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RESUMO

Utilizagdo da Celulase comercial no pré-tratamento da mandioca para fins energéticos, uma vez que é conhecida a possi-
bilidade de aumento na liberagdo do amido intracelular pelo rompimento da parede celular lignocelulésica, Um indice eco-
nomico proposto mostrou que a relagdo enzima-substrato de 1% (1,0071 Uljg) conjugada a um tempo de agcdo de 8 horas

pode ser recomendada, pelo menos a nivel

laboratorial.

1 — INTRODUGAO

A mandioca, como outras matérias
amildceas, necessitam de uma conver-
sfo do amido em acicares metaboliza-
veis para seu emprego como energético.
Essa conversio, que exige altas tempe-
raturas, resulta em desvantagem econo-
mica, porque o amido se encontra pro-
tegido por compostos lignocelulésicos.
Assim, a adi¢@o de celulase para aumen-
tar a extragdo do amido tem por objeti-
vo digerir os compostos celulésicos,
predispondo o amido ao ataque das
amilases. Além disso, proporciona o uso
integral da mandioca, jd que a pelicula
externa € constituida de celulose, evi-
tando-se a operagdo de descascamento,
com economia de tempo e energia e,
possivelmente, aumentando o teor de
agucares.

QUEIRO?Z alii{(16), mencionaram que
a mandioca contém em seu interior,
uma fibra celulésica, que ndo sofre agao
das enzimas — amilase e amiloglucosida-
de. Sua hidrélise requer a celulase como
terceira enzima. Consideram que pro-
porcionalmente, estas fibras represen-
tam uma percentagem muito pequena
em relagdo a massa total da mandioca,
nio sendo, atualmente, econdmico o
emprego da celulase,

Como essas fibras ndo sofrem uma
cominuigdo total, devem ser retiradas
no decorrer do processo, para que nao
causem problemas nos equipamentos.

MENEZES et alii(!0) confirmaram
que quando no se utiliza a celulase, tor-
na-se obrigatério o emprego de equipa-

mentos (desfibrador) para remocio de
s6lidos insoluveis.

Embora, os componentes lignocelu-
16sicos possam ser separados por proces-
sos mecinicos, também podem ser remo-
vidos por enzimas celuloliticas, tal co-
mo, a celulase do Trichoderma reesei.

TOYAMA(IS), consegui isolar amido
de batata por degradagio do parénqui-
ma celul6sico. Estudou, também o efei-
to de misturas enziméticas sobre o
isolamento do amido daquele tubérculo.
Encontrando um aumento de 33,4% no
rendimento de amido, em relagdo ao
controle.

2 — OBJETIVO

O objetivo deste trabalho € contri-
buir para a utiliza¢do integral da man-
dioca, propondo um critério quantitati-
vo para escolha mais adequada da
celulase durante pré-tratamento enzimd-
tico da pasta de mandioca.

3 — MATERIAIS E METODOS
3.1. — Materiais
3.2 — Matéria prima

Mandioca (manihot esculenta) varie-
dade Branca - Santa Catarina (SRT 59),
padrdo cultivada em sistema tradicional
na regido de Cambé - Pr, colhida ma-
nualmete ao final de dois ciclos vegeta-
tivos, na fase de repouso fisiol6gico, que
se caracteriza pela queda das folhas. As
rafzes se apresentam geralmente enxu-

tas, mais grossas, fibrosas, ricas em ami-
do, com maior produ¢do por hectare
e ideal para processamento industrial(3).

3.1.2 — Enzima — Celulase

A celulase usada nos experimentos
foi a celluclastT™ do Novo Industri,
tipo 200 LTY pen — 200 Ca VU/g.

3.2 — Métodos
3.2.1 — Preparo da amostra

A mandioca foi colhida e processada
no mesmo dia. Do total da producdo
foi escolhido, ao acaso, 1 kg de rafzes
que, apds retirados da terra, foram
cortadas e raladas, obtendo-se uma pas-
ta homogénea.l’s

Fluxo do processo
Colheita manual
limpeza das rafzes
corte ¢ ralagfo
pesagem da amostra — 20 g

Enzima celulase Tampio acetato
1 i

L1l 125 ml

B.M. Dubnoff

. ndlise de aqucares redutores

3.2.2 — Determinagdo de umidade (%)

Foi realizada pelo método de estufa
1059 C, segundo as normas analiticas
do Instituto Adolfo Lutz.6

3.2.3 — Determinagdo de amido (%)
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Empregou-se o método polarimétrico
EEC, segundo as normas de exportagio
para o mercado comum Europeu.

3.24 — Determinagdo de agucares redu-
tores (mg/glu/ml).

Utilizou-se o método DNS (Ac. 3,5
dinitrossalicilico)l5. As medidas es-
pectrofotométricas foram realizadas em
540 nm,

3.2.5 — Atividade celulolitica (Ul/g)

Foi caracterizada pelo método do
papel filtro de acordo com MANDELS(8)
1UI equivale a 1 4 mol de glucose/min
ou 0,18 mg/min.

3.2.6 — Ensaio cinético

A determinagdo da relagdo enzima —
substrato, em fun¢do do tempo, foi
obtida variando-se a concentracao de
enzima (celulase) entre 0,26% (0,2014
Ul/g), 1% (1,0071 Ul/g); 5% (5,0354
Ul/g) ¢ 10% (10,071 Ul/g), em relagdo
ao teor residual de fibras do substrato
(19,12), O intervalo estudado foi de O a
48 horas. Tempos superiores demonstra-
ram ndo serem significativos. O teor resi-
dual médio das fibras como substrato,
foi tomado como sendo 3% base seca.
(1,5,11). Apds a preparagdo da mandioca
foram pesados 20 g da pasta homoge-
neizada em frascos erlenmeyers de 125
ml adicionando-se 20 ml de solugdo
tampdo acetato (pH=48) e a seguir a
enzima celulase(13),

Os frascos em duplicatas, fechados
com papel aluminio, foram colocados
no banco Dubnoff, posicdo aleatori-
zados, 4 temperatura de 50° C, com a-
gitagdo constante de 135 1 p m, retiran-
do-se os frascos em intervalos regulares
de tempo, centrifugando-se e deter-
minando-se acicares redutores pelo mé-
todo do DNS no sobrenadante,

Para cada frasco-teste utilizou-se um
frasco controle (sem adi¢do da enzima)
Os resultados foram expressos em au-
mento de agucares devido ao tratamento
enzimatico.

3.2.7 — Produtividade ¢ indice econo-
mico comparativo

3.2.7.1 — Produtividade (P)

A produtividade (P) foi definida de
modo andlago a velocidade inicial da ci-
nética enzimatica.(12,19

Os dados do ensaio cinético foram,
convenientemente, tratados para se
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obter uma regido de proporcionalidade.

Alocou-se o produto formado (mg
glu/ml) contra o tempo (h) de incuba-
¢30, para as concentragdes iniciais de
celulase de 02 % (0,2014 Ul/g); 1%
(1,0071 Ul/g); 5% (5,0354 Uljg) e
10% (10,071 Ul/g), em relagdo ao su-
bstrato fixado,

Ajustou-se o modelo da reta que
passa pela origem, pelo método dos mi-
nimos quadrados, conforme a seguinte
relagdo:

C =Pt (eql)

Onde:
C = Concentragdo de glucose mg/ml

P = Produtividade mg/l!{nJ

t = tempo de ag¢do da celulase em horas

A medida do ajustamento dos dados
i reta de regresso foi feita pelo coefi-
ciente de determinagdo (r2)._ Um bom
ajustamento significa r2 > 90%?2.

O teste estatistico “t” (p 0,05)
foi utilizado com a finalidade de verifi-
car se a inclinag@o (coeficiente angular)
da reta de regressdo difere significativa-
mente de zero ou ndo,

Além disso, como o modelo prevé
uma reta que passa pela origem, foi
testada a hipotese (t,p < 0,005) de que
a ordenada na origem (coeficiente li-
near) era nula. Entretanto, o nivel de
significdncia de 95% ¢ amplo, aumen-
tando a dificuldade de rejei¢ao da hipo-
tese e, conseqiientemente, do modelo.

Ainda, existe a possibilidade de um
erro tipo II (aceita¢@o da hipdtese quan-
do deveria ser rejeitada).

Para reduzir o risco desse tipo de
erro, p foi alterado para 0,5 ¢ o valor
do teste “t” comparado com o calcula-
do4

3.2.7.2 — Indice econdmico compara-
tivo (I.LE)

Para enzima de origem, tipo, ativida-
de e custo conhecido, pode-se definir,
um custo relativo, como sendo:

Custo relativo (CR) = (E)/(S) (eq.2)

Onde:

(E) = concentragio do enzima em Ul
(S) = concentragdo do substratoem g
P =produtividade mg/lrlnl

definir-se também um indice eco-
némico com fins comparativos dados
pela relagdo:

Indice econdmico (LE) = —E._ (eq3)
C.R.

4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Ensaio Cinético, produtividade, e
indice econdmico comparativo.

A andlise da pasta de mandioca
homogeneizada, mostrou os seguintes
valores médios diversas amostras:
Umidade 65%, amido 26% e agucares
livres 0,3 mg/ml.

A celulase (“celluclast”) utilizada
apresentou uma atividade enzimdtica de
120,85 Ul/ml, determinada de acordo
com MANDELS(8).

Com a finalidade de se encontrar
a mdxima produtividade (P), os dados
do ensaio cinético (Quadro I e figuras
I, II, IIf e IV, através de eq. 1), foram
modelados para se obter uma correla-
¢do linear (Quadro II).

Foi possivel modelar todas as con-
centragOes enzima-substrato, pela equa-
¢do da reta que passa pela origem, até’
um tempo de agdo de 8 horas. Em todas
as concentragdes estudadas, resultou um
coeficiente de determinacio (r2) supe-
rior a 0,98, o que indica um bom ajus-
tamento dos dados ao modelo propos-
to (fig. V).

Os coeficientes angulares (produtivi-
dade sdo estatisticamente significativos
ao nivel de 1%. Além disso, para as re-
tas de regressdo obtidas, a hipoétese
de que o coeficiente linear (ordenada
na origem) é nulo, ndo pode ser re-
jeitado mesmo ao nivel de 50% de sig-
nificancia.

O quadro III mostra o custo relativo
(CR) e o indice econdmico (IE) compa-
rativo.

O maior LE. pode ser obtido para
a relacdo enzima-substrato de 0,2%
(0, 2014Ul/g). Porém, nessa concen-
tragdo ndo se visualiza solubilizagdo
(redugdo da viscosidade) até 8 horas
de pré-tratamento enzimaitico.

Virios autores (9, 10, 11, 16) tém
enfatizado a importdncia da viscosi-
dade. Como tal fato ocorreu, claramen-
te, na utilizagdo de 1% (1,001Ul/g)
de enzima em relagio ao substrato
durante 8 horas de incubagdo, a escolha
recaiu sobre essa condigdo como alter-
nativa técnico-econdmica mais adequa-
da.

O indice econdmico, possivelmente,
poderia ser generalizado para comparar
enzimas de diferentes origens e tipos,
desde que, fossem feitos as diluigGes
para equalizagdo da atividade.
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- QUADROI
5 — CONCLUSAO Ensaio cinético da celulase sobre mandioca
Foi proposto um indice econdmico C (mg glu/ml)
comparativo t (h)
0,2% 1,0% 5,0% 10%
P (produtividade)
[E =—— 0 0 0 0 0
C.R (custo relativo) 1 0,0558 0,1126 0,1638 0,2892
2 0,1116 0,2252 0,3276 0,5784
que poderd vir a permitir uma melhor 4 0,2232 04504 0,6552 1,1568
quantificagdo na escolha das condigdes 8 0,4464 0,9008 1,3104 23136
de pré-tratamento celulolitico da pasta 16 04471 1,083 2,063 2,788
de mandioca. 24 0,511 1,278 2498 3,036
32 0,585 1,341 2498 3,036
48 0,884 1,787 2,721 3,036
QUADRO I
Produtividade da relacdo enzima-substrato
mi
E/S (Ul/g) P (mg/ N ) r2
0,2014 0,0558 0,9881
1,0071 0,1126 0,999
5,035 0,1638 0,9941
10.071 0,2892 0,9863
E/S = relag@o enzima substrato
P = produtividade mg/h
QUADRO I

Custo Relativo e Indice Econémico Comparativo da Relagdo
Enzima-Substrato

E/S (Ul/g) C.R. LE. 103
0,2014 3,6096 154
1,0071 8.9940 12,5
5,03542 30,7412 53
10,071 34,8236 83

C.R. = custo relativo
I.E. = indice econdémico comparativo
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ABSTRACT

Comercial Cellulase was utilized for pretreatment of cassava for energy use. Am economic index proposed had shown
that 1% (1,0071. U/g) enzyme substrate relation conjugated with 8 hours reaction time could be recomended at the laborato-

vy level
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