celulose e
hemicelulose para os pré-tratamentos realizados com 3 %(m/v) de
concentragdo de acido sulfurico. As maiores conversdes tanto de celulose
quanto de hemicelulose ocorreram na carga de sélido de 10 %(m/m) com
valores de aproximadamente 107% e 75,8%, respectivamente. Este fato pode
ser explicado que nos pré-tratamentos que se utilizam menores cargas de
sblido (5-10% solidos) apresentam altas conversbes da biomassa

lignocelulésica em agucares fermentesciveis (Modenbach & Nokes, 2012).
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Figura 17 — Conversao de celulose e hemicelulose para carga de sélido de 10
%(m/m) na concentragdo de acido sulfurico de 3% (m/v).
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O uso de uma maior concentragao de acido se mostrou mais severo,
apresentando elevados teores de acido acético, furfural e 5-HMF que sao
inibidores do processo de fermentacgao.

Apods a realizacado das hidrélises acidas e do comportamento que as
ramas da batata-doce apresentaram, foi necessario estudar e otimizar a
hidrélise acida dessas ramas. Com isso, no Capitulo 4 realizado um

mapeamento das condicdes operacionais que procuram delinear condi¢des
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6timas ou mais adequadas de operacdo do processo de hidrélise acida das

ramas da batata-doce.

3.3 — Conclusoes

As ramas da batata-doce quanto a sua composi¢do apresentou
elevados indices de celulose, componente expressivo para a producado de
etanol de segunda geracgao, além de possuir menores teores de hemicelulose e
lignina em relacdo a outros materiais destinados a produgado de etanol
lignoceluldsico.

Os perfis das concentragdes dos carboidratos mostram que as
hidrélises acidas das ramas de batata-doce tiveram maiores liberagdes nas
cargas de solido de 30 %(m/m), no entanto obtiveram também maior liberacao
de produtos de degradagao. Nas concentragbes acima de 2 %(m/v) de acido
sulfurico notou-se uma elevagdo nos niveis de glicose e xilose, assim como o
destaque para o tempo reacional entre 30 e 60 minutos, pois os valores obtidos
nos 30 primeiros minutos de reagao sdo muito satisfatérios quando se leva em
consideragao ser apenas a etapa de pré-tratamento da biomassa
lignoceluldsica.

A elevacdo na concentracao de acido apresentou um aumento nos
teores de inibidores tornado o meio reacional nessas condi¢goes toxico para os
microrganismos na etapa de fermentacao.

Com isso, percebeu-se a necessidade de investigar mais
detalhadamente o comportamento desta biomassa fazendo uso da técnica de
planejamento de experimentos para mapear as condi¢des de operagdo que

favoregam o processo, o que sera apresentado no capitulo seguinte.
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CAPITULO 4

MAPEAMENTO DAS CONDIGOES OTIMAS DA HIDROLISE
ACIDA DAS RAMAS DA BATATA-DOCE UTILIZANDO A
METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA

4.1 — Introdugao

Neste Capitulo sera apresentado o mapeamento das condi¢cdes de
operagao do processo, visando a otimizagdo da hidrdlise acida empregadas
nas ramas da batata-doce utilizando a metodologia de superficie de resposta.

A partir do estudo da hidrolise acida das ramas da batata-doce foram
analisadas as melhores condi¢cbes de hidrolise em termos da obtencédo dos
agucares e da minimizacdo da geragdo de inibidores. Para isso foram
realizados novos experimentos a fim de mapear as condigdes operacionais que
sejam mais adequadas para se atingir os objetivos, baseado nas investiga¢des
realizadas no Capitulo 3.

Foi utilizada nesta etapa a metodologia de superficie de resposta
que € uma ferramenta que pode ser usada para o0 mapeamento e definicbes de
condigdes operacionais para otimizagao heuristica e util que tem sido aplicada
em pesquisas para identificar e avaliar o efeito de variaveis individuais e suas
interacbes sobre as variaveis de resposta. Deve-se ressaltar que esta
metodologia € considerada menos trabalhosa que a otimizagdo formal que
requer modelos matematicos e procedimentos de solugdo que podem se tornar
complexos, e apresenta como principais vantagens a capacidade de reduzir o
numero de ensaios experimentais e fornecer informacdes suficientes para
resultados estatisticamente aceitaveis (Betiku et al., 2013). Segundo Ferreira et
al. (2009), a metodologia de superficie de resposta € uma técnica estatistica
para a modelagem e otimizacdo de multiplas variaveis que determina as
condigbes Otimas do processo, combinando projetos experimentais com
interpolacdo de equagbes polinomiais de primeira ou segunda ordem no

procedimento teste sequencial.
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4.2 — Metodologia de Superficie de Resposta

Nesse experimento foram avaliados os efeitos dos fatores carga de
so6lidos e concentragao de acido sulfurico na temperatura de 121 °C e no tempo
reacional de 30 minutos. O tempo reacional foi fixado em 30 minutos baseado
no estudo realizado anteriormente no Capitulo 3 que demonstrou alta
conversao de celulose e hemicelulose neste tempo. Para isso foi utilizado um
delineamento composto central com duas repeticdes na parte fatorial e trés
repeticoes no ponto central. O delineamento completo € mostrado na Tabela 4.

As respostas usadas para o delineamento experimental foram as
concentragbes de (glicose, xilose, arabinose, celobiose, furfural e 5-
hidroximetilfurfural na frac&o liquida da hidrolise acida (hidrolisado).

Tabela 4 — Variaveis do planejamento composto central na temperatura de 121
°C e tempo reacional de 30 minutos.

Ensaio ] (_.‘.arga de . Conce’nt_ragéo
Sélido % (m/m) Acido sulfarico %(m/v)

11 (C) 15 2,5
4 20 3,0
6 22 2,5
8 15 3,2
5 8 2,5
1 10 2,0
2 10 3,0
9(C) 15 2,5
7 15 1,8
10 (C) 15 2,5
3 20 2,0

4.3 — Resultados e Discussoes

O mapeamento para a otimizacdo da hidrdlise acida das ramas da
batata-doce foi realizada utilizando o software Statistica 7.0. A seguir seréo
mostradas a analise de varidncia (ANOVA), as concentragdes observadas e
preditas de cada carboidrato (celobiose, glicose, xilose e arabinose) e produtos
de degradacédo (furfural e 5-hiodroximetilfurfural), além dos graficos de

superficie de resposta. Por meio destes resultados foi definido o melhor ponto
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no delineamento investigado, considerado como aqui, o ponto 6timo da

hidrolise acida das ramas da batata-doce.

4.3.1 — Celobiose

A Tabela 4.1 apresenta a analise de variancia (ANOVA) da equagéao
de regressdo para a celobiose. Para que um modelo seja considerado
significativo e possa ser utilizado para fins preditivos, o valor de F calculado
que verifica a significAncia da regresséo deve ser maior que o tabelado. Em
contrapartida, o teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
deve apresentar um valor menor que o valor tabelado. Se essas duas
condigdes forem satisfeitas, o modelo é considerado satisfatério (Rabelo,
2010).

O modelo obtido de regressdo para a celobiose demonstra baixa
significancia, pois atende apenas um das condi¢des citadas anteriormente, em
que o F calculado (7,27) € maior que o F tabelado (2,85). Ja o teste F, onde o F
calculado para a falta de ajuste apresenta valor bem superior ao valor de F
tabelado, mostra falta de ajuste para o modelo. Os valores encontrados para os
coeficientes de determinacdo (R?) indicam que o modelo pode representar
apenas 68,78% dos dados, e segundo Guan e Yao (2008) estes coeficientes

devem ser superiores a 80% para que o modelo seja considerado bom.

Tabela 4.1 — Analise de variancia (ANOVA) da equacgao de regressao para a
celobiose na otimizac&o da hidrolise acida das ramas da batata-doce.

FONTE DE VARIAGAO Quzg:g?ica S;ael:jaciii Qulgg:’éltaica Teste F
Regresséao 6,98 5 1,40 7,27"
Residuos 3,07 16 0,19

Falta de ajuste 2,47 3 0,82 17,862
Erro puro 0,60 13 0,05

Total 9,85 21

R?=68,78% R? ajustado=59,04%

': Teste F calculado para verificar a significAncia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*Ftabelado5,16 = 2,85 no nivel de 95% para a regressao
*Ftabelado3,13 = 3,41 no nivel de 95% para a falta de ajuste
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A Figura 20 apresenta as médias dos valores observados das

concentragdes de celobiose em todo planejamento experimental evidenciando

as cargas de solido e as concentragcbes de acido sulfurico que foram

investigadas na temperatura de 121 °C e no tempo reacional de 30 minutos.
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Figura 4.1 — Concentrag6es observadas de celobiose na hidrdlise acida das

ramas da batata-doce.

Observa-se que o aumento da carga de solido favorece o aumento

da concentracio de celobiose na hidrdlise acida das ramas, e na concentracao

acida de 2,5 %(m/v) foram obtidas as maiores concentragdes de celobiose

(2,75 g/L).

A Tabela 4.2 mostra os resultados do teste de significAncia para

cada coeficiente de regressdo. Os resultados revelam que houve diferenca

estatistica significativa ao nivel de 95% de significancia nos dois termos

lineares (X4, X2) € em um termo quadratico (X4?).
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Tabela 4.2 — Teste de significancia para cada coeficiente de regressao para a
celobiose.

& Soma Graus de Média

FONTE DE VARIAGAO Quadratica Liberdade Quadratica Teste F P
Carga de solido %(m/m) (X4) 1,84 1 1,84 9,56 0,00*
Carga de solido %(m/m) (X42) 3,88 1 3,88 20,21 0,00*
Concentragéo de acido %(m/v) 104 1 104 541 0.03*
(X2) y b b )
Concentragéo de acido %(m/v) 022 1 022 113 030
(X22) L) ’ ’ )

X1 X 0,00 1 0,00 0,02 0,89

* Valores estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianga (p<0,05)

O modelo obtido para a concentragédo de celobiose gerada durante a
hidrolise acida com H,SO4 pode ser descrita pela Equagao 4.3.1. Os valores de
carga de solidos (X4) e concentragao de acido sulfurico (Xz) sdo apresentados

na equagao com seus valores codificados.

Y = 0,64 + 0,34X; — 0,25X, 4+ 0,59X? + 0,14X% — 0,02X, X,
(Equacéao 4.3.1)

A partir do modelo apresentado foi obtida a superficie de resposta
analisando o efeito da carga de solido e da concentragcédo de acido sulfurico na
concentracido de celobiose dos hidrolisados acidos de H,SO,4 para as ramas da
batata-doce.

Pela representacédo da Figura 21 pode-se observar que a carga de
s6lido possui maior influéncia sobre a concentracdo de celobiose, com isso a
partir de 20 %(m/m) de carga de solido as concentragbes de celobiose

aumentam.
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Figura 21 — Efeito da carga de sélido e da concentragao de acido sulfurico na
concentracio de celobiose no hidrolisado acido das ramas da batata-doce.

4.3.2 - Glicose

A Tabela 4.3 apresenta a analise de variancia (ANOVA) da equagéao
de regressao para a glicose.

O modelo obtido de regressdo para a glicose demonstra baixa
significancia, pois atende apenas um das condigbes para que o modelo seja
considerado satisfatério, em que o F calculado (24,10) € superior ao F tabelado
(2,85). Ja o F calculado para a falta de ajuste (11,40) apresenta valor maior que
o valor de F tabelado (3,41), mostrando assim falta de ajuste para o modelo.

Os valores encontrados para os coeficientes de determinagéo (R?) interpretam
88,20% do modelo.
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Tabela 4.3 — Analise de variancia (ANOVA) da equagéo de regresséo para a
glicose na otimizagao da hidrélise acida das ramas da batata-doce.

FONTE DE VARIAGAO Quadritica  Liberdade  Quadrética  TeSteF
Regresséo 3164,97 5 632,99 24,10°

Residuos 420,15 16 26,26

Falta de ajuste 304,46 3 101,49 11,402

Erro puro 115,69 13 8,90

Total 3560,73 21

R2=88,20% R? ajustado=84,51%

': Teste F calculado para verificar a significAncia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*Ftabelado5,16 = 2,85 no nivel de 95% para a regressao
*Ftabelado3,13 = 3,41 no nivel de 95% para a falta de ajuste

A Figura 22 apresenta as meédias dos valores observados das
concentragdes de glicose para as diferentes cargas de solido e concentragdes
de acido sulfurico que foram estudadas na temperatura de 121 °C e no tempo
reacional de 30 minutos. A maior concentracédo de glicose (70,2 g/L) foi obtida
na concentracdo de acido sulfurico de 3 %(m/v) e carga de soélido de 20
%(m/m). O aumento da carga de solido e da concentragdo acida favoreceu a

maior liberagao de glicose.
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lg 1 15 %(m/m)
230 - ' m Carga de sdlido
= 19, 20 %(m/m)
ch 20 1 Carga de sdlido
2 de 22 %(m/m)
o 10 -
&)

0 T T T 1
2 2,5 3

Concentragio de Acido Sulfarico %(m/v)

Figura 22 — Concentra¢des observadas de glicose na hidrélise acida das
ramas da batata-doce.
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A Tabela 4.4 mostra os resultados do teste de significancia para
cada coeficiente de regressédo. Os resultados revelam que houve diferencga
estatistica significativa ao nivel de 95% de significancia nos dois termos

lineares (X4, X2) e na interagao (X1Xy).

Tabela 4.4 — Teste de significancia para cada coeficiente de regressao para a
glicose.

Soma Graus de Média

FONTE DE VARIAGAO Quadratica Liberdade Quadratica Teste F P
Carga de sdlido %(m/m) (X4) 1964,21 1 1964,21 74,80 0,00*
Carga de solido %(m/m) (X42) 79,55 1 79,55 3,03 0,10
Concentragao de acido %(m/v) 596 73 y 596 73 2979 0.00*
(Xz) ki b J b
Concentragao de acido %(m/v) 38.31 1 38.31 146 024
(X22) H il H H

Xi X, 486,17 1 486,17 18,51 0,00*

* Valores estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca (p<0,05)

O modelo obtido para a concentragdo de glicose gerada durante a
hidrélise acida com H,SO,4 pode ser descrita pela Equacao 4.3.2. Os valores de
carga de solidos (X4) e concentragédo de acido sulfurico (Xz) sdo apresentados

na equacao com seus valores codificados.

Y = 46,44 + 11,08 X; + 6,11 X, — 2,65X% — 1,84X2 + 7,80X, X,
(Equacéao 4.3.2)

A partir do modelo apresentado foi obtida a superficie de resposta
analisando o efeito da carga de solido e da concentracédo de acido sulfurico na
concentragao de glicose dos hidrolisados acidos de H,SO,4 para as ramas da
batata-doce.

Pela representacédo da Figura 23 pode-se observar que a interagao
entre a carga de solido e a concentragdo de acido sulfurico possui maior
influéncia sobre a concentragéo de glicose, de forma que nas cargas de sélido
de 20 %(m/m) e na concentracdo de acido de 3 %(m/v) observa-se as maiores

concentragdes de glicose em g/L.
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Grafico de Superficie de Resposta - Glicose (g/L)
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Figura 23 — Efeito da carga de sélido e da concentragao de acido sulfurico na
concentragéo de glicose no hidrolisado acido das ramas da batata-doce.

4.3.3 — Xilose

A Tabela 4.5 apresenta a analise de variancia (ANOVA) da equagéao
de regressao para a xilose. Analisando esta tabela é possivel perceber que o
modelo ndo pode ser usado para fins preditivos, uma vez que nao satisfaz os
requisitos necessarios de validagdo dos dois testes F, em que o F calculado
(66,20) € superior ao F tabelado (2,85). Ja o F calculado para a falta de ajuste
(5,46) apresenta valor maior que o valor de F tabelado (3,41), demonstrando
assim falta de ajuste para o modelo. Os valores encontrados para o0s
coeficientes de determinacgéo (R?) interpretam 95,28%.
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Tabela 4.5 — Analise de variancia (ANOVA) da equacéo de regresséo para a
xilose na otimizagao da hidrélise acida das ramas da batata-doce.

FONTE DE VARIAGAO Quadritica  Liberdade  Quadritica  TeSteF
Regresséao 272,20 5 54,44 66,20"
Residuos 13,16 16 0,82

Falta de ajuste 7,33 3 2,44 5,462
Erro puro 5,82 13 0,45

Total 278,78 21

R2=95,28% R2? ajustado=93,81%

': Teste F calculado para verificar a significAncia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*Ftabelado5,16 = 2,85 no nivel de 95% para a regressao
*Ftabelado3,13 = 3,41 no nivel de 95% para a falta de ajuste

A Figura 24 apresenta as médias dos valores observados das
concentragbes de xilose em todo planejamento experimental nas distintas
cargas de solido e concentragbes de acido sulfurico que foram usadas na

temperatura de 121 °C e no tempo reacional de 30 minutos.

25 - 23,2
—_ 22,1
%,' 20,4 19,
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@ 17,7 8 %(m/m)
= 14 158 m Carga de sdlido
X 15 1 ’ 10 %(m/m)
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S ’ 15 %(m/m)

10 - .
% m Carga de sélido
‘-’é- 20 %(m/m)
2 5 Carga de sdlido
g de 22 %(m/m)
&

0 T T T 1
2 2,5 3

Concentragio de Acido Sulfarico %(m/v)

Figura 24 — Concentracdes observadas de xilose na hidrélise acida das ramas
da batata-doce.

As maiores concentragdes de xilose s&o encontradas na

concentragao de acido sulfurico de 2,5 %(m/v) e 3 %(m/v) apresentando 22,1
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g/L e 23,2 g/L, respectivamente. Estes resultados ocorreram nas maiores
cargas de solido estudadas 20 %(m/m) e 22 %(m/m), com isso 0os maiores
teores de xilose foram obtidos nas maiores concentragdes de acido sulfurico e
nas maiores cargas de soélido estudadas.

A Tabela 4.6 mostra os resultados do teste de significancia para
cada coeficiente de regressédo. Os resultados revelam que houve diferencga
estatistica significativa ao nivel de 95% de significancia nos dois termos

lineares (X4, X2), nos dois termos quadraticos (X412, X»?) e na interagao (X;X2).

Tabela 4.6 — Teste de significancia para cada coeficiente de regressao para a
xilose.

Soma Graus de Média

FONTE DE VARIAGAO Quadratica Liberdade Quadratica Teste F P
Carga de solido %(m/m) (X4) 180,76 1 180,76 219,81 0,00*
Carga de solido %(m/m) (X42) 21,60 1 21,60 26,27 0,00*
Concentragao de acido %(m/v) 52 75 y 52 75 64.14 0.00*
(Xz) ki b ki b
Concentragao de acido %(m/v) 1029 y 1029 12 51 0.00*
(X22) il il il H

Xi X, 6,79 1 6,79 8,26 0,01*

* Valores estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca (p<0,05)

O modelo obtido para a concentragdo de xilose gerada durante a
hidrélise acida com H,SO,4 pode ser descrito pela Equacao 4.3.3. Os valores de
carga de solidos (X4) e concentragao de acido sulfurico (Xz) sdo apresentados

na equacao com seus valores codificados.

Y =19,63 + 3,36X; + 1,82X, — 1,38X? — 0,95X% + 0,92X, X,
(Equacéao 4.3.3)

A partir do modelo apresentado foi obtida a superficie de resposta
analisando o efeito da carga de sdlido e da concentracédo de acido sulfurico na
concentracdo de xilose dos hidrolisados acidos de H,SO4 para as ramas da
batata-doce.

Pela representacao da Figura 25 pode-se observar que a interagao

entre a carga de solido e a concentragdo de acido sulfurico possui maior
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influéncia sobre a concentragdo de xilose. Assim, nas cargas de soélido de 22

%(m/m) e na concentragdo de acido de 3,0 %(m/v) observa-se as maiores
concentragdes de xilose em g/L.

Grafico de Superficie de Resposta - Xilose (g/L)
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Figura 25 — Efeito da carga de sélido e da concentragao de acido sulfurico na
concentracéo de xilose no hidrolisado acido das ramas da batata-doce.

4.3.4 - Arabinose

A Tabela 4.7 apresenta a analise de variancia (ANOVA) da equagéao
de regressao para a arabinose.

O teste F calculado para verificar a regressdo do modelo apresentou
um valor de 130,40 que € superior ao valor tabelado (2,85), sendo assim, a
equagao do modelo quadratico ndo apresenta problemas com a regresséo.
Entretanto, o modelo estudado apresenta evidéncias de falta de ajuste, pois o F

calculado (5,85) apresenta valor maior que o valor de F tabelado (3,41). Os
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valores encontrados para os coeficientes de determinagao (R?) interpretam
97,60% do modelo.

Tabela 4.7- Analise de variédncia (ANOVA) da equagao de regressao para a
arabinose na otimizacao da hidrolise acida das ramas da batata-doce.

Soma Graus de Média

FONTE DE VARIAGAO Quadratica Liberdade Quadratica Teste F
Regresséao 48,98 5 9,80 130,40"
Residuos 1,20 16 0,07

Falta de ajuste 0,69 3 0,23 5,852
Erro puro 0,51 13 0,04

Total 49,99 21

R2=97,60% R? ajustado=96,84%

': Teste F calculado para verificar a significAncia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*Ftabelado5,16 = 2,85 no nivel de 95% para a regressao
*Ftabelado3,13 = 3,41 no nivel de 95% para a falta de ajuste

A Figura 26 apresenta as médias dos valores observados das
concentragbes de arabinose no planejamento experimental nas cargas de
sélido de 8, 10, 20 e 22 %(m/m) e nas concentra¢des de acido sulfurico 2, 2,5,
3 e 3,2 %(m/v) que foram estudadas fixadas na temperatura de 121 °C e no

tempo reacional de 30 minutos.

o 10,0 - 9.2
2 90 - 8,5
7,7
'.g 8,0 - 7, 7,2 ’ m Carga de
© 70 - solido 8
g 6.0 - 59 %(m/m)
=) 5’0 | a8 4.7 = Carga de
lg o 4,3 solido 10
O 40 - % (m/m)
g 3.0 - Carga de
c ' solido 15
[+}) 20 -
8 1,0
0,0 . . .
2 2,5 3

Concentragio de Acido Sulfurico %(m/v)
Figura 26 — Concentragdes observadas de arabinose na hidrélise acida das
ramas da batata-doce.
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Para as concentracdes de arabinose obtidas o cenario foi distinto do
encontrado para os demais carboidratos estudados (celobiose, glicose e
xilose), pois as maiores concentragdes foram notadas na concentragdo de
acido sulfurico de 2 %(m/v) apresentado média de 9,2 g/L. Contudo o
comportamento para as cargas de sélido se mostraram semelhantes, pois as
maiores concentragdes foram nas concentragdes de 20 e 22 %(m/m), 9,2 g/L e
8,5 g/L, respectivamente.

Outro ponto que deve ser ressaltado é o fato da arabinose ser
degradada com o aumento da concentragdo de acido sulfurico, em todos os
estudos nas diferentes cargas de solido estudadas essa situagdo foi
semelhante como mostra a Figura 27.

A Tabela 4.8 mostra os resultados do teste de significancia para
cada coeficiente de regressdo. Os resultados revelam que houve diferenca
estatistica significativa ao nivel de 95% de significancia nos dois termos
lineares (X4, X2), em um termo quadratico (X4?) e na interagao (X1Xz).

Tabela 4.8 — Teste de significancia para cada coeficiente de regressao para a
arabinose.

Soma Graus de Média

FONTE DE VARIAGAO Quadratica Liberdade Quadrética Teste F P
Carga de solido %(m/m) (X4) 44,33 1 44,33 590,07 0,00*
Carga de solido %(m/m) (X42) 0,60 1 0,60 8,03 0,01*
Concentragéo de acido %(m/v) 283 1 283 3774 0.00*
(X2) y ’ ’ b
Concentragéo de acido %(m/v) 030 1 0.30 397 006
(X22) E) ’ ’ y

X1 X 0,91 1 0,91 12,18 0,00*

* Valores estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianga (p<0,05)

O modelo obtido para a concentragédo de arabinose gerada durante a
hidrélise acida com H,SO,4 pode ser descrita pela Equacao 4.3.4. Os valores de
carga de solidos (X4) e concentragédo de acido sulfurico (Xz) sdo apresentados

na equagao com seus valores codificados.

Y = 6,94 + 1,66X; — 0,42X, — 0,23X? — 0,16X% — 0,34X, X,
(Equagéo 4.3.4)
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A partir do modelo apresentado foi obtida a superficie de resposta
analisando o efeito da carga de sdlido e da concentracédo de acido sulfurico na
concentracio de arabinose dos hidrolisados acidos de H,SO4 para as ramas da
batata-doce.

Pela representacédo da Figura 27 pode-se observar que a interagao
entre a carga de solido e a concentragdo de acido sulfurico possui maior
influéncia sobre a concentragcdo de arabinose, de forma que observa-se o

aumento nessas concentragcbes a medida que as cargas de solido e as
concentracdes de acido sulfurico se elevam.

Grafico de Superficie de Reposta - Arabinose (g/L)

(\B) 2SOV

Figura 27 — Efeito da carga de sdlido e da concentragao de acido sulfurico na
concentracio de arabinose no hidrolisado acido das ramas da batata-doce.
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4.3.5 — Furfural

A Tabela 4.9 apresenta a analise de variancia (ANOVA) da equacgéao
de regressao para o furfural.

O modelo obtido de regressdo para o furfural demonstra baixa
significancia, pois atende apenas um das condi¢des para que o modelo seja
considerado satisfatério, em que o F calculado (20,18) é superior ao F tabelado
(2,85). Os valores encontrados para os coeficientes de determinacado (R?)

interpretam 86,47% do modelo.

Tabela 4.9 — Analise de variancia (ANOVA) da equacado de regressao para o
furfural na otimizacao da hidroélise acida das ramas da batata-doce.

FONTE DE VARIAGAO Quzg:g?ica S;ael:jaciii Qulgg:’éltaica Teste F
Regresséo 0,16 5 0,03 20,18
Residuos 0,02 16 0,00

Falta de ajuste 0,01 3 0,00 6,522
Erro puro 0,01 13 0,00

Total 0,18 21

R2=86,47% R? ajustado=82,24%

': Teste F calculado para verificar a significAncia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*Ftabelado5,16 = 2,85 no nivel de 95% para a regresséo
*Ftabelado3,13 = 3,41 no nivel de 95% para a falta de ajuste

A Figura 28 apresenta as médias dos valores observados das
concentragdes de furfural para as cargas de sdélido e as concentragcbes de
acido sulfurico que foram estudadas na temperatura de 121 °C e no tempo
reacional de 30 minutos.

A maior concentragdo foi para a carga de solido de 22 %(m/m) de
0,4 g/L na concentragao de 2,5 %(m/v) de acido sulfurico. Com o aumento da
carga de solido a partir de 15 %(m/m) observa-se linearmente um incremento
nos teores de furfural. Vale lembrar que o furfural € um produto proveniente de
uma possivel degradacgéo da xilose e da arabinose.

Entretanto, mesmo os maiores teores obtidos de furfural podem ser
considerados brandos, pois ndo tornam o meio reacional toxico para a posterior

etapa de fermentacao.
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Figura 28 — Concentracdes observadas de furfural na hidrélise acida das
ramas da batata-doce.

A Tabela 4.10 mostra os resultados do teste de significancia para
cada coeficiente de regressédo. Os resultados revelam que houve diferenca
estatistica significativa ao nivel de 95% de significancia nos dois termos

lineares (X4, X2) € em um termo quadratico (X42).

Tabela 4.10 — Teste de significancia para cada coeficiente de regressao para o
furfural.

Soma Graus de Média

FONTE DE VARIAGAO Quadratica Liberdade Quadratica Teste F P
Carga de solido %(m/m) (X4) 0,13 1 0,13 87,70 0,00*
Carga de solido %(m/m) (X43) 0,01 1 0,01 5,50 0,03*
Concentragao de acido %(m/v) 0.01 1 0.01 492 0 04*
(X2) J b b b
Concentragao de acido %(m/v) 000 1 0.00 025 062
(X22) £ H H H

X1 X, 0,00 1 0,00 2,53 0,13

* Valores estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca (p<0,05)

O modelo obtido para a concentragédo de furfural gerado durante a
hidrélise acida com H,SO,4 pode ser descrita pela Equacao 4.3.5. Os valores de
carga de solidos (X4) e concentragédo de acido sulfurico (X2) sdo apresentados

na equacao com seus valores codificados.
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Y = 0,21 + 0,09X; — 0,02X, + 0,03X2 — 0,01X2 + 0,02X, X,

(Equacéao 4.3.5)

A partir do modelo apresentado foi obtida a superficie de resposta
analisando o efeito da carga de solido e da concentragcé&o de acido sulfurico na
concentracado de furfural dos hidrolisados acidos de H,SO4 para as ramas da
batata-doce.

Pela representacao da Figura 29 pode-se observar que a carga de
sélido possui maior influéncia sobre a concentracédo de furfural, demonstrando

aumento dessas concentragdes nas cargas de solido a partir de 15%(m/m).

Grafico de Superficie de Resposta - Furfural (g/L)
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Figura 29 — Efeito da carga de sdlido e da concentrag&o de acido sulfurico na
concentracao de furfural no hidrolisado acido das ramas da batata-doce.
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4.3.6 — 5-Hidroximetilfurfural

A Tabela 4.11 apresenta a analise de variancia (ANOVA) da
equacao de regressao para o 5-hidroximetilfurfural.

O modelo obtido de regressdo para o 5-hidroximetilfurfural
demonstra alta significancia, pois atende as duas das condi¢gbes para que o
modelo seja considerado satisfatério, sendo considerado estatisticamente
significativo e pode ser utilizado para fins preditivos. Os valores encontrados
para os coeficientes de determinacgao (R?) interpretam 75,20% do modelo.

Tabela 4.11 — Andlise de variancia (ANOVA) da equagao de regressao para o
5-hidroximetlfurfural na otimizagdo da hidrdlise acida das ramas da batata-
doce.

FONTEDEVARIAGAO g o e o Med. Teser
Regresséao 0,05 5 0,01 9,59°
Residuos 0,02 16 0,00

Falta de ajuste 0,00 3 0,00 0,832
Erro puro 0,01 13 0,00

Total 0,07 21

R2=75,20% R? ajustado=67,45%

': Teste F calculado para verificar a significAncia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*Ftabelado5,16 = 2,85 no nivel de 95% para a regressao
*Ftabelado3,13 = 3,41 no nivel de 95% para a falta de ajuste

A Figura 30 apresenta as médias dos valores observados nas
concentragdes de 5-hidroximetlfurfural detalhando as cargas de soélido e as
concentracdes de acido sulfurico que foram estudadas na temperatura de 121
°C e no tempo reacional de 30 minutos.

As maiores concentragbes foram para a carga de solido de 20
%(m/m) e a de 20 %(m/m), apresentado médias de 0,2 g/L e 0,2 g/L,
respectivamente. Com o aumento na concentragao de acido sulfurico a partir
de 2,5 %(m/v) observa-se um incremento nos teores de 5-hidroximetilfurfural. O
5-hidroximetilfurfural € um produto proveniente de uma possivel degradacéo da
glicose. Contudo os valores encontrados foram baixos tornando o meio

reacional favoravel para o processo fermentativo.
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Figura 30 — Concentracdes observadas de 5-hidroximetilfurfural na hidrélise
acida das ramas da batata-doce.

A Tabela 4.12 mostra os resultados do teste de significancia para

cada coeficiente de regressdo. Os resultados revelam que houve diferenca

estatistica significativa ao nivel de 95% de significancia nos dois termos

lineares (X4, X2) e na interagao (X1Xy).

Tabela 4.12 — Teste de significancia para cada coeficiente de regresséo para o

5-hidroximetilfurfural.

& Soma Graus de Média

FONTE DE VARIAGAO Quadratica Liberdade Quadratica Teste F P
Carga de solido %(m/m) (X4) 0,01 1 0,01 11,92 0,00*
Carga de solido %(m/m) (X43) 0,00 1 0,00 1,10 0,31
Concentragéo de acido %(m/v) 002 1 002 22 91 0.00*
(X2) y ki y b
Concentragéo de acido %(m/v) 000 1 0.00 038 054
(X22) L) ) ) )

X1 Xz 0,01 1 0,01 11,65 0,00*

* Valores estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianga (p<0,05)

O modelo obtido para a concentracdo de 5-hidroximetilfurfural

gerado durante a hidrdlise acida com H,SO,4 pode ser descrita pela Equagao

4.3.6. Os valores de carga de sélidos (X41) e concentragdo de acido sulfurico

(X2) s&o apresentados na equag&o com seus valores codificados.
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Y = 0,15+ 0,03X; + 0,04X, + 0,01X% — 0,01 XZ + 0,04X, X,
(Equacéao 4.3.6)

A partir do modelo apresentado foi obtida a superficie de resposta
analisando o efeito da carga de sdlido e da concentragédo de acido sulfurico na
concentragéo de 5-hidroximetilfurfural dos hidrolisados acidos de H,SO4 para
as ramas da batata-doce.

Pela representacédo da Figura 31 pode-se observar que a interagao
da carga de sodlido com a concentragdo de acido sulfurico possui maior
influéncia sobre a concentracdo de 5-hidroximetilfurfural. Nas maiores
concentragcdes de acido sulfurico, a partir de 2,0%(m/v) mostra-se a elevacao
dos teores do inibidor 5-hidroximetilfurfural.

Grafico de Superficie de Resposta - 5-Hidroximetilfurfural (g/L)
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Figura 31 — Efeito da carga de sélido e da concentragao de acido sulfurico na
concentragao de 5-hidroximetilfurfural no hidrolisado acido das ramas da
batata-doce.
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4.4 — Conclusoes

Com a investigacdo dos efeitos das condigbes operacionais do
processo de hidrélise acida das ramas pode-se definir o melhor ponto na faixa
considerada deste processo por meio do planejamento experimental realizado
no software Statistica 7.0. O ponto considerado 6timo da hidrélise acida das
ramas foi com Carga de sdlido (Xi) = 22 %(m/m); Concentracdo de acido
sulfarico (X2) = 2,5 %(m/v); Temperatura (X3) = 121 °C; Tempo (X4) = 30
minutos.

Nestas condigdes foram obtidos as maiores meédias nas
concentragdes de celobiose (2,75 g/L), glicose (57,01 g/L), xilose (22,07 g/L) e
arabinose (8,50 g/L) além de apresentarem baixas concentragdes dos produtos
inibidores furfural (0,44 g/L) e 5-hidroximetilfurfural (0,23 g/L). Os inibidores que
sdo produtos da degradacdo dos monossacarideos ndo sdo desejaveis, pois
apresentam influéncia negativa sobre os processos fermentativos. Palmqvist e
Hahn-Hagerdal (2000) revelaram que uma concentragao de 1,0 g/L de 5-HMF
inibiu cerca de 33% da producgéao de etanol, e que 0,5 g/L de furfural inibiu 22%.

Para aproveitamento integral da biomassa, no préximo Capitulo
serdo apresentadas as investigagdes referentes a utilizagdo das raizes da

batata-doce para a obtengao de etanol de primeira geragéo.
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CAPITULO 5

OTIMIZAGAO DA HIDROLISE ENZIMATICA DA RAIZ DA
BATATA-DOCE

5.1 — Introducgao

Enquanto a cana-de-agucar acumula seus carboidratos na forma de
sacarose, dissacarideo formado pela unido de uma molécula de glicose e uma
de frutose, arranjo mais vulneravel ao processo de hidrdlise e
consequentemente a agdo de microrganismos no processo de fermentagéao, a
batata-doce, acumula a maior parte dos seus carboidratos na forma de amido,
polissacarideo composto por cerca de 30% de amilose, uma cadeia linear de a
1-4 unidades de glicose ligada a uma estrutura helicoidal, e 70% de
amilopectina, um polimero altamente ramificado com adicional a 1-6 ligagdes
glicoliticas (Wyman & Brethauer, 2009), requerendo uma hidrolise para
disponibilizar as moléculas de glicose no processo fermentativo.

O amido pode ser hidrolisado por via quimica (acidos, calor e
pressao) ou por via enzimatica. Na hidrdlise por via enzimatica é necessario a
associagao de dois tipos de enzimas especificas (Cereda, 2001): a a-amilase,
que diminui a viscosidade do meio, e a glucoamilase, que transforma o amido

liquefeito em agucares de menor massa molar (glicose).
5.2 — A batata-doce como alternativa para a producgao de etanol

Na década de 70, por ocasido da implantagdo do Programa Nacional
do Alcool (Proalcool), algumas fontes de matéria-prima foram testadas, como a
mandioca. Por limitagdes no cultivo, baixa produtividade, toxicidade dos
residuos e indice de acidez elevado, ela foi abandonada e n&o houve
prosseguimento, apesar de ter sido implantada uma destilaria com capacidade
de 75.000 litros por dia. Na mesma época a batata-doce foi utilizada para suprir
a entre safra da cana-de-acucar e o processo estabelecido por pesquisadores
do Instituto de Alcool e Agucar (IAA), a partir da batata-doce foi de 150 a 158
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litros de etanol por tonelada de raiz. A quantidade e a qualidade do alcool
produzido tornaram evidente o potencial da cultura. Entretanto, a baixa
produtividade na época (11-13 toneladas por hectare) se mostrou como um
grande limitador, tornando-se inviavel o processo de producédo de etanol com
estes baixos rendimentos.

Foi baseado nesta experiéncia que a equipe de pesquisadores da
Universidade Federal do Tocantins — Laboratério de Sistemas de Producéao de
Energia a partir de Fontes Renovaveis — LASPER/UFT, iniciou um estudo
visando desenvolver cultivares de batata-doce com caracteristicas especificas
para a producado de etanol. Depois de mais de dez anos de estudo, para
obtencdo de cultivares especificas para producao de etanol, foi estabelecido
uma parceria com um grupo de empresarios de Sertdozinho-SP, a fim de testar
dez novas cultivares em um sistema industrial, proprio para a cultura. Apés trés
anos de ajustes e definigbes de processo chegou-se a um sistema capaz de
ser implantado com sucesso.

A Universidade Federal do Tocantins em parceria com a empresa
AENBIO (Alcool-Energia-Nutricdo-Biodiesel) desenvolveu uma tecnologia
capaz de viabilizar a produgdo de etanol a partir da batata-doce. Além de
permitir a integracdo econdmica e social com sustentabilidade ambiental, esta
tecnologia configura como alternativa para a producéo de etanol a partir de
fontes amilaceas. Neste contexto, o presente capitulo apresenta a otimizacao

do processo de hidrolise enzimatica no intuito de reduzir custos no processo.

5.3 — Cultivar ‘Duda’

Dentre as dez cultivares langcadas pela Universidade Federal do
Tocantins, foi escolhido para este trabalho a cultivar ‘Duda’ pelo motivo que nos
ultimos dez anos se destacou com o maior produtividade e rendimento de
etanol.

A produtividade média obtida da cultivar ‘Duda’, nos ultimos cinco
anos, foi de 65,5 toneladas por hectare, em ciclo de 6 meses. O teor de matéria
seca € e 40,4%, podendo conferir rendimentos de 161,04 litros de etanol por

tonelada de raiz. Em funcdo de sua elevada produtividade, esta cultivar é
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considerada a mais produtiva para a industria, nas condi¢cdes edafoclimaticas?
do Tocantins, por combinar em um unico genétipo, elevado teor de matéria
seca e produtividade, o que resulta em produc¢des de 10.467 litros de etanol por
hectare ao ano. A Tabela 5 apresenta o comparativo dos dados de producao
de etanol em funcéo da area de cultivo de batata-doce, cana-de-agucar e milho

no tocante as suas produtividades e rendimentos de etanol.

Tabela 5 — Projecédo da produgédo de etanol de batata-doce, cana-de-agucar e
milho em fung¢ao da area cultivada no Estado do Tocantins, na safra 2017/18.

Produgéao de etanol

Produtividade média Rendimento de
Cultura em funcao da area
Safra 2017/18 (t/ha) Etanol (L/t) _
cultivada (L/ha)
Batata-doce 65,5 158 10.349
Cana-de-acucar 75 82.7 6.205,7
Milho 4.8 400 1.920

Fonte: Conab (2017)%; Conab (2017)"; Silveira (2008).

5.4 — Caracterizagao quimica das raizes

5.4.1 — Matéria-prima

As raizes de batata-doce utilizadas neste estudo foram provenientes
do Centro Tecnologico Agroindustrial e Ambiental da Universidade Federal do
Tocantins, no Campus de Palmas (Palmas - Tocantins, Brasil). A cultivar
industrial utilizada no experimento foi a cultivar ‘Duda’ com colheita manual
realizada em abril/2014, esta cultivar foi registrada pela Universidade Federal
do Tocantins em 15/04/2008 no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento sob o numero 22598.

5.4.2 — Preparo da Matéria-prima e Determinagao do Teor de Umidade

As raizes apoés colheita foram lavadas em agua corrente a fim de
retirar os residuos vindos do campo; em seguida foram fatiadas e dispostas em

? Condicdes edafoclimaticas: sdo caracteristicas relativas a influéncia de fatores do meio como:
clima, relevo, temperatura, umidade do ar, tipo de solo, precipitagdo pluvial entre outros.
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bandejas para secagem em estufa com circulagdo de ar a 50 + 1°C por 72
horas, conforme Figura 32. As fatias foram homogeneizadas em unico lote e
apos atingirem a temperatura ambiente foram trituradas em moinho de facas
com telas de 30 mesh (Modelo: Star FT 50, Marca: Fortinox). A farinha obtida
foi armazenada em sacos herméticos de polietileno e apresentava umidade

média de 5,4 £ 0,14%, como demonstrado na Figura 33.

Figura 32 — Raizes de batata-doce

Fonte: Préprio autor

O teor de umidade da biomassa foi determinado por meio de
Medidor de Umidade por Infravermelho (Modelo: IV 2000, Marca: Gehaka) que
tem como principio de funcionamento o aquecimento do material exposto a
temperaturas consideravelmente altas (105°C) para remogao da agua através
de radiagdo por infravermelho. Esse método tem como vantagem o
encurtamento do tempo requerido para a determinagcdo da umidade. O
equipamento é ligado e aquecido durante 30 minutos a fim de se estabilizar.
Em seguida foi disposto aproximadamente 5 g da biomassa e por meio da
variacdo da taxa de peso final comparada ao peso inicial foi determinada a
umidade deste material. Vale ressaltar que o analisador apresenta calibragem
de peso e temperatura para garantir acuracia na analise requerida, e as

analises foram realizadas em ftriplicata.
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Figura 33 — Farinha de batata-doce

Fonte: Proprio autor

A determinagcdo do teor de umidade € necessaria, pois esta
relacionada com sua estabilidade, qualidade e composigéo, além de que é um
fator determinante para os processos microbiolégicos, como o desenvolvimento
de bactérias, fungos e leveduras. Nas matérias-primas é de fundamental
importancia o conhecimento do teor de umidade para a conservagao,
armazenamento e manutencgao da sua qualidade.

As amostras obtidas apds a moagem e separagado granulométrica
foram analisadas em duplicata quanto ao teor de amido, cinzas, fibras totais,

lipideos e proteinas, segundo os protocolos descritos a seguir.

5.4.2.1 — Determinacao do teor de amido na farinha da batata-doce

O método utilizado foi o descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL,
1985), que tem como base a hidrolise do amido presente na amostra, pela
acao de base e acido, para formacao de agucares redutores. Posteriormente a
hidrélise, os agucares formados foram determinados pelo método de Lane-

Eynon.
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5.4.2.1.1 — Método de Lane-Eynon (também conhecido como Método de
Fehling)

5.4.2.1.1.1 - Principio

A determinacdo do teor de glicidios é realizada através do Método
de Lane-Eynon, com utilizacdo do Reagente de Fehling. O Método de Lane-
Eynon baseia-se na redugdo de volume conhecido do reagente de cobre
alcalino (Fehling) a 6xido cuproso. O ponto final é indicado pelo azul de
metileno, que é reduzido a sua forma leuco por um pequeno excesso de agucar
redutor.

A solugao de agucar é adicionada vagarosamente de uma bureta de
Fehling a uma mistura em ebulicdo das duas solugbes de Fehling. Proximo ao
ponto de viragem €& adicionado 1mL de uma solugdo aquosa de azul de
metileno 2%, que muda a cor da solugcdo de azul para incolor no ponto de
viragem. A solugéo fica incolor, mas como existe o precipitado cor de tijolo, a
cor visivel da viragem €& de azul para vermelho tijolo. Existem dois fatores
importantes a serem seguidos neste meétodo para maior exatiddao dos
resultados:

1. A solucdo deve ficar constantemente em ebulicdo durante a
titulacdo, porque o Cu,0 formado pode ser novamente oxidado pelo O, do ar e
muda a cor novamente para azul.

2. A titulacdo deve levar no maximo 3 minutos porque pode haver

decomposigéo dos agucares com o0 aquecimento prolongado.

5.4.2.1.1.2 - Padronizacao do Reagente de Fehling

1. Preparou-se a solugdo padrdao de glicose: pesou-se 0,500g de
glicose pura (seca em estufa a vacuo ou regulada a 70°C, durante 1h) e diluiu-
se em 100mL num baldo volumétrico.

2. Colocou-se numa bureta de Fehling a solugéo padrao de glicose.

3. Transferiu-se com pipeta volumétrica 10mL de solugdo Fehling A
e 10mL de solugéo Fehling B para baldo de titulagdo Fehling (baldo de fundo
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chato). Adicionou-se 40mL de agua destilada juntamente com algumas pérolas
de ebulicdo. Montou-se a estrutura e iniciou-se 0 aquecimento em bico de
Bunsen.

4. Quando houve o inicio da fervura, comegou-se a gotejar a
solucdo-padrao até quase o final da titulagao.

5. Quando se iniciou o descoramento (perda da coloragdo azul),
adicionou-se 1 gota de azul de metileno a 1% e completou-se a titulagcdo até
descoramento do indicador.

6. O tempo de titulacdo nao ultrapassou 3 minutos. O ponto final da

titulagao foi em torno de 10mL de glicose.

5.4.2.1.1.3 — Calculo do Titulo da Solugao Fehling

O calculo do titulo é feito pela equagao 5.4.2.1.1.3

FC_on,5 E 30 5.4.2.1.1.3
=00 (Equagdo 5.4.2.1.1. )

onde:
FC: Titulo da Solugao de Fehling

V: volume gasto de glicose, em mL

5.4.2.1.2 - Método de Determinagao de Agucares Redutores (Em Glicose)

5.4.2.1.2.1 — Procedimento

1. Pesou-se um grama da amostra homogeneizada em béquer de
250mL.

2. Adicionou-se 50mL de agua destilada e homogeneizou-se com
bastao de vidro.

3. Transferiu-se a solugdo para um baldo volumétrico de 250mL.

4. Adicionou-se 2mL de ferrocianeto de potassio a 15% e 2mL de

acetato de zinco a 30%. Agitou-se bem e completou-se o volume.
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5. Aguardou-se a floculagdo e sedimentagdo do material. Filtrou-se,
identificando o frasco que recebeu o filtrado.

6. Colocou-se o filtrado na bureta.

7. Pipetou-se volumetricamente 5mL de Fehling A e 5mL de Fehling
B para o balado de titulagdo Fehling. Adicionou-se algumas pérolas de ebuligéo.

8. Adicionou-se 40mL de agua destilada. Aqueceu-se até ebulicdo e
gotejou-se a solugcdo da amostra até que houve o inicio do descoramento.
Adicionou-se 1 gota de azul de metileno a 1% e completou-se a titulagéo até
descoramento do indicador.

9. Mantendo a ebuli¢do, adicionou-se 1 gota de azul de metileno a

1% e continuou-se a titulagdo até descoloracéo do indicador.
5.4.2.1.2.2 — Calculo dos Glicidios Redutores em Glicose

O calculo dos glicidios redutores em glicose é feito pela equagao
54.2.1.2.2.

FC/, x250x100
VXm

% Glicidios Redutores em Glicose= (Equacao 5.4.2.1.2.2)

onde:
FC: titulo da solucdo de Fehling
V: volume da amostra gasto na titulagdo, em mL

m = massa da amostra, em g

5.4.2.1.3 — Método de Determinagao de Agucares Totais

5.4.2.1.3.1 — Procedimento

1. Pesou-se um grama da amostra homogeneizada
em Erlenmeyer de 250 mL.

2. Adicionou-se 50mL de agua destilada e dissolveu-se a amostra.

3. Adicionou-se 2mL de acido cloridrico concentrado e levou-se

ao banho-maria (60°C) por 60 minutos.
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4. Esfriou-se e neutralizou-se com hidréxido de sédio 50%,
usando papel indicador de pH.

5. Seguiram-se os procedimentos de 3 a 9 do Método agucares
redutores (Capitulo 5.4.2.1.2.1).

5.4.2.1.3.2 — Calculo dos Glicidios Totais

O calculo dos glicidios totais é feito pela equagao 5.4.2.1.3.2

FC/, x250x100

% Glicidios Totais (glicose+sacarose)= Vxm

(Equacao 5.4.2.1.3.2)

onde:
FC: titulo da solucdo de Fehling
V: volume da amostra gasto na titulagdo, em mL

M: massa da amostra, em g

5.4.2.1.3.3 — Calculo dos Glicidios Nao Redutores

O calculo dos glicidios nao redutores é feito pela equacao 5.4.2.1.3.3

% Glicidios Nao Redutores=(Glicidios Totais - Glicidios Redutores)x0,95

(Equacao 5.4.2.1.3.3)

onde:

0,95: fator de conversao da sacarose.
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5.4.2.1.4 — Método de Determinagao de Amido

5.4.2.1.4.1 - Principio

O amido ndo apresenta reacdo redutora. Uma hidrélise em meio
fortemente acido produz exclusivamente glicose, sendo determinada pelo

método de Lane-Eynon.

5.4.2.1.4.2 — Procedimento

1. Pesou-se 10 g de amostra homogeneizada em Erlenmeyer de 250
mL.

2. Adicionou-se 50mL de agua destilada e dissolveu a amostra.

3. Adicionou-se 10mL de acido cloridrico concentrado (na capela).

4. O meio foi autoclavado a 121° C durante 30 min.

5. Esfriou-se e neutralizou-se com hidréxido de sodio 40%, usando
papel indicador de pH.

6. Foram seguidos os procedimentos de 3 a 9 do Método agucares

redutores, colocando 4 mL de cada interferente (Capitulo 5.4.2.1.2.1).

5.4.2.1.4.3 — Calculo do Teor de Amido

O calculo do teor de amido é feito pela equagéo 5.4.2.3.4.3

FC/, x250%100
% Amido= [( /2 Vs ) Agucares Totais (%) | 0,9 (Equagdo 5.4.2.3.4.3)

onde:

FC: titulo da solugéo de Fehling

V: volume da amostra gasto na titulagdo, em mL
m: massa da amostra, em g

0,9: fator de transformacgao de amido em glicose
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5.4.2.2 — Determinagao do Teor de Cinzas

Residuo por incineragédo ou cinzas € o nome dado ao residuo obtido
por aquecimento de um produto em temperatura proxima a (5650-570°C). Nem
sempre este residuo representa toda a substancia inorganica presente na
amostra, pois alguns sais podem sofrer redugcdo ou volatilizagdo nesse
aquecimento. A determinagdo das cinzas na raiz da batata-doce foi baseada
nas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2005).

5.4.2.2.1 — Procedimento

A amostra foi entdo aquecida em forno mufla (Modelo: GP-2000F-M,
Marca: GP Cientifica) a 550°C por 2 horas. Apos este periodo o cadinho foi
resfriado em dessecador, sendo em seguida realizado a pesagem e posterior
calculo do conteudo de cinzas.

5.4.2.2.2 — Calculo

msz-my
my-myq

% Cinzas= ( ) x100 (Equacdo 5.4.2.2.2)

onde:
m4: massa do cadinho calcinado vazio, em gramas (g)
my: massa do cadinho + massa da biomassa seca a 105°C, em gramas (Q)

ms3: massa do cadinho com as cinzas, em gramas (Q)
5.4.2.3 — Determinacgao do Teor de Lipideos
5.4.2.3.1 — Procedimento
Pesou-se 2,5 g de farinha de batata-doce em papel filtro e amarrou-
se com fio de 1a previamente desengordurado. Transferiu-se o papel de filtro

amarrado para o aparelho extrator tipo Soxhlet, previamente desengordurado e
seco. O extrator foi acoplado ao baldo de fundo chato previamente tarado a
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105°C. Foi adicionado hexano em quantidade suficiente até cobrir o reboiler
(Marca: Tecnal, Modelo MA 044/8/50) a 105°C por 4 horas. Secou-se 0s
rebolier em estufa (Marca: Nova Etica, Modelo 420-4D) a 105°C até atingir
peso constante (AOAC, 1995).

5.4.2.3.2 — Calculo

100><N>

% Lipideos= ( (Equagdo 5.4.2.3.1)

onde:
N: massa de lipideos, em g

m: massa da amostra, em g
5.4.2.4 — Determinagao do Teor de Proteinas
5.4.2.4.1 — Procedimento

A determinacdo de proteina foi realizada pelo método Kjeldahl
utilizando 0,5 g de amostra. Utilizou-se em cada amostra 1,5 g da mistura
catalitica de sulfato de zinco e sulfato de cobre na proporgao de 1/1. Adicionou-
se 10 mL de HSO4 a 37% e colocou em um bloco digestor (Marca: Tecnal,
Modelo: MA-541) a 420°C por 4 horas. Apos a digestao adicionou-se 40 mL de
agua destilada e em um digestor de nitrogénio (Marca: Tecnal, Modelo MA-
036) adicionou-se 25 mL de NaOH a 40%. Acoplado ao digestor foi colocado
um Erlenmeyer de 250 mL com 15 mL de acido bérico a 4% e 3 gotas do
indicador Tashiro. Titulou-se com solugédo de HCl a 0,1198 N (IAL, 1985).

5.4.2.4.2 — Calculo

% Proteinas=

Vx0,14xf ~
(—) x100 (Equacao 5.4.2.4.2)

onde:
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V: diferenga entre o n° de mL de H,SO4 0,05M e o n°® de mL de NaOH 0,1M
gastos na titulagao
m: massa da amosta, em g

f: fator de conversao utilizado, no caso, foi utilizado 6,25

5.4.2.5 — Determinacgao do Teor de Fibra Bruta

5.4.2.5.1 — Procedimento

Para o teor de fibra bruta pesou-se 1g da amostra seca e
desengordurada em papel filtro, digeridas com H,SO4 a 1,25% e com NaOH a
1,25% utilizando o digestor de fibras (Marca: Tecnal, Modelo MA-444/Cl) a
90°C. Apods a digestdo as amostras foram secas em estufa a 105°C por 12
horas e pesadas. Por fim, incineradas em forno mufla a 550°C segundo os
procedimentos padronizados pela Associacdo Oficial de Quimicos Analistas
(AOAC, 1995).

5.4.2.5.2 — Calculo

100><N>

% Fibra Bruta= ( -

(Equacao 5.4.2.5.2)

onde:
N: quantidade de fibra, em g

m: massa da amostra, em g

5.4.3 — Resultados e Discussao

A Tabela 5.1 apresenta as médias dos constituintes quimicos da raiz
da batata-doce, cultivar ‘Duda’. Segundo Gongalves Neto et al. (2011), a
batata-doce embora ainda pouco utilizada possui grande potencial para a
produgao de etanol, pois apresenta altos teores de amido que demonstram

grande potencial para a produgao de etanol.
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McArdle e Bouwkamp (1982), avaliaram o potencial da batata doce
para a producao de etanol, utilizando cultivares de batata doce com alto teor de
amido nas raizes. Os autores encontraram produtividades superiores a 5,8 t.ha
! de amido em sistema produtivo com baixa utilizagdo de insumos agricolas e
taxa de conversao em etanol superior a 76%. Porém, em estudos recentes
realizados por Masiero (2012), o genotipo BRS-Cuia apresentou 25,57% (base
umida) podendo chegar a producédo estimada de etanol de 7,4 m>.ha™,
Srichwong et al. (2012) em seus estudos encontraram para as cultivares K159
e DCY, 68,7% e 70,1% de teores de amido em base seca, respectivamente.

Os valores apresentados na Tabela 5.1 mostram que a cultivar
‘Duda’ utilizada no presente estudo apresenta alto teor de amido, média de
65,05% em base seca, comprovando assim o estudo de Antonio et al. (2011)
que afirmaram que batata-doce em sua composicdo quimica deve apresentar
de 50-80% de amido para ter potencial para a producao de etanol. Na mesma
tabela foram demonstrados os demais constituintes da raiz da batata-doce que
contém em média 2,10% de cinzas, 4,47% de fibras, 0,76% de lipideos, 2,75%

de proteinas e 24,90% de teor de umidade.

Tabela 5.1 — Médias dos constituintes quimicos da raiz da batata-doce cultivar
‘Duda’.

Amostras da raiz da batata-doce

Constituintes (%) | | Média
Amido 65,1 65,0 65,0+0,0
Cinzas 2,1 2,1 2,110,0
Fibras 45 4,5 4,510,0

Lipideos 0,8 0,7 0,7+0,0
Proteinas 2,7 2,7 2,7+0,0
Umidade 24,9 24,9 24,9+0,0

5.5 — Hidrodlise Enzimatica

De acordo com Whitaker (1994), Hizukuri (1996) e Oliveira et al.
(2008), as enzimas sao proteinas especializadas na catélise de reagdes
biolégicas. A Tabela 5.2 apresenta as amilases de origem microbiana que
podem ser divididas segundo Grael (1989) em exoamilases e endoamilases.



Tabela 5.2 — As amilases de origem microbiana.
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Subdivisdo das .
Enzimas

a-amilases

Atividade

Microrganismos produtores

EXOAMILASES amiloglucosidase

a-amilase

hidrolisa ligagbes
a-1,4,0-1,6 e 0-1,3
levando a formacéao
de D-glucose

hidrolisa a ligagao
a-1,4 formando
maltose dextrinas e

A. niger, A. awamori
A. oryzae

B. cereus,
B.megaterium
B. polymyxa, A. niger

oligossacarideos A. awamori
Menores A. oryzae
outras enzimas hidrolisam liga¢des Pseudomonas
Exoativas a-1,4, mas nao Stutzeri
ultrapassam a-1,6 Aerobacter
formando maltose Aerogenes
ENDOAMILASES | B-amilase hidrolisa ligagdes B. subtilis

pululanase e
Isoamilase

Enzimas
Ciclisantes

a-1,4 formando
maltose, dextrinas e
oligossacarideos
Menores

hidrolisam ligagdes
a-1,6

hidrolisam o amido
em uma série de
compostos ciclicos
de D-glucose

B. amyloliquefaciens
B. liquenifomis

Bacillus cereus
B. macerans
B. amiloliquefaciens

B. macerans

Fonte: Grael, 1989.

5.5.1 — Termamyl®

Termamyl € um preparado enzimatico liquido e concentrado, a base
de a-amilase termo-estavel, produzido a partir de uma cepa selecionada de
Bacillus licheniformis. A enzima hidrolisa as ligagbes a-1,4 da amilose e da
convertendo amido em dextrinas e

amilopectina, rapidamente o

oligossacarideos soluveis. Termamyl foi especialmente desenvolvido para
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promover a liquefagado (dextrinizagdo) do amido e producado de maltodextrinas
(Oliveira et al., 2008). A enzima utilizada foi cedida pela empresa Novozymes
Latin America Ltda, sediada no municipio de Araucaria/PR.

5.5.2 - AMG 300L

A AMG é uma glucosidase de grau alimenticio, produzida a partir de
uma cepa selecionada de Aspergillus niger. A enzima hidrolisa as ligagbes a-
1,4 e a-1,6 do amido liquefeito. Durante a hidrélise, eliminam-se gradualmente
as unidades de dlicose da extremidade n&o redutora do sacarideo. A
velocidade de hidrélise depende do tipo de ligacdo e do comprimento da
cadeia. A AMG é recomendada para sacarificagdo do amido na producgao de
glicose (Oliveira et al., 2008). A enzima utilizada foi cedida pela empresa

Novozymes Latin America Ltda, sediada no municipio de Araucaria/PR.
5.6 — Estudo Enzimatico
O estudo da hidrolise enzimatica foi realizado conforme a descri¢cao

das etapas apresentadas na Figura 34.

» As raizes de Batata-doce estudadas foram provenientes do

Centro Tecnoldgico Agroindustrial e Ambiental da Universidade
Federal do Tocantins, no Campus de Palmas (Palmas - Tocantins,
Brasil). A cultivar industrial utilizada no experimento foi a cultivar
‘Duda’ com colheita manual realizada em abril/2014, esta cultivar
foi registrada pela Universidade Federal do Tocantins em
15/04/2008 no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento sob o numero 22598;

» Em seguida foi realizada uma lavagem das raizes a fim de
remover as sujidades advindas do campo;

» Depois de lavadas, as raizes sofreram o0 processo de moagem,
onde foram processados em moinho de facas com telas de 30
mesh (Modelo: Star FT 50, Marca: Fortinox);

> Na farinha de batata-doce obtida foi determinado o teor médio de

umidade em Medidor de Umidade por Infravermelho (Modelo: IV
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2000, Marca: Gehaka). Apds a verificagao do teor de umidade da
farinha, foi calculada a massa que deveria ser aferida levando-se
em consideragdo a carga de solidos estudada na etapa de
liquefacao;

» Para cada ensaio foi realizada a pesagem da farinha de batata-
doce em erlenmeyers de 250 mL (vidro de borosilicato resistente
ao calor com tampas GL45).

» Foi adicionada agua na seguinte proporgéo 1:3 (m/v), ou seja,
para cada 1kg de farinha foi acrescido 3L de agua;

» Iniciou-se o0 cozimento da mistura farinha e agua com
aquecimento gradual até atingir as temperaturas determinadas no
estudo em Banho Metabdlico Dubnoff (Marca: Solab, Modelo: SL
157);

» Quando a temperatura do meio atingiu 60°C foi adicionado a
enzima liquidificante (Termamyl 120L). Foram avaliados os efeitos
dos fatores: temperatura, carga de solidos, dose de enzima e
tempo. A etapa de liquefacdo sera descrita com mais detalhes a
seguir.

» Ao final da etapa de liquefacdo foram retiradas duas aliquotas de
1,5 mL para realizagao das analises de carboidratos, produtos de
degradacao e grupos acetila;

» As aliquotas foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos e o
sobrenadante foi filtrado em membrana Millipore® de 0,22 pm e
realizadas as analises de carboidratos, produtos de degradacéao e
grupos acetila;

» O meio hidrolisado foi resfriado e o pH ajustado entre 4,0 e 4,5
com HCl a 2N.

» A sacarificacdo foi realizada adicionando-se a enzima
amiloglucosidase (AMG 300L). As variaveis desta etapa serao
descritas posteriormente;

» Ao final da etapa de sacarificacao foram retiradas duas aliquotas
de 1,5 mL para realizacao das analises de carboidratos, produtos

de degradacgao e grupos acetila;
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» As aliquotas foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos e o
sobrenadante foi filtrado em membrana Millipore® de 0,22 pm e
realizadas as analises de carboidratos, produtos de degradacéo e

grupos acetila.

Raizes de
Batata-doce

- \[/

Lavagem

A Farinha de
Agua Batata-doce i

Liquefacao <

12 enzima:
a-amilase

Resfriamento

v

22 enzima: e
<€ a —>| Sacarificagéo
amiloglucosidase

! Meio Hidrolisado

Figura 34 — Fluxograma da Hidrodlise Enzimatica das Raizes da Batata-doce.

5.6.1 — Liquefagao

Na etapa de liquefacdo das raizes da batata-doce foram avaliados
os efeitos dos fatores temperatura, carga de solidos, dose de enzima e tempo.
Para isso foi utilizado um planejamento experimental com delineamento
composto central com duas repeticoes na parte fatorial e quatro repetigcdes no
ponto central. Os experimentos foram feitos de forma aleatéria.

As respostas usadas para o delineamento experimental foram as
concentragdes de glicose, celobiose, sacarose, frutose, acido acético, furfural e

5-hidroximetilfurfural. O delineamento completo € mostrado na Tabela 5.3.
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Tabela 5.3 — Variaveis do planejamento composto central da Liquefagao.

Carga de Dose de a-
Ensaio Temperatura (°C) Tempo (min)
sélidos %(m/m) amilase %(v/v)

15 0,50 75 80
35 0,50 95 40
21 25 0,75 65 60
20 25 1,25 85 60
3 15 0,50 95 40
5 15 1,00 75 40
16 35 1,00 95 80
22 25 0,75 105 60
24 45 0,75 85 60
17 25 0,75 85 20
2 35 0,50 75 40
25 (C) 25 0,75 85 60
15 15 1,00 95 80
28 (C) 25 0,75 85 60
11 15 0,50 95 80
27 (C) 25 0,75 85 60
12 35 0,50 95 80
10 35 0,50 75 80
23 5 0,75 85 60
15 1,00 95 40
35 1,00 75 40
14 35 1,00 75 80
26 (C) 25 0,75 85 60
13 15 1,00 75 80
18 25 0,75 85 100
8 35 1,00 95 40
19 25 0,25 85 60
1 15 0,50 75 40

5.6.2 — Sacarificagao

A etapa de sacarificagao foi realizada a partir do ponto étimo obtido
na etapa de liquefacdo. Nesta etapa foram avaliados os efeitos dos fatores
temperatura, dose de enzima e tempo. Para isso foi utilizado um delineamento
composto central com duas repeticdes na parte fatorial e trés repeticdes no

ponto central. Os experimentos foram feitos de forma aleatéria.
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As respostas usadas para o delineamento experimental foram as
concentragbes de glicose, celobiose, sacarose e frutose. O delineamento
completo € mostrado na Tabela 5.4.

Tabela 5.4 — Variaveis do planejamento composto central da Sacarificago.

Dose de amiloglucosidase

Ensaio Tempo (min) Temperatura (°C)
Y% (viv)

2 60 0,33 60
11 60 0,75 60
18 (C) 40 1,00 70
4 60 0,75 7
14 60 0,75 43
13 80 1,00 50
7 80 0,50 50
5 80 0,50 70
6 60 0,75 60
17 (C) 60 0,75 60
16 (C) 60 1,17 60
12 40 0,50 50
1 40 1,00 50
80 1,00 70
60 0,75 60
15 (C) 94 0,75 60
10 26 0,75 60
9 60 0,33 60

5.6.3 — Quantificagao de carboidratos

A analise cromatografica dos carboidratos foi realizada em um
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia marca Shimadzu (LC-10Series Avp;
desgaseificador: DGU-14A, integrador: CLASS LC-10), com eluigéo isocratica,
pelo bombeamento (LC-10AD) de uma fase movel composta de 5mM de acido
sulfurico em agua ultrapura (destilada e deionizada). O fluxo do eluente foi de
0,6 mL/min, a 30°C (forno de coluna CTO-10A), com corrida de tempo total de
20 minutos. A deteccao se deu em detector de indice de refragdo (Shimadzu,
modeloRID-10A). Uma aliquota de 20,0 pyL da amostra foi injetada
manualmente (injetor Rheodyne - iL malha 20) e permeada por uma coluna
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Phenomenex Rezex ROA-OrganicAcid H+ (300 x 7,8 mm) com conexao direta
a cartucho de segurangca Phenomenex Carbo-H (4 x 3 mm) preenchida com
material semelhante ao da coluna principal.

As concentragdes de celobiose, glicose, frutose e sacarose foram
determinadas por meio de curvas de calibragao obtidas por padrées analiticos.
A curva foi construida utilizando solugdes de concentragbes conhecidas
correlacionadas com suas respectivas areas obtidas apds a injegdo no
cromatégrafo. Com esses resultados foi possivel calcular uma concentragéo
desconhecida de agucar dado a area obtida apds a injecdo no cromatdgrafo.
Foram preparadas solu¢des padrbes de concentracdo de celobiose, glicose,
frutose e sacarose.

Para o calculo das concentracdes de agucares, tem-se:

CcLaEXCAX VHiltrado

Actcares (%)=( ) x100 (Equagao 5.6.3)

1

onde:

CcLate: concentracdo do agucar quantificado pro CLAE, em g/L

CA: anidro correcdo para calcular a concentragdo polimérica dos acucares
dada a concentragdo monomérica dos agucares. Para a celobiose, glicose,
frutose e sacarose temos, 0,47; 0,90; 0,90 e 0,47, respectivamente

Viitrado: VOlume do hidrolisado filtrado, 0,087L

Mi: massa da biomassa utilizada na hidrolise descontado o teor de umidade,

em gramas (g)

5.6.4 — Resultados e Discussoes
5.6.4.1 — Otimizacao da Liquefagao
5.6.4.1.1 — Glicose
De acordo com a analise de variancia (ANOVA) da Tabela 5.5

observa-se que o valor do teste F calculado (12,64) & superior ao valor

tabelado (1,95). O modelo apresenta ainda evidéncia de falta de ajuste, pois o
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valor de F calculado € 1033,87, maior que o valor tabelado 2,16. Os valores
encontrados para os coeficientes de determinagéo (R?) interpretam 81,08% do
modelo.

Tabela 5.5 — Analise de variancia (ANOVA) da equagao de regressao para a
glicose na otimizagéo da etapa de liquefagédo na hidrélise enzimatica das raizes
da batata-doce.

FONTE DE VARIAGAO Quzg':;?ica Iﬁ;ael:jacili Qul\::géltaica Teste F
Regresséao 53771,40 14 3840,81 12,64"
Residuos 12458,83 41 303,87

Falta de ajuste 12421,58 10 1242,16 1033,872
Erro puro 37,24 31 1,20

Total 65859,83 55

R2=81,08% R? ajustado=74,62%

': Teste F calculado para verificar a significAncia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*Ftabelado14,41 = 1,95 no nivel de 95% para a regressao
*Ftabelado10,31 = 2,16 no nivel de 95% para a falta de ajuste

A Tabela 5.6 mostra os resultados do teste de significAncia para
cada coeficiente de regressédo. Os resultados revelam que houve diferenca
estatistica significativa ao nivel de 95% de significAncia nos quatro termos
lineares (X4, X2, X3, X4), nos quatro termos quadraticos (X412, X2?, X3?, X4?), € nas
interagdes (XX, X1X3, X1X4, X2X3, X2X4, X3X4).

Tabela 5.6 — Teste de significancia para cada coeficiente de regressao para a
concentragao de glicose.

Soma Graus de Média

FONTE DE VARIAGAO Quadratica Liberdade Quadratica Teste F P

Carga de solido %(m/m) (X4) 2228,30 1 2228,30 1854,66 0,00*
Carga de solido %(m/m) (X43) 963,67 1 963,67 802,08 0,00*
Dose de a-amilase %(v/v) (X,) 8407,11 1 8407,176 6997,41 0,00*
Dose de a-amilase %/(v/v) (X5?) 36,61 1 36,61 30,47 0,00*
Temperatura (°C) (X3) 24801,03 1 24801,03  20642,40 0,00*
Temperatura (°C) (X3?) 4798,81 1 4798,81 3994,15 0,00*
Tempo (min) (X4) 3020,70 1 3020,70 251419 0,00*
Tempo (min) (X43) 336,69 1 336,69 280,23 0,00*
X4 X, 1583,32 1 1583,32 1317,83 0,00*
X4 X3 1965,46 1 1965,46 1635,89 0,00*
X4 X4 713,17 1 713,17 593,58 0,00*
Xo X3 2608,80 1 2608,80 2171,36 0,00*
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X, X4 802,12 1 802,12 667,62 0,00*
X3 X4 1505,59 1 1505,59 1253,14 0,00*

* Valores estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianga (p<0,05)

O modelo obtido para a concentragdo de glicose gerada durante a
etapa de liquefagdo na hidrélise enzimatica pode ser descritos pela Equagao
5.1. Os valores de carga de sélidos (X4), dose de a-amilase (Xz), temperatura
(X3) e tempo (X4) sdo apresentados na equagao com seus valores codificados.

Y = 1228,28 —11,75X; — 363,51X, — 21,45X; — 4,65X, + 2,81X, X, +
0,08X,X; + 0,02X, X, + 3,61X,X; + 1,00X,X, + 0,03X5X, + 0,05X? — 13,97X% +
0,10X2 + 0,01X?

(Equacéao 5.1)

A partir do modelo apresentado foram obtidas as superficies de
resposta analisando os efeitos da carga de sodlido, dose de a-amilase,
temperatura e tempo na concentragéo de glicose dos hidrolisados enzimaticos
na etapa da liquefagao para as raizes da batata-doce.

Pela representagado da Figura 35 que apresenta o efeito da carga de
sélido e da dose de a-amilase na concentragdo de glicose na etapa de
liquefagédo na hidrélise enzimatica das raizes da batata-doce, pode-se observar
que a interag&o entre a carga de solido e a dose de a-amilase possui maior
influéncia sobre a concentragdo de glicose, e com isso, o aumento foi linear
tanto para a carga de sodlido quanto para a dose de a-amilase. A maior
concentragao de glicose (185,5 g/L) foi obtida da carga de sdlido 35 %(m/m) e
da dose de a-amilase 1,00 %(v/v).
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Grafico de Superficie de Resposta - Glicose (g/L)
Carga de sdlidos x Dose de a-amilase
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Figura 35 — Efeito da carga de sélidos e da dose de a-amilase na concentragédo
de glicose na etapa de liquefagao na hidrélise enzimatica das raizes da batata-
doce.

A Figura 36 apresenta o efeito da carga de sdlido e da temperatura
na concentragao de glicose na etapa de liquefagao na hidrélise enzimatica das
raizes da batata-doce. Pode-se observar que a interagdo entre a carga de
solido e a temperatura possui maior influéncia sobre a concentragao de glicose,
e com isso, o aumento foi linear tanto para a carga de sélido quanto para a
temperatura. A maior concentragao de glicose (185,5 g/L) foi obtida da carga
de sélido 35 %(m/m) e na temperatura de 95 °C.
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Grafico de Superficie de Resposta - Glicose (g/L)
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Figura 36 — Efeito da carga de sélidos e da temperatura na concentragéo de
glicose na etapa de liquefagédo na hidrolise enzimatica das raizes da batata-
doce.

A Figura 37 apresenta o efeito da carga de sdlido e do tempo na
concentragcdo de glicose na etapa de liquefacdo na hidrélise enzimatica das
raizes da batata-doce. E possivel observar que a interacdo entre a carga de
solido e o tempo possui maior influéncia sobre a concentragao de glicose, com
isso 0 aumento foi linear tanto para a carga de sélido quanto para o tempo. A

maior concentragado de glicose (185,5 g/L) foi obtida da carga de sodlido 35
%(m/m) e no tempo de 80 minutos.
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Grafico de Superficie de Resposta - Glicose (g/L)
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Figura 37 — Efeito da carga de sélido e do tempo na concentragao de glicose
na etapa de liquefagéo na hidrolise enzimatica das raizes da batata-doce.

A Figura 38 apresenta o efeito da dose de a-amilase e da
temperatura na concentragdo de glicose na etapa de liquefagdo na hidrélise
enzimatica das raizes da batata-doce. Nota-se que a interagéo entre a dose de
a-amilase e a temperatura possui maior influéncia sobre a concentragcao de
glicose, com isso o aumento foi linear tanto para a dose de a-amilase quanto
para a temperatura. A maior concentragédo de glicose (185,5 g/L) foi obtida da
dose de a-amilase 1,00 %(v/v) e na temperatura de 95 °C. Os valores
encontrados foram superiores aos apresentados por Betiku et al. (2013) que
em seus estudos com a pele que recobre as raizes da batata-doce tiveram
concentragcdes de glicose (174,4 g/L) para a condigdo de 1,00 %(v/v) e 60 °C
na etapa de liquefagao.
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Grafico de Superficie de Resposta - Glicose (g/L)
Dose de a-amilase x Temperatura
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Figura 38 — Efeito da dose de a-amilase e da temperatura na concentragéo de
glicose na etapa de liquefagao na hidrélise enzimatica das raizes da batata-
doce.

O efeito da dose de a-amilase e do tempo na concentragdo de
glicose na etapa de liquefagdo na hidrdlise enzimatica das raizes da batata-
doce € mostrada na Figura 39. A interagdo entre a dose de a-amilase e o
tempo possui maior influéncia sobre a concentragao de glicose, e devido a isso
o aumento foi linear tanto para a dose de a-amilase quanto para o tempo. A
maior concentragao de glicose (185,5 g/L) foi obtida da dose de a-amilase 1,00
%(v/v) e no tempo de 80 minutos. Os valores encontrados foram superiores
aos apresentados por Betiku et al. (2013) que em seus estudos com a pele que
recobre as raizes da batata-doce tiveram concentragdes de glicose (174,4 g/L)

para a condigao de 1,00 %(v/v) e 60 minutos na etapa de liquefagao.
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Grafico da Superficie de Resposta - Glicose (g/L)
Dose de a-amilase x Tempo
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Figura 39 — Efeito da dose de a-amilase e do tempo na concentragao de
glicose na etapa de liquefagédo na hidrdlise enzimatica das raizes da batata-
doce.

A Figura 40 apresenta o efeito da temperatura e do tempo na
concentragcdo de glicose na etapa de liquefacdo na hidrélise enzimatica das
raizes da batata-doce, pode-se observar que a interagao entre a temperatura e
o tempo possui maior influéncia sobre a concentragéo de glicose, com isso o
aumento foi linear tanto para a temperatura quanto para o tempo. A maior
concentragcao de glicose (185,5 g/L) foi obtida da temperatura de 95 °C e no
tempo de 80 minutos. Os valores encontrados foram superiores aos
apresentados por Betiku et al. (2013) que em seus estudos com a pele que
recobre as raizes da batata-doce tiveram concentragbes de glicose (174,4 g/L)
para a condicado de 60 °C e 60 minutos na etapa de liquefagao.
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Grafico da Superficie de Resposta - Glicose (g/L)
Temperatura x Tempo
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Figura 40 — Efeito da temperatura e do tempo na concentragao de glicose na
etapa de liquefagcédo na hidrdlise enzimatica das raizes da batata-doce.

5.6.4.1.2 — Sacarose

A Tabela 5.7 apresenta a analise de variancia (ANOVA) da equagéao
de regressao para a sacarose.

O modelo obtido de regressao para a sacarose demonstra baixa
significancia, pois atende apenas um das condi¢des citadas anteriormente, em
que o F calculado (18,54) é maior que o F tabelado (1,95). Ja o F calculado
para a falta de ajuste apresenta valor bem superior (77,74) ao valor de F
tabelado (2,16), demonstrando assim falta de ajuste para o modelo. Os valores
encontrados para os coeficientes de determinacao (R?) interpretam 86,66% de
forma que o modelo pode ser considerado adequado.
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Tabela 5.7 — Analise de variancia (ANOVA) da equacgao de regressao para a
sacarose na otimizacdo da etapa de liquefacao na hidrdlise enzimatica das
raizes da batata-doce.

FONTE DE VARIAGAO Quig?;?ica Lci;l;:?jac:iee Qulzlggéliica Teste F
Regresséao 237,10 14 16,93 18,541

Residuos 37,46 41 0,91

Falta de ajuste 36,02 10 3,60 77,742

Erro puro 1,44 31 0,05

Total 280,84 55

R?=86,66% R? ajustado=82,11%

': Teste F calculado para verificar a significAncia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*Ftabelado14,41 = 1,95 no nivel de 95% para a regressao
*Ftabelado10,31 = 2,16 no nivel de 95% para a falta de ajuste

A Tabela 5.8 mostra os resultados do teste de significAncia para
cada coeficiente de regressdo. Os resultados revelam que houve diferenca
estatistica significativa ao nivel de 95% de significAncia nos quatro termos
lineares (X4, X2, X3, X4), nos quatro termos quadraticos (X412, X2?%, X3?, X4?), € nas
interagdes (X1Xz, X1X3, X1 X4, X2X4).

Tabela 5.8 — Teste de significancia para cada coeficiente de regressao para a
concentracao de sacarose.

Soma Graus de Média

FONTE DE VARIAGAO Quadratica Liberdade Quadratica Teste F P

Carga de solido %(m/m) (X4) 1,86 1 1,86 40,21 0,00*
Carga de solido %(m/m) (X42) 141,29 1 141,29 3049,21 0,00*
Dose de a-amilase %(v/v) (X3) 1,69 1 1,69 36,51 0,00*
Dose de a-amilase %/(v/v) (X5?) 3,54 1 3,54 76,46 0,00*
Temperatura (°C) (X3) 0,63 1 0,63 13,64 0,00*
Temperatura (°C) (X3?) 0,31 1 0,31 6,74 0,01*
Tempo (min) (X4) 0,45 1 0,45 9,63 0,00*
Tempo (min) (X43) 0,31 1 0,31 6,74 0,01*
X4 X, 0,58 1 0,58 12,57 0,00*
X4 X3 79,56 1 79,56 1716,94 0,00*
X4 X4 3,20 1 3,20 69,02 0,00*
X5 X3 0,02 1 0,02 0,46 0,50
Xo X4 3,51 1 3,51 75,74 0,00*
X3 X4 0,14 1 0,14 3,07 0,09

* Valores estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianga (p<0,05)



139

O modelo obtido para a concentragcédo de sacarose gerada durante a
etapa de liquefagdo na hidrélise enzimatica pode ser descritos pela Equagao
5.2. Os valores de carga de sélidos (X4), dose de a-amilase (Xz), temperatura

(X3) e tempo (X4) sdo apresentados na equagao com seus valores codificados.

Y = 17,76 + 0,41X; + 0,43X, 4+ 0,30X5 + 0,02X, — 0,05X,X, — 0,02X, X5 +
0,001X,X, — 0,01X,X5 — 0,07X,X, — 0,003X5X, + 0,02X? + 4,35X% + 0,008X2 +
0,002X2

(Equacéo 5.2)

A partir do modelo apresentado foram obtidas as superficies de
resposta analisando os efeitos da carga de sodlido, dose de a-amilase,
temperatura e tempo na concentracdo de sacarose dos hidrolisados
enzimaticos na etapa da liquefagao para as raizes da batata-doce.

Pela representagédo da Figura 41 que apresenta o efeito da carga de
sélido e da dose de a-amilase na concentracdo de sacarose na etapa de
liguefacao na hidrdlise enzimatica das raizes da batata-doce, pode-se observar
que a interagédo entre a carga de sélido e a dose de a-amilase possui maior
influéncia sobre a concentracido de sacarose, e assim o aumento foi linear tanto
para a carga de solido quanto para a dose de a-amilase. A maior concentragao
de sacarose (7,9 g/L) foi obtida da carga de sdlido 25 %(m/m) e da dose de o-

amilase 0,75 %(v/v).
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Grafico de Superficie de Resposta - Sacarose (g/L)
Carga de sélidos x Dose de a-amilase
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Figura 41 — Efeito da carga de sodlido e da dose de a-amilase na concentragao
de sacarose na etapa de liquefagao na hidrélise enzimatica das raizes da
batata-doce.

A Figura 42 apresenta o efeito da carga de solido e da temperatura
na concentragdo de sacarose na etapa de liquefagdo na hidrélise enzimatica
das raizes da batata-doce, pode-se observar que a interagao entre a carga de
solido e a temperatura possui maior influéncia sobre a concentracdo de
sacarose, com isso 0 aumento foi linear tanto para a carga de sdlido quanto
para a temperatura. A maior concentracao de sacarose (7,9 g/L) foi obtida da
carga de solido 25 %(m/m) e na temperatura de 85 °C.
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Grafico de Superficie de Resposta - Sacarose (g/L)
Carga de sodlidos x Temperatura
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Figura 42 — Efeito da carga de sélido e da temperatura na concentragao de
sacarose na etapa de liquefagao na hidrolise enzimatica das raizes da batata-
doce.

A Figura 43 apresenta o efeito da carga de sdlido e do tempo na
concentragcao de sacarose na etapa de liquefagao na hidrélise enzimatica das
raizes da batata-doce, pode-se observar que a interacdo entre a carga de
soélido e o tempo possui maior influéncia sobre a concentracdo de sacarose,
com isso o aumento foi linear tanto para a carga de sélido quanto para o

tempo. A maior concentracdo de sacarose (7,9 g/L) foi obtida da carga de
solido 25 %(m/m) e no tempo de 20 minutos.
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Grafico de Superficie de Resposta - Sacarose (g/L)
Carga de solidos x Tempo
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Figura 43 — Efeito da carga de sdlido e do tempo na concentragédo de sacarose
na etapa de liquefagéo na hidrolise enzimatica das raizes da batata-doce.

A Figura 44 apresenta o efeito da dose de a-amilase e do tempo na
concentragcao de sacarose na etapa de liquefagdo na hidrélise enzimatica das
raizes da batata-doce, pode-se observar que a interagado entre a dose de a-
amilase e o tempo possui maior influéncia sobre a concentracao de sacarose,
com isso o aumento foi linear tanto para a dose de a-amilase quanto para o
tempo. A maior concentragdo de sacarose (7,9 g/L) foi obtida da dose de a-
amilase 0,75 %(v/v) e no tempo de 20 minutos.
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Grafico de Superficie de Resposta - Sacarose (g/L)
Dose de a-amilase x Tempo
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Figura 44 — Efeito da dose de a-amilase e do tempo na concentragao de
sacarose na etapa de liquefagao na hidrélise enzimatica das raizes da batata-
doce.

5.6.4.1.3 — Frutose

A Tabela 5.9 apresenta a analise de variancia (ANOVA) da equagéao
de regressao para a frutose. Analisando a tabela pode-se perceber que o valor
de F calculado foi maior que o valor tabelado (F calculado: 8,40 e Ftabelado:
1,95), concluindo-se que a equagdo do modelo linear que descreve a
concentracdo de sacarose liberada na etapa de liquefagdo da hidrdlise
enzimatica da raiz da batata-doce é significativa a 95 % de confianga. O
modelo ajustado apresentou evidéncias de falta de ajuste, pois o F calculado

apresentou valor bem superior (24,05) ao valor de F tabelado (2,16). Os
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valores encontrados para os coeficientes de determinagao (R?) interpretam

75,01% do modelo nao sendo, portanto adequado.

Tabela 5.9 — Analise de variancia (ANOVA) da equacgao de regressao para a
frutose na otimizag&o da etapa de liquefagdo na hidrélise enzimatica das raizes
da batata-doce.

FONTEDEVARIGAO oo, Svesin  ausginea  TeSteF
Regresséo 6756,1891 14 482,5849 8,4030"
Residuos 2354,6455 41 57,4304

Falta de ajuste 2085,8138 10 208,5814 24,0523
Erro puro 268,8317 31 8,6720

Total 9421,6779 55

R2=75,01% R? ajustado=66,47%

': Teste F calculado para verificar a significancia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*Ftabelado14,41 = 1,95 no nivel de 95% para a regresséo
*Ftabelado10,31 = 2,16 no nivel de 95% para a falta de ajuste

A Tabela 5.10 mostra os resultados do teste de significancia para
cada coeficiente de regressdo. Os resultados revelam que houve diferenca
estatistica significativa ao nivel de 95% de significancia nos quatro termos
lineares (X4, X2, X3, X4), nos quatro termos quadraticos (X4?, X2?%, X3?, X4?), € nas
interagdes (X1Xz, X1X3, X1 X4, X2X3, X3X4).

Tabela 5.10 — Teste de significancia para cada coeficiente de regressao para a
concentracao de frutose.

FONTE DE VARIAQAO Soma Graus de Média

Quadratica Liberdade Quadratica Teste F P
Carga de solido %(m/m) (X4) 3385,34 1 3385,34 390,38 0,00*
Carga de solido %(m/m) (X43) 345,82 1 345,82 39,88 0,00*
Dose de a-amilase %(v/v) (X2) 614,76 1 614,76 70,89 0,00*
Dose de a-amilase %(v/v) (X5?) 1090,47 1 1090,47 125,75 0,00*
Temperatura (°C) (X3) 324,25 1 324,25 37,39 0,00*
Temperatura (°C) (X3?) 156,37 1 156,37 18,03 0,00*
Tempo (min) (X4) 53,88 1 53,88 6,21 0,02*
Tempo (min) (X4?) 83,69 1 83,69 9,65 0,00*
X4 X 208,75 1 208,75 24,07 0,00*
X4 X3 156,70 1 156,70 18,07 0,00*
X4 X4 113,42 1 113,42 13,08 0,00*
Xy X3 64,87 1 64,87 7,48 0,01*
Xo X4 5,49 1 5,49 0,63 0,43
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X3 X4 152,34 1 152,34 17,57 0,00*

* Valores estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca (p<0,05)

O modelo obtido para a concentragao de frutose gerada durante a
etapa de liquefagdo na hidrélise enzimatica pode ser descritos pela Equagao
5.3. Os valores de carga de sélidos (X4), dose de a-amilase (Xz), temperatura

(X3) e tempo (X4) sdo apresentados na equagao com seus valores codificados.

Y = —165,60 — 2,59X; + 49,79X, + 3,00X5 + 1,55X, + 1,02X,X, + 0,02X, X5 —
0,01X,X, + 0,57X,X5 + 0,08X,X, — 0,01X;3X, + 0,03XZ — 76,26X2 — 0,02X% —
0,003X2
(Equacéo 5.3)

A partir do modelo apresentado foram obtidas as superficies de
resposta analisando os efeitos da carga de sodlido, dose de a-amilase,
temperatura e tempo na concentragédo de frutose dos hidrolisados enzimaticos
na etapa da liquefagao para as raizes da batata-doce.

Pela representagdo da Figura 45 que apresenta o efeito da carga de
solido e da dose de a-amilase na concentragcdo de frutose na etapa de
liquefagcédo na hidrélise enzimatica das raizes da batata-doce, pode-se observar
que a interag&o entre a carga de solido e a dose de a-amilase possui maior
influéncia sobre a concentragao de frutose, com isso o aumento foi linear tanto
para a carga de solido quanto para a dose de a-amilase. A maior concentragao
de frutose (65,6 g/L) foi obtida da carga de sdlido 25 %(m/m) e da dose de o-
amilase 0,75 %(Vv/v).
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Grafico de Superficie de Resposta - Frutose (g/L)
Carga de sdlidos x Dose de a-amilase
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Figura 45 — Efeito da carga de sélido e da dose de a-amilase na concentragao
de frutose na etapa de liquefacao na hidrélise enzimatica das raizes da batata-
doce.

A Figura 46 apresenta o efeito da carga de solido e da temperatura
na concentracao de frutose na etapa de liquefacdo na hidrdlise enzimatica das
raizes da batata-doce, pode-se observar que a interacdo entre a carga de
sélido e a temperatura possui maior influéncia sobre a concentragao de frutose,
com isso o0 aumento foi linear tanto para a carga de sélido quanto para a
temperatura. A maior concentragao de frutose (65,6 g/L) foi obtida da carga de
solido 25 %(m/m) e na temperatura de 85 °C.



147

Grafico de Superficie de Resposta - Frutose (g/L)
Carga de sodlidos x Temperatura
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Figura 46 — Efeito da carga de sélidos e da temperatura na concentragéo de
frutose na etapa de liquefacado na hidrolise enzimatica das raizes da batata-
doce.

A Figura 47 apresenta o efeito da carga de sélido e do tempo na
concentracao de frutose na etapa de liquefacdo na hidrdlise enzimatica das
raizes da batata-doce, pode-se observar que a interacdo entre a carga de
sélido e o tempo possui maior influéncia sobre a concentragao de frutose, com
isso o aumento foi linear tanto para a carga de sélido quanto para o tempo. A

maior concentracdo de frutose (65,6 g/L) foi obtida da carga de sdlido 25
%(m/m) e no tempo de 100 minutos.
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Grafico de Superficie de Resposta - Frutose (g/L)
Carga de solidos x Tempo
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Figura 47 — Efeito da carga de sdlidos e do tempo na concentragao de frutose
na etapa de liquefagéo na hidrolise enzimatica das raizes da batata-doce.

A Figura 48 apresenta o efeito da dose de a-amilase e da
temperatura na concentragao de frutose na etapa de liquefagdo na hidrélise
enzimatica das raizes da batata-doce, pode-se observar que a interagdo entre
a dose de a-amilase e a temperatura possui maior influéncia sobre a
concentragao de frutose, com isso o aumento foi linear tanto para a dose de o-

amilase quanto para a temperatura. A maior concentragao de frutose (65,6 g/L)
foi obtida da dose de a-amilase 0,75 %(v/v) e na temperatura de 85 °C.
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Grafico de Superficie de Resposta - Frutose (g/L)
Dose de a-amilase x Temperatura
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Figura 48 — Efeito da dose de a-amilase e da temperatura na concentragéo de
frutose na etapa de liquefacédo na hidrolise enzimatica das raizes da batata-
doce.

A Figura 49 apresenta o efeito da temperatura e do tempo na
concentracdo de frutose na etapa de liquefacdo na hidrélise enzimatica das
raizes da batata-doce, pode-se observar que a interagao entre a temperatura e
o tempo possui maior influéncia sobre a concentragcao de frutose, com isso o
aumento foi linear tanto para a temperatura quanto para o tempo. A maior

concentragdo de frutose (65,6 g/L) foi obtida da temperatura de 85 °C e no
tempo de 100 minutos.
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Grafico de Superficie de Resposta - Frutose (g/L)
Dose de a-amilase x Tempo
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Figura 49 — Efeito da temperatura e do tempo na concentragéo de frutose na
etapa de liquefagc&o na hidrolise enzimatica das raizes da batata-doce.

5.6.4.1.4 — Celobiose

Para se determinar se o modelo é estatisticamente significativo foi
realizada uma analise de variancia (ANOVA) como mostra a Tabela 5.11.

O modelo obtido de regressao para a celobiose demonstra baixa
significancia, pois atende apenas um das condigbes, em que o F calculado
(3,6835) € maior que o F tabelado (1,95). Os valores encontrados para os
coeficientes de determinacéo (R?) interpretam 55,74% do modelo.
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Tabela 5.11 — Analise de variancia (ANOVA) da equagao de regressao para a
celobiose na otimizagdo da etapa de liquefacdo na hidrélise enzimatica das
raizes da batata-doce.

FONTE DE VARIAGAO Quadrifica  Liberdade  Quadratica  TeSt°F
Regresséo 55504,34 14 3964,59 3,68
Residuos 44128,42 41 1076,30

Falta de ajuste 41183,13 10 4118,31 43,352
Erro puro 2945,29 31 95,01

Total 99696,58 55

R2=55,74% R? ajustado=40,62%

': Teste F calculado para verificar a significancia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*Ftabelado14,41 = 1,95 no nivel de 95% para a regresséo
*Ftabelado10,31 = 2,16 no nivel de 95% para a falta de ajuste

A Tabela 5.12 mostra os resultados do teste de significancia para
cada coeficiente de regressdo. Os resultados revelam que houve diferenca
estatistica significativa ao nivel de 95% de significancia em trés termos lineares
(X1, X2, X3), nos quatro termos quadraticos (X412, X2, X3?, X4?), € nas interagdes
(X1 X2, X1X3, X1X4, X2X3, X2X4, X3X4).

Tabela 5.12 — Teste de significancia para cada coeficiente de regressao para a
concentracio de celobiose.

~ Soma Graus de Média
FONTE DE VARIAGAO Quadratica Liberdade Quadratica Teste F P

Carga de solido %(m/m) (X4) 2160,70 1 2160,70 22,74 0,00*
Carga de solido %(m/m) (X43) 1918,50 1 1918,50 20,19 0,00*
Dose de a-amilase %(v/v) (X2) 10957,87 1 10957,87 115,33 0,00*
Dose de a-amilase %(v/v) (X2?) 6628,62 1 6628,62 69,77 0,00*
Temperatura (°C) (X3) 3899,91 1 3899,91 41,05 0,00*
Temperatura (°C) (X3?) 10873,49 1 10873,49 114,45 0,00*
Tempo (min) (X4) 25,20 1 25,20 0,26 0,61
Tempo (min) (X43) 3123,63 1 3123,63 32,88 0,00*
X4 X, 1682,87 1 1682,87 17,71 0,00*
X4 X3 8647,84 1 8647,84 91,02 0,00*
X4 X4 1157,35 1 1157,35 12,18 0,00*
Xo X3 581,68 1 581,68 6,12 0,02
Xo X4 796,71 1 796,71 8,38 0,01*
X3 X4 3049,96 1 3049,96 32,10 0,00*

* Valores estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca (p<0,05)
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O modelo obtido para a concentragcao de celobiose gerada durante a
etapa de liquefagdo na hidrélise enzimatica pode ser descritos pela Equagao
5.4. Os valores de carga de sélidos (X4), dose de a-amilase (Xz), temperatura

(X3) e tempo (X4) sdo apresentados na equagao com seus valores codificados.

Y = 2230 — 15,46X; — 498,95X, — 34,81X; — 8,03X, + 2,90X, X, + 0,16X, X5 +
0,03X,X, + 1,71X,X5 + 1,00X,X, + 0,05X;X, — 0,06XZ + 188,02X% + 0,15X2 +
0,02X2

(Equacéao 5.4)

A partir do modelo apresentado foram obtidas as superficies de
resposta analisando os efeitos da carga de sodlido, dose de a-amilase,
temperatura e tempo na concentracdo de celobiose dos hidrolisados
enzimaticos na etapa da liquefagao para as raizes da batata-doce.

Pela representagédo da Figura 50 que apresenta o efeito da carga de
sélido e da dose de a-amilase na concentracdo de celobiose na etapa de
liquefacao na hidrélise enzimatica das raizes da batata-doce, pode-se observar
que a interagédo entre a carga de sélido e a dose de a-amilase possui maior
influéncia sobre a concentracdo de celobiose, com isso 0 aumento foi linear
tanto para a carga de solido quanto para a dose de a-amilase. A maior
concentracéo de celobiose (211,2 g/L) foi obtida da carga de s6lido 15 %(m/m)

e da dose de a-amilase 1,00 %(v/v).
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Grafico de Superficie de Resposta - Celobiose (g/L)
Carga de sélidos x Dose de a-amilase
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Figura 50 — Efeito da carga de sélidos e da dose de a-amilase na concentragao
de celobiose na etapa de liquefacdo na hidrdlise enzimatica das raizes da
batata-doce.

A Figura 51 apresenta o efeito da carga de sdlido e da temperatura
na concentracdo de celobiose na etapa de liquefagdo na hidrolise enzimatica
das raizes da batata-doce, pode-se observar que a interagdo entre a carga de
sélido e a temperatura possui maior influéncia sobre a concentracdo de
celobiose, com isso 0 aumento foi linear tanto para a carga de sdélido quanto
para a temperatura. A maior concentracdo de celobiose (211,2 g/L) foi obtida
da carga de sdlido 15 %(m/m) e na temperatura de 75 °C. Com o aumento da
carga de solido para 35 %(m/m) e da temperatura para 95 °C houve uma
quantificacdo de 205,6 g/L de celobiose, indices também elevados.



154

Grafico de Superficie de Resposta - Celobiose (g/L)
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Figura 51 — Efeito da carga de sélidos e da temperatura na concentragéo de
celobiose na etapa de liquefacédo na hidrélise enzimatica das raizes da batata-
doce.

A Figura 52 apresenta o efeito da carga de sdlido e do tempo na
concentracao de celobiose na etapa de liquefacdo na hidrélise enzimatica das
raizes da batata-doce, pode-se observar que a interacdo entre a carga de
sélido e o tempo possui maior influéncia sobre a concentragcéo de celobiose,
com isso 0 aumento foi linear tanto para a carga de sélido quanto para o
tempo. A maior concentragao de celobiose (211,2 g/L) foi obtida da carga de
sélido 15 %(m/m) e no tempo de 40 minutos. Com o aumento da carga de
solidos para 35 % (m/m) e o aumento do tempo reacional para 80 minutos

obteve-se 205,6 g/L de concentragao de celobiose, valor também elevado.
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Grafico de Superficie de Resposta - Celobiose (g/L)
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Figura 52 — Efeito da carga de sélidos e do tempo na concentracéo de
celobiose na etapa de liquefagéo na hidrolise enzimatica das raizes da batata-
doce.

A Figura 53 apresenta o efeito da dose de a-amilase e da
temperatura na concentragédo de celobiose na etapa de liquefagdo na hidrélise
enzimatica das raizes da batata-doce, pode-se observar que a interagédo entre
a dose de a-amilase e a temperatura possui maior influéncia sobre a
concentragao de celobiose, com isso o aumento foi linear tanto para a dose de
a-amilase quanto para a temperatura. A maior concentracdo de celobiose

(211,26 g/L) foi obtida da dose de a-amilase 1,00 %(v/v) e na temperatura de
75 °C.
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Grafico de Superficie de Resposta - Celobiose (g/L)
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Figura 53 — Efeito da dose de a-amilase e da temperatura na concentragéo de
celobiose na etapa de liquefagao na hidrélise enzimatica das raizes da batata-
doce.

A Figura 54 apresenta o efeito da dose de a-amilase e do tempo na
concentracao de celobiose na etapa de liquefacdo na hidrélise enzimatica das
raizes da batata-doce, pode-se observar que a interacdo entre a dose de o-
amilase e o tempo possui maior influéncia sobre a concentragdo de celobiose,
com isso o aumento foi linear tanto para a dose de a-amilase quanto para o

tempo. A maior concentragao de celobiose (211,2 g/L) foi obtida da dose de a-
amilase 1,00 %(v/v) e no tempo de 40 minutos.
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Grafico de Superficie de Resposta - Celobiose (g/L)
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Figura 54 — Efeito da dose de a-amilase e do tempo na concentragao de
celobiose na etapa de liquefagéo na hidrolise enzimatica das raizes da batata-
doce.

A Figura 55 apresenta o efeito da temperatura e do tempo na
concentragcao de celobiose na etapa de liquefagdo na hidrélise enzimatica das
raizes da batata-doce, pode-se observar que a interagao entre a temperatura e
o tempo possui maior influéncia sobre a concentragéo de celobiose, com isso o
aumento foi linear tanto para a temperatura quanto para o tempo. A maior

concentragcao de celobiose (211,2 g/L) foi obtida da temperatura de 75 °C e no
tempo de 40 minutos.
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Grafico de Superficie de Resposta - Celobiose (g/L)
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Figura 55 — Efeito da temperatura e do tempo na concentragao de celobiose na
etapa de liquefagcédo na hidrdlise enzimatica das raizes da batata-doce.

Apods o processo de otimizagao da etapa de liquefagéo verificou-se
por meio do software Statistica 7.0 a regido 6tima em que havia a maior
liberagdo de monossacarideos. Com isso, foi realizado um novo planejamento
experimental aplicando o estudo da sacarificagdo para esta regido o6tima
definida na etapa de liquefacgéao.

O ponto étimo encontrado foi Carga de solido (X1) = 15% (m/m);

Dose de a-amilase (Xz) = 0,76% (v/v); Temperatura (X3) = 79 °C; Tempo (X4) =
89 minutos.
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5.6.4.2 — Otimizagao da Sacarificagao

5.6.4.2.1 — Ponto Otimo

Condigdes:
> Ponto Otimo: Carga de sélido (X4) = 15 %(m/m); Dose de a-
amilase (X2) = 0,76 %(v/v); Temperatura (X3) = 79 °C; Tempo
(X4) = 89 minutos.

5.6.4.2.2 — Glicose

O modelo obtido de regressdo para a glicose demonstra baixa
significancia, pois o F calculado (20,18) é maior que o F tabelado (2,27). Jao F
calculado para a falta de ajuste apresenta valor bem superior (5,91) ao valor de
F tabelado (2,68), demonstrando assim falta de ajuste para o modelo. Os
valores encontrados para os coeficientes de determinagao (R?) interpretam

87,37% do modelo, como apresentado na Tabela 5.13.

Tabela 5.13 — Andlise de variancia (ANOVA) da equagao de regressao para a
glicose na otimizacdo da etapa de sacarificagao na hidrdlise enzimatica das
raizes da batata-doce.

Soma Graus de Média

FONTE DE VARIAGAO Quadratica  Liberdade  Quadratica  1°SteF
Regresséo 11239,92 9 1248,88 20,18
Residuos 1608,70 26 61,87

Falta de ajuste 940,58 5 188,12 5,912
Erro puro 668,12 21 31,81

Total 12735,46 35

R2=87,37% R? ajustado=83,00%

': Teste F calculado para verificar a significancia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*Ftabelado9,26 = 2,27 no nivel de 95% para a regressao
*Ftabelado5,21 = 2,68 no nivel de 95% para a falta de ajuste

A Tabela 5.14 mostra os resultados do teste de significancia para
cada coeficiente de regressdo. Os resultados revelam que houve diferenca
estatistica significativa ao nivel de 95% de significancia em dois termos lineares

(X2, X3), no termo quadratico (X2?) e nas interagdes (XX, X2X3).
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Tabela 5.14 - Teste de significancia para cada coeficiente de regressao para a
concentragao de glicose.

X Soma Graus de Média
FONTE DE VARIAGAO Quadratica Liberdade Quadratica Teste F P

Dose de amiloglucosidase %(v/v)

(X:) 7,87 1 7,87 0,25 0,62
1
. . o

8(0132? de amiloglucosidase %(v/v) 98.98 y 98.98 311 0,09
Temperatura (°C) (Xo) 9371,53 1 9371,53 294,56 0,00*
Temperatura (°C) (X,?) 615,66 1 615,66 19,35 0,00*
Tempo (min) (X3) 426,63 1 426,63 13,41 0,00*
Tempo (min) (X3?) 37,82 1 37,82 1,19 0,29
X4 X, 354,06 1 354,06 11,13 0,00*
X4 X3 61,44 1 61,44 1,93 0,18
X X3 265,91 1 265,91 8,36 0,01*

* Valores estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca (p<0,05)

O modelo obtido para a concentragdo de glicose gerada durante a
etapa de sacarificacdo na hidrolise enzimatica pode ser descritos pela Equacéao
5.5 Os valores de dose de amiloglucosidase (X4), temperatura (Xz) e tempo (X3)

sdo apresentados na equagao com seus valores codificados.

Y = 384,23 —181,74X, — 6,70X, — 1,69X5 + 1,88X, X, + 0,39X,X; +
0,02X,X; 4+ 31,65X% + 0,05X% + 0,003X2
(Equacéo 5.5)

A Figura 56 apresenta o efeito da dose de amiloglucosidase e da
temperatura na concentragao de glicose na etapa de sacarificagao na hidrélise
enzimatica das raizes da batata-doce, pode-se observar que a interagcédo entre
a dose de amiloglucosidase e a temperatura possui maior influéncia sobre a
concentragao de glicose, com isso o aumento foi linear tanto para a dose de
amiloglucosidase quanto para a temperatura. A maior concentragao de glicose
(172,2 g/L) foi obtida da dose de amiloglucosidase 1,00 %(v/v) e na
temperatura de 70 °C.
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Figura 56 — Efeito da dose de amiloglucosidase e da temperatura na
concentragao de glicose na etapa de sacarificagao na hidrélise enzimatica das
raizes da batata-doce.

A Figura 57 apresenta o efeito da temperatura e do tempo na
concentragao de glicose na etapa de sacarificagao na hidrolise enzimatica das
raizes da batata-doce, pode-se observar que a interagao entre a temperatura e
o tempo possui maior influéncia sobre a concentragao de glicose, com isso o
aumento foi linear tanto para a temperatura quanto para o tempo. A maior

concentragao de glicose (172,2 g/L) foi obtida da temperatura de 70 °C e no
tempo de 80 minutos.
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Figura 57 — Efeito da temperatura e do tempo na concentragao de glicose na
etapa de sacarificagdo na hidrélise enzimatica das raizes da batata-doce.

5.6.4.2.3 — Sacarose

A Tabela 5.15 apresenta a andlise de varidncia (ANOVA) da
equacao de regressao para a sacarose, observa-se que o F calculado (2,71) é
maior que o F tabelado (2,27). O modelo apresenta falta de ajuste devido o F
calculado apresentar valor bem superior (58,44) ao valor de F tabelado (2,68).

Os valores encontrados para os coeficientes de determinacao (R?) interpretam
47,40% do modelo.
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Tabela 5.15 — Analise de variancia (ANOVA) da equagao de regressao para a
sacarose na otimizacao da etapa de sacarificacdo na hidrolise enzimatica das
raizes da batata-doce.

FONTE DE VARIAGAO Quzg:'g?ica Lci;lr)aeg;a(:iee Quh:c??éliica Teste F
Regresséao 511,36 9 56,82 2,71
Residuos 545,84 26 20,99

Falta de ajuste 509,25 5 101,85 58,442
Erro puro 36,60 21 1,74

Total 1037,81 35

R2=47,40% R? ajustado=29,20%

': Teste F calculado para verificar a significAncia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*Ftabelado9,26 = 2,27 no nivel de 95% para a regressao
*Ftabelado5,21 = 2,68 no nivel de 95% para a falta de ajuste

A Tabela 5.16 mostra os resultados do teste de significancia para
cada coeficiente de regressdo. Os resultados revelam que houve diferenca
estatistica significativa ao nivel de 95% de significancia em um termo linear

(X1), nos termos quadraticos (X+2, X2?) e na interagao (X1Xy).

Tabela 5.16 — Teste de significancia para cada coeficiente de regressao para a
concentracao de sacarose.

= Soma Graus de Média
FONTE DE VARIAGAO Quadratica Liberdade Quadratica Teste F P

Dose de amiloglucosidase %(v/v)

(X,) 70,08 1 70,08 40,21 0,00*
. . o
(Dxcqsg de amiloglucosidase %(v/v) 19,50 y 19,50 11,19 0,00
Temperatura (°C) (Xo) 4,95 1 4,95 2,84 0,11
Temperatura (°C) (X5?) 361,42 1 361,42 207,39 0,00*
Tempo (min) (X3) 0,04 1 0,04 0,02 0,88
Tempo (min) (X3?) 4,31 1 4,31 2,47 0,13
X4 Xy 43,04 1 43,04 24,70 0,00*
X4 X3 6,10 1 6,10 3,50 0,07
X X3 1,90 1 1,90 1,09 0,31

* Valores estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianga (p<0,05)

O modelo obtido para a concentragdo de sacarose gerada durante a
etapa de sacarificacdo na hidrolise enzimatica pode ser descritos pela Equacao
5.6 Os valores de dose de amiloglucosidase (X4), temperatura (Xz) e tempo (X3)

sao apresentados na equacido com seus valores codificados.
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Y = —92,78 — 32,11X, + 4,19X, + 0,13X5 + 0,66X, X, + 0,12X, X5 —
0,001X,X5 — 14,05X2 — 0,04X2 — 0,001X?2

(Equacéo 5.6)

A Figura 58 apresenta o efeito da dose de amiloglucosidase e da
temperatura na concentracdo de sacarose na etapa de sacarificagdo na
hidrélise enzimatica das raizes da batata-doce, pode-se observar que a
interacdo entre a dose de amiloglucosidase e a temperatura possui maior
influéncia sobre a concentracdo de sacarose, com isso o aumento foi linear
tanto para a dose de amiloglucosidase quanto para a temperatura. A maior

concentragdo de sacarose (27,9 g/L) foi obtida da dose de amiloglucosidase
0,75 %(v/v) e na temperatura de 60 °C.

Grafico de Superficie de Resposta - Sacarose (g/L)
Dose de amiloglucosidase x Temperatura
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Figura 58 — Efeito da dose de amiloglucosidase e da temperatura na
concentragao de sacarose na etapa de sacarificagdo na hidrolise enzimatica
das raizes da batata-doce.
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5.6.4.2.4 — Frutose

A Tabela 5.17 apresenta a analise de variancia (ANOVA) da
equacao de regressao para a frutose. O modelo obtido de regressdo para a
frutose demonstra baixa significancia, pois atende apenas a condi¢céo de que o
F calculado (17,37) é maior que o F tabelado (2,27) apresentando 95 % de
confianga. Os valores encontrados para os coeficientes de determinacao (R?)
interpretam 85,46% do modelo.

Tabela 5.17 — Anélise de variancia (ANOVA) da equagao de regressao para a
frutose na otimizagcdo da etapa de sacarificacdo na hidrolise enzimatica das
raizes da batata-doce.

FONTEDEVARIAGRO o0, Sveele  quveriica OO
Regresséo 3503,60 9 389,29 17,37"
Residuos 582,82 26 22,42

Falta de ajuste 471,62 5 94,32 17,812
Erro puro 111,19 21 5,29

Total 4007,82 35

R?=85,46% R? ajustado=80,42%

': Teste F calculado para verificar a significancia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*Ftabelado9,26 = 2,27 no nivel de 95% para a regresséo
*Ftabelado5,21 = 2,68 no nivel de 95% para a falta de ajuste

A Tabela 5.18 mostra os resultados do teste de significancia para
cada coeficiente de regressdo. Os resultados revelam que houve diferenca
estatistica significativa ao nivel de 95% de significancia nos termos lineares
(X1, X2), nos termos quadraticos (X4?, X2?) e na interagao (X1Xz).

Tabela 5.18 — Teste de significancia para cada coeficiente de regressao para a
concentracao de frutose.

X Soma Graus de Média
FONTE DE VARIAGAO Quadratica Liberdade Quadratica Teste F P

Dose de amiloglucosidase %(v/v)

(X:) 595,59 1 595,59 112,48 0,00*
. . o

8(0132? de amiloglucosidase %(v/v) 83.06 y 83.06 15,689 0,00*

Temperatura (°C) (Xo) 1890,12 1 1890,12 356,97 0,00*

Temperatura (°C) (X5?) 865,23 1 865,23 163,41 0,00*

Tempo (min) (Xs) 1,71 1 1,71 0,32 0,57
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Tempo (min) (X?) 13,95 1 13,95 2,63 0,12
X: X, 38,83 1 38,83 7,33 0,01*
X, Xs 10,92 1 10,92 2,06 0,16
X, Xs 4,18 1 4,18 0,79 0,38

* Valores estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca (p<0,05)

O modelo obtido para a concentragao de frutose gerada durante a
etapa de sacarificacdo na hidrolise enzimatica pode ser descritos pela Equacao
5.7. Os valores de dose de amiloglucosidase (Xi), temperatura (Xz) e tempo

(X3) sdo apresentados na equagao com seus valores codificados.

Y = _152,33 + 89,64X1 + 6,50X2 - 0,07X3 - O,62X1X2 + 0,17X1X3 +
0,003X,X5 — 28,99X2 — 0,06X2 — 0,002X2
(Equacéao 5.7)

A Figura 59 apresenta o efeito da dose de amiloglucosidase e da
temperatura na concentracido de frutose na etapa de sacarificagdo na hidrélise
enzimatica das raizes da batata-doce, pode-se observar que a interacédo entre
a dose de amiloglucosidase e a temperatura possui maior influéncia sobre a
concentracdo de frutose, com isso o aumento foi linear tanto para a dose de
amiloglucosidase quanto para a temperatura. A maior concentragéo de frutose
(63, 7 g/L) foi obtida da dose de amiloglucosidase 1,17 %(v/v) e na temperatura
de 60 °C.
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Figura 59 — Efeito da dose de amiloglucosidase e da temperatura na
concentracao de frutose na etapa de sacarificacado na hidrolise enzimatica das
raizes da batata-doce

5.6.4.2.5 — Celobiose

A Tabela 5.19 apresenta a andlise de variancia (ANOVA) da
equacgao de regressao para a celobiose. O modelo obtido de regresséo para a
celobiose demonstra alta significancia, pois atende as duas condi¢bes citadas
anteriormente. Assim, o modelo encontrado € estatisticamente significativo e
preditivo para a concentracido de celobiose na etapa de sacarificagdo. Os

valores encontrados para os coeficientes de determinagcdo (R?) interpretam
53,78% do modelo.
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Tabela 5.19 — Analise de variancia (ANOVA) da equagao de regressao para a
celobiose na otimizacao da etapa de sacarificacdo na hidrélise enzimatica das
raizes da batata-doce.

FONTE DE VARIAGAO Quig?;?ica Lci;l;:?jac:iee Qulzlggéliica Teste F
Regresséao 57,44 9 6,38 3,38"
Residuos 49,07 26 1,89

Falta de ajuste 13,22 5 2,6 1,552
Erro puro 35,85 21 1,71

Total 106,16 35

R2=53,78% R? ajustado=37,78%

': Teste F calculado para verificar a significAncia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*Ftabelado9,26 = 2,27 no nivel de 95% para a regressao
*Ftabelado5,21 = 2,68 no nivel de 95% para a falta de ajuste

A Tabela 5.20 mostra os resultados do teste de significancia para
cada coeficiente de regressdo. Os resultados revelam que houve diferenca
estatistica significativa ao nivel de 95% de significancia apenas para os termos

lineares (X4, X3).

Tabela 5.20 - Teste de significancia para cada coeficiente de regressao para a
concentracao de celobiose.

= Soma Graus de Média
FONTE DE VARIAGAO Quadratica Liberdade Quadratica Teste F P

Dose de amiloglucosidase %(v/v)

(X,) 24,97 1 24,97 14,63 0,00*
. . o
(Dxcqsg de amiloglucosidase %(v/v) 0,34 1 0,34 0.20 0.66
Temperatura (°C) (Xo) 0,30 1 0,30 0,17 0,68
Temperatura (°C) (X5?) 0,07 1 0,07 0,04 0,84
Tempo (min) (X3) 22,34 1 22,34 13,08 0,00*
Tempo (min) (X3?) 4,38 1 4,38 2,56 0,12
X4 Xy 3,56 1 3,56 2,09 0,16
X4 X3 0,09 1 0,09 0,05 0,82
X X3 1,38 1 1,38 0,81 0,38

* Valores estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianga (p<0,05)

O modelo obtido para a concentragéo de celobiose gerada durante a
etapa de sacarificacdo na hidrolise enzimatica pode ser descritos pela Equacao
5.8. Os valores de dose de amiloglucosidase (X4), temperatura (Xz) e tempo

(X3) séo apresentados na equacéo com seus valores codificados.
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Y = 30,82 — 18,82X; — 0,28X, — 0,27X5 + 0,19X,X, + 0,01X, X5 + 0,001X,X5 +
1,85X2 + 0,005X2 + 0,001X2

(Equagao 5.8)

A Figura 60 apresenta o efeito da dose de amiloglucosidase e do
tempo na concentracdo de celobiose na etapa de sacarificacdo na hidrélise
enzimatica das raizes da batata-doce, pode-se observar que a interagédo entre
a dose de amiloglucosidase e o tempo possui maior influéncia sobre a
concentragcao de celobiose, com isso o aumento foi linear tanto para a dose de
amiloglucosidase quanto para o tempo. A maior concentragao de celobiose (9,0

g/L) foi obtida da dose de amiloglucosidase 0,50 %(v/v) e no tempo de 40
minutos.

Grafico de Superficie de Reposta - Celobiose (g/L)
Dose de amiloglucosidase x Tempo
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Figura 60 — Efeito da dose de amiloglucosidase e do tempo na concentragao
de celobiose na etapa de sacarificagdo na hidrélise enzimatica das raizes da
batata-doce
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5.7 — Conclusoes

A aplicagdo do planejamento experimental utilizando a metodologia
da superficie de resposta para o estudo da hidrdlise enzimatica das raizes da
batata-doce obteve como ponto 6timo para a etapa da liquefacdo as condicdes
de Carga de solido: 15 %(m/m); Dose de a-amilase: 0,76 %(v/v); Temperatura:
79 °C e Tempo: 89 minutos. Para este ponto o6timo foram obtidos as
concentragdes para a glicose de 185,5 g/L, sacarose de 3,8 g/L, de frutose 35,1
g/L e de celobiose 205,6 g/L.

As concentracdes obtidas na otimizagao da sacarificagao do ponto |
definiu o ponto 6timo da sacarificagdo: Dose de amiloglucosidase: 0,50 %(v/v);
Temperatura: 50 °C e Tempo: 40 minutos atingindo concentragdes de glicose
172,2 g/L, de sacarose 21,0 g/L, de frutose 53,6 g/L e de celobiose 9,0 g/L.
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CAPITULO 6

CONCLUSAO GERAL E SUGESTOES PARA
TRABALHOS FUTUROS

6.1 — Conclusao Geral

As ramas da batata-doce quanto a sua composicao apresentou
elevados indices de celulose, componente expressivo para a producado de
etanol de segunda geragao, além de possuir menores teores de hemicelulose e
lignina em relacdo a outros materiais destinados a produgado de etanol
lignoceluldsico.

Com a investigacdo dos efeitos das condigbes operacionais do
processo de hidrélise acida das ramas pode-se definir o melhor ponto na faixa
considerada deste processo por meio do planejamento experimental. O ponto
considerado 6timo da hidrélise acida das ramas foi com Carga de solido: 22
%(m/m); Concentragado de acido sulfurico: 2,5 %(m/v); Temperatura: 121 °C;
Tempo: 30 minutos. Nestas condigdes foram obtidos as maiores meédias nas
concentragdes de celobiose (2,75 g/L), glicose (57,01 g/L), xilose (22,07 g/L) e
arabinose (8,50 g/L) além de apresentarem baixas concentragdes dos produtos
inibidores furfural (0,44 g/L) e 5-hidroximetilfurfural (0,23 g/L).

Foi possivel observar a viabilidade da producédo de etanol de 2G a
partir do hidrolisado acido das ramas da batata-doce, no entanto é importante
ressaltar a importancia de se estudar posteriormente a etapa de fermentacao,
além de verificar detalhadamente a acdo de outros fatores que interferem
diretamente nesse processo.

O estudo com as raizes da batata-doce visando a producédo de
etanol e a otimizagdo das duas etapas da hidrdlise enzimatica, liquefacédo e
sacarificacao obteve éxito apresentando elevados teores de carboidratos,
principalmente glicose. A aplicacdo do planejamento experimental utilizando a
metodologia da superficie de resposta para o estudo da hidrolise enzimatica

das raizes da batata-doce obteve como ponto 6timo para a etapa da liquefagao
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as condi¢des de Carga de solido: 15 %(m/m); Dose de a-amilase: 0,76 %(v/v);
Temperatura: 79 °C e Tempo: 89 minutos. Para este ponto 6timo foram obtidos
as concentragdes para a glicose de 185,48 g/L, sacarose de 3,84 g/L, de
frutose 35,06 g/L e de celobiose 205,64 g/L. As concentragbes obtidas na
otimizagao da sacarificacdo do ponto | definiu o ponto 6timo da sacarificagcao:
Dose de amiloglucosidase: 0,50 %(v/v); Temperatura: 50 °C e Tempo: 40
minutos atingindo concentragdes de glicose 172,22 g/L, de sacarose 21,04 g/L,
de frutose 53,59 g/L e de celobiose 9,05 g/L.

Com isso foi possivel observar a viabilidade da produgao de etanol
de 1G a partir do hidrolisado enzimatico das raizes da batata-doce, no entanto
€ importante ressaltar a importancia de se estudar detalhadamente a etapa de
fermentacao, além de verificar detalhadamente a agcao de outros fatores que

interferem diretamente nesse processo.

6.2 — Sugestdes para Trabalhos Futuros

» Estudar menores concentragdes de solucdes acidas e menores
temperaturas para a hidrolise acida das ramas;

» Estudar o processo fermentativo das ramas da batata-doce;

» Estabelecer um(-) cenario(s) que integre(m) a produgéo de etanol
de segunda geragao (a partir dos agucares fermentesciveis produzidos por
meio das ramas da batata doce) e a hidrélise acida e/ou enzimatica da raiz da
batata-doce, visando um processo sustentavel de producio de etanol;

» Estudar o uso das enzimas a-amilase e amiloglucosidase juntas
nos processo fermentativo das raizes da batata-doce;

» Estudar o processo fermentativo das raizes da batata-doce.
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