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RESUMO

Neste trabalho objetivou-se avaliar o uso de enzimas
complementares no processo enzimatico de hidrolise
e sacarificagao para a producao de etanol a partir do
residuo fibroso das fecularias. Os resultados obtidos
demonstraram que 63,42% do amido foram
hidrolisados no tratamento em que n&o se utilizaram
enzimas complementares. No tratamento com as
duas enzimas complementares foram hidrolisados
89,55%, no tratamento com celulase 65,42% e no
tratamento com pectinase 88,73%. A prensagem do
residuo apds o processo de hidrdélise e sacarificagao
mostrou-se eficiente, ficando 10,43% do total de
acUcares obtidos retidos no residuo fibroso final.
Portanto, o tratamento em que se utilizou a pectinase
como enzima complementar na hidrolise foi o
melhor. A celulase n&o apresentou efeito
significativo no rendimento do processo.
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SUMMARY

EVALUATION OF THE CELLULASE AND
PECTINASE BY COMPLEMENTARY

ENZYMES IN THE PROCESS OF HYDROLY SIS
SACCHARIFICATION OF CASSAVA FIBROUS
WASTE FOR ALCOHOL PRODUCTION. This
work it was proposed to eval uate the use of
complementary enzymes (cellulase and pectinase) in
the enzymatic process of hydrolysis-saccharification
of the cassava fibrous waste for alcohol production.
The resultsindicated that 63,42% of starch was
hydrolyzed in the treatment without complementary
enzymes, 89,55% in the treatment with the enzymes,
65,42% with the cellulase by complementary and
88,73% in the pectinase treatment. The pressing was
efficacious for sugar recuperation and 10% of total
sugar was retaining in the final fibrous residue. The
pectinase was the better complementary enzyme
enhance the yield.

Keywords: residue, starch, cassava, hidrolysis,
alcohol.

1 - INTRODUCAO
Gerado na etapa de separacdo da fécula de mandioca, o farelo-
massa ou bagago é um residuo solido composto pelo material
fibroso daraiz e parte da fécula que ndo foi possivel extrair no
processamento [5]. Gerado em grandes quantidades, cerca de
930kg com 85% de umidade para cada tonelada de raiz processada,



€ com uma composi¢céo média de 75% de amido e 15% de fibras na
base seca, tem se apresentado como um grande problema para os
industriais, que doam ou vendem o residuo a pregos muito baixos a
fazendeiros para a alimentacao animal [7,15].

V arias pesquisas estdo sendo desenvolvidas no sentido de
aproveitar este residuo, visando gerar umanovareceita paraas
fecularias, além de beneficiar o meio ambiente. Frente ao elevado
teor de amido, uma das linhas de pesguisa que tem suscitado o
interesse dos industriais € a producéo de etanol a partir do farelo
[10,11,14,17,19,26].

Um dos principais problemas no processo de producéo de etanol de
farelo € a concentracao de solidos, visto que em concentragdes de
solidos acima de 10% o rendimento € baixo, devido a problemas de
transferéncia de calor, homogeneizago da pasta e sacarificagao
n&o uniforme [26].

O uso de enzimas complementares no processo de hidrélise do
farelo de mandioca advém como uma alternativa para aumentar o
rendimento do processo. Diante do elevado teor de fibras tem sido
proposto o uso da celulase como enzima complementar no processo
de hidrdlise e sacarificagao [4,9,19]. Também com o objetivo de
aumentar o rendimento do processo vem sendo estudado o uso de
pectinases como auxiliares naliquefacéo da pasta, favorecendo a
acao das amilases [13,19].

Uma outra dificuldade no processo de obtencéo de etanol a partir
de farelo de mandioca é que parte dos agucares obtidos ficaretida
no residuo fibroso final. A lavagem deste com agua néo
demonstrou ser viavel, visto que promove uma diluicéo acentuada
do hidrolisado sendo necessaria a concentracéo para fermentacéo
Ou uso de maior volume de tanques [16,19,26].

Portanto, neste trabal ho objetivou-se avaliar o uso da celulase e
pectinase como enzimas complementares no processo de hidrdlise
enzimatica do amido e a prensagem como método de extracéo dos
acUcares, visando melhorar a eficiéncia do processo de hidrolise-
sacarificacao para producao de etanol a partir de farelo de



mandioca.

2 -MATERIAL E METODOS
O farelo umido, apos drenagem do excesso de &gua, foi doado pela
Jupiter Alimentos S/A, fecularia com capacidade de 200t de
raizes/dia situada em Conchal-SP. O farelo foi caracterizado quanto
a composicao centesimal.
Foram comparados quatro tratamentos enzimaticos de hidrolise e
sacarificacao do farelo em suspensoes de 5009 (p/p) de farelo e
agua com 12% de amido [19]. No Tratamento 1, utilizou-se o
processo enzima-enzima com a-amilase (Termamyl 120L) e
amiloglucosidase (AMG 200L) comerciais[22]. No Tratamento 2,
foram utilizadas a celulase (Celluclast 1.5 L) e a pectinase
(Pectinex Ultra SP-L) como enzimas complementaresa T1[13,19].
No Tratamento 3, utilizou-se a celulase como complementar aTl e
no Tratamento 4, foi utilizada a pectinase como enzima
complementar. As enzimas utilizadas foram concedidas pela Novo
Nordisk S/A - Araucaria-PR, e as condicdes de uso foram as
recomendadas pel o fabricante.
A Figura 1 mostra o fluxograma dos processos de hidrélise e
sacarificacdo nos diferentes ensai os.
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FIGURA 1. Fluxograma dos processos de hidroélise-sacarificacéo.

Os hidrolisados obtidos foram caracterizados quanto ao peso (g),
Brix, acUcares totais (g) e perfil de agucares (g)[2,25]. O perfil de
acucares foi realizado em HPLC, com coluna BIORAD a
temperatura de 70°C com fluxo de 0,6mL/min, tendo agua
destilada e filtrada como fase mével. Os perfis em area foram
convertidos em concentragao (g/l) a partir de solucoes-padréo
[1,12].

Os residuos fibrosos finais resultantes do processo de hidrolise-
sacarificacao foram caracterizados quanto a: umidade inicia (%),
matéria-seca (g), cinzas (g), fibras (g), proteinas (g) , amido (g),
acUcares totais retidos (g) e seu perfil (g)[1,2,12,25].

A comparacdo dos tratamentos em relacdo as variaveis analisadas
foi realizada através de andlise de variancia complementada com o
teste de comparacado de pares de médias de Tukey [21]. Todas as



discussoes estatisticas foram realizadas ao nivel de 5% de
significancia.

3 -RESULTADOS E DISCUSSAO
O farelo utilizado como matéria-prima apresentou 68,69% de
umidade inicial e 80% de amido, 11,5% de fibras, 1,14% de cinzas,
0,85% de proteinas e 0,45% de agUcares totais na base seca, com
pH 5,8. O farelo apresentou um elevado teor de amido, valor este
superior ao citado por KUNHI et al. [14] em farelo proveniente de
processamento de mandioca na india. Para as demais variaveis os
teores encontrados estdo um pouco abaixo da média da
caracterizagao de farelos de industrias brasileiras: 85% umidade,
1,65% cinzas, 16,08% fibras, 0,85% proteinas e 0,94% acucares
totais [5,6].
3.1 —Andlisesdos hidrolisados
Os resultados das andlises dos hidrolisados obtidos nos diferentes
tratamentos enzimaticos sdo apresentados no Quadro 1.

QUADRO 1. Medias e resultados do teste estatistico da compa-
ragao dos tratamentos para o hidrolisado.

Tratamentos

Variavel T1 T2 T3 T4 DME (5%) CV (%)

Pesomedio {g) 269,72 a 40361 b 285323 38354b 2646 4,83
“Brix FB3a 124580c Y983b 1255¢ 0,494 5,44

A totais (o) 29704 5225k 28745 5082h 3,40 0,96
Glicose ()  2342a 4116b 23233 44460Dh 4,30 8,03
Maltose (o) 2863 472bh  210a 24574 1,21 2622
Maltotrioge () 1089a 1,355 093a 0843 0,84 4916
Drextrinas (0] 2,64 463h 242a 294ah 212 41,44

Médias seguidas de uma mesma letra ndo difererm pelo teste de Tukey
(p=0,08).

O peso médio do hidrolisado obtido apds a prensagem dos residuos



dos diversos tratamentos foi analisado, visando-se avaliar os
tratamentos, quanto a facilidade de extracdo e as quantidades
geradas.

Os resultados demonstraram nao haver diferenca significativa entre
os Tratamentos T1 e T3 e entre os Tratamentos T2 e T4, portanto, o
Tratamento T3 no qual foi utilizada a celulase como enzima
complementar nao diferiu, quanto a este parametro, do T1 no qual
ndo foram usadas enzimas auxiliares. Jaos Tratamentos T2 e T4
apresentaram um rendimento superior aos demais, sendo também
superior ao obtido por LEONEL [19] com alavagem do residuo,
evidenciando amaior eficiéncia da prensagem do residuo apos a
drenagem, em comparacao ao uso de agua para extracao.

Quanto ao Brix dos hidrolisados, a analise dos resultados
demonstrou que quando adicionou-se celulase como enzima
auxiliar, ocorreu um aumento significativo do Brix, quando
comparado com T1. Todavia, quando utilizou-se a pectinase (T4), 0
hidrolisado obtido ndo diferiu quanto a este parametro do
Tratamento T2, evidenciando a maior eficiéncia desta enzima
auxiliar em comparacéo a celulase. O Tratamento T1 apresentou
Brix inferior aos demais tratamentos, sendo que T2 e T4, damesma
forma que para o peso, foram os melhores tratamentos.

Em relacdo ao total de agUcares presentes nos hidrolisados, a
analise dos resultados demonstrou ndo haver diferenca significativa
entre Tl e T3 eentre T2 e T4, damesma forma que para o peso do
hidrolisado. Observou-se também gue os teores de aguicares nos
hidrolisados de T2 e T4 foram quase o dobro dos obtidosem Tl e
T3.

A analise desses resultados, em conjunto com os obtidos para o
peso e Brix, conduz a hipotese de que a pectinase seriaaenzima
auxiliar responsavel pelo aumento do rendimento do processo de
obtenc&o de hidrolisado de glicose, a partir de farelo de mandioca.
Os resultados obtidos para o perfil de aglicares nos hidrolisados
demonstraram néo haver diferencaentre Tl e T3 eentreT2e T4
para o teor de glicose. Porém, houve diferenca para maltose entre



T2 e os demais tratamentos, sendo também observado neste
tratamento teor mais elevado deste actcar. Nao ocorreu diferenca
significativa para o teor de maltotriose entre os tratamentos e,
guanto as dextrinas, o Tratamento T2 foi 0 que apresentou teor
mais el evado.

A diferenca de perfil de aglcares do Tratamento T2 levantaa
hipotese de que a agéo conjunta da celulase e pectinase promoveu
uma melhor extracdo dos agUcares totais retidos no residuo fibroso,
permitindo que acglcares de peso molecular maior fossem extraidos
na prensagem.

3.2 — Caracterizacéo dosresiduosfinais

Os residuos solidos resultantes do processo de extragao foram
caracterizados com 0 objetivo de se avaliar a eficiéncia do processo
de hidrdlise. Os resultados da andlise de comparacéo dos
tratamentos para os residuos finais sdo apresentados no Quadro 2.

QUADRO 2. Medias e analise estalistica da influéncia dos
tratamentos no residua final.

Yariawel Tratarmentos
T1 T2 T3 T4 OIS (9% W (9
Lrmid. inicial (%) 7911 h 7491 a ¥812hb 75,13 3 327 263

Materia seca(g) 4268b 17738 41160 201943 4,30 B, 86
Cinzas (o) O045bh 033a 076c 0334 0,11 15,02

Fibras (g) FE8c 548a B8356c BS6ED 1,04 9,30
Arnido (o) 2195h B27a 2075b BT7G6a 2,32 10,591
Frateina (o) 010a 007Ya 036a 0,22a 0,32 107 68
AL totais (o) 1136bh 516a 1083b 54933 1,85 13,93
Glicose (o) 6F7c 403a 820d 540b 1,24 13,45
Maltose (o) 196d 049a 110b 0253 0,56 37,24
Maltottiose (gy 078k 006a 030a 0003 0,36 F4.75

Dextrinas (o) 185¢c 054ah 106b 0253 0,76 50,88

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (p=
0,08,




N&o houve diferenca significativa entre os Tratamentos
enzimaticos T1 e T3 e entre os Tratamentos T2 e T4 para as
variaveis umidade e matéria seca. Isto permite inferir que no
tratamento com adicéo de pectinase como auxiliar (T4), aeficiéncia
do processo de hidrélise damatéria secainicial foi igual a obtidano
processo onde se utilizaram as duas enzimas complementares (T2),
e 0 dobro da obtida nos demais tratamentos. Observou -se também,
gue nesses tratamentos (T2 e T4) ocorreu uma menor retencéo de
umidade pelos residuos, o que apdia a hipotese de que a adicéo das
enzimas, particularmente da pectinase, torna o processo mais
eficiente.

Quanto asfibras, os resultados demonstraram néo haver diferenca
significativa entre os Tratamentos T1 e T3. A menor quantidade de
fibras nos Tratamentos T2 e T4 leva a hipétese de que parte destas
tenham sido hidrolisadas ou extraidas com a prensagem.

As andlises dos teores de amido e agUcares totais mostraram ndo
haver diferenca significativaentre T1 e T3 e, entre os Tratamentos
T2 e T4, entretanto, observou-se que em T1 e T3 a quantidade de
amido n&o hidrolisada e a retencdo de agUicares foram bastante
superiores as encontradasem T2 e T4, o que evidencia a eficiéncia
do processo com pectinase (T4) em comparacéo aos demais
processos de hidrdlise e sacarificacéo do farelo.

No Tratamento T3, onde foi utilizada celulase como auxiliar no
processo, os resultados obtidos para o residuo final foram bastante
semel hantes aos encontrados por LEONEL & CEREDA [18], que
observaram 31,42% do amido inicial retido no residuo final que
apresentou 77,6% de umidade e 42,7% de matéria seca hidrolisada.
A andlise do perfil de aglicares nos residuos finais mostrou que
todos os tratamentos diferiram significativamente quanto ao teor de
glicose, sendo este 0 agucar que predominou no residuo em T4
(91,06%). Nos demai s tratamentos a porcentagem foi de 59,6% em
T1,78,1% em T2, 75,72% em T3 e 91,06%.

Quanto aos agucares, maltose, maltotriose e dextrinas, néo ocorreu
diferenca significativaentre T2 e T4, sendo que o Tratamento T1



fol 0 que reteve maior quantidade destes no residuo. Estes
resultados confirmam a hipétese proposta de que a agao das
enzimas complementares promoveria uma alteracéo do perfil de
acucares no hidrolisado e como consequiéncia uma melhor extracéo
de maltose, maltotriose e dextrina

3.3 — Rendimento dos processos

Através da analise dos resultados obtidos na caracterizagéo dos
residuos finais, bem como dos hidrolisados, estabeleceu-se o
balanco de massa dos diferentes tratamentos (Figura 2), e observou-
se que no Tratamento T1 no qual o processo iniciou com 74,99g de
matéria seca das quais 60g era amido ; 63,42% do amido, 43, 07%
da matéria seca e 11,0% das fibras foram hidrolisados, resultados
estes bastante semelhantes aos obtidos has mesmas condicoes por
LEONEL [19]. No Tratamento T2 foi observado que 89,55% do
amido, 76,36% da matéria seca e 36,42% das fibras foram
hidrolisados, resultado superior ao obtido por SRIKANTA et al.
[26] na hidrolise de farelo de mandioca, utilizando a-amilase e
amiloglucosidase que foi de 76%.
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FIGURA 2. Balanco de massa dos processos.

No Tratamento T3, em que se utilizou a celulase como enzima
complementar obteve-se hidrdlise de 65,42% do contetido de
amido, 45,11% da matéria seca e 3,03% das fibras. Estas
porcentagens foram bastante semelhantes as obtidas no T1, com
excecao das fibras, demonstrando pouco efeito da celulase como
enzima complementar. Estes resultados estdo de acordo com o0s
obtidos por BERTOLINI [4] e por LEONEL & CEREDA [18]. Ja
no Tratamento T4, que utilizou pectinase como auxiliar no
processo, foi observado que 88,73% do amido, 73,08% da matéria
seca e 23,9% das fibras foram hidrolisados, 0 que demonstrou uma
eficiéncia 25% superior a obtida nos tratamentos sem enzima
complementar (T1) e com celulase (T3).



Quanto aos agucares retidos no residuo observou-se que 27,67% do
total obtido ficaram presos ao residuo em T1, 8,99% em T2,
27,37% em T3 e 10,43% no Tratamento T4. SRIKANTA et al. [26]
observaram que cerca de 24% do total de acucares, obtidos no
processo de hidrdlise enzima-enzima, ficaram retidos no residuo
apds prensagem.

De acordo com a composic¢ao do farelo e com os dados de balanco
de massa para 0 processamento da mandioca em uma fecularia
[15], é possivel estimar a producéo de etanol a partir do farelo de
mandioca para cada tonelada de mandioca processada. A Figura 3
mostra a estimativa tedrica da producao de etanol a partir dos
resultados obtidos no Tratamento T1 (sem enzimas
complementares) e no Tratamento T4 (pectinase como enzima
complementar).
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FIGURA 3 FI uxograma da producéo tedrica de etanol a partir do farelo por
tonelada de mandioca processada nos Tratamentos enziméaticos T1 e T4

Analisando-se estes resultados pode-se verificar a eficiéncia da
utilizag&o de enzimas auxiliares no processo de obtencéo de
hidrolisado de glicose, a partir de farelo de mandioca, parafins de




fermentacdo alcoolica, em especial a pectinase como enzima
auxiliar promotora do aumento no rendimento do processo.

A prensagem do residuo também apresentou-se eficiente como
meio de extragado , pois ao serem comparados os resultados obtidos
por LEONEL [19] utilizando 0 mesmo tratamento enzimético que o
T2, observaram-se pequenas diferencas no balanco de massa.
Entretanto, no trabalho de LEONEL [19] foram realizadas trés
lavagens sucessivas do residuo com agua, 0 que promoveria uma
diluicéo de cercade 1:3 do hidrolisado inicial acarretando,
certamente, na necessidade de concentracao do hidrolisado para
posterior fermentacao.

4 — CONCLUSOCES
Atraveés dos resultados obtidos foi possivel concluir que:

« 0 USO da pectinase como enzima complementar no
processo de hidrélise do amido proporcionou aumento no
rendimento, ocorrendo a hidrdlise de 88,73% do amido,
73,08% da matériasecainicia e 23,9% dasfibras,
demonstrando uma eficiéncia 25% superior que a obtida nos
tratamentos sem esta enzima;

« acelulase como enzima complementar ndo mostrou
efeito significativo no rendimento da hidrolise;

« aproducdo tedrica de etanol, a partir do farelo de
mandioca para cada tonelada de mandioca processada, seria
de 48 litros no tratamento com pectinase, ou sgja, 86%
superior a obtida sem 0 uso desta enzima no processo de
hidrolise-sacarificacgao;

- aprensagem do residuo mostrou-se eficiente como
método de extracdo dos agucares, entretanto cerca de 10%
do total de acucares obtidos ficaram retidos no residuo final.
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