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RESUMO
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OTIMIZAGAO DO PROCESSO DE HIDROLISE DA MANDIOCA “IN
NATURA”, COM O USO DE ENZIMAS AMILOLITICAS E
PECTINOLITICA.

AUTOR: RENATA MONTEIRO COLLARES
ORIENTADOR: LISIANE DE MARSILLAC TERRA
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A mandioca é uma importante fonte de nutrientes, e também de grande
importancia como matéria-prima agroindustrial, podendo ser utilizada para a
producado de etanol. Através do processo de hidrolise, acida ou enzimatica, o amido
€ convertido em acgucares. Os hidrolisados por enzimas sdo 0s mais importantes
amidos modificados comerciais, como dextrinas, maltoses, etc. Este trabalho
objetivou a utilizagdo da mandioca “in natura”, de descarte, para a determinacéo das
condicbes Otimas para a etapa de hidrélise, através da utilizacdo de enzimas
amiloliticas e pectinolitica. Foi desenvolvido um Delineamento Composto Central
Rotacional, 2%, com 4 repeticdes do ponto central e 8 ensaios com 0s pontos axiais,
onde foram utilizados como variaveis independentes dosagem de pectinase (0; 2,35;
4,7; 7,05 e 9,4ul/g de mat.seca), dosagem de amiloglicosidase (0,36; 0,52; 0,68;
0,84 e 1uL/g de amido), diluicdo da solugao mandioca/agua (1:1, 1:1,41, 1:2, 1:2,59
e 1:3) e tempo de hidrélise (4, 21, 38, 55 e 72 horas, apds adicdo da Ultima enzima),
sendo mantido constante a dosagem de a-amilase (0,8uL/g amido) para todos os
ensaios. As variaveis dependentes analisadas foram °Brix e Eficiéncia da hidrdlise.
O Brix esta diretamente relacionado com a quantidade de sélidos soluveis, logo o
maior valor encontrado foi de 19°Brix, no ensaio que utilizou a diluicdo
mandioca/agua 1:1, independente da variacao dos demais fatores. A condi¢do 6tima
de processo foi encontrada com a utilizagdo dos seguintes parametros: Dosagem de
amiloglicosidase de 0,84uL/g de amido; Dosagem de pectinase de 7,05uL/g de

mat.seca; Diluicdo da solucdo mandioca/agua de 1:1,41 e tempo de hidrélise (apos a



adicao da ultima enzima) de 21 horas, com uma eficiéncia de hidrélise de 100%. A
presenca da pectinase fez que houvesse um aumento de 20% na eficiéncia da

hidrolise, comparada com ensaios que néo a utilizaram.

Palavras chave: amido; sacarificagéo; pectinase; etanol.



ABSTRACT

Master Thesis
Graduate Program in Process Engineering
University Federal of Santa Maria

OPTIMIZATION OF THE PROCESS OF CASSAVA "IN NATURA"
HYDROLYSIS, WITH THE USE OF AMYLOLYTIC AND
PECTINOLYTIC ENZYMES.

AUTHOR: RENATA MONTEIRO COLLARES
ADVISER: LISIANE DE MARSILLAC TERRA

Cassava is an important source of nutrients, and also of great importance as
agro-industrial raw materials and can be used to produce ethanol. Through the
process of hydrolysis, acid or enzyme, starch is converted into sugars. The
hydrolyzed by enzymes are the most important commercial modified starches such
as dextrins, maltose, etc. This paper aims at the use of cassava "in natura" disposal,
to determine the optimal conditions for hydrolysis step, through the use of pectinolytic
and amylolytic enzymes. We developed a Central Composite Rotational Design, 2%,
with four repetitions of the center point and eight trials with the axial points, which
were used as independent variables pectinase dosage (0; 2,35; 4,7; 7,05 and 9,4
ML/g mat.seca) dose of amyloglucosidase (0,36; 0,52; 0,68; 0,84 and 1uL/g starch),
diluting the cassava/water (1:1; 1:1,41; 1:2; 1:2,59 and 1:3) and hydrolysis time (4,
21, 38, 55 and 72 hours after the addition of the last enzyme) being kept constant
dose of a-amylase (0.8mL/g starch) for all tests. The dependent variables analyzed
were °Brix and efficiency of hydrolysis. The Brix is directly related to the amount of
soluble solids, and therefore the greatest value found was 19°Brix, who used the test
dilution cassava/water 1:1, independent of changes in other factors. The optimum
process conditions was found using the following parameters: Dosage of
amyloglucosidase of 0,84mL/g starch; pectinase dosage of 7,05mL/g mat.seca;
Dilution of cassava solution/water 1:1,41, and hydrolysis time (after the last addition
of enzyme) for 21 hours, with an efficiency of 100% hydrolysis. The presence of
pectinase did there was a 20% increase in the efficiency of hydrolysis, compared with

trials that have not used it.



Key words: starch; hydrolysis; saccharification; pectinase; ethanol.
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1 INTRODUCAO

A mandioca apresenta uma série de vantagens em relacdo a outros cultivos:
facill propagacdo, elevada tolerancia a estiagens, rendimentos satisfatorios,
potencial de resisténcias ou tolerancia a pragas e doencas, além de elevado teor de
amido nas raizes, sem grandes perdas de massa seca (CEREDA e VILPOUX,
2003).

Os amidos podem ser hidrolisados por via quimica (acidos, calor e pressao),
ou via enziméatica. Os hidrolisados por enzimas sdo 0s mais importantes amidos
modificados comerciais. Incluem desde dextrinas até os acuUcares derivados de
amido, passando pelas ciclodextrinas. Esses hidrolisados sdo amplamente utilizados
em setores alimenticios (CEREDA e VILPOUX, 2003).

Muitos estudos estdo sendo desenvolvidos no sentido de se obter
combustiveis menos poluentes, a partir de matérias-primas renovaveis. Entre as
alternativas apresentadas atualmente esta o uso do hidrogénio e do biodiesel. No
entanto, essas tecnologias encontram-se em fase de desenvolvimento. Outra
alternativa, talvez a mais viavel até o momento, € o uso do etanol, que tem sua
tecnologia bastante desenvolvida, sendo o Brasil maior detentor da tecnologia de
producdo de etanol a partir da cana-de-acucar. Além da sacarose da cana-de-
acucar, outra fonte de carboidratos utilizada em alguns paises como Estados Unidos
e Franca na producédo de etanol € o amido (SILVA et. al., 2006; SILVA et. al., 2008;
LEONEL, 1998).

O amido é considerado uma das fontes mais abundantes de carboidratos na
natureza. No entanto, a levedura Saccharomyces cerevisiae, de uso consagrado na
producdo industrial de etanol, ndo é capaz de converter o amido diretamente a
etanol, sendo necesséarias usualmente duas etapas prévias para a conversdo do
amido em acucares fermentesciveis: liquefacdo ou dextrinizacdo com a enzima a-
amilase e sacarificagdo com a amiloglicosidase (SILVA et. al., 2006; SILVA et. al.,
2008).

Nestes experimentos foram utilizadas as enzimas a-amilase, amiloglicosidase
e pectinase. A concentragcdo da a-amilase foi fixada em 0,8uL/g de amido, para todo

0 estudo, pois segundo Apar et. al. (2004) a variacdo da concentracdo de a-amilase
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nao influencia significativamente no processo de hidrolise para obtencdo de
acucares fermentesciveis, e a concentracdo da amiloglicosidase e pectinase, que
age na quebra da fibra da raiz da mandioca e assim liberando o amido aprisionado
nas fibras (PINELO et. al., 2010), variaram conforme o estabelecido no planejamento
de experimentos, seguindo parametros recomendados pelo fornecedor e
encontrados na revisdo bibliografica. A utlizacdo de uma metodologia de
planejamento fatorial juntamente com a analise de superficie de resposta e uma
ferramenta que fornece informacdes seguras e assim sendo possivel otimizar um
processo (RODRIGUES e IEMMA., 2005).

A otimizacdo processo de hidrolise do amido pode contribuir para o
desenvolvimento do conceito de producdo de combustiveis por meio de energia

renovaveis e hidrolisados para industria alimenticia.

1.1 Objetivos gerais e especificos

Este trabalho teve como objetivo geral a investigagdo do melhor
aproveitamento de um processo de hidrolise enzimatica para a producdo de etanol,
em escala laboratorial, de amido proveniente de mandioca impropria para a venda in
natura. Além de contribuir para o desenvolvimento do conceito de producdo de
combustiveis por meio de energia renovaveis.

Objetivos especificos:

e Utilizacdo de mandioca “in natura”, de descarte para a obtencdo de acucares
fermentesciveis por via enzimatica.

e Obtencdo de modelos empiricos para Concentracdo de acucar redutor, Brix e
Eficiéncia da Hidrolise, utilizando como variaveis independentes a
concentragcdo das enzimas amiloglicosidase e pectinase, Relagao
sélido/liguido da solugdo mandioca/agua e tempo de hidrolise,
estatisticamente significativos.

e Estimar a quantidade de etanol combustivel gerado apartir da hidrolise

enzimatica da mandioca.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mandioca

2.1.1 Aspectos gerais da planta

A mandioca (Manihot esculenta) pertence a familia Euplhorbiaceae, uma das
maiores dentro das dicotiledoneas. Nesta familia, sdo encontrados 290 géneros e
aproximadamente 7.500 espécies distribuidas em todas as regifes tropicais e
subtropicais do globo, principalmente na América e Africa. Apresenta-se como um
arbusto de 2 a 3 metros de altura, de raiz tuberosa, com alto valor como alimento
guando cozida, dependendo da variedade, mas de alto valor téxico quando crua. As
raizes sao utilizadas na alimentacdo humana, na forma de farinha, fécula ou
polvilho, tapioca, ou, ainda, frita ou cozida (DALLAQUA e CORAL, 2002).

A mandioca é uma raiz com alto teor de amido cultivada na América Tropical
a mais de 5000 anos. Antes de 1600 os negociantes portugueses levaram a
mandioca até o continente africano e depois até a Africa oriental e Asia. A mandioca
€ originaria do Brasil, regido amazonica fronteirica com a Venezuela e se constitui
em alimento energético para mais de 400 milhdes de pessoas no mundo, sobretudo
em paises subdesenvolvidos, onde é cultivada por pequenos agricultores, em areas
reduzidas e com baixa produtividade (CEREDA e VILPOUX, 2003).

O Brasil destaca-se como o segundo maior produtor mundial de mandioca
com producdo inferior somente a da Nigéria. Segundo dados da Food and
Agriculture Organization — FAO (2009), em 2008 a produgéao brasileira totalizou 26,5
milhdes de toneladas, aproximadamente 11,9% do total produzido no mundo. A
mandioca € uma importante fonte de nutrientes para a populacdo mundial, porém,
também se constitui como importante matéria prima agroindustrial, podendo também
ser utilizada para a producéo de etanol (RIZATO et. aL., 2009).

A mandioca apresenta uma seérie de vantagens em relagdo a outros cultivos:

facil propagacdo, elevada tolerancia a longas estiagens, rendimentos satisfatorios
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mesmo em solos de baixa fertilidade, pouco exigente em insumos modernos,
potencial resisténcia a pragas e doencas. Apresenta elevado teor de amido nas
raizes e boas perspectivas de mecanizacdo do plantio a colheita, sem grandes
perdas na matéria seca. Além disso, permite consoércio com inumeras plantas
alimenticias e industriais (MARCON et. al., 2007).

O amido da mandioca é de alta expansédo, pois 0s seus granulos sofrem
grande inchamento quando aquecidos em &gua, porém as forcas associativas
internas tornam-se grageis com a agitacdo mecanica, fazendo com que o
viscoamilograma de Brabender apresente pico de viscosidade seguido de acentuada
queda durante o cozimento (MARCON et. al., 2007).

As caracteristicas dos granulos refletem as propriedades dos amidos. A pasta
de amido de tubérculos e raizes apresenta géis mais fracos e pouco consistentes,
porém sdo de alta viscosidade, transllcidos, longos, coesivos, fibrosos (FRANCO et.
al., 2001; FREITAS et. al.,, 2003) e de baixa tendéncia para retrogradar pelo seu
baixo contetdo de amilose (RAKSHIT, 2004).

A Tabela 1 apresenta as propriedades do amido de mandioca em
comparagcdo com alguns outros amidos. A Tabela 2 apresenta a composi¢cao

guimica por 100g de raiz de mandioca.

Tabela 1 — Propriedades do amido de mandioca em comparagao com alguns outros amidos.

Amido Viscosidade de Textura de Claridade de Grau de
pasta pasta pasta retrogradacéo
Mandioca Alta Longa Muito clara Baixo
Milho Média — Baixa Curta Opaca Alta
Trigo Baixa Curta Turva Alto
Batata Muito alta Longa Clara Baixo

Fonte: RAKSHIT (2004 MARCON et. al., 2007 ).

Alguns dados comparativos expressam as diferencas entre os amidos de
cereais, tubérculos e raizes. Por exemplo, o amido de mandioca € menos resistente

a degradacdo enzimética, apresenta temperatura mais baixa de gelatinizacédo ,
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poder de inchamento do grdo a 70°C de 30g/g, enquanto para o de amido de milho é

de 10 g/g, com indice de solubiliuzacdo também maior (FRANCO et. al., 2001).

O amido de mandioca é de alta expansdo, pois 0s seus granulos sofrem

grande inchamento quando aquecidos em agua, porém as forcas associativas

internas tornam-se frageis com a agitagdo mecéanica, apresentam um pico de

viscosidade seguido de acentuada queda durante o cozimento (MARCON et. al.,

2007).
Tabela 2 - Composi¢éo quimica por 100 g de raiz de mandioca.
COMPOSICAO PESO UMIDO PESO SECO

Calorias 135,00 335,00
Umidade (Q) 65,50 15,70
Proteinas (Q) 1,00 1,40
Lipidios (g) 0,20 0,50
Amido (g) 32,40 80,60
Fibra (g) 1,10 1,20
Cinzas (mg) 0,90 1,80
Calcio (mg) 26,00 96,00
Fosforo (mg) 32,00 81,00
Ferro (mg) 0,90 7,90
Saédio (mg) 2,00 -
Potassio (mg) 394,00 -
Vitamina B2(mg) 0,04 0,06
Vitamina C (mg) 34,00 0,00
Niacina (mg) 0,60 0,80
Glicosideos cianogénicos (%) - 1,60

Fonte: PANDEY et al. (2000 apud MARCON et. al. 2007).

A consisténcia das pastas de maido de mandioca aumenta muito pouco como

resfriamento, o que indica um baixo potencial de formacdo de gel, ao contrario do

gue ocorre com cereais e leguminosas (RICKARD et. al., 1991).
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Tendo em vista a pesquisa de Franco et. al. (2001), pode-se afirmar que as
moléculas mais longas de amilose do amido de mandioca apresentam menor
tendéncia a retrogradacdo e uma forca de ligacdo mais elevada se comparadas as
amiloses de baixo grau de polimerizacdo como sao as do milho e as do trigo.

Sriroth et al. (1999 apud MARCON et. al. 2007) e Chatakanonda et al. (2003)
mostraram que alguns fatores influem para a qualidade do amido de mandioca. A
guantidade de chuva antes da colheita influencia a temperatura da pasta, a qual
aumenta na estagdo seca e diminui na estagdo chuvosa. Também a idade da
colheita influencia, pois as raizes de mandioca estdo maduras ap6s 12 meses e,
geralmente, sdo colhidas com 14 a 16 meses. Essa demora resulta no aumento do
conteudo de amido, diminuicdo do conteudo de agua e aumento do teor de fibras, o
gue dificulta a extracdo do amido. Nos amidos de granulos mais velhos, ha

diminuicdo do teor de amilose na distribuicdo do tamanho do granulo.

2.1.2 Utilizagado da mandioca no Brasil.

O cultivo da mandioca esta associado ao Brasil desde o seu descobrimento.
Planta-se mandioca em todas as unidades da federacao, e o produto tem destacada
importancia na alimentacdo humana e animal, além de ser utilizado como matéria-
prima de inimeros produtos industriais.

Segundo o IBGE (2010), uma area colhida em 2011 de 1,9 milhdo de
hectares, que é 5,1% maior que a area colhida em 2010. A producdo nacional de
mandioca para 2011 é estimada em 27,1 milhdes de toneladas, variacdo positiva de
9,2% em relagdo a safra de 2010, ndo havendo diferenciagdo entre o destino da
producdo de raizes, na coleta de dados, sendo ela para a industria ou para o
consumo doméstico (mandioca de mesa).

Tradicionalmente, as variedades de mandioca apresentam duas
denominacbes: de mesa, para 0 consumo humano e industrial, para o
processamento em farinha, fécula ou mesmo alimentacdo animal. A mandioca de
uso culinério recebe diferentes denominacdes nas diversas regibes do Brasil, tais
como aipim, macaxeira ou mandioca de mesa. Além disso, uma grande variedade

de produtos pode ser obtida a partir da mandioca, como a farinha de mesa, fécula ou
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polvilho doce, beiju, carimd ou massa puba, tucupi, tacacid e também a folha de
mandioca € consumida em um prato tipicamente da Amaz6nia chamado manicoba
(MATTOS et. al., 2002).

Atualmente, novos produtos tém sido desenvolvidos com o objetivo de
agregar valor a esta cultura como a mandioca minimamente processada, embalada
a vacuo, pré-cozida congelada, fritas, chips e snacks (CEREDA e VILPOUX, 2003).

A producao anual de fécula de mandioca no ano de 2006 foi de 574,8 mil
toneladas, volume 5,1% maior que o de 2005. Apesar disso, em 2006 o valor médio
da producédo de fécula no Brasil ficou 7% menor que o observado em 2005 (R$
401,6 milhdes), totalizando R$ 373,5 milhdes. Em 2006, o principal setor comprador
foi o de papel e papeldao, adquirindo mais de 26% da producédo total. O segundo
principal setor comprador foi o de frigorificos (19,5%), seguido por atacadistas
(16,8%), massas, biscoitos e panificagdo (14,5%), industrias quimicas (6,6%), setor
téxtil (4,9%) e varejista (4,8%). A compra de fécula por outras fecularias (transacao
dentro do setor) representou 3,1%. Em 2006, os precos chegaram a ser inferiores
aos custos de producdo, diminuindo a rentabilidade do produtor e reduzindo o
interesse pelo plantio de novas areas (CEPEA/ESALQ, 2006 apud SANTANA,
2007).

Pela alta pureza e baixo custo, o amido de mandioca é muito utilizado pela
indastria para a producéo de farinha e fécula (CHATAKANONDA et. al., 2003).

As empresas especializadas na producdo de amido de mandioca estédo
distribuidas principalmente nos estados de Mato Grosso, Parana, Santa Catarina e
Sdo Paulo. Suas escalas variam de pequeno a médio porte até agroinddstrias
(CEREDA, 2001).

A Associagdo Brasileira de Produtores de Amido de Mandioca (ABAM)
elaborou a arvore do amido, incluindo o amido de mandioca, com a finalidade de
ilustrar o potencial tecnolégico dessa importante matéria-prima (MARCON et. al.,
2007).
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2.1.3 Mandioca como matéria-prima para a producao de hidrolisados

7

O Brasil € um dos principais produtores mundiais de mandioca, com
transformacéo industrial da raiz em farinha e fécula. Nos paises Europeus e nos
Estados Unidos, mais de 50% da producdo de amido é destinada a producéo de
hidrolisados tais como glicose, maltose, dextrinas e maltodextrinas. No Brasil, a Corn
Products e a Cargill, duas multinacionais americanas, sdo as maiores produtoras de
hidrolisados e, como as demais empresas mundiais do setor, utilizam apenas amido
de milho como matéria-prima. A Tailandia, india e China produzem xaropes de
glicose a partir de fécula de mandioca em escala industrial, demonstrando a
viabilidade do processo com esta matéria-prima (CEREDA e VILPOUX, 2003).

Uma vantagem competitiva no caso da mandioca é de que os hidrolisados
podem ser elaborados através de um processo mais simples e com menor
investimento, devido a caracteristicas particulares das féculas, tais como menor
temperatura de gelificacdo e menores teores de proteinas e lipideos. A obtencéo de
xaropes por via enzimatica requer o controle de uma ou mais reac¢des enzimaticas e
a integracao industrial da etapa enzimatica com o restante do processo. Como séo
disponiveis no comércio muitas enzimas comerciais, a selecdo de enzimas
especificas, a escolha do substrato e as determinacdes das condicfes operacionais
séo primordiais (CEREDA e VILPOUX, 2003).

O processo enzimético permite a fabricacdo de uma ampla gama de
hidrolisados com a mesma linha de equipamentos, enquanto que por via acida é
possivel apenas a producdo de glicose e dextrina, Entretanto, a producéo de cada
tipo de hidrolisado requer ajustes de parametros e condicdes experimentais
especificas (CEREDA e VILPOUX, 2003).

A mandioca ja foi utilizada como matéria prima para a produgdo de alcool
etilico em periodos de grande dificuldade energética. Ha relatos bibliograficos de
gue essa matéria-prima foi usada no periodo de 1932 a 1945, que corresponde ao
colapso da economia mundial da década de 30 e a segunda guerra mundial e na
década de 70, com o advento do Proalcool. Observou-se que, uma vez cessadas as
dificulades do momento, abandonava-se a mandioca como matéria prima para a
producdo de alcool, prevalencendo a utilizacdo da cana-de-acucar (VENTURINI
FILHO E MENDES, 2003).
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Segundo Venturini Filho e Mendes (2003), a produtividade de etanol para a
mandioca é de 4,88 m*/ha.ano. Isto daria uma producado de 376 litros de alcool por
tonelada de mandioca, enquanto a cana-de-acgucar produz entre 90 e 100 litros por
tonelada. Vérios produtos da mandioca, como a fécula, farinha, raspas, bem como a
propria raiz podem ser usados na producgdo de alcool, com rendimentos de 607,47;

515,2; 508,83; e 240,59 litros por toneladas, respectivamente.

2.2 Amido

O amido é o maior polissacarideo de reserva das plantas e o segundo mais
abundante depois da celulose. O material puro pode ser obtido por processos
simples a partir de partes de plantas como sementes, caules e raizes (SANTANA,
2007).

O amido, polissacarideo que consiste de residuos de a-D-glicose apenas e
como tal, pode ser considerado uma homoglucana (ou homopolissacarideo).
Entretanto, estruturas hierarquicamente complexas devem ser consideradas no
granulo de amido (SANTANA, 2007).

A férmula geral do amido é (CsH100s)n. As unidades de glicose estdo ligadas
entre si pelos carbonos C1-C4 e C1-C6, através de oxigénio, formando ligacdes
glicosidicas a (1-4) e a(1-6) (SURMELY et. al., 2003).

A Figura 1 mostra o esquema das ligacdes glicosidicas presentes nas cadeias
de amido.

O amido, que se apresenta na forma de discretos granulos com forma e
tamanho dependente da sua fonte botanica, € composto basicamente por dois tipos
de macromoléculas: amilose e amilopectina. O amido deve muito de sua
funcionalidade a estas duas macromoléculas, assim como a organizacao fisica das
mesmas dentro da estrutura granular (BILIARDERIS, 1991).
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Figura 1 — Esquema das ligac@es glicosidicas presentes em cadeias de amido.

Além destes dois polimeros principais, alguns estudos tém mostrado a
existéncia de um terceiro componente denominado material intermediario
(TAPARELLI, 2005).

A quantidade e estrutura deste material diferem de acordo com o tipo e grau
de maturacdo do granulo de amido. Segundo Biliarderis (1991) o material
intermediério consiste de cadeias lineares com grau de polimerizagédo (DP) variando
de 50 a 200 e moléculas levemente ramificadas de baixo peso molecular (<10°) e
com comprimento de cadeia maior que o comprimento da amillopectina normal.

A diversidade de caracteristicas possiveis entre granulos de amido, inclusive
nos mesmos cultivares de uma mesma matéria prima amilacea, justificam o extremo
rigor no delineamento estatistico, com vista a divulgacéo de resultados confiaveis.

Recursos analiticos avancados vém colaborando para a caracterizacao de
amidos, tais como a ressonancia mangnética nuclear (RMN), a calorimetria
diferencial de varredura (DSC), raios X e infravermelho (MARCON et. al., 2007).
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2.2.1 Amilose

A amilose € uma molécula essencialmente linear formada por unidades de D-
glicose ligadas em a (1-4) com um pequeno namero de ramificacées. Seu grau de
polimerizacdo (GP ou DP em inglés) é controverso e parece ser dependente do
vegetal de origem e do estagio de crescimento (TAPARELLI, 2005).

A mandioca possui teores de amilose proximos a 17% (MARCON et. al.,
2007)

Buléon et. al. (1998) destacaram que existem nos granulos de amido
moléculas de amilose estritamente lineares e outras que apresentam ramificacoes.
Os autores comentam que estudos tém demonstrado um comportamento similar
entre amiloses quando em solucdo. Independentemente de serem lineares ou nao,
tém a mesma reacdo com iodo, diferenciando-se da amilopectina.

A Figura 2 mostra a estrutura linear da amilose do amido, ja a Figura 3 mostra

o0 arranjo espacial da amilose.

| _r@ CAJDQﬂ
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Figura 2 — Estrutura da amilose.

O peso molecular desse polimero € variavel com a fonte e as condi¢bes de
processamento empregadas na extragcdo do amido, podendo conter de 200 a 2000
unidades de glicose. Em uma das extremidades da cadeia polimérica a unidade
terminal de glicose apresenta uma hidroxila primaria e duas secundarias, assim
como um grupamento aldeido redutor da molécula. A extremidade oposta ou final
ndo-redutor apresenta uma unidade de glicose contendo uma hidroxila priméria a
trés secundarias, sendo que as outras unidades de glicose do polimero apresentam

uma hidroxila primaria e duas secundarias (TAPARELLI, 2005).
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Figura 3. Representacédo esquematica da amilose, arranjo espacial (TAPARELLI, 2005)

A amilose é determinada por diversas metodologias, porém nenhuma €
totalmente aceita como ideal. Ha varia¢cdes nos dados da literatura o que comprova
a falta de uma técnica completamente confiavel para sua quantificacao.

2.2.2 Amilopectina

A amilopectina € uma molécula altamente ramificada formada por unidades
de D-glicose ligadas em a(1-4) e com 5 a 6% de ligagbes a(1-6) nos pontos de
ramificagdo. A grande maioria dos amidos contém 20-30% de amilose e 70-80% de
amilopectina e essa razdo varia com a fonte botanica (TAPARELLI, 2005). E
composta por centenas de cadeias curtas de (1-4)-a-DF-glucanas que séo
interligadas pelas ligacdes (1-6).

O amido da mandioca possui teores de 17% de amilose e 83% de
amilopectina (MARCON et. al., 2007).
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A Figura 4 mostra a estrutura quimica da amilopectina e a Figura 5 mostra a

representacdo esquematica da amilopectina, arranjo espacial.
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Figura 4 — Estrutura quimica da amilopectina.

A amilopectina apresenta um grau de polimerizacdo de cerca de 10* — 10°,

peso molecular da ordem de 950-500x10° e o comprimento das ramificacdes é
variavel mas é comum apresentarem entre 20 e 30 unidades de glicose. Em
presenca de iodo a amilopectina da coloracao avermelhada e é estavel em solucdes
aguosas diluidas (BILIARDERIS, 1991).

A estrutura fina da amilopectina tem sido assunto de pesquisas durante os
altimos anos. Varios modelos estruturais tém sido propostos para explicar o modo
das cadeias unitarias arranjarem-se para proporcionar estrutura altamente
ramificada (TAPARELLI, 2005).
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Figura 5 — Representacdo esquematica da amilopectina, arranjo espacial (TAPARELLI, 2005).

O granulo de amido € birrefringente e, sob luz polarizada, apresenta uma
tipica cruz de malta, que pode ser céntrica ou excéntrica. No entanto, birrefringéncia
e geometria cristalina ndo estdo necessariamente relacionadas. Assim, a
birrefringéncia implica apenas que existe um alto grau de orgazinacdo molecular no
granulo, sem que isso se refira a qualquer forma cristalina (TAPARELLI, 2005).

A Tabela 3 mostra a comparagdo entre as propriedades de amilose e
amilopectina.

A maior viscosidade da amilose, em relacédo a amilopectina, é devido a forma
de bastdo da mesma, em comparagao com a forma “globular” da amilopectina, o que
interfere na reologia do sistema (TAPARELLI, 2005).

De maneira classica, essas moléculas podem ser caracterizadas pelo grau de
polimerizacéo (DP), ramificadas ou ndo, o que afeta a capacidade de ligacdo com
iodo e a susceptibilidade a enzimas assim como a viscosidade intrinsica
(TAPARELLI, 2005).
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Tabela 3 — Comparacéo entre as propriedades de amilose e amilopectina.

Amilose Amilopectina
Estrutura geral Essencialmente Linear Ramificado
Reagdo com lodo Azul Intenso Vermelho violeta
Afinidade por lodo 19 — 20% 1%
Peso molecular 10° - 10° 10" - 108
Extensdo da Cadeia 2.000 ou mais 19-20

(nimeros médio de

unidade de glicose por

grupos redutores)

Extensdo da Cadeia - 12 -17
Externa (nUmero de

glicose meédio)

Extensao da Cadeia - 5-8

Intena (nUmero de glicose

medio)
Analise de Raio X Cristalino Amorfo
Solubilidade em agua Variavel Soluvel
Estabilidade em solucéo Retrograda Estavel
aquosa
Viscosidade intrinseca 1,8-2,2 1,8-2,0

Fonte: CIACCO E CRUZ, 1982; WHISTLER et. al., 1984 apud TAPARELLI, 2005)

2.2.3 Fendmeno da Gelatinizacdo

O compostamento térmico dos amidos envolve gelatinizacdo, solubilizacéo,
transicdo vitrea, cristalizacdo, mudanca de estrutura cristalina, expansao de volume,
degradacado molecular e movimento de agua (MARCON et. al., 2007).

O aquecimento de uma suspensdo aquosa de amido provoca a quebra de
pontes de hidrogénio, que mantém o arranjo molecular dentro do granulo. Os grupos
hidroxilas das unidades de glicose, que participavam das &reas cristalinas, séo
hidratados provocando o inchamento do granulo (TAPARELLI, 2005).
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A viscosidade da pasta estd relacionada com as caracteristicas estruturais
dos amidos e, por tanto, a fatores como fonte de origem, teor de amilose, tamanho e
comprimento de cadeias ramificadas de amilopectinas, teores de mono éster fosfato,
fosfolipidios e lipidios, proteinas, fibras, estruturas cristalinas, tamanho de gtranulos,
arquiteturta granular, presencga de céations metalicos, incorporacdo de emulsificantes
e, também, adicdo de acidos, bases e acdo de enzimas (GUNARATINE e HOOVER,
2002).

A Tabela 4 descreve a faixa de temperatura de gelatinizacdo de alguns
amidos. Devido as caracteristicas individuais, nem todos os granulos comecam a
inchar na mesma faixa de temperatura. Este processo geralmente ocorre em uma
faixa de temperatura de 10°C (TAPARELLI, 2005).

Tabela 4 - Faixa de temperatura de gelatinizacdo de alguns amidos.

_ _ Faixa de Temperatura de Gelatinizacao
Origem do Amido

(°C)
Batata (tubérculo) 56 — 66
Mandioca (raiz) 58 - 70
Milho (cereal) 62—-72
Trigo (cereal) 52 - 63
Arroz (cereal) 61-77

Fonte: CIACCO E CRUZ (1982 apud TAPARELLI, 2005).

Fécula de batata, que é facilmente gelatinizada com uma temperatura de
gelatinizacéo a baixo de 60°C, sendo menos suscetivel a hidrélise com glicoamilase
gue o amido de tapioca que € prontamente gelatinizado a uma temperatura de
gelatinizacdo de 60°C, sendo bem mais suscetiveis a hidrélise com glicoamilase do
gue foi fécula de batata (KIMURA et. al., 1995).

Amido de milho, que é muito mais dificil de gelatinizar com temperatura de
gelatinizacdo de 70°C, havia sobre o mesmo grau de susceptibilidade a hidrolise
glicoamilase assim como amido de tapioca, que é relativamente facil de gelatinizar
(KIMURA et. al., 1995).
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2.3 Fibras

As fibras sdo constituintes normais da parede das células vegetais. S&o
polissacarideos comumente referidos como substadncias nao digeridas pelo
organismo e neste grupo estdo as celuloses, hemiceluloses, lignina, pectina,
substancias algaceas, gomas e mucilagens (LEONEL, 1998).

Dependendo da solubilidade de seus constituintes em agua, as fibras podem
ser agrupadas em sollveis e insolaveis. Sdo consideradas fibras solUveis: pectina,
gomas e certas hemiceluloses e, pertencendo ao grupo das fibras insoluveis:
celulose, lignina e outras hemiceluloses (LEONEL, 1998). A hemicelulose é um
polimero de glicose, xilose, galactose, manose, arabinose, etc. As unidades de
monossacaarideos se encontram em ligagdes glicosidicas a-1,3, a- 1,4 e a- 1,6. As
substancias pécticas sdo heteropolissacarideos ramificados com alto peso molecular
de 30.000 a 300.00, que consistem de uma cadeia principal de acido D-
galacturénico com ligagado glicosidica a- 1,4, intercalados por residuos de L-
raminose com ligagdo a- 1,2 parcialmente esterificados com metanol. (LEONEL,
1998)

Os polissacarideos pécticos sdo designados como pectina, acido péctico e
protopectina. O termo protopectina tem sido empregado para substancias pécticas
insollveis em agua, que sob hidrélise produzem acidos pécticos. O acido péctico (ou
acido poligaracturénico) € um polimero de alto peso molecular constituido de
unidades de acido galacturdnico e resulta da remocdo dos grupos metilicos da
molécula de pectina (FARAGO & MAHMOUD, 1983 apud LEONEL, 1998). Na
presenca de agua as pectinas dao solu¢des altamente viscosas mesmo em baixas
concentracdes, e junto com a sacarose e acido em propor¢des adequadas formam
geis muito estaveis (BOBBIO & BOBBIO, 1989 apud LEONEL, 1998).

2.4 Enzimas

As enzimas sdo macromoléculas da categoria das proteinas globulares.

Algumas s&o holoproteinas, constiuidas somente de uma cadeia de aminoacidos
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enguanto outras sdo heteroproteinas, contendo uma parte ndo protéica. Essa parte

nao protéica € o co-fator, que pode ser inorganico como um metal ou organico como

uma coenzima. As enzimas apresentam dupla especifidade (LEHNINGER, 1985
apud CEREDA e VILPOUX, 2003):

Especifidade reacional: uma enzima sO pode catalisar um tipo de reacgdo,

como, por exemplo, a hidrdlise das ligagdes a-1,4 glicosidicas do amido.

Especificidade do substrato: algumas enzimas tém especificidade restrita a
um substrato e ndo podem atacar moléculas diferentes, mesmo com estrutura
semelhante. Entretanto, outras possuem especificidade mais ampla e atuam

sobre varios substratos.

Segundo Cuvelier (1993 apud CEREDA e VILPOUX, 2003), a origem das

enzimas pode ser:

Vegetal: as enzimas desta origem usadas pela bio-indastria podem ser
proteases, como papaina do mamao, a bromelina do abacaxi e a ficina do
figo. Um complexo amololiticomuito usado na inddstria cervejeira € o malte de

cereais.

Animal: somente uma categoria de enzimas apresenta atualmente interesse

industrial, sdo as pepsinas bovinas e do porco.

Microbiana: o processo fermentativo € a fonte quase que exclusiva de
obtencdo de enzimas comerciais. As vantagens desta fonte sdo numerosas,
como uma independéncia geografia e de estacdo, a utilizacdo de um
substrato barato, rendimentos de produc¢do aumentados por selecéo de cepas
microbianas e uma producdo de enzimas com propriedades e especificidades

diversas.



31

2.4.1 Propriedades das enzimas

Mouranche (1985 apud CEREDA e VILPOUX, 2003) citou algumas condicdes

para que as enzimas possam ser empregadas com o maximo de desempenho:

Especificidade: para cada fase da reacéo, ha necessidade de apenas um tipo

de enzima;

Otimizacdo do pH: todas as enzimas sdo sensiveis as variacbes da
concentracao hidrogénica (H*) do meio. Existe um pH para qual a atividade
enzimatica é maxima, que pode ser basico ou acido em fungdo da enzima. O
pH 6timo de uma enzima n&o é obrigatoriamente igual ao pH do seu meio

natural;

Otimizacéo da temperatura: como o pH, as enzimas tém uma temperatura ou
faixa de temperatura na qual sua atividade € maxima. Em geral, € preferivel
usar enzimas que suportam alta temperatura para permitir aumento da
cinéticada reacdo e proteger o meio contra eventuais contaminacdes

microbianas;

Unidade da atividade enzimatica: a unidade internacional de atividade
enzimatica, o katal (kat), foi definido como a quantidade de enzima que
transforma um Mol de substrato por segundo, sob condi¢cdes experimentais
padrbes. Para uma unidade menor usa-se a quantidade de enzima que
transforma um pMol de substrato por minuto. Apesar desta normatizacao
internacional, cada fabricante de enzima define as préprias unidades em

condi¢cdes experimentais particulares.
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2.4.2 Enzimas amiloliticas

As enzimas amiloliticas pertencem a categoria das enzimas que catalisam as
reacOes de hidrolises (hidrolases) e, mais particularmente, a categoria das enzimas
gue catalisam as reacdes do amido (Mercier, 1985 apud CEREDA e VILPOUX,
2003). Elas podem ser classificadas pelo mecanismo de acdo ou pela agcdo em si
(ROBYT, 1984 e FORGARTY, 1983 apud CEREDA e VILPOUX, 2003).

Classificacao das enzimas amiloliticas de acordo com 0 mecanismo de acao:

e Endo enzimas: a-amilase, CGTase e pululanase, que cortam ao acaso as

ligacdes glicidicas no interior da molécula;

e Exo enzimas: B-amilase, amiloglicosidase, que hidrolisam a molécula a partir

de uma extremidade ndo redutora.

Classificacdo das enzimas amiloliticas de acordo com a acgao:

a-amilase: O alfa-amilase pode hidrolisar o amido em glicose maltose,
maltotriose e pela clivagem das ligacdes 1,4-a-D-glicosidicas entre unidades de
glicose adjacentes na cadeia de amilose linear. Esta enzima pode ser obtido a partir
de varios fungos, leveduras, bactérias e Actinomyces. No entanto, fontes fangicas e
bacterianas tém as principais aplicacdes na industria de alimentos. Microorganismos
Alkalophilic, em espécies de Bacillus licheniformis particular, como Bacillus, tém
atraido muito interesse nas Ultimas décadas devido a sua capacidade de produzir
enzimas extracelulares que sdo estaveis a pH elevado (DELGADO et. al., 2009).

O fato da a-amilase quebrar as ligacdes 1,4-a-D-glicosidicas, torna a pasta
gelatinizada menos consistente e fornece maior numero de terminais de cadeias
para a acao das enzimas sacarificantes. Esta enzima nao rompe as ligagdes a(1-6),
portanto, todos os pontos de ramificacdo ficaram intactos apos o tratamento com a
a-amilase. Por esta razdo, esta enzima € comumente denominada de enzima
liquidificante (SANTANA, 2007).
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Segundo Menezes (1982 apud CEREDA e VILPOUX, 2003), outra enzima
atua no amido a a-glicosidase, que ataca as ligacbes a (1-4), das moléculas de
maltose e, em menor grau, as dextrinas, formando glicose.

e Glucoamilase ou amilo-1,6-glicosidase: é uma enzima liquidificante e
sacarificante, que hidrolisa completamente o amido em glicose a partir de
uma extremidade n&o redutora. E a Unica capaz de hidrolisar a0 mesmo
tempo as ligagdes a(1-4) e a(1-6). O resultado da conversédo enzimatica do
amido por glucoamilase é a transformacdo total em unidades de glicose.
Glucoamilases sao produzidos por um grupo diversificado de microrganismos,
incluindo bactérias, leveduras e moudls, no entanto as enzimas usadas
comercialmente séo produzidas por espécies de Aspergillus e Rhizopus

(DELGADOQO et. al., 2009).

Algumas espécies de fungos produzem enzimas amiloliticas em grande
guantidade e séo utilizados pela industria. Entre 0s mais comuns estdo as espécies
Apergillus orizae, Aspergillus niger, Aspergillus flavus e alguns géneros Mucor,
Amolimyces e Rhizopus. Podem ser utilizadas também algumas espécies de
bactérias como Bacillus subtilis, Bacillus mesentericus e Clostridium sp. (FRANCO
et. al., 2001).

As enzimas amiloliticas foram capazes de hidrolisar amido granular em uma
temperatura de gelatinizacdo-sub (35°C) com um valor alto de Dextrose Equivalente.
O grau de hidrdlise de amido foi melhorada pelo pré-tratamento do amido com o
calor suave abaixo de sua temperatura de gelatinizacdo, antes de ser submetidas a
hidrélise enzimética. Em um estado granular, amido encontrado na tapioca pode ser
mais suscetiveis ao ataque de enzimas comparado com fécula de batata doce com
ou sem tratamento térmico (SHARIFFA, et. al., 2009).

A Tabela 5 caracteriza os diferentes tipos de amilases sobre o amido.
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Tabela 5 — Caracteristicas dos diferentes tipos de amilases sobre o amido.

Caracteristicas a-amilase Glucoamilase
Especificidade Ligagdoa—-1,4 Ligaggoa—-14¢e
a-1,6
Mecanismo Endoamilase Exoamilase
Principal produto Dextrinas Glicose
da hidrdlise
Diminuicéo da Réapida Lenta

consistancia

Perda da cor do Lento Lenta
iodo

Aumento do poder Lenta Rapido
redutor

Producao de Lenta Réapida
glicose

Producao de Lenta N&o
maltose

Producéo de Rapida Lenta
dextrinas

Fonte: TAPARELLI, 2005.

2.4.3. Enzimas pectinoliticas

As enzimas peécticas sao classificadas em dois grupos principais, as
pectinesterases e as polimerases.

As pectinesterases séo classificadas como hidrolases de ésteres carboxilicos
e convertem a pectina em acido péctico e metanol por hidrélise dos ésteres
metilicos. As despolimerases sao classificadas conforme o tipo de substrato
(pectina, acido péctico ou oligo D- galacturonatus) e o padrdo de clivagem das
ligacBes glicosidicas, que podem ser do tipo endo ou exo. A acdo das liases sobre a
pectina ou pectato origina acido galacturdnico insaturado ou seus oligdmeros
(LEONEL, 1998).
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O uso de enzimas complementares no processo de hidrélise do farelo de
mandioca advém como uma alternativa para aumentar o rendimento do processo.
Vem sendo estudado o uso de pectinases como auxiliares na liquefagcdo da pasta,
ou seja, diminuicdo da viscosidade favorecendo a agéo das amilases. (LEONEL e
CEREDA, 1998)

O ataque da pectinase pode resultar em dois eventos diferentes. A enzima
catalisa a degradacdo de moléculas pécticas em fracbes menores, as quais em
suspensao contribuem para um aumento de turbidez imediato. Ou entdo, a enzima
pode atuar encapsulando particulas protéicas de pectina em suspensdao, resultando
em uma aglomeracdo que pode levar ao aumento da turbidez transitoria. (PINELO
et. al., 2010)

A acdo combinatéria das enzimas pectinase e celulase séo frequentemente
encontradas como tema de pesquisas visto que apresentam a mesma funcgéo. Cinar
(2004) em estudo sobre os efeitos das concentracdes destas enzimas sobre o
rendimento da extracdo de pigmentos carotendides observa que estas rompem a
parede celular da casca de laranja, batata doce e cenoura e libera os carotenoides
nos cloroplastos e em fluidos celulares.

A mandioca contém uma proporcédo significante de granulos de amido e de
fibras. O alto contetdo de fibras dificulta a extracdo do amido, mantendo os granulos
juntos e presos em uma rede fibrosa, que pode ser rompida por métodos
enzimaticos. Uma mistura de pectinases e celulases quebram a integridade
estrutural da matriz responsavel pelo aprisionamento dos granulos, expondo e
liberando o amido. (UNEJO E PASTORE, 2007)

Segundo estudos de Leonel e Cereda (1998) o uso da pectinase como
enzima complementar no processo de hidrdlise do amido proporciona um aumento
no rendimento demonstrando uma eficiéncia 30% superior que a obtida nos
tratamentos sem esta enzima. A celulase como enzima complementar ndo mostrou

efeito significativo no rendimento da hidrolise.
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2.5 Hidrélise do amido

No processo de hidrélise ou sacarificacdo de matérias-primas amilaceas
ocorre a transformac¢do do amido em acgucar, o que pode se dar através de processo
continuo ou descontinuo, com hidrolise acida ou enzimética. A hidrolise acida
apresenta a vantagem de ser mais rapida, porém tem como desvantagens evidentes
0os problemas de corrosdo de equipamentos e necessidade de neutralizagcéo
(SURMELY et. al., 2003).

Na hidrolise enzimatica, enzimas de origem vegetal ou microbiana podem ser
usadas. Destaca-se o malte, o farelo enzimético (cultivo de microrganismos
amiloliticos, como o fungo da espécie Aspergillus oryzae, cujo crescimento se da em
farelo de milho, trigo, arroz ou cevada, previamente gelatinizados) e enzimas
comerciais obtidas de microrganismos (VENTURINI FILHO e MENDES, 2003).

A hidrélise enzimatica em relagcdo as demais é da maior relevancia, porque &
capaz de desenvolver nas condigcbes brandas de temperatura e de concentracao
ibnica existentes e necessarias aos processos celulares. Para que possa haver o
aproveitamento do amido como fonte energética, dado o seu teor em glicose, usam-
se microrganismos que: a) ou sao capazes de hidrolisar o amido que é disponivel,
porque o “aparelho” enzimatico é capaz de hidrolisar o polissacaridio; b) ou s&o
capazes de fermentar, isto €, transformar em outros produtos, o amido hidrolisado
disponivel. Sdo muitos 0s microrganismos capazes da primeira ou da segunda
alternativa; mas sao muito menos difunfidos os capazes tanto de hidrolisar, como de
fermentar.

Vérios trabalhos encontrados durante a revisdo bibliografica trataram de
diferentes varidveis de forma isolada, ou com poucas variacdes como pode ser
observado em Leonel e Cereda (1998) que estudaram o farelo de mandioca, um
subproduto da extracdo da fécula, como matéria prima para a obtencéo de alcool,
utilizando pectinase como enzima complementar as enzimas amiloliticas, concluindo
gue 86,31% do amido e 70,46% da matéria seca inicial foram hidrolisados neste
processo, constatando, também, reducdo de 23,04% do conteudo de fibras
presentes no farelo inicial. Estes mesmos autores em outro estudo (LEONEL e
CEREDA, 2000) obtiverem cerca de 90% de hidrolise do amido inicial contido no

farelo de mandioca, utilizando enzimas comerciais.
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O estudo de Ferreira et. al. (2006), mostrou os efeitos da temperatura e
concentracdo de amido, mantendo fixa a quantidade de enzima e utilizando amilases
de malte de milho, concluindo que o processo de hidrolise do amido de mandioca
pelas amilases do malte de milho durou entre 20 a 30 horas e seu melhor
rendimento foi alcancado a 65 °C para quaisquer concentragcfes de amido
empregado neste trabalho, na qual conseguiu atingir valores de rendimento acima
dos 30%. O trabalho apresentou condicdes 6timas para produzir um xarope
fermentavel a partir do amido de mandioca, como alternativa a substituicdo da cana-
de-acUcar, e a sua viabilidade de emprego na producéo de alcool.

No trabalho de Rodrigues et. al. (2009), onde foi utilizado radiacdo de
microondas para o pré- tratamento alcali da fibra de caju seguido de hidrdlise
enzimética de material lignocelulésico mostrando o aumento da concentracdo de
glicose, variando o tempo de hidrdlise de 0 a 72 horas. Os autores concluiram que o
tempo de pré tratamento e poténcia do microondas néo influenciaram de forma
significativa na hidrolise enzimatica para a formacéao de glicose.

Em seu estudo Cunha et. al. (2009), variaram as concetra¢cbes de bagaco,
temperatura e tempo de reagdo, onde avaliaram a hidrélise enzimatica do bagaco de
mandioca por glucoamilase obtida por fermentagdo em estado sélido, as
concentracfes de bagaco utilizadas foram de 5, 10, 15 e 20% m/m, temperatura da
hidrélise variando de 20 a 80°C e o tempo de reag¢do nos valores 10, 30, 60 e 80
minutos, tendo os melhores resultados de hidrélise foram nas solu¢des contendo
15% m/m de bagaco de mandioca a 60°C por 80 minutos.

A utilizacdo da alfa-amilase com dosagem variada foi amplamente estudada
por Apar et. al. (2004), que mostraram que a variacdo da quantidade de a-amilase
nao interfere significamente no processo de hidrolise do amido, o que serviu de base
para a utlizacdo da alfa-amilase de forma fixa no presente trabalho.

A partir dos trabalhos avaliados, observou-se uma grande variedade nas
condicbes empregadas no processo de hidrolise, onde foi possivel observar que a
selecdo de enzimas especificas, a escolha do substrato e as determinacfes das
condi¢cdes operacionais sdo primordiais para maiores rendimentos.

Para a obtencédo de hidrolisado e uma posterior fermentacdo para a obtencéo
de etanol é possivel encontrar diversas patentes que tratam deste assunto, dentre

elas encontram-se as seguintes patentes:
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- Patente n° 4,376,163, United States Patent
Processo para a producao de etanol por fermentacdo continua de matérias-primas
contendo polissacarideo.

Esta invencdo se refere a um processo para a producdo de etanol por
fermentacdo continua matérias-primas contendo polissacarideo. A fermentacdo €
realizada em um ou varios fermentadores, e uma corrente de licor de fermentacao é
separado em um fluxo concentrado de levedura e um fluxo de levedura-livre, e um
fluxo corrente para concentrar a levedura € recirculada para o fementador, pelo
menos parte do fluxo de levedura-livre esta sendo alimentada a uma unidade de
evaporador simples, correspondnendo a uma ou algumas etapas de destilacéo,
onde é separado, em parte, em um fluxo de vapor em primeiro lugar, enriquecido em
etanol, que é alimentado a uma planta para a producéo do desejado grau de etanol,
e em parte em um fluxo liquido, que é pelo menos em parte recirculada no
fermentador. Caracterizando principalmente para o novo processo € que um fluxo de
matéria-prima é alimentado a um circuito de circulagdo, compreendendo um
fermentador em que o fluxo de matéria-prima €& hidrolisada e uma unidade de
evaporador. E especialmente vantajosa para a realizacdo desta hidrélise por
enzimas, de preferéncia por gluco-amilase a uma temperatura dentro da faixa de 35°
a75°C.

- Patente n° 7,579,177, United States Patent.
Processo de producéo de etanol.

A presente invencgao refere-se a processos para a producdo de um produto de
etanol a partir de amido granular compreendendo um pré-tratamento a uma
temperatura elevada de amido granular seguido de sacarificacdo e fermatacao
simultaneos.

-Patente n° 4,490,469, United States Patent.
Producao de etanol por fermentacéo.

Esta invencao refere-se a producédo de etanol especialmente para uso como
combustivel, por fermentacdo de um material contendo agucar ou de um mateiral
contendo amido, ou de um material contendo ambas as substancias. Em particular,
se refere a producao de etanol combustivel em alto rendimento por um processo que
€ econdbmico em uma escala muito menor do que € o caso com a tecnologia
existente e que requer apenas 0 uso de equipamentos simples e relativamente

barato.
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2.6 Delineamento Composto Central Rotacional

Delineamento de Experimentos (DOE) € o plano formal para a condugéo do
experimento, ou seja, sao testes conduzidos de forma planejada, onde os fatores (ou
variaveis controladas) sdo alterados de modo a avaliar-se seu impacto sobre uma
variavel resposta. Quando se necessita desenvolver ou melhorar um processo, 0
pesquisador precisa planejar um experimento para avaliar os efeitos que suas
variaveis independentes tém sobre as respostas. (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

A forte competitividade, a difusdo da tecnologia, bem como a competéncia e a
responsabilidade dos pesquisadores atuais inviabiliza o desenvolvimento de
produtos e processos através de procedimentos de tentativa e erro. Neste contexto,
devido a necessidade crescente da otimizacdo de produtos e processos,
minimizando custos e tempo, maximizando rendimento, produtividade e qualidade
de produtos, dentre outros objetivos, tem despertado a busca de técnicas
sistematicas de planejamento de experimentos. A metodologia do planejamento
fatorial, associada a andlise de superficies de respostas, € uma ferramenta
fundamentada na teoria estatistica, que fornece informagcdes seguras sobre o
processo, minimizando o empirismo que envolve técnicas de tentativa e erro (Vaz,
20009).

O numero de planejamentos experimentais fatoriais necessarios depende
principalmente do numero de variaveis independentes a serem estudadas
inicialmente. No caso de duas ou trés variaveis independentes ou fatores, nao
devemos realizar um fatorial fracionado, sendo mais recomendado um Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) ou Planejamento Fatorial com Pontos Axiais
ou ainda Planejamento Estrela (RODRIGUES & IEMMA, 2005).

A Metodologia de Superficie de Resposta (MSR), do inglés “Response
Surface Methodology” (RMS), € uma técnica de otimizagcdo baseada em
planejamentos fatoriais. A MSR €& essencialmente um conjunto de técnicas
estatisticas, compostas por planejamento e andalise de experimentos, que procura
relacionar respostas com os niveis de fatores quantitativos e suas interacdes
(CUSTODIO, 2000).

A metodologia de superficies de resposta tem duas etapas distintas,

modelagem e deslocamento, que s&o repetidas tantas vezes quantas forem
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necessarias, com o objetivo de atingir uma regido 6tima da superficie (RODRIGUES
& IEMMA, 2005).

O planejamento experimental reduz o nimero de experiéncias ou repeticdes e
melhora a qualidade da informacgéo obtida através dos resultados, o0 que significa
uma sensivel diminuicdo do trabalho e, conseqientemente, do tempo e do custo
final. O planejamento consciente dos experimentos que devem ser realizados para
determinar, e mesmo quantificarem, a influéncia das variaveis sobre as respostas
desejadas, € indispensavel para que resultados confiaveis sejam obtidos e para que
andlises estatisticas consistentes possam ser realizadas (BARROS NETO et. al.,
2007).

Quando se tém mais de uma variavel de resposta e se tem interesse em
encontrar os valores operacionais o6timos das variaveis independentes que
satisfagam simultaneamente todos o0s requisitos necessarios as variaveis
dependentes, o programa estatistico utiliza a abordagem da funcdo Desirability
(desejabilidade). Com este artificio, a otimizacdo simultdnea das variaveis de
respostas maximiza-se num unico valor, a desejabilidade global. A vantagem do uso
dessa definicdo € que a desejabilidade global sempre é anulada quando uma
resposta apresenta um valor inaceitavel, mesmo que outras respostas apresentem
valores aceitaveis (BARROS NETO et. al., 2007).

Ferreira et. al. (2006), estudaram os efeitos da temperatura e concentracdo de
amido, por um delineamento experimental 2°, sendo as varidveis independentes
temperatura e concentragdo do amido, mantendo fixa a quantidade de enzima e
utilizando amilases de malte de milho, concluindo que o processo de hidrélise do
amido de mandioca pelas amilases do malte de milho durou entre 20 a 30 horas e
seu melhor rendimento foi alcangado a 65 °C para quaisquer concentracdes de
amido empregado neste trabalho, na qual conseguiu atingir valores de rendimento
acima dos 30%. O trabalho apresentou condi¢cdes 6timas para produzir um xarope
fermentavel a partir do amido de mandioca, como alternativa a substituicdo da cana-

de-acucar, e a sua viabilidade de emprego na producéo de alcool.
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3 MATERIAIS E METODOS

O projeto foi desenvolvido nas dependéncias do laboratério da Pds
Graduacdo em Engenharia de Processos, Departamento de Engenharia Quimica,

Centro de Tecnologia da Universidade Federal de Santa Maria.

3.1 Matéria prima

A mandioca foi adquirida em comeércio local, sendo mandiocas rejeitadas para
venda in natura pelo tamanho, cortes e defeitos, plantada em setembro de 2009,
colhida dia 26/07/2010. A variedade da mandioca estudada é do tipo branca de
mesa, informacdes essas cedidas pelo fornecedor da matéria-prima.

A matéria prima foi armazenada em um congelador vertical (Modelo: FE26;
Marca: Electrolux) sob temperatura de aproximadamente -18°C, sendo transferida,
um dia antes da realizacdo do experimento, para uma geladeira (Modelo: RDES35;
Marca: Electrolux) com temperatura média entre 5 - 8°C. Os valores 6timos de pH,
temperatura de utilizacdo e temperatura de desativacdo das enzimas utilizadas nos
experimentos, fornecido pelos fabricantes e bibliografias podem ser visualizadas na
Tabela 6.

Tabela 6 — Enzimas utilizadas e especificacbes de utilizacéo.

) Nome ) Temperatura Temperatura
Enzima _ Fabricante pH - _
comercial utilizacao desativacéo
) Star Max
a-amilase Prozyn 55-58 95-100°C >115°C
TG120
S Star Max
Amiloglicosidase Prozyn 3,5-5,0 58 - 65°C >80°C
GA400
_ _ Sigma
Pectinase Pectinase ) 45-55 45 — 55°C >60°C
Aldrich

Fonte: Prozyn, 2010.
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3.1.1 Analise Centesimal e teor de Amido

As analises centesimais compreendem analise de Umidade, Cinzas, Fibra
Bruta, Proteina Bruta, Extrato Etério, Extrativos Ndo Nitrogenados e Acucares de
acordo com as técnicas estabelecidas pela AOAC (1994).

O teor de amido foi determinado por hidrélise acida, seguido da andlise de
acucares redutores pelo método de Lane & Eynon (IAL, 1985), e multiplicado pelo
fator de conversao 0,9 (LEONEL e CEREDA, 1998).

As analises da matéria prima foram realizadas pelo Laboratério de Ciéncia e
Tecnologia dos Alimentos, pertencente ao departamento de Tecnologia e Ciéncia

dos Alimentos da Universidade federal de Santa Matria.

3.2 Planejamento experimental - Estratégia experimental por Delineamento

Composto Central Rotacional (DCCR)

Apé6s uma andlise profunda do processo, e uma vasta revisdo bibliografica
(item 2.5), foi possivel determinar as variaveis independentes a serem estudadas, as
faixas de estudos de cada uma delas e as respostas de interesse. A Tabela 8 mostra
os valores utilizados em cada nivel do planejamento.

A dosagem de alfa-amilase foi fixada na maior dosagem recomendada pelo
fabricante, 0,8uL/g de amido, com base no estudo realizado por Apar et. al., (2004).

Neste trabalho realizou-se um DCCR 2*, com 4 repeti¢des do ponto central e

8 ensaio com 0s pontos axiais, totalizando 28 ensaios.

e Variaveis independentes:
- Amiloglicosidase, mg/g de amido em base seca,
- Pectinase, pL/g de massa seca de mandioca;
- Tempo de hidrélise, em horas a contar apartir da adicdo da ultima enzima;

- Diluicdo da solugdo mandioca/dgua (m/m)
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e Variaveis dependentes:

- Eficiéncia da hidrdlise; - °Brix.

Tabela 7 — Valores utilizados em cada nivel do planejamento.

Niveis—
o -2 -1 0 +1 +2
Variaveis!
Amiloglicosidase (mg/g de amido) 0,36 052 068 084 1
Pectinase (uL/g matéria seca) 0 235 47 7,05 94

Tempo (h a contar a partir da
_ o 4 21 38 55 72
adicao da amiloglicosidase)

Diluicdo(m/m) 1:1 1:141 1.2 1:259 1:3

3.3 Procedimento experimental.

A matéria-prima foi recebida e logo em seguida lavada, pesada nas porcdes a
serem utilizadas, congeladas e mantidas em um freezer a aproximadamente -18°C.

A Figura 6 apresenta o processo de hidrolise/sacarificacdo da mandioca pela
acdo das enzimas amiloliticas, sendo descrito logo em seguida.

No dia anterior ao experimento a porcao a ser utilizada era retirada do freezer
e colocada na geladeira e conservada a temperatura entre 5 - 8°C.

A porcdo de mandioca descongelada foi retirada da geladeira e cortada em
pedacos de aproximadamente 2 cm de espessura. Em seguida, a mandioca foi
triturada aos poucos num liquidificador doméstico, até reducdo de tamanho, com
adicdo de metade da agua do experimento, batido por aproximadamente 10 minutos
apos a adicao da ultima fracdo de mandioca.

Essa pasta foi colocada em um reator de ago inox (Metalquim, Figura 7) com
capacidade de 5L, sendo adicionado o restante da agua, até completar o volume de
2L. Posteriormente o reator foi ligado a uma temperatura de 45°C sob agitacédo de
200 rpm, sendo feita o ajuste de pH para 5,5, com Acido Cloridrico (HCI) 1 mol L™,
Foi coletado 20 mL de amostra e, em seguida, adicionou-se as enzimas alfa-amilase

e pectinase (quantidades estabelecidas no planejamento experimental). Apos a



44

estabilizacdo da temperatura em 45°C, a amostra foi mantida por uma hora e, logo
apos, elevou-se a temperatura a 95°C, mantendo-se a essa temperatura por uma
hora sob agitacdo de 200 rpm. Ao fim desse tempo a amostra da massa foi resfriada
para 60°C e, ap0s a estabilizacdo a essa temperatura, o pH foi ajustado para 4,3

com HCI 1 molL™?.

Mandioca

| agua agua
amostragem 9 9

pesagem

y
lavagem A ><

trituragéo Correcao do pH(5,5-5,8)
o N amostragem Aplicagéo das enzimas
Acido C|0r|~dr|co 1mol/L v 45°C por 60 minutos
(correcéo do pH) K .
a amilase —»| Liquefagao/cozimento |---------------- Aumento da temperatura
pectinase para 95°C por 60 minutos
Mantendo sempre agitagao
de 200rpm
A 4
resfriamento parcial | .. diminuir até 60°C
agitagéo 200rpm
Acido Cloridrico 1mol/L Corregao do pH (4,0-4,4)
(corregéo do pH) A Mantendo 60°C
amiloglicosidase ——»{ sacarificagio  f-----ss-sssseeeeses aplicagdo da enzima
Mantendo a agitacdo de
4 a 72h, com retiradas de
amostras a cada 0,25%
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Figura 6 — Fluxograma do processo de hidrélise/sacarificacdo da mandioca pela acdo de enzimas

amiloliticas.

Em seguida adicionou-se a enzima amiloglicosidase, esperou-se a
homogeinizacdo da massa (aproximadamente 5 minutos), retirou-se uma aliquota
(30mL) para andlise pH, Brix, e posterior analise de acucar redutor), e transferiu-se
toda a massa do reator para um frasco de vidro com capacidade para 2,5L, alocado
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em um banho metabdlico (tipo Dubnoff MA 093, Marconi, Figura 8) com agitacdo em
5 -6, a 60°C. O tempo decorrido neste banho foi determinado pelo planejamento
experimental, variando de 4 a 72h, sendo retiradas amostras (30mL) em 4 intervalos
de tempo proporcionais ao tempo total de hidrolise ap6s a adi¢do da ultima enzima

(amiloglicosidase), como esté representados na Tabela 8.

Figura 7 - Reator utilizado para o processo de hidrdlise.

Figura 8 — Banho metabdlico
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Tabela 8 — Valores dos tempos pré-determinados para a retirada das amostras.

Tempo de hidrélise
Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo

Ensaios apos a adicédo da
o . 2 3 4 5
dltima enzima
21 4 h Oh 1h 2h 3h 4h
1,2,3,4,9,
21h Oh 5,25h  10,5h  15,75h 21h
10,11e 12
17, 18, 19,
20, 23, 24,
38h Oh 9,5h 19h 28,5h 38h
25, 26, 27 e
28
56,7,8,
13,14,15e 55h Oh 13,75h 27,5h  41,25h 55h
16
22 72h Oh 18h 36h 54h 72h

3.4 Tratamento das Amostras

No decorrer dos experimentos foram retiradas aliquotas de amostra,
aproximadamente 30mL, submetidas posteriormente a processo de hidrélise de
cada tempo pré determinado de cada ensaio, onde foram realizadas analises como
a leitura de °Brix, pH, e coloragao com solugéo de Lugol, para a determinacao visual
da hidrélise do amido e a diluicdo de 1:100, para que a concentracdo de glicose das
amostras estarem dentro da faixa de concentracao da curva de calibragéo.

As amostras foram congeladas, durante 6 semanas, ap0s esse tempo foram
feitas as diluicbes das mesmas. De cada amostra diluida foram retiradas aliquotas
de 10mL, que foram transferidas para tubos de centrifuga graduados e centrifugadas
na velocidade 2000 rpm por 10 min (Centrifuga marca Centribio, Modelo 802B).
Recolheu-se 0 sobrenadante em um tubo identificado para as determinagcfes de

acucares redutores totais (ART), descrito a seguir.
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3.5 Anélises do hidrolisado de mandioca

3.5.1 Determinacdo da Concentracio de Aclicares Redutores pelo Método do Acido
Dinitrossalicilico (ADNS)

O método de andlise de ART empregado foi o0 método ADNS (SILVA et. al.,
2003), O método foi modificado para leitura da absorbancia e ndo transmitancia, em
funcdo do software do espectrofotometro (Modelo: UVT6; Marca: Spectro Vision), a
540 nm.

3.5.2 Determinacao do pH

Para a determinacdo do pH foi empregado a andlise potenciométrica do
mosto. O principal objetivo foi observar as possiveis alteracdes do pH durante a
hidrélise e sacarificacdo dos produtos. As amostras foram submetidas a pHmetro

com eletrodo de vidro, por 3 minutos.

3.5.3 Determinacé&o de °Brix

Para a determinacdo do °Brix foi utilizado um refratdmetro digital (Modelo

Palm — 1, Marca: ATAGO). As medidas foram feitas a temperatura de 20 °C.

3.6 Determinagédo do amido hidrolisado.

O conteudo de amido foi estimado pela quantificacdo dos agucares redutores,

pelo método ADNS (secdo 3.5.1). Os resultados foram expressos em termos de
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glicose, sendo empregada a converséo para amido multiplicando-se pelo fator 0,9,

segundo descrito em Leonel e Cereda (1998).
3.7 Determinacéo do teor de etanol tedrico

O rendimento tedrico de etanol é dado pela equacdo 1 e a quantidade de
etanol teorico foi estimado através da equagdo 2, onde leva-se em consideracdo a
relacdo estequiométrica, onde 1mol de ART gera 2mol de etanol (SANTANA, 2005 e
ALMEIDA, 2006).

: : 92
Yp"ls Tedrico I:g' g)= @:GE’]
1)

Onde 180 é a massa de 1mol de glicose e 92 € a massa de 2mol de etanol.

Qreo =Concentracao de etanol tedrico =
Quantidade de actcares consumidosx0,511; 2)

Onde 0,511 & o rendimento tedrico da converséo de ARgerado €M etanol.
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4 DISCUSSAO DOS RESULTADOS.

4.1 Caracterizacdo da matéria - prima

Os resultados obtidos na caracterizacdo da mandioca in natura estdo
descritos na Tabela 9.

A mandioca in natura apresentou um teor de amido de 77,94%, muito
proximos aos citados por Cereda que apresentou um teor de amido de 73,78%
(1996 apud Leonel, 1998), assim como o teor de amido de 80% encontrado por
Leonel (1998) e o valor encontrado em Pandey et al. (2000 apud Marcon et. al.,
2007) que foi de 80,60%.

O teor de fibra encontrado de 1,15 g% (base umida) esta bem proximo do
valor encontrado por Pandey et al. (2000 apud Marcon et. al., 2007) de 1,10 g%
(base umida), assim como o valor do teor de proteina 1,12 g% e cinzas 0,69 g%
comparados com os valores encontrados em Pandey et al. (2000 apud Marcon et.
al., 2007) que foi de proteina 1,00 g% e cinzas 0,90 g%.

Tabela 9 — Composi¢cao da mandioca “in natura”.

Composicéo Base umida (g%) Base seca (g%)
Umidade 62,44 -
Matéria seca 37,56 100
Extratos nao nitrogenados 34,34 91,43
Extrato Etéreo 0,27 0,72
Fibra bruta 1,15 3,06
Cinzas 0,68 1,81
Proteina Bruta 1,12 2,98
Acucares 3,24 8,63

Amido 29, 275 77,94
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4.2 Resultados experimentais do planejamento estatistico

Para o estudo do processo hidrolitico de producéo de agucares redutores, foi
montado um planjemento a fim de avaliar as varidveis do processo e suas
influéncias no rendimento de acucares redutores. A hidrélise enzimética foi
reallizada conforme descrito na se¢ao 3.3.

Os resultados se mostraram dentro do esperado, mostra a Tabela 10, onde
com o estudo posterior da ANOVA é possivel quantificar a influéncia dos fatores
estudados, ou a falta dela. Pode-se também, observar a influéncia da enzima
pectinase, que age na fibra da mandioca liberando o amido aprisionado para o
ataque das enzimas amiloliticas.

A a-amilase age sobre as ligagdes a-1,4 do amido, basicamente na amilose
hidrolisando o amido em dextrina, ja a amiloglicosidase age tanto nas ligagdes a-1,4
e a-1,6 presentes na amilopectina, devido a sua grande quantidade de ramificacoes.

O amido é formado de mondmeros glicosidicos, logo a acdo das enzimas
amiloliticas é diretamente nessas ligacdes.

Os parametros da ANOVA para o modelo foram utilizados na analise
estatistica (Tabelas 9 e 10). A verificacdo do ajuste do modelo foi feita pela
determinacdo do r® (coeficiente de determinacdo do modelo) calculado. Pode-se
dizer que o modelo (regressdo) obtido explicou, 97%, 99% e 87%, para acucar
redutor, Brix e eficiéncia da hidrélise, da variacdo total em torno da média foram
explicada pela regresséo.

A significancia estatistica das variaveis foi calculada com o teste F (Fischer),
comparando-se com 0 Feaculado que € a razdo entre a média quadratica da regressao
e a média quadréatica dos residuos, com a distribuicdo do F tedrico (Dist F), o que
mostra que a regressao, neste caso, tem significancia estatistica, sendo Fcalc > Dist
F, logo os resultados obtidos estdo fora da area de aceitacdo da hipotese nula,
sendo assim sao significativos, confirmando assim a relacdo entre as variaveis para

0 planejamento.



Tabela 10 — Resultados experimentais.

o 5 & % S & ®8 S+~ © -c% i g lg
§ 28 £ £ £ S£3L ETLL E §i¢g
i 28 3 & 3 g2 <5 v oge”
I ©
1 -1 -1 -1 -1 114,6 103,17 15,2 85
2 1 -1 -1 -1 127,7 11498 151 94,73
3 -1 -1 -1 118,2 106,98 15,7 87,65
4 1 1 -1 -1 140,6 126,56 15,3 100
5 -1 -1 1 -1 107,3 96,59 151 79,58
6 1 -1 1 -1 115,0 103,54 154 85,31
7 -1 1 1 -1 108,3 97,53 15,9 80,36
8 1 1 1 -1 131,1 118,05 154 97,26
9 -1 -1 -1 1 46,82 42,14 9,9 51,74
10 1 -1 -1 1 69,51 62,56 10,3 76,81
11 -1 1 -1 01 68,82 61,94 10,2 76,05
12 1 1 -1 1 78,69 70,82 10,6 86,95
13 -1 -1 1 1 59,12 53,22 10,2 65,35
14 1 -1 1 1 83,44 75,1 10,7 92,2
15 -1 1 1 1 64,77 58,29 10,9 71,57
16 1 1 1 81,05 72,95 10,7 89,56
17 -2 0 0 72,27 65,05 12,5 66,69
18 2 0 0 81,45 73,3 12,5 75,15
19 0 -2 0 0 68,12 61,31 124 62,85
20 0 2 0 0 92,97 83,68 11,7 85,07
21 0 0 -2 0 94,36 84,92 124 87,07
22 0 0 2 0 87,43 78,69 12 80,68
23 0 0 0o -2 166,7 150,04 19 100
24 0 0 0 2 61,81 55,63 9,4 76,08
25 0 0 0 0 87,51 78,76 12,3 80,75
26 0 0 0 0 89,85 80,86 12,8 82,91
27 0 0 0 0 85,31 76,78 12,4 78,72
28 0 0 0 0 86,88 78,19 124 80,16

51
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As equacOes de regressdo resultante do planejamento para cada resposta,
estam representadas nas equacdes 3 e 4. Sendo as variaveis codificadas A =

amiloglicosidase , P = Pectinase, D = Diluicdo e T = tempo de hidrélise apés a

adicdo da ultima enzima.

*Brix= 12,74 —2,45D + 0,44(D*) 3)

Efic. Hidrolise = 80,644+ 6,11(4) 4+ 453(P) —6,54(D) + 2,7(D* 1+ 3,5 L(T.&'D}(Af)

Tabela 11 — ANOVA para a resposta Brix.

Fator SQ nGL MQ F p
Regresséao 151,09 14 10,79 Fcalc = 99,9 <0,0001
Residuo 1,41 13 0,108
Total 152,5 27

r“=0,99, Dist F = 2,53

Tabela 12 — ANOVA para a resposta Eficiéncia da hidrélise.

Fator SQ nGL MQ F p
Regressao 3196,14 14 228,29  F calc=6,38 0,0009
Residuo 466,11 13 35,7681
Total 3662,25 27

r“ = 0,87, Dist F = 2,53

As Figuras 9, 10 mostram os diagramas de Pareto, exibindo os efeitos
variaveis e, também, demonstrando o brix é dependente somente da diluicdo da
solucao, o que € previsto pelo brix ser uma leitura de soélidos soluveis, que Eficiéncia
da hidrélise depende das variaveis da Diluicdo, dosagem de amiloglicosidase e
pectinase, além da relagdo tempo pela Diluicdo, pelo modelo linear e também da

variavel Diluicdo pelo modelo quadratico, com 95% de confianca.
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Figura 9 - Diagrama de Pareto para a resposta Brix.
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Figura 10 - Diagrama de Pareto para a resposta Eficiéncia da hidrdlise.
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4.3 Discusséo das andlises do hidrolisado de mandioca

4.3.1 Aclcares Redutores

Através da Tabela 10 é possivel fazer um estudo mais detalhado do valores
obtidos experimentalmente pra cada grupo de varidveis. Como o ensaio 3, onde foi
utilizado uma solugdo com 12% de amido, amiloglicosidase na dosagem de 0,52uL/g
de amido, pectinase na dosagem de 7,05uL/g mat seca, alfa-alimase na dosagem de
0,8uL/g de amido e um tempo de 2lhoras onde obtem-se um AcuUcar
Redutorgerado(ARgerado) de 118,2g/L (predito 124,8g/L).

No ensaio 8 tem-se uma maior concentracdo de Ac¢ucar Redutor utilizando-se
uma dosagem de amiloglicosidase de 0,84uL/g de amido, pectinase na dosagem de
7,05uL/g mat seca, alfa-alimase na dosagem de 0,8uL/g de amido e um tempo de
55horas, onde tém-se Aclcar Redutor de 131,1g/L, (predito de 123,7g/L), que € bem
plausivel j& que ha uma maior dosagem de amiloglicosidase e um tempo maior, o
gue justifica a maior eficiéncia do processo. O mesmo acontece com 0s ensaios 9 e
14, que diferem na dosagem de amiloglicosidase e no tempo, que sdo maiores no
ensaio 14 do que no ensaio 9, onde o0 ensaio 9 possui um Acucar Redutor 46,8 g/L
(predito 51,4g/L) enquanto o ensaio 14 possui um Agucar Redutor 83,4 g/L (predito
74g/L). Ja os ensaios 17 e 18 sdo ensaio semelhantes, variando apenas no valor de
amiloglicosidase que no ensaio 18 possui uma dosagem de 1uL/g de amido e um
AclUcar Redutor 81,4 g/L (predito 92,7 g/L) enquanto e ensaio 17 possui uma
dosagem de 0,36 pL/g de amido, e um AcuUcar Redutor gerado 72,27g/L (predito
66,4g/L) o que pode ter ocorrido por algum tipo de contaminac¢do que fez com que o
acucar produzido tenha sido consumido, ou algum fator de inibicdo que néo pode ser
controlado.

Leonel e Cereda (1998) estudaram o farelo de mandioca, um subproduto da
extracdo da fécula, como matéria prima para a obtencdo de alcool, utilizando
pectinase como enzima complementar as enzimas amiloliticas, concluindo que
86,31% do amido e 70,46% da matéria seca inicial foram hidrolisados neste
processo, constatando, também, reducdo de 23,04% do conteudo de fibras
presentes no farelo inicial. Estes mesmos autores em outro estudo (LEONEL et. al.,
2000) obtiverem cerca de 90% de hidrolise do amido inicial contido no farelo de

mandioca, utilizando enzimas comerciais.
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Leonel e Cereda (2000) avaliou a pectinase como enzima complementar,
utilizando uma solucéo de farelo de mandioca de 3500g (p/p), contendo 12% de
amido, adicionou a pectinase na proporcdo de 0,002% de massa seca, e adicinou
enzimas amiloliticas, apds 24horas da adicdo da enzima sacarificante sob agitacdo
um rendimento de 80% de agUcares totais, comparando com os resultados obtidos
pelo presente trabalho, em condi¢cdes semelhantes as apresentadas por Leonel e
Cereda, obteve-se valores entre 80 e 100% de eficiéncia da hidrdlise.

A hidrélise em duas etapas de 1kg (peso umido) residuos de mandioca sendo
primeiramente hidrolisado por amiloglicosidase e alfa-amilase comercial deu 1959 de
glicose e 6259 (peso Umido) de polpa de mandioca. A polpa de mandioca era mais
utilizada como substrato para a producdo de celulase. Em condicbes ideais,
Trichoderma reesei produziu 1.679 unidades de endoglucanase da 625g de polpa
de mandioca. Hidrdlise da celulose de mandioca (4.318g Umido peso) por essa
guantidade de endoglucanase resultou em 186g de acgUcares redutores. Por este
procedimento, mandioca residuos liberados reducéo de acucar 218,3 g/kg no prazo
de 80h (KESORNSIT et. al., 2007).

4.3.2 pH

O pH foi corrigido com HCI 1mol/L nos ensaios para valores entre 4,0 e 4,4,
necessario para a acdo da enzima amiloglicosidase, ndo ocorrendo alteracéo

durante o processo de hidrélise em todas as amostras retiradas.

4.3.3 Discussao para Brix

A Figura 11 mostra que os valores observados experimentalmente de °Brix
estdo bem proximos dos valores preditos pela equacado, os valores dos ensaios que
utilizaram iguais diluicdes apresentaram valores muito semelhantes, o que pode ser

muito bem observado pela figura.
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Estudando mais a fundo a Tabela 10 é possivel observar que os ensaios 1, 2,
3,4,5,6, 7,8, com Diluicdo de 1:1,4 (12% de amido) observou-se o valores entre 15
e 15,9°Brix. Nos ensaios 17, 18, 19, 20, 21, 22, 25, 26, 27, 28 com Diluigéo de 1:2
(9,8% de amido) valores entre 11,7 e 12,5°Brix. Os ensaios 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16 com Diluicdo de 1:2,59 (8% de amido) valores entre 9,9 e 10,9°Brix. J& 0 ensaio
24 apresentou o menor valor de °Brix, 9,4°Brix, com Diluicdo de 1:3 (7,3% de
amido).

Cereda (2005) realizou a hidrélise do amido de mandioca testando dois tipos
de enzimas liquificantes comerciais e uma enzima sacarificante, a massa realada de
mandioca foi diluida na proporcdo massa ralada/agua 1:2, ap6s a hidrolise obteve
um Brix de 20 a 23, nessas propor¢cdes de massa ralada/agua, no presente

trabalhos os valores de Brix ficaram entre 10 e 13°Brix.
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Figura 11 - Valores observados em fun¢éo dos valores preditos para a resposta Brix.

Leonel e Cereda (2000) avaliou a pectinase como enzima complementar,
utilizando uma solugédo de farelo demandioca de 3500g (p/p), contendo 12% de

amido, adicionou a pectinase na proporcdo de 0,002% de massa seca, e adicinou
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enzimas amiloliticas, apos 24horas da adicdo da enzima sacarificante sob agitacéo,
obteve um mosto com teor de 13°Brix, no presente trabalho para os parametros
semelhantes aos utilizados por Leonel e Cereda, os valores de Brix foram proximos
a 13, muito semelhantes ao encontrados por eles.

A Figura 12 mostra a interagdo da amiloglicosidase com a Diluigcdo tendo
como resposta °Brix, que 0os maiores valores de °Brix encontram-se nas menores
diluicbes de massa (1:1, 14% de amido), independente da dosagem de
amiloglicosidase, ja os menores valores encontram-se nas maiores diluicbes da
massa (1:2,59 e 1:3) e menores dosagens de amiloglicosidase (0,36 a 0,52 mg/g de

amido).
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Figura 12 — Superficies de respostas (a) e curvas de contorno (b) para a °Brix em funcdo da

amiloglicosidase (mg/g de amido) e a Diluig&o.

Ja na Figura 13, observa-se que o °Brix em func¢éo da interagéo de Diluicéo e
Pectinase os menores valores de °Brix encontram-se nas maiores diluices (1:2,59 e
1:3), independente do valor de pectinase, e os maiores valores de °Brix nas menores
diluicdbes da massa ( 1:1, 14% de amido) independentemente das dosagens de

pectinase.
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Figura 13 — Superficies de respostas (a) e curvas de contorno (b) para a °Brix em funcao da Diluicdo

e a pectinase (pL/g de mat. seca).

Na Figura 14, observa-se que o °Brix em funcéo da interacdo de Diluicdo e o
tempo apresenta 0 mesmo comportamento que nos outros 3 casos, 0S menores
valores de °Brix encontram-se nas maiores diluicdes (1:2,59 e 1:3), independente do
tempo de hidrélise, e os maiores valores de °Brix nas menores diluicbes da massa (

1:1, 14% de amido) independentemente do tempo de hidrdlise.

Tempo de hidrélise
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Figura 14 — Superficies de respostas (a) e curvas de contorno (b) para a °Brix em fun¢éo da Diluicdo

e o tempo (horas apés a adicao da Gltima enzima).
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A Figura 15 demonstra muito bem o comportamento do Brix durante o
processo de hidrélise, como € sabido o amido é pouco solavel em agua, logo é
possivel observar que o houve um grande aumento na quantidade de sélidos
soluveis nas primeiras 2 horas, durante a agao da pectinase e a-amilase, pois nesta
etapa jA h4 uma quebra significativa do amido em dextrinas, e outros tipos de
estruturas soluveis, com a adicdo da amiloglicosidase (ap6s 3 horas de
experimento), pode-se observar que apesar da quebra em glicose, os valores de
solidos soluveis mantém-se praticamente constantes. Para a construgéo desta figura
foram agrupados os ensaios de acordo com a diluicdo, sendo um ensaio na diluicdo
com nivel -2, em que se utilizou a diluicdo de 1:1, dois ensaios com nivel -1, em que
utilizou a diluicdo 1:1,41, e um ensaio com nivel +1, em que se utilizou a diluicdo
1:1,2. Sendo possivel observar também a diferenca de valores para as diferentes
diluicdes, onde a maior quantidade de Brix (19°Brix) encontra-se no ensaio 23, em
gue foi utilizada a diluicdo 1:1, num nivel intermediario, 15°Brix, encontram-se 0s
ensaios em que foi utilizada a diluicdo 1:1,41, e os menores valores sdo encontrados

Nos ensaios em que se utilizou as maios diluicdes, valores proximos de 10°Brix.
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Figura 15— Comportamento do Brix durante o processo de hidrélise do amido.
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4.3.4 Discussdao para a resposta Eficiéncia da hidrélise

Através da Figura 16 pode-se observar que os valores experimentais estao
proximos dos valores preditos, ndo havendo grande discrepancia entre os valores.
Desse modo pode-se inferir que o0 modelo quadréatico prediz adequadamente a

conversao de amido em acucares redutores.
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Figura 16 — Valores observados em funcdo dos valores preditos para a resposta Eficiéncia da

hidrélise.

Observadando a Tabela 10, alguns ensaios tiveram resultados muito menores
e muito maiores que o predito, como pode-se ver no ensaio 3, onde foi utilizado uma
Diluicdo 1:1,41, com 12% de amido, amiloglicosidase na dosagem de 0,52uL/g de
amido, pectinase na dosagem de 7,05uL/g mat seca, alfa-alimase na dosagem de
0,8uL/g de amido e um tempo de 21horas onde obtem-se uma eficiéncia de 87,6%
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sendo que o predito estatisticamente seria 94,5%, um dos possiveis motivos para
essa diferenca seria a ma homogeinizacdo na solucédo na retirada da amostra, ou
interferentes externos, algum fator de inibicdo que n&o pbde ser controlado.

O ensaio 8 tem-se uma maior eficiéncia utilizando-se uma dosagem de
amiloglicosidase de 0,84 pL/g de amido, pectinase na dosagem de 7,05 pL/g mat
seca, alfa-alimase na dosagem de 0,8 uL/g de amido e um tempo de 55 horas, onde
tém-se uma eficiéncia de 97,26%, sendo maior que seu valor predito 90%, o que é
bem plausivel ja que ha uma maior dosagem de amiloglicosidase e um tempo maior,
justifica a maior eficiéncia do processo.

O mesmo acontece com 0s ensaios 9 e 14, que diferem na dosagem de
amiloglicosidase e no tempo, que sdo maiores no ensaio 14 do que no ensaio 9,
onde o ensaio 9 possui uma eficiéncia de 51,74% (predito 56,94%) enquanto o
ensaio 14 possui uma eficiéncia de 92,2% (predito 83,4%).

Os ensaios 17 e 18 sdo experimentos semelhantes, variando apenas o valor
de amiloglicosidase que no ensaio 18 possui uma dosagem de 1 uL/g de amido e
uma eficiéncia de 66,69% (predito 60,8%) enquanto e ensaio 17 possui uma
dosagem de 0,36 pL/g de amido, e uma eficiéncia de 75,15% (predito 85,3%) o que
pode ter ocorrido por algum tipo de contaminacdo que fez com que o agUcar
produzido tenha sido consumido, ou algum fator de inibicdo que ndo pbde ser
controlado.

O ensaio 14 foi o que apresentou a maior eficiéncia, sendo o valor do
observado maior que o predito, neste ensaio foi utilizados os valores de Diluicdo de
1:2,59, amiloglicosidase 0,84 uL/g de amido, pectinase 2,35 uL/g de mat. seca e o
tempo de 55 h.

Ferreira (et. al., 2006) em seu trabalho tratou o amido de mandioca com
amilases do Malte de Milho, onde manteve constante a quantidade de amilase 5 g/L
de malte de milho, e concentragcdo de amido 11%, variando a temperatura (60, 65 e
70°C) e a concentracdao (9, 10 11% de amido), encontrando os melhores
rendimentos de hidrolise, para tempos entre 20 e 30 h, com a temperatura de 65 °C
para quaisquer concentracdes de amido, conseguindo atingir valores de rendimento
acima de 30%, o presente trabalho apresentou eficiéncias de hidrolise sempre acima
de 50%, para quaisquer parametros.

Leonel e Cereda (1998) avaliaram a concentracdo de pectinase em processo

de hidrdlise-sacarificacdo do farelo de mandioca, onde mostraram que a minima
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concentracdo de pectinase, para um bom rendimento do processo, foi de 8kg
enzimal/t fibra, com 89,4% de amido hidrolisado, mantendo todos os outros fatores
constantes.

A Figura 17 mostra que as maiores eficiéncias foram obtidas em
experimentos onde utilizou - se as menores diluicdes (1:1 a 1:1,41 mandioca/dgua)
com entre 14% a 11% de amido e valores de dosagem de amiloglicosidase entre
0,84 a 1 mg/g de amido. As menores eficiéncias foram encontradas nas maiores

diluicdes da massa de mandioca e menores dosagens de amiloglicosidase.

NGO

Diluigdo massa/agua
5

1:1.41

036 052 068 084 1 <60
Dosagem Amiloglicosidase

Figura 17 — Superficies de respostas (a) e curvas de contorno (b) para a Eficiéncia da hidrélise em
funcéo da amiloglicosidase (mg/g de amido) e Dilui¢&o.

A Figura 18 mostra a interacdo da amiloglicosidase e o tempo, tendo como
resposta a eficiéncia, mostra que os maiores valores de eficiéncia encontram-se nas
maiores dosagens de amiloglicosidase, onde o tempo sé comeca a interferir na
eficiéncia entre as dosagens de amiloglicosidase 0,84 e 1 mg/g de amido,
apresentando as maiores eficiéncias com tempos entre 4 e 21 horas e tempos entre
55 e 72 horas. As menores eficiéncias encontram-se nas menores dosagens de
amiloglicosidase indiferente ao tempo.
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Figura 18 — Superficies de respostas (a) e curvas de contorno (b) para a Eficiéncia em funcdo da
amiloglicosidase (mg/g de amido) e o tempo (horas ap6s a adi¢éo da Ultima enzima).

Na Figura 19 é possivel observar a interacdo da amiloglicosidase e pectinase,
onde a eficiéncia apresenta os menores valores nas menores dosagens de
amoliglicosidase (0,36 mg/g de amido) e pectinase (0 pL/g de mat. seca), ja os
maiores valores de eficiéncia sdo observados nas maiores dosagens de

amiloglicosidase (0,84 a 1mg/g de amido) e pectinase (7,05 a 9,4 pL/g de mat.
seca).
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Figura 19 — Superficies de respostas (a) e curvas de contorno (b) para a Eficiéncia em funcdo da
amiloglicosidase (mg/g de amido) e pectinase (UL/g de mat. seca).
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A Figura 20 mostra a interacdo da Diluicdo e o tempo. Pode ser observado
gue os maiores valores de eficiéncia encontram-se nos menores tempos (4 horas)
com as menores diluicdes (1:1, 14% de amido), jA os menores valores sao
encontrados qdo utiliza-se as maiores diluicbes (1:3) e os menores tempos (4
horas), o que mostra que o tempo ndo possui influéncia significativa, pois a
eficiéncia da hidrélise estd mais relacionada como a Diluicdo, o que ja vem sendo
explicado no trabalho.

-0 7
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<100
E<9 s
B < 80

SHPIT BTADER

36

Tempo de hidrolise

53 21

.- 120
I 120
<110
[ <100
, 90
11 1:1.41 12 1:2,59 Tl

Diluigdo massafagua

Figura 20 — Superficies de respostas (a) e curvas de contorno (b) para a Eficiéncia da hidrélise em
funcao da Diluicéo e o tempo (horas ap6s a adi¢cao da Ultima enzima).

Ja a Figura 21 mostra a interacdo do tempo e Pectinase, onde encontramos
as maiores eficiéncias quando se utiliza as maiores dosagens de pectinase (7,05 e
9,4 uL/g mat. seca) em funcdo do menor tempo (4 h). J& os menores valores de
eficiéncia encontram-se na menor dosagem de pectinase (0 puL/g mat. seca) e
menores tempos (4 a 21 horas).
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Figura 21 — Superficies de respostas (a) e curvas de contorno (b) para a Eficiéncia da hidrolise em
funcdo da pectinase (uL/g de mat. seca) e o tempo (horas apés a adi¢cdo da Ultima enzima).

A Figura 22 mostram a eficiéncia em relacdo a interagdo da Diluicdo e
pectinase onde os menores valores de eficiéncia foram encontrados nas maiores
diluicdes ( 1:2,59 e 1:3) com a menor dosagem de pectinase (0 pL/g mat. seca), ja
0s maiores valores de eficiéncia encontram-se nas menores diluigdes ( 1:1,14 e 1:1)
e maiores dosagens de pectinase (4,7 a 9,4 uL/g mat. seca).
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Figura 22 — Superficies de respostas (a) e curvas de contorno (b) para a Eficiéncia da hidrolise em
funcéo da Diluicéo e a pectinase (uL/g de mat. seca).
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Através da Figura 23, pode-se observar a desejabilidade do modelo proposto.
A Figura 23 mostra os valores de cada variavel independente de forma que quando
os valores se aproximam de 1 (valor maximo) pode-se inferir que esse valor seria o
valor 6timo para um maior eficiéncia da hidrolise. Deste modo, pode-se deduzir
entdo que os valores recomendados para a maior eficiéncia do processo de hidrélise
sdo o valor de 0,84 a 1mg/g de amido para amiloglicosidase, o valor entre 7,05 e 9,4
pL/g mat. seca para pectinase, e o valor Diluicdo entre 1:1 e 1:1,41, ou seja 14% a
11% de amido para a Diluicdo da massa, ird se obter a melhor eficiéncia em relagéo
ao tempo obtém-se resultados semelhantes com a utilizacdo de 4 a 21horas de

hidrélise, ficando-se como menor valor em funcédo de custos e operacionalidade do

processo.
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Figura 23 — Perfis dos valores preditos e desejabilidade para a resposta Eficiéncia da hidrélise.
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A Figura 24 mostra o comportamento dos ensaios durante a hidrolise do
amido. E possivel observar que apés a adicdo das duas primeiras enzimas, tempo
até 3 horas, houve um aumento nos valores de eficiéncia, sendo 4 — 5 horas apos a
acdo da amiloglicosidase ja foi possivel obter-se os maiores valores de eficiéncia
para os diferentes ensaios, mantendo-se praticamente sem alterac6es durante o
resto do tempo do experimento. Esse comportamento pode ser observado em todos
0s ensaios, independente da variacdo dos niveis das variaveis.

Tendo o ensaio 4, em que se utilizou a diluicdo 1:1,41, dosagem de a-amilase
0,8uL/g amido, dosagem de amiloglicosidase 0,84uL/g amido, dosagem de
pectinase 7,05uL/g mat. seca e tempo (apds a adicdo da ultima enzima) de 21
horas, juntamente como ensaio 23 que utilizou diluicdo 1:1, dosagem de a-amilase
0,8uL/g amido, dosagem de amiloglicosidase 0,68 pL/g amido, dosagem de
pectinase 4,7 uL/g mat. seca e tempo (apods a adigado da Ultima enzima) de 38 horas,

obtiveram a maior eficiéncia de hidrélise do amido da mandioca.
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Figura 24 - Comportamento da Eficiéncia durante processo de hidrdlise do amido.
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4.3.5 Discusséo para a resposta Amido hidrolisado

A Tabela 13 mostra os valores de Amido inicial, Amido Hidrolisado e Amido
hidrolisado prevista, avaliando os valores observados pelos preditos pode-se ver que
ndo ha muito discrepancia entre os valores, exceto os ensaios 3, 8, 14, 17 e 18,
sendo que os ensaios 8, 14 e 17 apresentaram valores de Amido hidrolisado
observado maiores que o predito, ja o ensaio 3 apresentara valor de amido
hidrolisado observado menor que o predito.

J4 avaliando os valores de Amido inicial pelo Amido observado
experimentalmente pode-se observar que alguns ensaios obtiveram valores
superiores a 100% em relacdo ao rendimento de glicose, fato esse decorrente
também devido a presenca de amidos fragmentados, como, dextrinas e outras
substancias sensiveis a acdo das enzimas amiloliticas utilizadas no processo
(CAMILI et. al., 20086).

Comparando os ensaios realizados com a mesma Diluicdo, foi possivel
observar que a dosagem de amiloglicosidase foi, na maioria dos casos,
determinante para a maior obtencdo de amido hidrolisado, isso pode ser melhor
observado nos experimentos em que utilizou-se a Diluicdo 1:1,41, com a dosagem
de 0,84mg/g de amido de amiloglicosidase. Para a Diluicdo 1:1,41, levando-se em
consideracao o tempo, o maior valor de amido hidrolisado foi encontrado no ensaio
onde utilizou-se amiloglicosidase na dosagem de 0,84mg/g de amido, pectinase na
dosagem de 7,05uL/g mat. seca de com o tempo de 55 horas, a segundo maior valor
de amido hidrolisado pode ser observado no ensaio em que utlizou-se
amiloglicosidase na dosagem de 0,84mg/g de amido, pectinase na dosagem de
7,05uL/g mat. seca com o tempo de 21 horas, mais uma vez mostrando a
dependencia da hidrélise para com a enzima amiloglicosidase.

Ja nos ensaios utilizaram a Diluicdo 1:2,59 os maiores valores de amido
hidrolisado encontraram-se nos ensaio em que se utilizou amiloglicosidase na
dosagem de 0,84mg/g de amido e pectinase na dosagem de 7,05uL/g mat. seca

para ambos os tempos (21 e 55 horas).



Tabela 13 — Amido inicial, Amido hidrolisado observado, Predito.

Amido

_ o Amido

Ensaio .Atmldo nidrolisado hidrolisado
inicial (g/L) observado _
predito (g/L)
(/L)

1 121,49 103,17 100,92
2 121,49 114,98 111,21
3 121,49 106,98 112,32
4 121,49 126,56 123,4
5 121,49 96,59 94,3
6 121,49 103,54 105,3
7 121,49 97,53 99,59
8 121,49 118,05 111,35
9 81,53 42,14 46,29
10 81,53 62,56 58,17
11 81,53 61,94 57,88
12 81,53 70,82 70,55
13 81,53 53,22 54,05
14 81,53 75,1 66,61
15 81,53 58,29 59,52
16 81,53 72,95 72,87
17 97,63 65,05 59,8
18 97,63 73,3 83,43
19 97,63 61,31 66,1
20 97,63 83,68 83,43
21 97,63 84,92 86,39
22 97,63 78,69 82,1
23 146,37 150,04 151,8
24 73,18 55,63 58,7
25 97,63 78,76 78,65
26 97,63 80,86 78,65
27 97,63 76,78 78,65
28 97,63 78,19 78,65
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Leonel e Cereda (2000) avaliaram a pectinase como enzima complementar,
utilizando uma solucéo de farelo de mandioca de 3500g (p/p), contendo 12% de
amido, adicionou a pectinase na proporcao de 0,002% de massa seca, e adicinou
enzimas amiloliticas, apos 24horas da adicdo da enzima sacarificante sob agitacéo,
com a hidrolise de 86,31% do amido inicial, sendo que, no presente trabalho, em
condicBes experimentais semelhantes a hidrélise do amido inicial variou entre 79 e
100%.

4.3.6 Determinacao do teor de etanol tedrico

Através da equacdo 2 foi possivel montar a Tabela 14, que mostra a
guantidade de Etanol ¢rico, Sabendo que a relacdo de conversdao de ART em etanol
€ 0,511.

Os valores de rendimentos tedricos sdao muito dificies de se encontrar na
pratica, devido a utilizacdo de substrato para outra funcdo da célula (responsavel
pela fermentagdo do substrato) ou contaminacéo, por exemplo (SANTANA, 2007).

Srinorakutara et. al. (2004 apud SANTANA, 2007), que encontraram uma
concentracédo de etanol de 36,2 g/L, correspondente a 91% do rendimento tedrico
depois de 24horas de fermentagdo, a uma concentracdo inicial de acUcares
redutores de 89,2 g/L, oriundo de residuo de amido de mandioca hidrolisado com as
enzimas celulase e pectinase num tratamento preliminar do residuo, seguindo a

utilizacao de uma a-amilase e amiloglicosidase.
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Tabela 14 — Etanol tedrico em relagéo ao ARgerago € Amido Hidrolisado

Amido
Ensaio A?g/‘i:ad" hidrolisado Etanolll_teé”m

g/L) (/L) (g/L)
1 114,63 103,17 58,58
2 127,75 114,98 65,28
3 118,2 106,98 60,40
4 140,62 126,56 71,86
5 107,33 96,59 54,85
6 115,05 103,54 58,79
7 108,37 97,53 55,38
8 131,16 118,05 67,02
9 46,82 42,14 23,93
10 69,51 62,56 35,52
11 68,82 61,94 35,17
12 78,69 70,82 40,21
13 59,12 53,22 30,21
14 83,44 75,1 42,64
15 64,77 58,29 33,10
16 81,05 72,95 41,42
17 72,27 65,05 36,93
18 81,45 73,3 41,62
19 68,12 61,31 34,81
20 92,97 83,68 47,51
21 94,36 84,92 48,22
22 87,43 78,69 44,68
23 166,71 150,04 85,19
24 61,81 55,63 31,58
25 87,51 78,76 44,72
26 89,85 80,86 45,91
27 85,31 76,78 43,59
28 86,88 78,19 44,40

No trabalho realizado por Amutha et. al. (2001) onde estudaram as células co-
imobilizados produziram 46,7g/L de etanol apartir de 1509/l de amido de mandioca
liquefeito, enquanto células de levedura imobilizadas S. Diastaticus produzidos
37,5g/L de etanol. A concentracdo de etanol produzido por células imobilizadas foi
maior do que por ceélulas livres de S. diastaticus e Z. mobilis na cultura mista de

fermentacdo. Na fermentacdo foram feitos repetidas lotes usando células co-
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imobilizada, a concentracdo de etanol aumentou para 53,5¢/L. As enzimas co-
imobilizada em gel foram estaveis até sete lotes consecutivos. Fermentacao
continua utilizando co-imobilizada células em um reator de leito coluna operado a
uma vazéo de 15mL/h (tempo de residéncia, 4h) apresentaram uma produtividade
de etanol maximo de 8,9 g/L/h.

Segundo Venturini Filho e Mendes (2003) alguns cuidados devem ser
tomados quanto a concentracdo de solidos sollveis, acUcares totais, acidez total e
pH no mosto para que a fermentag&o ocorra de forma satisfatoria e, as vezes, torna-
se necessaria uma suplementacdo com nutrientes.

No estudo de Azevedo et. al. (2007) foi observado que o mosto do caqui
propiciou uma fermentacdo e encontrou a maior concentracdo de etanol apos 48
horas de fermentacdo, contendo a cepa de S. cereviseae, foi obtida quando se
utilizou mosto com 12°Brix, com valor de 6,57 g.L'1de etanol, sem a adicdo de
nutrientes, resultante da presenca de vitaminas e acuUcares. Os resultados
demonstraram a viabilidade de obtencéo de alcool etilico a partir de mosto de frutos
de caqui, sendo que o inéculo, solidos soluveis e pH inicial ndo foram

estatisticamente significativos ao nivel de 5% de significancia na producgéo de alcool.

4.3.7 Agéo da Pectinase

Dentre os ensaios realizados, observando-se a acdo da pectinase em
separado, comparando-se aquele sem pectinase (ensaio 19), com outros (ensaios
25, 26, 27 e 28) que foram realizados com os mesmos parametros como Diluigéo da
solucdo mandioca/dgua, dosagem de amiloglicosidase e tempo de hidrélise, apenas
variando-se a quantidade de pectinase, pode-se observar que em relacdo ao
ARgerado, Eficiéncia da hidrolise e quantidade de Amido hidrolisado, houve um
aumento de 20% nos ensaios em que foi utlizado pectinase.

Como pode-se observar no ensaio em que nao foi utilizado pectinase obteve-
se 68,12 g/L de ARgerado, 62,85% de Eficiéncia da hidrélise e 61,31 g/L de Amido
hidrolisado. J& os ensaios que utilizaram uma dosagem de 4,7ulL/g mat. seca de
pectinase, obteve-se uma média de 87¢g/L de ARgerado, 80% de Eficiéncia da hidrolise

e 78 g/L de Amido hidrolisado. O ensaio em que se utilizou 9,4ulL/g mat. seca de
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pectinase, obteve-se de 92,979/L de ARgyerado, 85,07% de Eficiéncia da hidrolise e
83,68 g/L de Amido hidrolisado, mostrando que a presenca da pectinase no
processo de hidrolise do amido é de grande valia. Ja em relacdo ao Brix a presenga
ou ndo da pectinase nao alterou seu valor, ficando entre 11 e 12°Brix. Leonel (1998),
também comprovou que a adicdo da pectinase como enzima auxiliar para o
processo de hidrélise do amido de mandioca gera um aumento consideravel no valor
de Acucares redutores, na ordem de 30%, comparado com ensaios em que a

enzima nao foi adicionada.
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5 CONCLUSAO

Atraves dos resultados obtidos pelos experimentos foi possivel concluir que:

- A mandioca utilizada no trabalho mostrando-se bastante adequada para a
obtencdo de acucares fermentesciveis, pois apresentou um bom teor de amido,
77%, disponivel para a acdo das enzimas amiloliticas;
- Os modelos estatisticos obtidos demonstraram-se adequados para todas as
respostas desejadas que foram Eficiéncia da hidrdlise, Brix e ARgerado, onde foi
encontrado um modelo para cada resposta, sendo:
ARgerado = 87,39+ 6,56 (4) +4,9(P) — 25,86(D) +7,39(D*) + 3,99 (TxD), modelo
para Acucar Redutor gerado, com um r* = 0,94;
*Brix= 12,74 — 2,45D + 0,46(D*), modelo para Brix, com um r? = 0,99;
Efic.da hidrdlise = 80,64+ 6,11 (A) + 453(P) —6,54(D) + 2,7(D*) +3,51(TxD), modelo
para Eficiéncia da Hidrélise, com um r? = 0,87.

Sendo as variaveis codificadas A = amiloglicosidase , P = Pectinase, D =
Relacao solido/liquido e T = tempo de hidrdlise apds a adi¢cdo da ultima enzima.
- A maior eficiéncia da hidrolise foi de 100%, quando se utilizou os parametros:
diluicdo 1:1,41 (mandioca/agua), a-amilase na dosagem de 0,8uL/g de amido,
amiloglicosidase na dosagem de 0,84mg/g de amido, pectinase na dosagem de
7,05uL/g mat seca e com um tempo de 21 horas;
- O uso da pectinase como enzima auxiliar no processo de hidrolise do amido
porporcionou um aumento no rendimento, comparando o ensaio em que houve
auséncia de pectinase (ensaio 19), com outros que foram realizados com os
mesmos parametros (ensaios 25, 26, 27 e 28), apenas variando a quantidade de
pectinase, foi possivel observar os valores de ARgeraqo, Eficiéncia da hidrélise e
guantidade de Amido hidrolisado,tiveram um aumento de 20% nos ensaios em que
foi utlizado pectinase.
- O valor de etanol tedrico (100% de rendimento) foi estimado a partir das
guantidades de amido hidrolisado da mandioca, onde encontou-se valores entre 31
a 85 g/L.
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