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Matérias-primas como o amido vém sendo estudadas como grande potencial para a producdo de etanol,
principalmente por serem encontradas em abundancia na natureza. A mandioca destaca-se por ser uma
planta tuberosa tipica das regifes tropicais e o Brasil é um dos grandes produtores globais. Para fins
industriais, a mandioca vem sendo utilizada principalmente para a producdo da farinha de mandioca,
gerando diversos residuos. Dentre eles esta a crueira, a qual compreende um residuo sélido rico em amido e
gerado em abundancia apds a etapa de moagem e esfarelamento da mandioca. Entretanto, para 0s processos
fermentativos é necessario que a crueira seja primeiramente hidrolisada para a conversdo do amido em
acucares fermentesciveis. Diante do potencial desse substrato para bioconversdo, o presente trabalho
estudou o processo de hidrélise enzimatica da crueira através de planejamento experimental fatorial
completo 22 para analisar a influéncia da quantidade de extrato enzimatico bruto e a concentragio de
crueira no processo de sacarificacdo. Os resultados do planejamento experimental demostraram que a
variavel concentracdo de crueira foi estatisticamente significativa. A melhor faixa de sacarificacdo obtida
foi de 100 a 108 g/L de crueira e 70 mL de extrato enzimatico atingindo 10°Brix. Os ensaios cinéticos

demonstraram que 20h é o tempo necessério para atingir o maximo da sacarificacéo.
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The raw materials such as starch have been studied as great potential for the production of ethanol, mainly
because they are found abundantly in nature. Cassava stands out for being a typical tuberous plant of the
tropics and Brazil is one of the major global producers. For industrial purposes, cassava has been used
mainly for the production of cassava flour, generating several wastes. Among them is the crueira, which
comprises a solid residue rich in starch and generated in abundance after the step of milling and flaking of
cassava. However, for fermentation processes it is necessary that crueira is first hydrolyzed to convert the
starch into fermentable sugars. Due to the potential of this substrate for bioconversion, this paper studied
the enzymatic hydrolysis process of crueira through a full factorial experimental design 22 to analyze the
influence of the amount of crude enzyme extract (a-amylase) and the concentration of crueira in the
saccharification process. The results demonstrated that the experimental design variable concentration
crueira was statistically significant. The best range obtained by saccharification was 100 to 108 g/L crueira
and 70 mL enzyme extract 10°Brix reached after 24 h of hydrolysis. Kinetic studies demonstrated that 20h

is the time required to reach maximum saccharification.
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1. INTRODUCAO

Por ser um pais que tem a agricultura como base, o Brasil gera uma quantidade consideravel
de residuos agroindustriais. A utilizagdo desses residuos como coprodutos para a produgdo de
bioetanol demonstra uma fonte alternativa de matéria-prima, bem como uma possibilidade de
reducdo dos custos de producdo. Além disso, o uso de residuos para a producdo de
biocombustiveis renovaveis contribui para o desenvolvimento da agricultura familiar e também
demonstra uma destinacdo alternativa e menos agressiva ao meio ambiente [1].

Dentre as principais culturas desenvolvidas no Brasil estd a mandioca, a qual compreende uma
raiz tuberosa rica em amido e encontrada em toda extensao do territério nacional [2]. A mandioca
pode receber diferentes tipos de beneficiamento, sendo um deles o processo de producdo da
farinha. Este gera diversos residuos em quantidades significativas, sendo necessario o
reaproveitamento desses materiais. Dentre eles, destaca-se a crueira, residuo sélido rico em amido
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obtido na etapa de peneiramento da massa de mandioca ralada. A crueira € composta por pedagos
de casas, entrecascas e raizes da mandioca [3].

O amido presente na crueira pode ser usado como matéria-prima para a producédo de bioetanol.
No entanto, a bioconversdo desse residuo amiladceo é necesséria para a obtencdo de agucares
fermentesciveis, tendo em vista que a levedura Saccharomyces cerevisiae ndo € capaz de
converter o amido a etanol diretamente [4]. Nesse processo denominado de hidrolise ou
sacarificacdo enzimética se faz necessario o uso de enzimas amiloliticas, que podem ser de
origem vegetal ou microbiana [5].

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo estudar o processo de hidrolise do
residuo amilaceo (crueira), utilizando um extrato enzimatico produzido por Bacillus sp. e avaliar
0 potencial da crueira para a producédo de bioetanol.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Producéo do extrato bruto enzimatico

2.1.1 Microrganismo

A cepa ANRASO2 utilizada nesse estudo é parte integrante da colecdo de microrganismos do
Grupo de Pesquisa em Biotecnologia Industrial do Departamento de Engenharia Quimica da
Universidade Federal de Sergipe. ANRAS02 compreende uma bactéria Gram positiva presente na
forma de bacilo e identificada como Bacillus sp. A cepa ANRASO2 foi isolada de manguezal na
Reserva Biologica de Santa Isabel (REBIO), ao longo do canal do Parapuca, na Regido de Ponta
dos Mangues no municipio de Pacatuba, Sergipe.

2.1.2 In6culo

A cepa ANRASO2 foi preparada, em meio caldo nutriente, na forma de um pré-indculo e,
posteriormente, de um indculo até a obtencdo da quantidade de células viaveis necessarias para
iniciar o processo fermentativo. Uma aliquota com 5 mL do inéculo padronizado (10”células/mL)
foi adicionada ao erlenmeyer contendo meio de produgdo da enzima.

2.1.3 Preparo do meio de produgdo da enzima

Foram adicionados 1 g de amido soltivel em um erlenmeyer de 150 ml, uma solugdo tampao
para a correcdo do pH 6,0 e uma solucéo nutriente composta por MgSO4, KH2PO4, CaCl,, FeSO4
e extrato de levedura, para atender as necessidades nutricionais do microrganismo. O erlenmeyer
contendo 0 meio de producédo foi esterilizado em autoclave a pressdo de 1 atm e temperatura de
121°C durante 15 minutos. Ap6s, o inoculo contendo o microrganismo foi adicionado ao
erlenmeyer.

2.1.4 Fermentagdo submersa e obten¢do do extrato enzimatico

Para a obtencdo da enzima, o erlenmeyer contendo o meio de producdo inoculado com o
microrganismo Bacillus sp. ANRAS02 foi incubado durante 24 h em agitador rotativo tipo
shaker. A obtencdo do extrato enzimatico bruto ocorreu apés a centrifugacdo do fermentado a
4200 rpm por 15 min. O célculo da atividade enzimatica seguiu 0 método descrito por Xiao
(2006) com modificagdes, conforme Equacéo 01 [6].

U/mL _ (Acontrole+Ainicial)-Aamostra) (01)
(0,153xtx0,01 x0,33)

Sendo:

A controle = absorbancia da solucdo controle de amido;

A inicial = absorbéancia do controle da amostra antes da reacéo;

A amostra = absorbancia da amostra de extrato enzimatico reagido;
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t = tempo de reacdo da amostra com a solucédo de iodo.

2.2 Processo de sacarificacdo da crueira
2.2.1 Pré-tratamento da crueira

A crueira foi inicialmente levada a estufa a temperatura de aproximadamente 60°C por 18h e
em seguida resfriada em dessecador até temperatura ambiente. Apds esse periodo, o residuo foi
homogeneizado até atingir o aspecto de farinha e peneirado para a padronizacdo do tamanho das
particulas.

2.2.2 Planejamento Experimental

O estudo do processo de sacarificagdo foi realizado através um Planejamento Experimental
Fatorial Completo 22 com pontos centrais e axiais, incluindo as variaveis quantidade de extrato
enzimatico bruto (x1) e concentracdo de crueira (x). Os valores reais estudados para cada uma
das varidveis sdo apresentados na Tabela 1. Os ensaios do Planejamento foram realizados em
erlenmeyers de 250 mL e as quantidades de cada variavel seguiram a descri¢do apresentada na
matriz contida na Tabela 2.

Todos os ensaios do Planejamento foram submetidos a diferentes etapas de hidrélise, onde em
uma primeira etapa, foram adicionados 10 mL do extrato enzimético e a mistura foi incubada a
60°C durante 1 h sob agitacdo de 100 rpm. Apoés essa fase, os hidrolisados foram autoclavados a
pressdo de 1 atm e temperatura de 121°C para que ocorresse a gelatinizacdo do amido. O sistema
sofreu arrefecimento até atingir 60°C (temperatura Otima de atuacdo da enzima), sendo,
posteriormente, adicionado o volume correspondente de extrato enzimatico bruto, conforme
Tabela 2. O volume final de todos os ensaios foi de 150 mL, sendo atingido com a adi¢do de agua
destilada. O processo de hidrélise em todos os ensaios foi desenvolvido com agitagdo de 150 rpm,
pH 5,0 e 60°C durante 24 h [7]. O acompanhamento do processo de hidrélise do amido foi
realizado através da retirada de aliquotas para a realizacdo das analises de °Brix. Os valores
obtidos para o resultado foram analisados através do Software Statistic 7.0.

Tabela 1. Valores reais das variaveis utilizadas no Planejamento Experimental Fatorial Completo 22
para sacarificagdo da crueira.

Variavel -1,41 -1 0 1 1,41
Volume do extrato
bruto de enzima (mL) 41,8 50 70 90 98,2
(x2)
Concentracéo de
crueira (g /L) 51,8 60 80 100 108,2

(X2)




S.S.Costa et al., Scientia Plena 12, 084203 (2016) 4

Tabela 2. Matriz do Planejamento Experimental Fatorial Completo 22 para sacarificagdo da crueira.

Volume do extrato Concentracéo de
Ensaios enzimatico bruto (mL) crueira (g/L)
(X) (x2)
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 -1,41 0
6 +1,41 0
7 0 -1,41
8 0 +1,41
9 0 0
10 0 0
11 0 0

2.2.3 Determinagdo do °Brix

A sacarificacdo foi analisada com base nos agucares totais presentes no meio ao fim de cada
uma das etapas do processo. As aliquotas retiradas do mosto foram utilizadas para a analise do
°Brix usando um refratémetro [8].

2.3 Determinagdo da Cinética de sacarificagdo da crueira

Para 0 desenvolvimento da cinética de sacarificacdo do amido da crueira, foi determinado o
ensaio do Planejamento Experimental com melhor resultado dos sélidos sollveis (°Brix) e
reproduzidos em triplicata. Os ensaios foram analisados a cada 4 horas durante 44 horas de
sacarificacdo e retiradas aliquotas do hidrolisado para medir o valor do °Brix da mistura com
refratbmetro.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade enzimética obtida no extrato bruto produzido com o microrganismos Bacillus sp.
ANRASO02 foi 30,72 U/mL. O resultado obtido concorda com a atividade enzimatica apresentada
em estudos realizados por Carvalho (2007), a qual foi de 30,87 U/mL, utilizando amido solGvel
como substrato e 72 h de fermentagdo [9]. J& os valores descritos por Rabalho (2002),
demonstram uma faixa de 2,28 a 4,01 U/mL para a atividade de enzimas amiloliticas produzidas
por fermentagdo submersa [7].

O processo de pré-tratamento da crueira, realizado antes das etapas de hidrdlise, contribuiu
significativamente para o aumento da superficie de contato, facilitando a gelatinizacdo ou
entumecimento dos granulos de amido. Com isso, promovendo uma maior disponibilidade das
cadeias amilose e amilopectina ao ataque enzimatico, tornando mais eficaz a atuagdo das enzimas
contidas no extrato.
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Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados obtidos nas anélises de °Brix para 0s ensaios de
sacarificacdo da farinha de crueira, desenvolvidos no planejamento Experimental Fatorial
Completo 22,

Tabela 3. Resultado do Planejamento Experimental Planejamento Experimental Fatorial Completo 22.

Ensaio °Brix Inicial °Brix Final
1 1 7
2 2 6
3 1 10
4 2 9
5 1 7
6 2 8
7 1 6
8 2 10
9 1 7
10 10 8
11 1 8

Os resultados apresentados na Tabela 3 demonstram que houve aumento dos soélidos sollveis
(°Brix) no processo de sacarificagdo. Os valores de °Brix final obtidos sdo semelhantes ao
apresentado por Augustini (2007) que desenvolveu um processo de sacarificacdo da mandioca a
partir de enzimas comerciais obtendo 9,0 para o valor maximo de °Brix no hidrolisado [8].

Os valores de °Brix Final (Tabela 3) foram analisados através do Software Statistic 7.0 e os
resultados demonstraram que a variavel concentracdo de crueira (x2) e a média foram
estatisticamente significativas, com p-valor < 0,05, considerando o intervalo de 95% de
confianga, como evidenciado na Tabela 4.

Tabela 4. Efeito da influéncia das variaveis na resposta °Brix.

Estimativa Estimativa

por por

Fatores Coeficiente Erro 1(5) _valor intervalo intervalo
de regressdo  padréo P (95%) (95%)
limite limite

inferior superior

Média 7,67 0,3884 19,736  0,000006 6,668 8,66

X1 (L) -0,1464 0,475 -0,307 0,7706 -1,3694 0,538
X1 (Q) -0,0416 0,5662 -0,0735 0,9441 -1,4973 0,7065
Xz (L) 2,914 0,4757 6,125 0,00168 1,6912 2,068
X2(Q) 0,4583 0,5662 0,809 0,45506 -0,99731 0,9569
X1X> 0,00 0,6728 0,00 1,000 -1,7295 0,8647

A partir da Tabela 4 foi possivel desenvolver o0 modelo ajustado conforme a Equacéao 02.
°Brix = 7,67 + 2,91X (02)

A anélise de variancia apresentada na Tabela 5 apresenta o valor de Fca para a regressédo igual
a 69,48, qual é maior do que 0 Fbelado, indicando que 0 modelo proposto na Equacdo 1 representa
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estatisticamente o processo desenvolvido. A variagdo explicada (R?) de 88,47% demonstra que o
modelo estd adequado aos dados experimentais.

Tabela 5. Andlise de variancia para resposta °Brix

Fon_te de Soma dos (_Sraus de Quadr_ado =
variacéo quadrados liberdade Médio cal
Regressdo 17,37 1 17,37

Residuo 2,26 9 0,25 69,48
Total 19,63 10 1,963

% variacdo explicada (R%)= 0,88473; F1.9.005 = 5,52

A faixa étima de sacarificacdo obtida foi de 100 a 108 g/L de crueira e com 50 a 70 mL de
extrato enzimatico, atingindo 10 °Brix ao final de 24 horas de hidrélise. A faixa Otima
determinada pode ser identificada através da andlise de superficie de resposta (Figura 1), sendo
possivel atingir valor maximo de 11 °Brix. E importante destacar que com o aumento da
concentragdo da crueira (g/L) nos ensaios, é verificado um aumento significativo da textura do
material ap6s o processo de gelatinizacdo, dificultando a coleta das amostras para analises.

B 11
B 10
o9
s
B 7
B 6

Figural. Superficie de Resposta do Planejamento Experimental Fatorial Completo 22 para a

sacarificacdo da crueira.

Com isso, para o desenvolvimento da cinética de sacarificagdo da crueira, o ensaio 03 do
Planejamento Experimental foi selecionado por apresentar concentragédo de crueira de 100 g/L e
possibilitar 0 melhor manuseio para retirada de amostras quando comparado ao ensaio 08 que
também apresentou o valor de 10 °Brix. Os resultados obtidos na cinética de sacarificacdo séo
apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Resultado da cinética de sacarificagdo do amido da crueira

Na Figura 2 é possivel verificar que a partir de 20 h de sacarificacdo os valores de sélidos
sollveis dos ensaios atingiram o maximo, permanecendo constantes até o tempo final da
sacarificacdo (44 horas). O desenvolvimento da cinética possibilitou a reducdo do tempo de
sacarificagéo para 20 h.

Diante do potencial da crueira para bioconversdo em aclcares fermentesciveis, o presente
trabalho estudou a caracterizagdo, o processo de sacarificacdo enzimatica através de planejamento
experimental fatorial completo 22 e a cinética de sacarificacdo, obtendo resultados satisfatérios e
semelhantes aos dados experimentais publicados na literatura.

4. CONCLUSAO

O estudo do processo de sacarificacdo da crueira demonstrou relevancia para avaliar o
potencial do residuo agroindustrial para a producdo de bioetanol. O extrato enzimatico bruto
produzido pelo microrganismo Bacillus sp. ANRASO2 apresentou uma atividade enzimatica de
30,72 U/mL, sendo capaz de aumentar a quantidade de sélidos sollveis no meio de 1 para
10°Brix. Com isso, o amido presente na farinha de crueira é transformado em acUcares
fermentesciveis, podendo ser utilizado como matéria-prima potencial para a producdo de
biocombustiveis renovaveis.
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