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REZUMO

Na presente investigacdo, a eficiéncia da fermentacao alcodlica
foi comparada determinando-se o rendimento de etancl a partir de
mostos de varios amidos com cozimente e sem cozimento. Neste es
tudo foram utilizados amido de milho, batata, mandioca e farinha

de babagu. As enzimas de Bacillus subtilis NREL B-9hl foram usa

das como agentes de liquefagdo do amido. Farels fungico de Asper

gillus awamori NRRL 3112 e de Aspergillus niger foram utilizados

como agentes sacarificantes. A celulase foi preparada paela fer

mentacac de Trichoderma viride OM S414% em meio s6lido.

G processo de fermentagdc alcodlica com cozimento consiste em

liguefagdo do amido com a -~amilase bacteriana de PBacillus sub-

tilis NRRL B-S81 pelco aquecimento a §59C, sacarificagdo utili

zando-se amiloglucosidase de Aspergillus awamori NREL 3117u de As

pergillus niger isclade do beija ou amiloglucosidase comercial

{(Diazyme) e fermentacio pela Saccharomyces cerevisiae.

0 processo de fermentacdo sem cozimento consiste em  um Processs

de uma etapa na qual sdo combinadas a sacarificagao e a fermenta
cdo.
Us resultados comparativos do rendimento de dlcool etilico, obti

dos dos mostos de amido nos processos com cozimento e sem cozi

mento, estioc descritos a seguir.



No processo sem cozimento, obteve-se maior rendimente de etanol a
partir de amidoc de milho (34%,3%), enquanto que, & partir de amido
de mandioca, este fol ligeiramente menor (81,0%). 0 vendimento de
etancl a partir de farinha de babacgi foi de 55,9% e, a partir de

amido de batata, 11,7%, sendo este Gltimo o menor valor obtido.

No processo com cozimento, no gqual a fermentacdo alcodlica & rea
lizada com amido cozido e liquefeito com a-amilase bacteriana, fo
ram obtidos os seguintes rendimentos de etanol: 93,7% para ami-
do de milho; 87,2% para amido de mandiccas 87,6% para amido de ba

tata e B64,7% para amido de babacd.

Nac houve diferenga significativa no rendimento de etanol a par

tir de amido de milho e de mandioca com cozimento e sem cozimento.

No caso de batata houve diferenga marcante no rendimento de eta
nol entre amido com cozimento e sem cozimento e para a farinha de

babagl a diferenga foi razoivel.

A agdo da celulase de Trichoderma viride QM 9uli  foi tambem estu

dada durante a fermentagdc do amido e constatou-se que a enzima

contribul para um aumento de 9,3% no rendimento de stanol.



SUMMARY

In the present investigation, the efectiveness of alecholic fer
mentation was compared by measuring aleoholic vyields from va
rious starch mashes, both coocked and uncooked. Corn, potato.cassa
va starch,and raw babassu starch were usedin thisg study. Enzvmes

from Bacillus subtilis NRRL B-941 were used as liquefying agent

for starch. Mold bran of Aspergillus awamori NRRL 3117, Asper

gillus niger, were used as a saccharifying agents. Cellulase

was prepared by solid state fermentation of Trichoderma vi-

ride QM 9418,

The alcoholic fermentation process with cooking was as follows:

starch was liquefied with bacterial a-amylase from Bacillus sub

tilis NRRL B-8941 by heating to 859C, and saccharified by amyloglu

cosidase from Aspergillus awamori NRRL 3112, Aspergillus niger i

solated from beijll and Diazyme (Commercial amyloglucosidasel, and

fermented by Saccharomyoes cerevisiae.

The alcchelic fermentation process without cooking consisted in
ane-step process in which are combined saccharification and fer

mentation.

Comparison of ethyl alcohol vyields obtained from various starch
mashes with or without cooking is as following. Alcohol vield
from corn starch without cooking was the highest (S4.,3%), while

cassava starch is only slightly lower {(81.0%). Alcohol vields we



re 55.3% from raw babassu starch and 11.7% from potate starch
which was lowest yield, The comparison of alecholic fermentation
was made between starch cooked and liguefied by bacterial & —amy
lase, were 93.7% for corn, 87.2% for cassava, 87.6% for potato
and &4.7% for babassu. There is no significant difference in

aleohol yields from cooked and uncooked corn and cassava starch.

In the case of potato starch, there are remarkable differences
in alcohol yields between cooked and uncooked. For babassu flour
there are reasonable difference in alcohol yields between cooked

and uncooked,

The action of cellulase of Trichoderma viride OM %414 was also

studied during fermentation of starch and it was demonstrated

that addition of the enzyme increased 9.3% of ethanol yield.



1. INTRODUCAQ

Em virtude da elevagdo dos pregos dos derivades do petroleoc verifi
cada nos ultimos anos, tem havido interesse dos pesquisadores  em
obter fontes alternativas de gnergia. Uma delas, 3@ em uso no Bra
sil, & o etanol obtido da cana de aglcar que vem sendo usado como

combustivel.

Us estudos para a produgdo de xarope por enzimas amiloliticas tem

side muito intensos. Assim, a produgdc de xarope de milho através

fols
£l
]

iquefagdo do amido pela agio da s-amilase bacteriana, sepuida

Lk
Ju
n

acarificagdo até glicose pela amiloglucosidase fingica, foi in
troduzida por Denault e Underkoefler, Cadmus e colaboradores, em
1863. Posteriormente, numercsos estudos e investigacSes foram de
senvolvidos utilizande outros materiais amilidceos para a produgac

de xarope de glicose,

A wamilase bacteriana € uma endoenzima que hidrolisa a-1,4 liga
goes glicosidicas do amido, de modo aleatdrie produzindoe dextrina,
oligossacaridecs e pequena gquantidade de glicose e maltose.

. —

A amilogluccsidase € uma excenzima e hidrolisa as ligagoes glico
sidicas a~1,4 e a=1,6 do amido, sendo capaz de converter < amido

até glicose.

U presente trabalhce teve como objetivo comparar a produgac  de 5&



cool etilico, a partir de amidos de milho, mandioca, batata e fa
rinha de babagu, através do processc com cozimento e sem cozi

mento,

No processce com cozimento foram empregadas e-amilase bacteriana
para a ligquefagao do amido a4 temperatura de B59C, amiloglucesida

e para a sacarificagaoc e Saccharomyces cerevisae para a fermen

tagao alcodlica.

Ho processo sem cozimente foram empregadas somente amiloglucosi

dase e Saccharomyces cerevisae para a fermentagic alcoolica, on

de © processo & efetuado a 3090 e pH 3,5. Neste caso, evita-se a

contaminagao pelo baixo pH e poupa-se energia, ja que a fermenta

ga3o alcoolica & efetuada a 3090,



REVISAC BIBLIOGRAFICA

Em 13842, Kerr e colab. (12) foram os primeiros pesguisadores a de
tectar a presenga de amiloglucosidase em prepavacles comerciais

de amilase fingica.

Mais tarde, em 1947, Underkofler e colab. (35} descreveram um pro
cedimento para a produgdo de apgentes sacarificantes a partir de

fungos. Uma cepa selecionada de Aspergillus orvzae era cultivada

em farelo de trigo umedecido e o farelo flngico assim preparado e
ra utilizado da mesma maneira que o malte para a conversao de

mosto em aicool.

Em 1948, Corman e Langlykke (5) pesquisaram a correlacac da Dro
dugdo de dlceol de mostos de milho sacarificados com filtrados de
cultura de fungos. Verificaram que existia uma correlagdo mais es
treita com a poténcia de um sistema de enzima glucogénica mnedida
pela hidrdlise de maltose do que com a poténcia de g-amilase fin
gica. Os autores observaram varia¢les na agdo das enzimas glucogé
nica e da a-amilase. A g-amilase fungica liquefazia o amido produ
zindo dextrina e maltose, enguanto gue o sistema de enzima gluco
genica hidrolisava a maltose, a dextrina e o amido, produzindo

glicose,



Banzon e colab, (3), 1349, relataram que o rendimente na producas
de alcool de mandioca, utilizando-se farelo fungico para a conver-

sao, era superior aquele obtido utilizando~se malte de cevada.

OUs autores obtiveram 80 a 85% de conversac de amide a etanol enm
relagao ac tedrico, utilizando-se farelo fingico e 70% de conver

sao utilizando-se malte de cevada.

Teixeira e colab. (3u), 1950, relataram que era possivel obter
9G% de conversac de amido de mostos de mandiocca empregando-se
preparagoes de cultura submersa de fungos. 0s autores compararam
a produgac de alcool a partir de amido de mandioca utilizando fa
relo flingico, malte de cevada e hidrdlise Acida e obtiveram, ves

pectivamente, 80 a 85%; 70 a 74% e 43 a 74% de conversic do aml
do a etancl. Os autores também empregaram malte de milhc nas mes
mas guantidades de malte de cevada, porem obtiveranm raegultados

muite baixos,

Phillips e colab. (22, 23), 1951, estudaram a enzima de Rhizopus

delemar que hidrolisava o amide em glicose, a qual denominaranm

glucoamilase,

Kerr e colab, (11}, 1851, tambem pesguisaram uma enzima obtida de
fungos que hidrolisava o amido em glicose, denominando-a o-1,4% ami

loglucosidase,



Pool e Underkofler (20), em 1953, estudaran a producac de  etanol
utilizando farelos fingicos obtidos da culturs de tres linhagens

de microrganismos em farelo de trigo.

0 farele fungico de Aspergillus niger 330 apresentou alta ativi

dade de maltase e baixa atividade As a~amilase,

0 farelo obtido de Aspergillus niger 38R mostrou alta  atividade

de g~amilase e baixa atividade de maltase & limite dextrinage. 0

farelo fingico de Aspergillus niger 337 possula alta atividade de

limite dextrinase e atividade intermediiria de s-amilase e malta
se. Us autores relataram que parecia existir uma ligeira correla

gdo entre a produgdo de alcool e a atividade de maltase, nao ha

{Oy

i * * - >
vendo correlacac com as outras enzimas. Apesar disso, os niveis
timos do agente sacarificante para a producas maxima de alcool nac

podia ser predito pela atividade de maltase.

FPazur e colab. (25, 24, 28), 1859, 1860 e 1962, purificaram a ami

loglucosidase produzida por Aspergillus niger.

Houle e Goering (10}, 1961, produziram xarope de glicose utilizan

do-se a-amilase bacteriana para a liquefacdoc do amido de cevada e

amilases fUngicas para a sacarificacio.

Fe

Leach e Schoch (13), 1961, estudaram a estrutura do amido de milho

e de batata pela agac enzimitica. Estes amidos foram utilizados



devido as diferencas nas propriedades fisicas € na organizagac gra
nular. 0Os autores verificarvan que © granulo de batata era muito
mais resistente 3 agdo das enzimas estudadas e, particularmente, a
gluccanilase do que o grinulc de amido de milho., Conclusdes simila
res foram obtidas por Balls e Schwemer (1), por Bates e Sandested

¢ por Badenhuizen (9, 2),

Penault e colab. (7), 1963, foram os primeiros a introduzir a pro
dugdo de xarope de milho por liquefagac do amido por meio de A~z
milase bacteriana, seguida pela sacarificagac até glicose pela en
zima fungica amiloglucosidase, assim come Cadmus e colaboradores,

em 19686 (63,

Smiley e colab. (30), 1964, pesquisaram a producadc de amilogluco

sidase de Aspergillus niger por fermentagac submersa e a utili

zagac dessa enzima na producdo de glicose a partir de amido.

Im 1966, Lee e Whelan (14} relataram que z amiloglucosidase de As

pergillus niger era capaz de converter quantitativamente o amido

e glicogénio em glicose, Mais tarde, em 1870, Marshall e Whelan
(18} detectaram a presenca de c-amilase na preparagac de amilogly

cosidase de Aspergillus niger e, por isso, tornaram a usar & pre

paragdo cristalina de Rhizopus niveus e verificaranm que esta ulti

ma preparagac, livre de w-amilase, =ra incapaz de  converter com

pletamente o amido e glicogénic. A adulteracio da amiloglucosida



se com o-amilase restabelecia a conversio a um nivel guantitativo.

s autores concluiram que parece existir um thtéculo dentro da
maicria das moleculas de glicogénio e amido que blogueia efetiva
mente ¢ progresse da amiloglucosidase., Fsse obsticula era trans
posto pela a-amlilase, gue era um contaminante da preparagao de As

pergillus niger e que podia, presumivelmente, existir na prepara

¢ac da amiloglucosidase que tinha side usada na determinagac quan

titativa do amido e glicogénio.

Outro obstaculo para a acgdc da amiloglucosidase que poderia ser
referido sac as ligacgdes uw-1,3 do amido e glicogenio (8} gue blo
queiam a enzima. Na hidrdlise de amido da Flérida, que contém pro
porgdo relativamente alta de tais ligagbes (27), foi obtido o gray
mais baixo de conversaoc entre os polissacarideos testados (Mar

shall e Whelan, 1970).

Ha, também, a possibilidade de modificacBo quimica dos residucs de

glicose durante o procedimento de isclamento (4) e também a pre
- - - - e,

senga de arranjos de ligagOes a-1,6 que atuam como obsticulos A& a

gao da amiloglucosidase,

Saletan (31), 1968, relatou o métado para a producac de alcoal e

tilico a partir de milho, empregando amiloglucosidase fungica.

Park e Papini (18), 1870. Estudaram & produgao de xarcpe de glico

se a partir de amido de mandioca pelo processo enzima-enzima emn



pregando o- amilase bacteriana de Bacillus subtilis NRRL B-941 pa

ra a liguefagdc do amido e amiloglucosidase fungica para sacarifi

Ccagao.

A amiloglucosidase foi produzida de Aspergillus niger NRRL 3112 e

Aspergillus awamori NRRL 3112 que produzem alta atividade de ami

loglucosidase e baixa atividade de transglucosidase.

Concluiram que, estandoc a temperatura Otima de atividade de amilo
glucosidase situada entre 50 e 709C, a conversic efetuada a 7090
fol incompleta devido & gradual inativacio enzimdtica pelo  tempo

prolongado de incubagac a essa temperatura.

Park e De Lima (21}, 1972, selecionaram linhagens de fungos para
maicr produgac de amiloglucosidase. Das 30 linhagens de fungos es
tudadas, apenas 7 mostraram-se capazes de produzir quantidades con

sideraveis, destacando-se o Aspergiilus awamori NRRL 3117 e o As

pergillus awamori IAM 2330 que produziram quantidades significati

vas, enguanto que o Aspergillus niger NRRL 330, Aspergillus u-~

samy IAM 2186 e Aspergillus awamori 2330 forvam menos eficientes.

Deszas sete linhagens, o Aspergillus awamori NRRL 3112 foi sele

cionado para a produgao de amiloglucosidase por fermentagdo sub

mersa e a enzima foi purificada usando-se coluna de DEAE-celulose.

Park e S. de Santi (17), 1877, obtiveram um mutante de Asperpillus

awamori por meiocs guimicos e fisicos, que produzia grande quanti



dade de amiloglucosidase sem a formagao de transglucosidase. O mu
tante, tratado com ¢ composto N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina
{mutante MNNG) e com luz ultraviocleta (mutante MNNG~uv), produziu
a mesma quantidade de amiloglucosidase da cepa original, mas o mu

tante tratado com MHNG e em seguida com ultravioleta preduziu o do

bro da quantidade de enzima em relagdo a cepa original.

Park e colab, {(19), 1978, extrairam amidc de babagit por tratamen
to alcalino e estudaram algumas caracteristicas pelo metodo enzi
matico, comparando-os com amido de milho e de mandioca. Verifica
ram que ¢ amido de babagii apresenta caracteristica de viscosidade
diferente em relacgdc aos amidos de milho e de mandioca. Us auto
res também estudaram a solubilidade do amido granular em anidridoe
de dimetil sulfdxide usada como medida da susceptibilidadé para a
agdc da e-amilase, como descrito por Leach e Schech {1961, 1962),
e obtiveram a seguinte ordem decrescente: amido de milho, amido de
mandioca e amido de babacii. Nas observagdes microscopicas dos gra
nulos de amido submetidos & acdo de anidrido de dimetil sulfdoxido
& a-amilase, verificaram que o amido de milho desenvolvia rapida
mente um escurecimento do hilo e fragmentagic progressiva dos gra
nulos em anidrido de dimetil sulféxido e também severa erosao dos
granulos pela agdc da s-amilase. Os amidos de babagu e mandicca

sofreram ligeipre atague enzimatico.

4 capacidade de entumescimento mostrou a seguinte ordem decrescen

te: amido de mandioca, amido de babagl e amido de milho.



Dos estudos da hidrolise de amido solubilizade ou gelatinizado por
g-amilase e pululanase, os autores wverificaram que hd alguma rela
cio entre a f-amilolise e a susceptibilidade & s-amilase e conclul
ram que o amide de babagu apresenta cadeia de amilose maior em e

lagdo a cutros amidos.

Ueda e colab. (36), 1981, estudaram a produgac de etanol utilizan
do agentes sacarificantes e levedura, na qual as etapas da fermen
tagde convencional foram combinadas em uma inica etapa. Neste pro
cesso, os mostos de amido cri foram fermentados gquase completamen
te, sem cozimento e sem autoclavagem, evitando-se a contaminagdo
microbioldgica devido ao pH baixo. Neste estude, a mistura de man
dicca triturada, preparagao de amiloglucosidase comercial de Ag

pergillius niger e levedura fol fermentada durante 5 dias a 309C.

Os autores obtiveram maxima produgio de etanol a partir das varie-
dades de mandioca SRT-Taguari e SRT-59, com 83,3 e 39,8% de con
versio, respectivamente. Utilizando a amiloglucosidase de Asper

gillus awamori, a produgac de etanol a partir da variedade de mapn

dioca TAC-12.829 fol de 84,6%

0s autores verificaram uma redugao consideravel da viscosidade do
moste apos um dia de fermentagdo, utilizando enzimas fingicas do
koji. A redugdo da viscosidade dos mostos fermentados foi de 40,8%

e 893,0%0tilizande amiloglucosidase comercial de Aspergillus AWAMOTL

& Aspergillus niger, respectivamente.

- 10 -
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Park e colab. (283, 188%, investigaram a microflora do beiil e
suas caracteristicas bioquimicas. 0 beijl € uma massa de mandioca
fermentada naturalmente, utilizade para a preparagdc de tiquira
que & uma bebida alcoblica tradicional indigena, produzida no esta
do deo Maranhdoc. A tiguira & produzida em duas etapas: na primeira,
a raiz de mandioca & lavada, triturada e o 1Iquide extraide por
pressac fazendo-se tortas de, aproximadamente, 40 cm de diametro
e 2 a 3 cm de espessura. As tortas sdo cozidas e fermentadas natu
ralmente por cerca de 10 dias. Apds fermentacdo, as massas apresen
tam fungos na superficie e sdo denominadas beiju. As enzimas ami
loliticas necessarias para conversic de amido a agtcares fermenté
vels s3c produzidas durante este estigio. No segundo estagio de
fermentagdc, @ adicionada agua ao beijl triturado e a mistura €
fermentada naturalmente por 2 a 3 semanas. A sacarificagado e fer
mentagdc alcoslica do amido ccorrem simultaneamente durante .este

estaglio.

Os fungoé predominantes no beijl foram Aspergillus niger e Paecilo

myces 8p., sendo tambeém encontrada quantidade moderada de Rhizopus

5p., Observando-se gue Paecilomyces sp. produzia alta atividade

de s-amilase, enquanito que Rhizopus delemar produzia peguena guan

tidade desta enzima. Por outro lado, Aspergillus niger e Rhizopus

delemar produziram grande gquantidade de amiloglucosidase, enquanto

que Paecilomyces sp. e Neurospora sp. produziram peguenas quantida

des desta enzima.



oy

3. MATERIAIS

+1. Equipamentos

Rotary Shaker (agitador rotatério)
Fermentation Design INC

Allentown, P,A. 18103
Espectrofotometro Coleman 295

Estufa para cultura bacterioldgica

Olidef CZ, Ribeirdc Preto - Sp
Balanga anallitica Sauter tipo 414/10

PotenciSmetro Horiba Analyser

Modelo H-5, Xioto - Japdo

‘Banho-maria modelec 1108

50C. FTABBE LTDA,

- - *
Balanga semi~analitica

Sauter tipo SD 2000 T/0,1
Densimetro

Microscdpio Carl Zeiss 873
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- Aparelho de destilagao

-~ Vidraria em geral

3.2. Reagentes quimicos

Carlo Erba e Baker
Amidos: amido de milho, mandioca, batata e farinha de babagu
Enzimag: Amiloglucosidase comercial (Diazyme)

Miles laboratories, EUA

3.3, Microrganismos

Para a producac de enzimas foram utilizados os seguintes microrga

nismos: Aspergillus niger isolado do beiijl (28) e Aspergillus a

wamori NRRL 3112 para a produgao de amiloglucosidase; Trichoderma

viride QM 9414 para a produgac de celulase; Bacillus sub
tilis NRRL B-8%1 para a produgao de a-amilase bacteriana e Saccha

romyces cerevisiae (produto Fleischmann)para a fermentagdo alcooli

Ca.

-~ 13 -



y . METODOS

4.1. Produgac de amiloglucosidase

Para a produgdc de amiloglucosidase de Aspergillus niger e de

Aspergillus awamori NRRL 3112, os esporcs foram inoculados sepa

radamente, em 20 g de mistura de favelo de +trigo: dgua na pro
porgac 1:1 {p/v) contida em frascos Erlenmeyer de 500 ml, previa

mente esterilizados a 1219C por 30 minutos,

GUs frascos foram incubados a 30920 por 72 horas e © farelo de tri

go fermentado foi utilizado como fonte de enzima.

4,2. Producao de g-amilase bacteriana

A o-amilase bacteriana de Bacillus subtilis NRRL B-8941 foi produ

zida de acordo com os itens descritos a seguir:

4,2,1. Preparagado do meic de cultura

-A mistura de 160 ml de amido liquefeito, 10 ml de hidrolisado de
farinha de soja, 2 ml de &lcool etilico, 2,6 g de fosfato de amo
nio dibdsico, 0,04 g de sulfato de magnésio e 0,04 g de cloreto
de potassio, foi ajustada para pH 7,0 e o volume completado para
200 ml, com amidc liguefeito. Em seguida, a mistura fol adiciona
da a 100 g de farelo de trigo, Uma quantidade de 40-g de meio de
cultura foram distribuidos em frascos de Erlenmeyer de 500 ml e

esterilizados a 1219C por 20 min.

- 14 -



0 hidrolisado de soja fol preparado pelo aguecimento de & g de fa

rinha de soija desengordurada em 100 mlde NaOH 0,1%, em banho-ma-

ria, por uma hora.

Para a preparacio de amido liguefeito, uma suspensao 3% de amido
em dgua desicnizada € 0,15 g de farelo contendo 300 unidades de a

tividade de a~amilase de Bacillus subtilis NRRL B-8ul, ajustada

a pH 6,0, foi incubada a B0O?C durante 30 minutos, com agitacao.

4,2.2, Preparacac de s-amilase bacteriana

Para a preparacac de g-amilase bacteriana, © Bacillus  subti

1is NRRL B-941 foi inoculadec em frascos de Erlenmeyer de 3500 ml
contendo 40 g de meio de cultura preparade como descrito acima. 4
p6s a incubagdc a 359C por 48 - 72 horas, o melo de cultura fol

seco ac ar & remperatura ambiente, triturade e utilizade como fon

te de o~amilase bacteriana.

4.3, Produgac de celulase

para a produgao de celulase, esporos da linhagem de Trichoderma

viride OM 8414 foram inoculados em 20 g de mistura farelo de tri
go, agua na proporgac 1:1 (p/v), contido em frascos Erlenmeyer de
500 ml, previamente esterilizados a 1219C por 30 minutos. Apds in
cubagas por 72 horas a 309C, o melo de cultura fel utilizado como

fonte de celulase.

- 15 -



4.4, Determinagdo da atividade enzimatica

4.4,1. Determinacao da atividade de amiloglucosidase

A determinacgdc da atividade de amiloglucosidase (15) &  baseada
na guantidade de glicose formada em uma mistura da solugao enzi
ma e amido ap0s a incubagdo por uma hora a 609C, sendo a gquanti

dade de glicose determinada pelo método de Somogyi-Nelson (233).

Para a determinacaoc da atividade de amiloglucosidase no farelo
fungico, preduzido de acordo com o item 4.1, uma amostra de 10 g
de farelo fungico foi adicionada em 100 ml de agua desionizada e
deixada em maceragac por uma hora, Com agitagaes a intervalos rg
gulares. Apos filtragdo em 1@ de vidro, a atividade - enzimatica

do extrato foi determinada comp descrita & segulr:

Uma amostra de 1 ml foi adicionada em baldo volumétrico de 100ml
contendo 50 ml de solugdo de amido 4% em tampao acetato 0,06M pH
4,2. Apbs uma hora de incubagdo a 609C, a reagdo enzimatica fol
dinterrompida pela adigac de guantidade suficiente de solugao de
nidroxido de sodioc 2N até a neutralizagao da mistura de reagéé,
usando como indicador ? gotas de fenolftaleina em 0,1% de etancl.
Em seguida, 0 baldo volumétrico fol resfriado em dgua corrente e
o volume completado com agua destilada, Como controle, fol feita
uma amostra sem incubacac a 809C; 1 ml da amostra fol adiciconadoe
ao baldo volumétrico contendo substrato e a reagdo fol imediata-

mente interrompida pela neutralizagic da mistura de reagao.



Uma unidade de atividade de amiloglucesidase significa que 1 g de
glicose &€ formada a partir de amide pH %,2, durante uma hora de

incubagao a BO9C,

4.4,.2., Determinagaoc da atividade de oc=-amilase bacteriana

A determinacao da atividade de a-amilase (32) . &  Dbaseada _ na
medida do tempo requerido para hidrolisar o amido a um tamanho
definido de dextrina indicado pela cor do complexc dextrina a 309C
por uma 8o0lugdo diluida de iodo, sendo essa cor comparada com uma
solugdo de coloragio padrio constituida de 25 g de cloreto de «co
balto hexaidratado, 3,84 g de dicromatc de potassio em 100 ml de

deido cloridrico 0,01°N (32).

Para a determinagic da atividade de g-amilase bacteriana produzi
da de acorde com o item 4.2.2, 40 g de meio de cultura fermentado
foram adicionados a 100 ml de agua desionizada e deixados em mace
ragio por uma hora com agitagbes a intervalos regulares. Apos fil
tracdo em 13 de vidro, a atividade enzimdtica foil determinada da
seguinte maneira: para & determinacdo da atividade da ag-amilase,
1 ml da amostra foi adicionado & mistura de 20 ml de solugdo de a
mido 2% em tampdo acetate 0,1M, pH 6,0 e 9 ml de agua. A mistura
da reagdo foi incubada a 309C em banho-maria termestatizado. Pe
riodicamente, 1 ml da mistura de reagado foi adicionado a tubos de
ensaioc contendo 5 ml de solucdo diluida de iocdo-KI até obtengdo
de uma coloragic igual a sclugdo padrac de CoCl, e K,Cr, 0, em HCY

0,01N.
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Solugdo diluida de Todo-KI:

1

2 ml de solugdo estoque de Jodo (11 g de KI e 5,5 g de Iodo em

500 ml de agua) e 20 g de KI foram dissolvidos em 500 ml de Iodo.

A atividade da ¢-amilase foil determinada a partir de uma curva
padric previamente obtida usando-se v-amilase de poténcia conhe
cida. A atividade em unidades fol tracada contra o tempo <de dex

trinizacao em minutos.

Uma unidade de atividade de w-amilase & definida como a quantida

de de enzima que dextriniza 1 g de amido solfivel em uma hora, a

3GeC.

4.4,3, Determinacaoc da atividade de celulase

A determinacio da atividade de celulase tem como base medir
a quantidade de aglcares redutores expressos como glicose, libe
rados de carboximetilcelulose (CMC-Na), sob as condigCes do en

zaio {29}.

Para a determinaclc da atividade de celulase no meio de
cultura produzide de acorde com o item 4.3., 10 g de meio
de cultura foram adicionados em 100 ml de &pgua destilada e
deixados em maceracdo por uma hora, com agitagdes a interva
los regulares. Apbs filtragdo em lac de vidro, determinou-se a
atividade enzimatica tomando-se uma aliquota de 0,9 ml de enzi
ma e adicionando-se a um balidc volum@trice de 25 ml conten-
do 0,1 ml de solucio 0,625% de carboximetilcelulose (sal sodi

oo em tampao citrato 0,54 pH 4,5 e incubando-se essa mis



tura - de . reagdoc a 40°C, por 30 .minutos.. Apds incubacdo,
a concentragdc de aglcares redutores foi determinada pelo método
de Somogyi-Nelson (33}, Para controle, fol determinada a concentra
gdo de agleares redutores na mistura de reagdc no tempo zero de in

cubagao.

Uma unidade de atividade de celulase fol definida como a gquantida-
de de .enzima que produz 1 mg de agicar redutor, nas condigles do

ensaio.

4.5. Determinacdo da concentracdo de dlcool etilico

Apcs a fermentacgdo completa dos mostos, uma amcstralde 200 ml de
mosto fol destilada até obtencdo de um volume de 100 ml. A porcen
tagem de Alcool{p/vino destilade fol determinada medindo-se z den
sidade e a temperatura do destilade e corrigindo-se os valores pa

ra densidade a 15%C, por meio de tabelas.

h.6. Determinagao de aglicares redutores em mosto fermentado

Para a determinacio da quantidade de aclicares redutores que ndo fo
ram hidrolisados e fermentados, uma aliquota de 10 ml de mosto fer
mentado fol hidrolisada com 10 ml de acido sulfurico 2N. durante
3 horas, em banho-maria em ebuligds. 0 hidrolisado fol neutraliza
do com bicarbonato de sodic e a concentracao de agucares pedutores

foli determinada pelo método de Somogyi-Nelson (33).



4.7. Producdo de alcool etilico a partir de varios tipos de amido

Foram utilizados os seguintes amidos: milho, mandioca, batata e fa

rinha de babacd.

8.7.1. Producdo de dlcool etilico a partir de varios amidos,

atraves do processo com cozimento

0 processc convencional para a conversdo de amido a etancl consig
te de autoclavagem, liquefacdn, sacarificagdec, fermentagdo alcodli

ca e destilacao.

Pesou~se quantidade de amido correspondente a 20 g de agicares re

dutores em frascos Erlenmever de 500 ml e adicionou-se 170 ml de
dgua destilada. A suspensdo fol agitada a intervalos regulares du
rante uma hora. Ajustou-se o pH da suspensao para 6,0 com NaDH

10% e HC1 10%, féz-se a liguefacdo do amido com 0,5 g de ae-~amilase

de Bacillus subtilis NREL B-941 contendo 1000 unidades de ativida

de, aquecendo~se a suspensac ate 809C com agitagdc rigorosa. A tem
peratura da mistura de reagdc fol mantida a BO2PC durante 30 minu
tos até a liguefacdo total do amido, e em seguida, a amostra foi

resfriada a 309C.

A seguir, foram adicicnados 10 g de amiloglucosidase (farelo de

trigo fermentado} de Aspergillus awamorl NERL 3112 cu Aspergillus

niger contendo 5,63 & 1,06 unidades de atividade por grama, respeg
tivamente, preparados de acordo com o item 4.1. No caso da amilo

glucosidase comercial (Diazyme), utilizou-se 2,8 g de enzima  cor



respondente 2 £69,4% unidades de atividade. Adicionou-se também
6 ml de suspensdc de levedura 15% {p/v) e o pH da amostra foi a
justado para pH 3,5 com &cido sulfirico 10%. Imediatamente apos,
©s frascos foram fechados com um dispositivo de vidro em forma
de U (fig. 11) contendo acido sulfirico concentrado, incubados a
309C e agitados periodicamente. Através deste dispositivo somern
te o C0, pode passar, o vapor de dgua & absorvido pelo acido sul
flirico, sendo que a perda de peso do conteldo representa a forma
cac de'COE.Apésa fermentacdo completa, os mostos Feram destila
dos e o contelido alcodlico foi determinado medindo-se a gravida-

de especifica como descrito no item 4.5,

A guantidade de aglcares que nd3oc foram hidrolisados e fermenta

dog fol determinada de acorde com o item 4.6.

§.7.2. Produgac de alcool etilico a partir de varios amidos

através do processs sem cozimento

No processo de fermentagdc nao convencional o 4&lcool & obtide a
partir de amido cri em apenas uma etapa, onde todos o DYOCesSsos
de liquefagao, sacarificagd@c e fermentacic alcodlica s3o corbing

dos {(36).

Fesou-se a quantidade de amido correspondente a 20 g de agticares
redutores em frascos Erlenmeyer de 500 ml, adicionou—se 170 ml
de agua destilada e agitou~se a suspensdo a intervalos regulares,
durante uma hora. Em seguida, adicionou-se 20 g de amiloglicosi-

dase (farelo de trige fermentado) proveniente de Agspergillus awa




mori NRRL 3112 ou Aspergillus niger contendo 5,82 e 1,06 unidades

de amiloglucosidase por grama, respectivamente, preparados de a

cordo com o item 4.1.

No caso de amiloglucosidase comercial {(Diazyme), utilizou-se 2,8g

de enzima correspondente a 59,4 unidades de amiloglucosidase.

Adicionou-se também B ml de suspensio de levedura 15% (p/v) e a

justou-se o pH da mistura para pH 2,5 com acide sulfirico 10%.

Em seguida, os frascos foram fechados com o dispositivo em U (fig.\
11) contendo dcide sulflUrico concentrado, incubados a 309C e agi
tados periodicamente. ApGs a fermentacio completa, os mostos fo
rém destilados e o conteldo alcodlico foi determinado como descri
to no item 4.5. A guantidade de aclcares que nado foram hidrolisa

dos e fermentados fol determinada de acordo com ¢ item 4.5,

4,8, Estudo da relagioc entre o tempo & a fermentaglo alcodlica de

varios amidos

0 estudo da relacac entre o0 tempo e a fermentagdo alcodlica  fol
realizado atraves da medida da formacao de Co, {g), com o© decor

rer do tempo {horas}.

4,8.1. Estudo da relacio entre o tempo e a fermentacdo alcod

- - ] - - +
lica de varioes amidos, atraves do processc  Com €Ozl

mento

Este estudo foil realizado de acordo com o item 4.7.1, onde ¢ sisg



tema de fermentagao fol pesadeo a intervalos de tempo em horas e

a diferenca de peso representou © pese de COE produzido.

4.8.2. Estudo da relagdo entre o tempo e & fermentagdc alcod

lica de varios amidos, através do processo sem COZi

manto

0 estude foi realizado de acordo com o item %.7.2. A fermentagao
foi acompanhada pela medida da formagao de CO? a intervalos ae
tempo em horas, onde a diferenga de peso represeniou ¢ peso de

602 produzido.

4.9. Estudo da producdo de etanol a partir de farinha de babagQ,

através do processo com ou sem cozimento e sem ou com celula

se de Trichoderma viride DM 9514 na mistura de fermentagao

0 estudo foli realizado utilizando-se 20 g de amiloglucosidase (fa

relo fingico) de Aspergillus awamori NRRL 3112 correspondente a

112,6 unidades de amiloglucosidase e 10 g de celulase de Tricho

derma viride QM 941y (farelc fhngicol.

4.9.1., Estudo da producio de etancl a partir de farinha de

babagl, através do processo com cozimento, Sem ou com

celulase de Trichoderma viride QM 9414 na mistura de

fermentagac

0 estudo Ffoi realizado de acorde com o item 4.7.1, adicionando-se
5
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18 g de celulase produzida de acordoc com o item 4.3, antes de se

ajustar o pH da mistura de reagdc para pH 3,5.

4.9.2. Estudo da producdc de etanol a partir de farinha de

babagu, atraves do processo sem cozimento, sem ou com

relulase de Trichoderma viride QM 8414 na mistura de

fermentacao

0 estude foi realizadc de acordo com o item 4.7.2, adicicnando-se
10 g de celulase produzida de acordo com o item 4.3, antes de se

ajustar o pH da mistura de reagac para pH 3,5.

¥,10. Estude da producic de etanol a partir de farinha de babaci,

empregando celulase de Trichoderma viride QM 9414

Pesou-se uma quantidade de farinha de babagu correspondente a 20g
de agucares redutores e adicionou-se 170 ml de agua desionizada,

10 g de celulase Trichoderma viride OM %414 produzida de acordo

com o item 4,3 e 6 ml de suspensac de levedura 15% (p/v). A mistu
ra foi ajustada para pH 3,5 com acido sulflrico e o frasco foi fe
chado com o dispositivo de vidro, meostrado na figura 11, centendo

aeideo sulfurico concentrade.

%

¢ frasco foi incubado a 309C e agitado periodicamente. ApOs cinco
dias de Ffermentacdo, o mosto foi destilado e o conteudo alcodlico

determinado pela gravidade especifica como descrito noitem 4.5.

A guantidade de aglicares redutores que nao foram fermentados foil

determinada de acordo com o item H.6.



S. RESULTADOS

3.1. Producao de amileglucosidase

Amiloglucosidase foi produzida de acordo com o item .1, onde se

obteve o5 seguintes resultados:

Linhagem de Microrganismos Unidades de amiloglucosidase/z de

farelo de trige fermentado

Aspergillus niger 1,08

Aspergillus awamori NREL 3112 5,63
Amiloglucosidase comercial 24,8 (por grama de
{Diazyme) Diazyme)

5.2. Produgao de a-amilase bacteriana

A o-amilase de Bacillus subtilis NRRL B-94) foi produzida de acor

do com o item H.,7, onde se obteve 2000 unidades/g de favelo de

trigo fermentado.

5.3. Produgac de alcool etilico a partir de varios amidos

A produgao de alcool etilico a partir de amido de milho, mandioca,



batata e farinha de babagl através dos processos com cozimento e
sam cozimento foirealizada de acordo com os itens %.7.1 e 4,7.2,

respectivamente.

5.3.1. Produgdo de alcool etilieo a partir de varios amidos,

atragves do processo com cozimento

0 quadre 1 mostra as porecentagens de conversac de amido a etanol
atraves do processo com cozimento, utilizando-se s-amilase bacte

riana e amiloglucosidase de Aspergillus niger. Tovam obtidos

94,7%; 94,0%; B88,4% e 66,1% de conversao de amido de hatata, mi

tho, mandioca e farinha de babagi para etanol, respectivamente.

0 quadro 2 ilustra a conversdao de amido a etanol atraves do PrC
cesso com cozimento, utilizando-se a-amilase bacteriana e amilg
glucosidase comercial (Diazyme). Foram  obtides 87,8%; 90,8%;
87.,9% e b586,6% de conversac de amido de milho, batata, mandioca e

farinha de babagl, para etanol, respectivamente.

Na conversao de amido a etanol atraves do processc com  cozimento

utilizando~se a~amilase bacteriana e amiloglucosidase de Asper

e ]

gillus awamori NRRL 3112 foram obtides 88,3%, 85,2%; 73,1% e

61,2% de conversaoc de amido de milho, mandiocca, batata e farinha

de babaci., respecetivamente. 0 guadre 3 ilustra os resultados.
3 B 5



2.3.2. Produgdc de Sicool etllico a partir de vérios amidos,

atraves do processo sem cozimento

0 quadrs & ilustra a conversio de amidc a etanol através do Lro

Ces580 sem cozimento, utilizando-se amiloglucosidase de Aspergillus

niger. Foram obtidos 95,8%; 88,4%; 58,7% e 21,1% de conversio de
amido de milho, mandioca, farinha de babagh e amide de batata para

etanol; respectivamente,

¢ quadro § ilustra os resultados da fermentagao alcoblica através
do processo sem cozimento, utilizando-se amiloglucosidase comer
cial (Diazyme). Foram obtidos §3,0%; 80,1%; BL,6% e 11,4% de con
versac de amido de milho, mandiocca, farinha de babagh e~amido de

batata pava etanol, respectivamente,

Na fermentagao alcodlica através do processoe sem cozimento, utili

zando-se amiloglucosidase de Aspergillus awamori NRRL 3112 foram

obtidos 94,1%; 74,6%; 44.6% e 2,5% de conversio de amido de mlliho,
mandicca, farinha de babacu e amide de batata para etanol, regspec-

tivamente. U guadro 6§ ilustra os resultados.

5.4%. Estude da relacdo entre o tempo e a fermentacdo alcodlica de

vaATIios amidos

0 estudo da relagdo entre o tempo e a fermentagac alcodlica de va
rios amides foil realizado através dos processes com cozimento e
sem cozimentce, 0s resultados de formagdo total de 662 foram compa

rados apos o final da fermentagdoc do amido a etanol.



o.4.1. Estudo da relagac entre o tempo e a fermentacao alcon

lica de varios amidos, através do processc conm COzZi

mento
0 estude fol realizado de acordo com o item H,8.1.

Na figura 1 estao representadas as relaches entre o tempo {(horas) e

a producao de CO, (g) na fermentagdo alcoblica de vdrios amidos

i

traves do processo com cozimento, utilizando e-amilase bacteriana

¢ amiloglucosidase de Aspergillus niger. Foram produzides 10,3 g

de €O, apcs 98 horas de fermentacio de amido de milho e de batata;
8;6 g de COQ apos 40 horas de fermentacaoc de amido de mandioca e

7,2 g de CO2 apbs 50 horas de fermentacgdo de farinha de babagi.

Na figura ? estdc representadas as relacbes entre o tempc (horas)
e a producan de 002 (g) na fermentacdc alcodlica de vArics amidos
através do processc com cozimento utilizando e-amilase bacteriana
¢ amiloglucosidase comercial (Diazyme). Foram produzidos 4,6 g ds
602 apos 86 horas de fermentagao de amido de milho;“lﬁ,o g de CO2
apos 83 horas de fermentagdo de amido de batata; 8,5 g de co, &

P0s 87 horas de fermentagio de amide de mandicca e 7,0 g de COZ

et

pGs 50 horas de fermentagic de farinha de babaci.

Na figura 3 estdo representadas as relagbes entre o tempo (horas)
e a produgaoc de €0, {g) na fermentagac alccolica de varios amidos
com cozimento utilizando-se s-amilase bacteriana e amiloglucosida

se de Aspergillus awamori NRRL 2112, Foram produzidos 10,1 g de

co, apos 101 horas de fermentagdo de amide de batata; 9,7 g de



8,4 g de CO,

co, apbs 48 horas de fermentagdo de amido de milho;
apbs 28 horas de fermentacao de amido de mandioca e 7,2 g de co,

apos 50 horas de fermentacio de farinha de babagi.

5.4.2. Estudo da relacfc entre o tempo e a fermentagio alcod
sem COZ1

lica de varios amidos, através do processo

mento

0 estudo fol realizado de acordo com o item 4.8.2.

Na figura 4 estao representadas as relagoes entre o tempo e a fer
atraveés do processo

tipos de amido
Aspergillus niger,

i

mentacao alcoclica de varios
gem cozimento, utilizando amiloglucosidase de
Foram produzidos 10,1 g de CO, apds 95 horas de fermentacao de &

mido de milho; 7,8 g de CO, apos 108 horas de fermentagac de am
apds 102 horas de fermentagae de fa

do de mandicca; 5,9 g de L0,
2 g de CO? apos 132 horas de fermentacac de a

1
5y

utilizando amilogluco

rinha de babagi e
mido de batata.
ap@s 98

A figura 5 ilustra os resultadeos do estudo
Foram obtidos: 8,8 g de C02

sidase comercial (Diazyme).

horas de fermentagdo de amido de milhoj; 8,1 g de CO, apos 113 ho
| g de CO, apds 107 ho
137

ras de fermentagdo de amido de mandioca; 65,2 g
apog

e a fer

ras de fermentagdo de farinha de babagl e 1,1 g de CO,
batata.

horas de fermentacac de amido de
entre o tembpo
pI"OCES S50 5E&m

SwWams

Aspergillus

Na figura 6 estao apresentadas as relagoes
mentagdo alcodlica de diferentes amidos, atraves do
de

cozimento, utilizando amiloglucosidase
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ri NERL 3112. Foram obtidos 9,0 g de ¢o, apos 120 horas de fermen
tagao de amido de milho; 7,93 g de co, apos 113 horas de fermenta
gao de amido de mandioca; 3,9 g de CO, apos 107 horas de fermenta
gac de amido de babagu e 0,7 g de C02 apos 147 horas de fermenta

gao de amido de batata.

§.5. Estudo da produgac de etanol a partir de farinha de babacgi,

empregandc 08 processos com ou sem cozimento, sem ou com  ce

lulase de Trichoderma viride QM 9414 na mistura de fermenta

gao

0 estudo fol realizadec empregando-gse 05 Processcs com cozimento e
sem cozimento, de acordo com og itens 4.9.1 e ¥.8.7, respectiva
mente. 0s resultados estac descritos a seguir, nos itens 5.5.1. e

5.%.2.

5.5.1. Estudo da producao de etancl a partir de farinha de

babacl, empregando o processo com cozimento e sem ou

com celulase na mistura de fermentagao

0 quadres 7 ilustra os resultados obtidos apds 3 dias de fermenta
gdc de farinha de babacl empregando a-~amilase bacteriana e amilo

glucosidase de Aspergillus awamori NRRL 3112 no processo com cozl

mento; sam ou com celulase na mistura de fermentacao.

Na fermentacdo de farinha de babagi, na auséncia de celulase, fo

ram obtidos 7,0 g de €0, total; 6,7 g de etanol e uma conversio

2
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de amido a etanol de 60,5%.

Na fermenta¢do de farinha de babagl empregandc o processo com cozil

mento e celulase de Trichoderma viride QM S4l4 foram obtidos 6,9 g

de COE; £,78 g de etanol e uma conversao de amido a etanol de

66,3%.

5.5.2. Estudo da produgao de etanol a partir de farinha de ba

bagu, empregando processo sem cozimento esem ou com ce

lulase na mistura de fermentacao

0 quadro § ilustra os resultados obtidos apds 7 dias de fermenta
¢ac de farinha de babacl empregando o processo sem cozimento, sem

celulase e com celulase na mistura de fermentagao.

— - e -
Na fermentagao de farinha de babagu sem celulase na mistura, foram

ocbtidos ¥,2 g de CO 5,0 g de etancl e uma conversao de amide a e

25
tanol de 48,9%.
No mesmo quadro 8, na fermentagio alcoSlica de farinha de  babagd

com celulase de Trichoderma viride QM 3414 na mistura de fermenta

géo foram obtidos 2,8 g de (0,35 5,6 g de etancl e uma conversao de

amido a etanol de 54,9%,

5,6. Estude da produgdc de etanol a partir de farinha de babagu,

empregando celulase de Trichoderma viride QM 9414

¢ estudo foi realizado de acordo com o item %.10. A figura 7 ilus

S



tra a fermentagac de farinha de babagli empregando celulase de

Trichoderma wviride QM 341% na mistura de fermentagac. 0 guadro 9

ilustra gque foram obtides 0,7 g de COE; 1,3 g de etancl e 9,3%

de converzac de amido a stancl.



6. DISCUSSAD

6.1. Produgac de amiloglucosidase

A atividade de amiloglucosidase de farelo fuingico de Aspergillus

awamori NRRL 3112 e Aspergillus niger determinada de acordo com

o item 4.1, foi de 5,63 & 1,06 unidades de amiloglucosidase “Dpor

grama, respectivamente, como mostram os resultados no item 5.1.

0 Aspergillus awamori NRRL 3112 produziu amiloglucosidase de maior

atividade do que a enzima de Aspergillus niger, porém a utiliza

¢ao desta ultima amiloglicosidase resultou em maior conversac de
amido a etanol, embora a atividade fosse menor, o gue gsignifica
que, para a produgdo de alcool, atuaram cutras enzimas envolwidas

além da amiloglucosidase.

6.2. Producdo de a-amilase bacteriana

A atividade de a-amilase de Bacillus subtilis NRRL B~8#1 produzi

da no laboratorioc, de acordo com o item 4.4.2, fol de 2000 unida
des/g de enzima. Fol empregada uma quantidade de 0,5 g de enzima
{ou 1000 unidades) para & liquefacgdoc de 24,5 g de amide (20 g de
agucares redutores), observando-se gue pode ser empregada para a
liquefacao de 24,5 g de amido (20 g de agucares redutores), somen

te 0,25 g de enzima (ou 500 unidades).



6.3, Produgdo de alecoonl etilico a partir de varios amidos sem ou

com cozimento

0s resultados de produgdc de &lcool etilico a partir de wvarios a
mides empregande © processo com cozimento estao descritos nos i
tens 5.3.1 & quadros 1, 2 e 3 e os resultades obtidos empregando
-ge o processo sem cozimento estac descritos nos itens 5.3.2. e
gquadros %, 5 e 6. Observou-se rendimento de etanol semelhante, en
pregando-se ¢ processo com cozimento € ¢ Processo sem cozimento
na fermentacdac de amido de milho e de mandioca. As figuras 8, S5 e
10 ilustram esses resultados. A produgac de etanol a partir de va
riedades de mandioca empregando o processo sem cozimento fol pes
guisada antericrmente e 0s autores obtiveram resultados similares

(363.

A diferenga no rendimento de etancl, comparando-se O progesso COm
cozimente e © processc sem cozimento fol significativa no caso de
farinha de babagl. No caso de amido de batata, a diferenga de ren
dimento de etanol foi muite grande, comeo ilustrado nas figuras &,
¢ e 10. O rendimento de etanol empregando~se processo sem cozimen
to fol menor em amid@ de batata mostrando que o amido de batata &
bem resistente ao ataque enzimatico sendo, provavelmente, devido
ac alto grau de cristalizacao gue o amido de batata apresenta sem

o cozimento.

Comparando-se a ordem de atividade enzimatica da amiloglucosidase

de Aspergilius awamori NRRL 3112 e de Aspergillus niger com ©




grau de conversao de amido a etancl empregando-se o processo  sem
cozimento {(quadros §5 e 6}, observou-se gue a amiloglucosidase de

Aspergillus niger apresentou melhor desempenhe na conversao de a

mide a etanol com todos os amidos testados. 0 mesmo resultado fol
observado na conversao de amido a etanol empregando-se O DProcesso
com cozimento. Provavelmente, existe outrs fator envolvido na con

versao de amido a etanol com amiloglucosidase.

Das tres amiloglucosidases estudadas, observou-se gue tanto para
¢ processo com cozimento ou gem cozimento a malor conversio dos a

midos a etanol foi obtida utilizando-se, em primeiro lugar, amilo

glucosidase de Aspergillus niger, em segundo, amiloglucesidase co

mercial {Diazyme) e, por ultimo, Aspergillus awamori NRRL 3112.

6.4, Estudo da relacdo entre o tempo e a fermentacBo alcollica de

varios amidos com cu sem cozimento

0s resultados do estudo da relagdc entre ¢ tempo e a fermentagao
aleodlica de varios amides empregando-se © processo com cozimento
e sem cozimento estdo descritos nos itens S.4.1 e 5.4%.,2, respecti

vamente, e figuras 1, 2, 3 e &, 5, 6.

Comparando-se os resultados da produgdo de o, {g) em relagao ao
tempo (horas), em ambas as fermentagoOes, com cozimento, descritos
no item 5.4.1 e, sem cozimento, descritos no item 5.4.2, observou
-se que as fermentagBes com cozimento sdo mais rapidas (figuras 1

? e 3} gue as sem cozimento {(figuras 4, 5 e 6),



Comparando-se a fermentagdo dos amidos sem cozimento, observou-se

i

que a fermentagao do amido de milho foi mais rapida em relacio a

*

do amido de mandioca, farinha de babagu e amido de batata, = indl

cando que a estrutura do amide de milho € mais sensivel ao ataque

- - *_ . - -
pelas enzimas amileliticas do gue os coutros amidos estudados.

6.5. Estudo da producdc de etancl a partir de farinha de babacgl,

atraves do processe com ou sem cozimento & sem ou com cslula

se de Trichoderma viride QM 9414 na mistura de fermentagio

+

No estude da producidc de alecool etilico em farinha de babacgu com

-3

cozimentc e sem cozimento, observou-se uma diferenca significatl

va na conversac de amide a etanol guando se emprega celulase de

Tricheoderma viride QM 94138, Para o processo com cozimento, empre

gando celulase, a conversac de amido a etanol fol de 65,3% e, sem
celulase, a conversaoc de amido a etanol fol de B0,5%, como mostra

do no guadro 7.

No processc sem cozimento, com celulase de Trichoderma viri-

de OM 941%, a conversao de amido & etanol foi de 04,3% e, sem ce
lulase a conversio de amido a etanol foi de 48,%%, como descrito

no quadro 8.

Nos processos com € sem cozimento pode-ge observar um aumento na

porcentagem de etanol de 5,9%% com a adigdc de celulase de Tricho-

-

derma viride OM 9414 na mistura de fermentacac. Este fencmeno e

devido ac fato de que, em geral, Trichoderma viride nac .= somente



produz celulase mas tambem outras enzimas que degradam materials

celulesicos tais como pentosanase, protopectinase, etce. {36). As

g8im, &85 enzimas complexas de Trichoderma viride QM 8414 - aparente

mente liberam o amido e aumentam ¢ contate com amiloglucosidase.

%.6. Estude para a producaoc de etanol em farinha de babacu, empre-

gando celulase de Trichoderma viride OM 941y

Na fermentagae de farinha de babacgu empregando apenas celulase de

w0

N . - : N - . . »
Trichoderma viride QM G414 ¢ levedura, sem €nzimas amiloliticas, sg

gundo os resultades do item 5.6, observou-se que a enzima prove

niente de Trichoderma viride OM 9514 degrada materiais celulosicos

T o

a acucares Termentavelis, obtendo-se 9,3% de etanpl, como ¢itado no
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FIGURA 11 - Sistema usado

na fermentagdo aleodlica,

e H?SG& oconcentrado
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7. CONCLUSAQ

7.1. A amiloglucosidase foi produzida por fermentacdo semi-s0lida

usandc as linhagens de Aspergillus awamori NRRL 3112 e Aspergillus

niger,

0 Aspergillus awamori NRRL 3112 produziu amiloglucosidase de malor

atividade do que a enzima de Aspergillus niger, porém a utilizagac

de amiloglucosidase de Aspergillus niger resultou em malor conver

sdo de amido a etanol, o que significa que outras enzimas estao

provavelmente envolvidas na conversac de amido a etanol.

7.2. Nas fermentacdes para a producio de aleool etilico a partir
de varics amidos obteve-se pouca diferenga no rendimento de eta
nol a partir de amido de milho e de mandioca e observou-se qgue ©
tempo de conversdc fol menor no processo com cozimento e malor no
processo sem cozimento, No caso de farinha de babagu a diferenga
na produgdc de etanol fol significativa entre os dois ProCessos,
com cozimento e sem cozimento e, no caso de amido de batata, obte-
ve~gse diferenga muito grande no rendimento de etanol, entre o8 pro
Cess0s Ccom cezimeﬁto e sem cozimento. Como no Processo com cozZimen
to emprega-se agquecimentc para a liquefagdc do amido pela agdo da
a-amilase, uma das vantagens das fermentagdes utilizando-se o Dro

cesso  sem cozimento € o ndac emprego de energia.



Observou-se gue a melhor amiloglucosidase para a conversiao de &

mido a etancl estd na seguinte ordem decrescente: amiloglucosida

se de Aspergilius niger, amiloglucosidase comercial (Diazyme) e

por ulitimo amiloglucosidase de Aspergillus awamori NRRL 3112, as

quais apresentavam, respectivamente, 1,083 24,8 e 5,63 unidades

de amiloglucosidase por grama.

Nos estudos das fermentagoes utilizando O Drocesso sen cozimento
¢ amilogiucosidases provenientes de fontes diferentes, obteve-se,
come melhor amide para a produgac de etanol, a seguinte ordem de

crescente: amido de milho, amido de mandioca e farinha de babagl.

Negstes casos as fermentagdes utilizando processo  COmM cozinento

L

s3o mais rapidas do que as fermentagoes sem cozimento obtendo-se,
ao final das fermentagdes, pouca diferenga no rendimento de eta
nol. Observou-se Também que o amido de batata sem cozimento, nac

apresentou bons resultados para a produgac de etanol.

7.3. Em fermentacdes utilizande-se ambos ©S Processos, <ol cozl

mento e sem cozimento e empregando celulase de Trichoderma viri

de QM Su4ly¥ oblteve-se um acréscimo no rendimento de etanol de

- - - - - -
L,8 sendo este acrescimo devido as enzimas celuloliticas de

o=

4

i chaderma viride QM 9414 facilitarem o contato com © amido ou

degradarem Os materiais celulosicos.

7.4 . Para aumentar o rendimentc de etanol a partir de farinha de

babacli utilizou-se a celulase de Trichoderma viride QM Sulk e ob




gervou-se gue a mesma degrada a celulose da farinha des  babacu

em aclcares fermentaveis, produzindo 9,3% de etanol sem a uti

- - n a - .
lizagao de enzimas amiloliticas.
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