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1 RESUMO

O amido é uma importante matéria prima industrial extraindo-se anualmente cerca de 60
milhdes de toneladas em todo o mundo. Uma importante aplicacdo do amido € como fonte
alternativa de energia, destacando-se a producéo de etanol a partir do amido de mandioca.
No Brasil, crescente demanda ressurgiu com a producdo de veiculos biocombustiveis e
incentivos governamentais. Devido a importancia energética do amido o presente trabalho
objetivou hidrolisar e avaliar a cinética da fermentacao alcodlica do amido de mandioca
através da levedura Saccharomyces cerevisiae cepa Y 904. Os resultados evidenciaram que
o tratamento contendo 180 g L* de glicose demonstrou o melhor rendimento (94 % ™/n).
Contudo, o tratamento contendo 260 g L™ de glicose, apds 10 h de fermentagéo, apresentou
glicose remanescente no processo e sob baixas concentracfes de glicose a levedura
demonstrou ser mais eficiente. Com base na viabilidade celular a cepa Y 904 demonstrou

necessitar de maior tempo para completar a conversao do substrato.

Palavras-chave: Saccharomyces; fermentagéo; Manihot esculenta Crantz; etanol.

KINETIC AND FERMENTATIVE STUDY OF CASSAVA STARCH

2 ABSTRACT

Starch is an important industrial raw material by extracting annually 60 million tons
worldwide. An important application of the starch is as energy alternative source, standing
out ethanol production from cassava starch. In Brazil demand growing resurfaced with the
production of flex-fuel vehicles and government incentives. Due of the energetic importance
the starch this study aimed hydrolyze and evaluate the kinetic of the alcoholic fermentation of
the cassava starch by yeast Saccharomyces cerevisiae strain Y 904. The results showed

that treatment with 180 g L glucose showed the better yield (94 % ™/m). However, in

Recebido em 6/11/2017 e aprovado para publicagdo em 8/12/2017



Urbano et al. 47

treatment with 260 g L? glucose, after 10 hours of the fermentation start, it was found, still,
glucose in the process and under low glucose concentration, the yeast proved to be efficient
more. Based in cell viability strain Y 904 showed need more time to complete the conversion

of the substrate.

Keywords: Saccharomyces; fermentation; Manihot esculenta Crantz; ethanol.

3 INTRODUCAO

Utilizada em larga escala, a energia esta fundamentalmente ligada a diversos setores
de atividades. Em sua totalidade proveniente do petréleo, fonte ndo renovavel, além de
causar grandes impactos ambientais € uma fonte finita por ndo haver obtencéo suficiente ao
tempo de consumo. Dentre esse cendrio, novas estratégias de producdo de energia sdo
necessarias e estdo sendo consolidadas para o desenvolvimento econdmico e sustentavel
do planeta.

Neste sentido os hiocombustiveis sdo excelentes alternativas, pois, podem ser
obtidos a partir de qualquer biomassa que tenha quantidades significativas de carboidratos,
particularmente amido, que serd convertido através de processo enziméatico em substrato
para obtencéo do biocombustivel - bioetanol (JARDINE; PERES; DISPATO, 2009).

A mandioca é cultivada praticamente em todas as regides de clima tropical do Mundo
(HOWELER, 2002), sendo o Brasil o quarto maior produtor mundial. A raiz é basicamente
composta por agua e carboidrato, sendo utilizada como principal fonte energética nos
trOpicos, ndo apenas em termos de subsisténcia, mas também industrial (FAO, 2011,
AGUIAR et al., 2011).

Atualmente 70 % da producdo mundial de etanol é utilizada como combustivel
oriundo do petrdleo e da biomassa agricola (ALFENORE et al., 2004). O Brasil se
consolidou como maior produtor e consumidor do Mundo de etanol, devido ao aumento do
namero de veiculos automotores e aos incentivos governamentais direcionados, nos ultimos
anos.

No Brasil existe crescente interesse em utlizar a biomassa e os residuos
agroindustriais para a producdo de etanol, como é o caso do amido, farelo de mandioca,
bagaco de cana-de-acUcar, dentre outros, diminuindo os impactos ambientais e agregando
valores a cadeia produtiva. Segundo Alves (2005), enquanto uma tonelada de cana produz
140 kg de agucar com rendimento de 85 litros de etanol, uma tonelada de mandioca pode
produzir até 104 litros. Historicamente, de acordo com Venturini Filho e Mendes (2003), o
alcool de mandioca ja foi fonte de subsisténcia energética no Brasil em periodos de grande
dificuldade.
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Frente ao exposto, sendo a mandioca uma importante fonte alternativa energética, o
presente trabalho objetivou avaliar a cinética da producédo de etanol a partir do hidrolisado

de amido de mandioca.

4 MATERIAL E METODOS

4.1. Fonte amilacea e hidrdélise enziméatica

O amido comercial de mandioca foi utilizado como fonte amildcea para obtencédo do
substrato fermentescivel e para o processo de hidrélise foram utilizadas as enzimas
Liquozyme Supra 2.2X e Saczyme com atividade enzimatica de 300 KNU g* e 800 AGU mL"
1, respectivamente.

No processo de hidrélise enzimética, suspensdo de 30 % ™/n de amido foi
condicionada a 60 rpm com a enzima Liquozyme Supra 2.2X a 9013 °C durante 120
minutos. Posteriormente, o hidrolisado foi resfriado e submetido a acdo da enzima Saczyme,
condicionado a temperatura de 60+3 °C por 960 minutos, para obtencdo do substrato

fermentescivel.

4.2. Determinacdo dos agucares fermentesciveis

Os acucares fermentesciveis foram analisados por cromatografia liquida de alta
resolucdo (HPLC) sob condigdes: coluna AMINEX HPX 42A, fase estacionaria em chumbo,
300 x 7,8 mm; detector de indice de refrac@o; &gua deionizada foi utilizada como fase movel
a taxa de 0,6 mL min? de injecdo a 80°C. A concentracdo dos acgucares foi determinada a

partir de curvas padroes.

4.3. Processo de fermentacao alcodlica

O substrato fermentescivel obtido foi ajustado para as concentragdes de 180 g L*;
220 g L* e 260 g L' de glicose livre, obtendo-se trés tratamentos. Para inicio da
fermentacdo o pH do substrato foi ajustado para 4,5 e adicionou-se a levedura
Saccharomyce cerevisiae cepa Y 904, estabilizada e seca na concentracao de 8 % /.

A fermentacao foi realizada em sistema anaerébico condicionado a injecdo de ar de
37 mL min, agitacéo orbital mecanica em 120 rpm e temperatura em 32 °C. Aliquotas foram
retiradas nos tempos 0, 1, 2, 4, 6, 8 e 10 horas de fermentacéo, centrifugadas a 12000 rpm

e congeladas a -20 °C para avaliagdo do estudo cinético.
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4.4. Determinacdo da concentracdo de etanol

A concentracdo de etanol foi determinada em cromatografia liquida de alta resolucao
(HPLC) sob condicdes: coluna AMINEX HPX 87H, fase estacionaria em chumbo, 300 x 7,8
mm; detector de indice de refracéo; dgua deionizada como fase mével a taxa de 0,8 mL min°
1 de injecdo a 65°C. A concentragdo de etanol foi determinada a partir da injecdo de padrao

primario.

4.5. Determinagé&o da viabilidade celular

Foi transferido 1 mL do substrato para baldo volumétrico de 25 mL ajustando-se o
volume. Em seguida, aliquota de 0,5 mL foi tomada e misturada a 9,5 mL de solugéo
corante [azul de metileno (0,025 %), NaCl (0,9 %), KCI (0,042 %), CaCl..6H,O (0,048 %),
NaHCOs; (0,02 %), glicose (1,0%)]. A contagem foi realizada em camara de Neubauer com
auxilio de microscoépio Optico. Foram consideradas mortas as células com coloragédo azul e
vidveis aquelas sem coloracdo. N@o foram considerados brotos, flocos de células e
pseudomicélio. A viabilidade e numero total das células foram determinados conforme:
Células viaveis (%) = nimero células ndo coradas x 100; NUmero total de células mL* = N
(namero total de células presentes no quadrante médio) x 2,5 () x 105 () x D (fator de

diluicdo).

4.6. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e a comparacdo das

médias foi realizada pelo teste de Tukey ao nivel de 0,05 de significancia.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracteristicas fisico-quimicas da matéria prima

A caracterizacao fisico-quimica do amido é de extrema importancia, pois a partir de
sua constituicdo definem-se as melhores aplicacGes para cada tipo de segmento. Segundo
Garcia et al. (2014) as concentragdes dos constituintes sdo dependentes da fonte boténica,
do método de extragdo utilizado e processo de purificagdo adotado.

Segundo a legislacéo brasileira, RDC n° 263 (BRASIL, 2005) um amido de mandioca
com qualidade deve apresentar umidade méaxima de 18 % ™/, acide em mL de solucdo 1,5

v/im, minimo de 80 % ™/, de amido e 0,5 % m/m de residuo mineral fixo. Os dados fisico-
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guimicos obtidos para o amido de mandioca sdo demonstrados na Tabela 1 e encontra-se
dentro dos padrdes vigentes no pais. Os constituintes menores encontram-se em percentual
total abaixo de 2 % ™/m, indicando elevada pureza da matéria prima. Amido com baixo grau
de pureza poderia influenciar o processo de hidrolise, bem como, o aparecimento de

substancias indesejaveis que poderiam inibir a acdo da levedura durante a fermentacéao.

Tabela 1. Média + desvio padrdo das caracteristicas fisico-quimicas do amido de mandioca.

Componente g 100 g (bu)
Umidade 13,65+0,15
Amido 97,44+0,33
Lipidios 0,234+0,03
Proteina 0,16+0,01
Acucares soluveis totais 0,14+0,02
Cinzas 0,10+0,01
pH 5,91+0,05
Acidez* 0,50%0,05

* - mL de NaOH 1 mol L1; bu — base umida.

5.2. Processo fermentativo

O processo adotado durante a hidrélise apresentou rendimento de cerca de 97 %
™/m, €ste, superior aos rendimentos verificados na literatura para os métodos enzima/enzima
e acido/enzima (ABRAHAM; KRISHNASWAMY; RAMAKRISHNA, 1987; ULIBARRI; HALL,
1997; SORAPIPATANA; YOOSIN, 2011), demostrando eficiéncia do processo hidrolitico e
substrato necessario para o processo fermentativo.

O rendimento de etanol variou entre 0,78 % "/, a 10,63 % ™/m, respectivamente para
os tratamentos 180 g L e 260 g L (Tabela 2). Contudo, em menor concentracéo de glicose
€ observado melhor adaptacdo da cepa as condicdes do meio iniciando rapidamente o
processo biossintético de conversédo, quando comparado aos demais tratamentos. Como
observado nas concentracdes de 180 g L e 220 g L de glicose, nédo houve diferenca em
rendimento de etanol entre os tempos 6, 8 e 10 horas de fermentacao. Ja para o tratamento
contendo 260 g L de glicose o melhor rendimento foi verificado com 8 horas apds o inicio
da fermentacéo.

De acordo com Lima, Basso e Amorim (2001) inumeros fatores podem interferir na
eficiéncia da fermentagdo, tais como: temperatura, pressdo osmética, pH, oxigenacao,
minerais, concentracdo da levedura e contaminagdo microbiana. Segundo observado por

Leonel et al. (2015) tempos elevados de fermentagcdo podem contribuir para a proliferagédo
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de bactérias que modificam o pH do meio contribuindo para a minimizacao da producéo de
etanol. Tal observacao, reportada pelos autores, corrobora com a ocorréncia verificada para

os tratamentos 180 g L' e 220 g L'! em tempos acima de 6 h de fermentacéo.

Tabela 2. Producéo de etanol influenciado pela interacdo tempo/concentracao de glicose.

Concentracgéo de glicose (g L)

Tempo (h) 180 220 260
0 0,00dA 0,00dA 0,00eA
1 0,78cA 0,38bA 0,55eA
2 0,40cB 3,79¢cA 3,83dA S
4 7,28bA 6,90bA 6,50cA <
6 8,12abA 8,80aA 8,78bA N
8 8,30abB 9,53aA 9,03abA ©
10 9,06aB 9,69aB 10,63aA

Médias seguidas por letras iguais minasculas em coluna e mailscula iguais em linha ndo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade.

Para o tratamento contendo 180 g L* de glicose, a conversdo biossintética
apresentou seu apice com 4h de fermentagdo atingindo percentual de 7,28 ™/, ocorrendo a
estabilizacdo da producdo de etanol apés 6 h de trabalho com drastica reducdo de
substrato. Concomitantemente, o percentual de glicose, que no inicio da fermentacao era de
18 % "/m, nas primeiras horas de trabalho fermentativo decresceu para aproximadamente 8
% "/m, Ndo ocorrendo alteracdo na concentracdo de etanol. Entretanto, a viabilidade celular
incrementou consideravelmente ao nivel de 57 % nas duas primeiras horas ap6s inoculacao,
demonstrando que neste periodo a cepa Y 904 utilizou do consumo de substrato para
aumentar o numero de células viaveis, iniciando o processo fermentativo apds a segunda
hora de inoculagéo (Figura 1a).

Ja para o tratamento com 220 g L de glicose a conversdo em etanol apresentou
inicio logo na primeira hora apos a inoculagédo. Entretanto, o incremento de células viaveis
aconteceu até a segunda hora, acumulando cerca de 3,5 x 10° células viaveis por mL de
substrato, sendo que a produgdo maxima de etanol, bem como a estabilizacdo da
conversao, ocorreu apos 6 horas de fermentagéo, conforme demonstrado na Figura 1b.

O consumo de glicose, para o tratamento 260 g L-1, apresentou-se constante
durante todo o processo fermentativo, entretanto, apés as 10 h de fermentacéao foi verificado
a presenca de aclcar fermentescivel residual do processo (2,84 % ™/v), indicando que a
cepa Y 904 ndo concluiu completamente a bioconversao dentre o periodo avaliado.

Possivelmente, esta ocorréncia seja devida a transformacgdes que o meio sofreu durante o
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periodo de fermentacdo e/ou a existéncia de substancias interferentes ao processo que

podem ter reduzido a taxa metabdlica da cepa Y 904.
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Figura 1. Concentragdo de glicose, etanol e levedura durante o periodo de fermentacao. (a)
Substrato com 180 g L de glicose; (b) Substrato com 220 g L de glicose; (c) Substrato
com 260 g L de glicose.

A estabilizacdo da producéo de etanol ocorreu apés 8 h da inoculacao, contudo, a
producao de células viaveis foi constante durante as primeiras 4 horas, caindo na sexta hora
e voltando a crescer na oitava hora, atingindo 3,13x10° células viaveis por mL de substrato,

conforme demonstrado na Figura 1c.
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Dentre os tratamentos avaliados, conforme demonstrado na Tabela 3, foi possivel
observar melhor eficiéncia na bioconversdo para o tratamento contendo 180 g L de glicose,
bem como, o maior numero de células viaveis, sendo este, responsavel pela eficiéncia
verificada. Entretanto, o hidrolisado contendo 260 g L' de glicose apresentou o maior
rendimento em producdo de ETOH e a menor eficiéncia na bioconversado, possivelmente
devido a dificuldade das células em se adaptarem ao meio, e por consequéncia, o0 menor

indice de células viaveis por mL de substrato, influenciando o rendimento observado.

Tabela 3. Variaveis independentes ap6s 10 h de processo fermentativo.

Tratamento Etanol (g L?) Células Viaveis Eficiéncia (% ™/m)
180 86,60c 2,50 x 10°% 94,0a
220 102,20b 2,28 x 10%b 90,7b
260 104,10a 2,13 x 10°%b 87,3c

Médias seguidas por letras iguais em coluna nao diferem estatisticamente ao nivel de 5% de
probabilidade.

Segundo observado, o tratamento contendo 180 g L™ apresentou eficiéncia superior
a reportada por Srinorakutara et al. (2004) para hidrolisados oriundo do residuo de amido de
mandioca, hidrolisados com enzimas celulase e pectinase em um tratamento preliminar
seguido pela utilizagdo da a-amilase e amiloglucosidase. Entretanto, Jamai et al. (2007)
verificaram rendimentos superiores aos observados na producéo de etanol utilizando amido
como substrato e levedura Candida tropicalis como agente fermentador.

Ja utilizando a levedura S. cerevisiae, Mojovic et a. (2006) verificou eficiéncia bem
inferior as observadas em farinha de milho hidrolisadas com enzimas a-amilase e
amiloglucosidase. Os resultados reportados pela literatura especializada corroboram com os
observados e a utilizagcdo da cepa Y 904 em nivel industrial para a producdo de etanol,

utilizando como fonte de agucares fermentesciveis 0 amido de mandioca.

6 CONCLUSAO

O amido nativo de mandioca apresentou caracteristicas fisico-quimicas que
possibilitaram sua utilizacdo como substrato para o processo de hidrélise, permitindo a
obtencao suficiente de acucares fermentesciveis para os tratamentos. Dentre 0 processo
fermentativo o apice foi obtido com 6 horas de inoculagdo em substrato contendo 180 g L*

de glicose, favorecendo o maior rendimento em etanol.
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