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RESUMO

A geracdo de residuos é um problema diario para grande parte das
agroindustrias em virtude da toxicidade ou grande volume gerado. Atualmente, politicas
ambientais exigem o tratamento de residuos antes do descarte na natureza. Além
disso, este tratamento de residuos € repassado aos custos de produgdo para o produto
final. Propostas estdo sendo apresentadas pelo setor ambiental com a finalidade de um
uso racional para esses residuos gerados. A industria do amido, em especial o extraido
da mandioca, produz quantidades significativas de rejeitos que podem ser empregados
de forma racional, evitando seu descarte na natureza e gerando novos produtos. O
bagaco da mandioca é esse tipo de residuo, pois apresenta em sua composi¢cdo alto
teor de amido e fibras alimentares. Apds o processamento, esse amido, por meio de
acdo de enzimas amiloliticas, pode ser convertido em xarope de maltose ou glicose,
produtos de maior valor agregado, utilizados principalmente na indUstria cervejeira. As
analises via Umida para caracterizar a composi¢cdo deste bagaco ja foram realizadas,
mas suas principais desvantagens estdo associadas ao tempo requerido para a
obtencdo de resultados. Em funcdo disso, o presente estudo visa analisar o bagaco de
mandioca por varias frentes, sendo a analise térmica a principal entre as demais. As
técnicas termoanaliticas empregadas foram a termogravimetria (TG), analise térmica
diferencial (DTA), termogravimetria derivada (DTG) e a calorimetria exploratdria
diferencial (DSC). Assim como em trabalhos anteriores, a microscopia Optica foi
utilizada provando-se de grande utilidade na identificacdo desse tipo de amostra. A
difratometria de raios X pelo método do pod, classicamente utilizada no estudo de
amidos em virtude de sua semi-cristalinidade, foi empregada neste tipo de residuo.
Como o processo hidrolitico quando empregado em fontes amilaceas produz
quantidades significativas de acucares redutores, a fase liquida resultante do processo
foi analisada pela reacdo de reducdo com o &cido dinitrossalicilico (DNS). As
temperaturas de degradacdo térmica obtidas a partir da analise termogravimétrica do
bagaco de mandioca nativo e hidrolisado apresentaram reducdo, bem como alteracao
nas entalpias dos eventos de decomposicdo e combustdo. A andlise da calorimetria
exploratéria diferencial evidenciou uma temperatura de fusdo do amido presente no
bagaco de mandioca em 170 °C. Essa temperatura reduziu gradativamente a medida
gue as amostras foram hidrolisadas durante doze e vinte quatro horas, respectivamente
162.5 °C e 152.3 °C.

Palavras-chave: TG, DSC, bagaco de mandioca, hidrolise enzimética, amido.



ABSTRACT

Waste generation represent a daily problem for most of the agriculture industry
due to its toxicity and/or volume produced. Nowadays these residues demands
treatment before its discard in the environment. Besides, the amounts spent with
treatment are aggregated to manufacturing costs. Rational use of the residues seems to
be the best way to handle with this problem. Cassava roots processing industry,
produces significant amount of solid and liquid wastes from which valuable products
could be extracted. Cassava bagasse is one of these residues containing high amounts
of starch and dietary fibers. Before processing, the starch, through amylolitic enzyme
digestion yields glucose and maltose syrups, products with wide uses in industry, for
example, brewing industry. Classic laboratory analyses were already used in the
characterization of cassava bagasse, but too much time were necessary to obtain
results. Hence the present study aims for the analysis of cassava bagasse from multiple
ways, being the thermal analysis the most important of all. The thermal techniques
employed were thermogravimetry (TG), differential thermal analysis (DTA), derivate
thermogravimetry (DTG) and differential scanning calorimetry (DSC). As in other past
studies, optic microscopy proved its use in the identification of this kind of sample. X ray
powder diffractometry is classically employed in the study of semi-cristalinity starch
granule structure and was used to analyze the cassava bagasse. When a hydrolytic
process is applied to starchy material, significant amount of reducing sugars are
produced. Dinitrosalicylic acid (DNS) reducing reaction was performed in the hydrolyzed
liquid fraction. The degradation temperatures obtained through thermogravimetric
analysis of the native and hydrolyzed solid fractions of the cassava bagasse suffer
reduction as well as changes in enthalpy and combustion values were noticed. DSC
also showed fusion temperature of the starch in the cassava bagasse around 170 °C.
This value gradually reduced to 162.5 °C and 152.3 °C when the samples were
hydrolyzed for twelve and twenty-four hours, respectively.

Key-words: TG, DSC, cassava bagasse, enzymatic hydrolysis, starch.
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1 INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta C.) € uma cultura largamente difundida em
nosso pais devido, em partes, a capacidade de producdo mesmo em solos com baixa
fertilidade. E um alimento importante para o homem e para animais podendo substituir o
trigo em alguns casos. Segundo dados fornecidos pela SEAB - PR, a produgdo mundial
de mandioca saltou de 98 milhdes de toneladas em 1970, para 226 milhdes de
toneladas em 2006, sendo que o Brasil foi responsavel por 12% deste total, no mesmo
ano (GROXKO, 2009a). Em 2006, atingiu a marca de 26,6 milhdes de toneladas
melhorando sua parcela de contribuicdo (BGE, 2009). O Estado do Parana ocupa o
terceiro lugar nacional com 3,9 milhdes de toneladas de raiz produzidas em 192 mil
hectares, mas € o primeiro em extracdo do amido, cuja participagdo no mercado
nacional é de 60 a 65%, em virtude do nivel tecnolégico empregado nas industrias
processadoras (GROXKO, 2009a; GROXKO, 2009b; ABAM, 2008). A mandioca
apresenta em sua composicdo de 25 a 35% de amido (SOCCOL, 1996), entretanto ndo
é a fonte amilacea mais utilizada mundialmente, sendo esta posi¢cdo ocupada pelo
milho (LEONEL, 2002). O amido apresenta muitas aplicacdes na industria alimenticia,
papeleira, téxtil e farmacéutica.

Durante a extracdo do amido da mandioca, residuos sdo gerados (CEREDA,
1994). De acordo com Leonel (1999), para cada tonelada de amido extraida,
aproximadamente 928 kg de bagaco de mandioca sédo produzidos. Propostas tém sido
apresentadas pelo setor ambiental e agroindustrial visando o uso desse residuo de
forma lucrativa (PANDEY, 2000a, SAITO, 2006). O bagaco de mandioca pode ser

considerado como a fracdo restante do processamento da mandioca para producdo de
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amido. E um residuo fibroso, altamente higroscépico (aproximadamente 85% de
umidade) e por este motivo de dificil secagem na indUstria, mas que apresenta em sua
composicéo alto teor de amido (CEREDA, 1996a).

Ainda, segundo Cereda (1996a), o bagaco de mandioca € constituido, em
meédia, por 75% de amido, em base seca. Como se trata de amido de qualidade em
concentracdo consideravelmente alta existe a possibilidade de conversdao do mesmo
em glucose por meio de hidrélise enzimatica. Para tal, faz-se necessario o uso das
enzimas amilolticas comerciais o-amilase e amiloglucosidase, sintetizadas
respectivamente pelos microorganismos, Bacillus licheniformes e Aspergillus niger,
largamente utilizadas para obtengcdo de glucose a partir de fontes amilaceas. Os
hidrolisados enzimaticos estdo entre os amidos modificados mais valorizados
comercialmente em virtude da variedade e pureza dos produtos obtidos, desde
acucares derivados do amido até ciclodextrinas, e fornecendo produtos finais com maior
qualidade que os hidrolisados guimicamente por acidos e calor (SURMELY, 2003).

As técnicas termoanaliticas (TG/DTG, TG-DTA) mostraram-se eficientes na
demonstracdo das decomposi¢cdes ocorridas quando produtos amilaceos sao aquecidos
em razdo do tempo. Ao contrario de técnicas de andlise via Umida, a analise
termogravimétrica ndo requer o uso de reagentes e vidrarias, podendo ser empregada
nos mais diversos setores industriais e académicos, entre eles a tecnologia de

alimentos, engenharia, geologia e criminalistica.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

o O objetivo deste projeto € monitorar a hidrélise enziméatica do bagaco de

mandioca, bem como seu estado nativo, utilizando-se de técnicas

termoanaliticas (TG-DTA, TG/DTG, DSC).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter dados da temperatura de gelatinizacdo do amido presente no

bagaco da mandioca (temperatura onset, temperatura de pico e AH).

o Analisar dos componentes do bagaco por meio de microscopia Optica

o Por meio da difratometria de Raios X pelo método do po, verificar a
cristalinidade das amostras.

o Mensurar acucares redutores na fracéo liquida do material hidrolisado

através da reacao de reacdo com acido 3,5 dinitrossalicilico.



17
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MANDIOCA

A mandioca € uma raiz originaria do Brasil cultivada em grande parte dos
paises em desenvolvimento, onde, dependendo da regido na qual é cultivada, serve
para diferentes fins. Na Africa é uma cultura de subsisténcia, econdmica na Asia e
cultural no Brasil (CEREDA, 2002a). A mandioca apresenta em sua composicao teor
médio de amido em comparacdo com outras tuberosas amilaceas, mas por seus baixos
teores de matérias-graxas, proteinas e pectinas é ideal para extracdo do amido
(CEREDA, 2000a). De acordo com a Tabela 1, a mandioca in natura contém de 25 a
35% de amido em sua constituicdo (SOCCOL, 1996). A mandioca apresenta uma série
de vantagens em relacdo a outros cultivos. Facil propagacado, elevada tolerancia a
longas estiagens, baixo investimento em maquinario para plantio e facil adaptacédo a
climas tropicais fizeram da mandioca uma cultura largamente difundida em paises em

desenvolvimento (CEREDA, 2002a).

Tabela 1

Composicdo média das raizes de mandioca nativa

Composicao Distribuicao por peso (%)

Umidade 65.5
Proteinas 1.00
Lipidios 0.2
Fibras 11
Amido 324
Cinzas 0.9

Fonte: Soccol (1996), Cereda e Takahashi (1996)
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De acordo com a FAO (2008), as estimativas de producdo mundial, em 2006,

eram da ordem de 226 milhdes de toneladas de mandioca em 18 milhdes de hectares,

tornando-se assim um dos cultivos mais importante. A cadeia produtiva da mandioca

pode gerar melhores condi¢cbes para pequenos produtores, atraves de empregos e

oportunidades em paises como o Brasil (onde existem mais de 80 unidades produtivas

industriais), assim como em demais paises da América Latina, e Asia (LEONEL,

2001a). O Brasil, com 26,6 milhdes de toneladas/ano, é o segundo pais em quantidade

produzida de mandioca, sendo que a Nigéria lidera a produgcdo, com 45,7 milhdes de
toneladas (GROXKO, 2008a; FAO, 2008).

Industrialmente, seu processamento gera uma série de produtos e subprodutos

para a alimentacdo humana, animal ou outros usos industriais (SILVA, 2006; DEMIATE,

2000). Ainda assim, grande parte da producdo nacional acaba sendo usada na

subsisténcia das familias envolvidas no cultivo da tuberosa.

3.2 BAGACO DA MANDIOCA

O farelo ou bagaco de mandioca € um residuo agroindustrial sélido resultante
do processamento da raiz para extracdo do amido (PANDEY, 2000a). Este material
ainda apresenta teores de amido que podem variar entre 60 — 70% em peso seco,
porém, se descartado, é causador de problemas ao meio-ambiente (CEREDA, 19963;
PANDEY, 2000a).

De acordo com Leonel (1999) e Saito (2006), nas fecularias, para cada tonelada
de raiz processada sédo produzidos cerca de 928 kg de farelo com 85% de umidade.

ApoOs seco, este residuo apresenta, em média, 70% de amido e 11.5% de fibras. A
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Tabela 2 apresenta resultados obtidos por varios pesquisadores baseados em residuos

gerados a partir de diferentes unidades de processamento no Estado do Parand.

Tabela 2

Composicéo fisico-quimica do bagaco de mandioca (%) seco

Composicao Cereda (1994) Sterz (1997) Vandenberghe (1998)

Umidade 9,52 10,70 11,20
Proteinas 0,32 1,60 1,61
Lipidios 0,83 0,53 0,54
Fibras 14,88 22,20 21,10
Cinzas 0,66 1,50 1,44
Amido 63,85 63,40 63,00

Fonte: Pandey (2000a)

O residuo do processamento da mandioca ja foi estudado em varias frentes.
Podemos citar entre outros a producdo enzimas microbianas por fermentacdo em
estado solido (PANDEY, 2003), recuperacdo das fibras existentes no bagaco apods
hidrélise para obtencdo de etanol (LEONEL, 1999) e a substituicdo economicamente
vantajosa aos alimentos tradicionalmente empregados em bovinos (MARQUES, 2000),
somente para citar alguns trabalhos publicados. Existem fecularias que empregam a
prensagem desse residuo para recuperacdo do amido residual, mas essa atitude ainda
ndo é comum na maioria nas unidades processadoras (LEONEL, 2001a).

A composicéo fisico-quimica do bagaco de mandioca mostra-se mais completa
que outros residiuos, tais como o bagaco de cana (PANDEY, 2000b). A composi¢cao

mineral apresenta teores médios de nitrogénio (0,06%), fésforo (0,02%), potassio
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(0,13%), célcio (0,24%), magnésio (0,11%), f erro (98 mg kg?), zinco (4 mg kg?) e

cobre (1 mg kg!) (CEREDA, 1996b).

3.3 AMIDO

O amido € a mais abundante reserva de carboidratos disponivel para o
consumo humano. Depois da celulose, é o segundo polissacarideo mais abundante na
natureza. E encontrado nas raizes, sementes e frutos de vegetais superiores. O amido
€ a principal fonte de energia dos grdos de cereais e tubérculos. Embora a quantidade
de amido contida nos graos varie, geralmente se encontra entre 60 e 75% do peso,
produzindo 70 — 80% das calorias consumidas pelo homem (FENNEMA, 2000).

E encontrado no interior da célula vegetal das sementes, raizes e folhas na
forma de granulos, os amiloplastos, nos mais variados formatos e dimensdes,
dependendo da fonte botanica dos mesmos (FENNEMA, 2000).

Quimicamente, o amido, € um hidrato de carbono de férmula geral (CgH1005)n.
E um polimero formado por monémeros de glucose onde cada unidade esta ligada a
seguinte pelos carbonos C; e Cy4, formando uma ligacéo glicosidica (WHISTLER, 1984).

As denominac¢des amido e fécula sdo utilizadas no Brasil, para designar a parte
da planta da qual os mesmos foram extraidos. A denominacdo fécula é comumente
utilizada para tuberosas, tais como mandioca e batata, enquanto que amido € utilizado
para o produto extraido de partes aéreas, como o milho, o sorgo, trigo, etc. Quando se
faz referéncia as suas propriedades gerais, comumente denominam-se amidos

(CIACCO, 1982; KARAM, 2003).
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As aplicagbes industriais dos amidos s&o, entretanto, dependentes de suas
propriedades fisicas e quimicas, as quais variam de uma cultura para outra, ou sao
influenciadas por fatores ecolégicos ou agrondmicos. Por ser uma matéria-prima
altamente versatil, podendo ser aplicada de varias formas pela industria de alimentos,
novas fontes do polissacarideo tém sido pesquisadas (ADEBOWALE et al., 2005).

Na natureza, existem muitas fontes botanicas que dispde do material, no
entanto, industrialmente os amidos mais isolados sdo o de milho e o de mandioca. De
acordo com a sazonalidade, clima e especialmente localizacdo geografica,
determinadas fontes podem ser mais utilizadas que outras (KARAM, 2003; LACERDA,
2008b).

Amidos de diferentes fontes botanicas apresentam propriedades funcionais
distintas e sdo aplicados nas industrias com diversas finalidades, tais como nutricionais,
tecnolégicas ou sensoriais. Um exemplo de uso na industria € o emprego do amido
como estabilizante em emulsdes (FENNEMA, 2000)

Esse polimero é formado por duas macromoléculas: amilopectina e amilose,
gue sdo as responsaveis pelas caracteristicas e funcionalidades de cada amido, e a

proporcao entre as duas varia de acordo com a fonte botanica (BILIADERIS, 1991).
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3.4 AMILOSE

E uma molécula essencialmente linear, formada por unidades de D — glucose,
unidas por ligacoes a (1,4), podendo apresentar um pequeno nimero de ramificacdes,

dependo da fonte botanica (Figura 1) (BULEON, 1998).

Ligacao glicosidica a. (1,4)

Fonte: Adaptado Wurzburg (1986)
Figura 1 — Estrutura quimica da amilose

A amilose apresenta peso molecular em torno de 1,5 x 10° — 10° e tamanho
médio da cadeia de aproximadamente 10° unidades de glucose e apresenta
instabilidade em solucdo aquosa, denominada retrogradacdo (BILIADERIS, 1991).
Segundo Rundle, 1943, a amilose em presenca de iodo forma complexos dando
coloragdo azul, através da oclusdo das moléculas do halogénio no interior da hélice

formada por, no minimo 40 — 50 unidades de glucose da amilose (MOULD, 1954).



23

3.5 AMILOPECTINA

A amilopectina € uma molécula altamente ramificada formada por unidades de
D — glucose, unidas em a (1,4), e com 5 a 6% de ligacdes em a (1,6) nos pontos de
ramificaco (Figura 2 e 3) (BULEON, 1998). Seu peso molecular é da ordem de (50 —
500) x 10° e 0 comprimento, variavel, das cadeias é em média 20 a 30 unidades de
glucose. Em presenca de iodo apresenta coloracdo avermelhada e € estavel em

solucdo aquosa (BILIADERIS, 1991)

o
0 OOt

Fonte: Adaptado Manners (1989)
Figura 2 — Esquema da molécula de amilopectina mostrando os pontos de ramificacéo

CH,OH

Ligagao glicosidica a. (1,6)

Figura 3 — Estrutura da ramificacdo da amilopectina
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3.6 AMIDO DE MANDIOCA

A producao brasileira de amido de mandioca ganhou destaque a partir de 1990.
A producdo nacional, de 170 mil toneladas na época saltou para atuais 600 mil
(GROXKO, 2009b).

O amido de mandioca é muito utilizado especialmente na indlstria de alimentos
devido a algumas de suas propriedades. Dentre elas, pode-se citar: alto teor de
amilopectina, faixa de gelatinizacdo compreendida entre 65 e 70 °C, rapido aumento de
viscosidade durante o evento endotérmico (0 que o torna excelente espessante),
claridade da pasta, aroma neutro, baixa tendéncia a retrogradacéo e boa estabilidade
do gel, pela baixa concentracdo de amilose (ELLIS, 1998).

Em uma mesma raiz de mandioca podemos encontrar diferentes estagios de
maturacdo dos granulos de amido em virtude da atividade da enzima reguladora da
biossintese do amido, a adenosina difosfato glucose pirofosforilase (ADGPppase). Esta
peculiaridade ocasiona teores de amilose diferentes nos granulos de amido na mesma
raiz, sendo que a concentracdo do polissacarideo aumenta com a maturidade dos
granulos (DAIUTO, 2000).

O amido de mandioca natural tem apresentado boa aceitacdo no segmento de
embutidos cérneos por suas propriedades, superiores aos demais amidos utilizados,
principalmente como espessante na producdo de salsichas embaladas a vacuo (SILVA,
2000).

Outra caracteristica competitiva do amido de mandioca é a facilidade de
hidrolise por apresentar menores teores de lipidios e proteinas e menor temperatura de

gelatinizacdo comparado com amidos de outras fontes (SURMELY, 2003).
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3.7 FIBRAS ALIMENTARES

Em seu estudo, Almeida (1997) cita que a fibra alimentar, em sua maior parte, é
composta por paredes celulares de plantas, que, por apresentarem resisténcia a
digestéo, sofrem modificacbes muito limitadas em sua estrutura e sado eliminadas quase
totalmente. Em geral, as fibras sollveis em agua (pectinas, gomas, mucilagens e certas
hemiceluloses) retardam a passagem intestinal, 0 esvaziamento gastrico e a absorcéo
da glucose, ajudando a reduzir o colesterol no soro sanglineo. As fibras insollveis em
agua (lignina, celulose e algumas hemiceluloses) aceleram o transito intestinal,
aumentam o peso das fezes, desaceleram a hidrélise do amido e retardam a absorcao
da glucose, contribuindo para a reducao do risco de alguns males do colon.

De acordo com Cereda (1996b), o farelo de mandioca € uma fonte de fibra de
boa qualidade, apresentando em média 29% de fibra detergente neutro (FDN), 14% de

fibra detergente acido (FDA) e uma proporcao de 6:1 de insollveis para sollveis.

3.8 HIDROLISE ENZIMATICA

A hidrélise enzimética consiste em uma reacdo quimica mediada por enzimas,
em meio aquoso, para a quebra de uma molécula em fracdes menores. No caso do
amido a hidrolise enzimatica é empregada para producdo de xarope de glucose,
maltose e outros agucares de pesos moleculares variados (SURMELY, 2003).

A hidréolise de amidos € realizada comumente por duas vias: enzimatica e
quimica. A hidrélise por via enzimatica permite, com o uso de uma mesma linha de

producdo, a fabricacdo de uma ampla gama de hidrolisados, enquanto que por via
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acida somente a producdo de glucose e dextrinas € possivel (SURMELY, 2003). A
susceptibilidade dos granulos de amido frente as enzimas é determinada pelo tamanho
dos granulos e espécie botanica da qual foram extraidos (FRANCO; CIACCO, 1995).
A quebra do amido por meio de enzimas exige uma série de condi¢des distintas
e muito especfificas sendo mais onerosa e, em virtude disso, ainda ndo € amplamente
utiizada no Brasil. Apesar dos custos, a atuacdo das enzimas mostra alta
especificidade, possibilitando a obtencdo de produtos de propriedades fisico-quimicas
bem definidas além do que o processo ocorre em reacdes mais brandas que as
empregadas em hidrélise acida (EDUARDO, 2002).
Apesar de a hidrélise enzimatica ser notadamente mais onerosa que a via acida
e necessitar de alto investimento inicial e mao-de-obra especializada
(WOICIECHOWSKI, 2002), ainda assim apresenta mais vantagens no seu manejo,
como as descritas por Surmely (1996):
¢ A neutralizacdo de uma hidrélise acida produz quantidades significativas de sal
no produto final;
e Na hidrélise enzimatica sao utilizadas menores quantidades de carvao ativado
para remocdo de compostos coloridos e odores indesejaveis;
¢ Uma mesma linha de producdo pode gerar uma grande variedade de produtos.
Na hidrolise do amido duas enzimas normalmente sado usadas, dependendo do
produto final que se espera fabricar. S&o elas a a-amilase e a amiloglucosidase,
também chamada de glicoamilase. S&o usadas sinergicamente para conversdo do
amido em xarope de glucose, sendo observados resultados satisfatérios em

praticamente qualquer substrato amilaceo (MONNA, 1989)
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3.9 ENZIMAS

S&o compostos de natureza protéica que apresentam acdo catalisadora em
reacdes metabdlicas, reduzindo as energias de ativacdo das mesmas e
consequientemente aumentando as suas Vvelocidades, permanecendo inalteradas e
apresentando a mesma atividade ao final dessas rea¢des (CHAPLIN & BUCKE, 1990).

De acordo com sua estrutura, podem ser classificadas em holoproteinas por
apresentar somente aminoacidos em sua estrutura, ou heteroproteinas por apresentar
regides ndo-protéicas as quais podem ser coenzimas ou metais. Uma propriedade
inerente das enzimas € a sua especificidade. Enzimas catalisam somente um tipo de
reagao, como no caso da ligacao glicosidica a (1,4) do amido (LEHNINGER, 1995). As
enzimas amiloliticas utilizadas no presente estudo podem ser divididas em duas
categorias (SURMELY, 2003):

e o-amilase termorresistente, cuja temperatura de acao € superior a 90 °C;

e Enzimas de sacarificacdo do tipo amiloglucosidase e p-amilase.

3.9.1 o-Amilase

Produzida a partir de cepas selecionadas de bactérias da espécie Bacillus
licheniformis, a a-amilase produzida pela Novozymes A/S é comercialmente conhecida
como TERMAMYL 120L. E classificada como uma endoenzima por catalisar
especificamente e ao acaso a ruptura das ligagdes glicosidicas a (1,4) do amido, no

entanto, sem apresentar acao sobre ligagdes a (1,6). A agdo desta a-amilase sobre o
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amido reduz drasticamente a viscosidade do meio, sendo denominada uma enzima de
liquefacéo, que se destina a producéo de maltodextrinas (SURMELY, 2003).

As a-amilases sintetizadas por Bacillus licheniformis estdo entre as mais
resistentes dentre todas as a-amilases existentes (KRISHNAN, 1983), por conseguinte,
sao classificadas como termoestaveis, por apresentarem pico de acdo em temperaturas
de 90 a 105 °C e pH 6.0 e sao utilizadas na producdo de xaropes, bebidas, alcool, na
indUstria téxtil, entre outras (LEONEL, 2001b).

De acordo com o padrdao da Novozymes A/S, TERMAMYL 120L apresenta
atividade enzimética de 120 KNU / g, sendo 1 KNU a quantidade de enzima que

hidrolisa 5,269 de amido por hora (SURMELY, 2003)

3.9.2 Amiloglucosidase

Também conhecida como glicoamilase ou amilo-1,6-glucosidase, €
comercializada sob o nome AMG 300L, produzida pela Novozymes S/A. E uma enzima
sacarificante produzida por cepas do fungo Aspergillus niger, que hidrolisa
completamente 0 amido em glucose a partir de uma extremidade ndo-redutora. Tem a
capacidade de hidrolisar tanto ligacdes a (1,4) quanto a (1,6) do amido liquefeito e por
este motivo é classificada como uma exoenzima. O resultado da conversdo enzimatica
do amido pela amiloglucosidase é a sua transformacgéo total em glucose (SURMELY,
2003).

De acordo com o fabricante apresenta atividade de 120 AGU/g, sendo que 1
AGU representa a concentracdo de enzima necessaria para hidrolisar 1 micromol de

maltose por minuto, segundo o padrdo na Novozymes A/S (SURMELY, 2003).
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3.10 PROCEDIMENTOS DE ANALISE

3.10.1 Hidrélise do amido presente no bagaco de mandioca

A hidrélise com o uso sinérgico de duas enzimas amiloliticas, a-amilase e
amiloglucosidase tem por objetivo converter todo o amido presente no residuo do
processamento industrial da mandioca em glucose. Por meio de diversas técnicas serao
monitorados parametros tais como a concentracdo de glucose ao final da hidrolise,

microscopia, entre outras.

3.10.2 Determinagdo dos agucares redutores

De acordo com a presenca de grupos funcionais nas moléculas dos
carboidratos, os mesmos podem ser classificados como acucares redutores ou nao-
redutores. Os grupos funcionais que determinam essa classificacdo sao os aldeidos ou
cetonas. A presenca desses terminais redutores nas moléculas pode ser determinada
com o auxilio de indicadores, sendo o mais conhecido e utilizado entre todos, o cobre
(SURMELY, 2003). Carboidratos como a glucose e a frutose, apresentam esses
terminais redutores, sendo o aldeidico na glucose o cetonico na frutose.

A quantificacdo dos acgUcares redutores pode ser feita pelo método DNS,
proposto por Miller (1959) que se baseia na reacdo de reducdo do acido 3, 5
dinitrossalicilico em 3 — amino — 5 — nitrossalicilico, com o desenvolvimento de

coloracdo avermelhada (HOSTETTLER, 1951).
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O método DNS de determinacdo de acuUcares redutores € composto pelos
seguintes reagentes: acido dinitrossalicilico, sal de Rochelle, fenol, bissulfito de sodio e
hidréxido de sodio, sendo que cada um tem uma finalidade especffica (MILLER, 1959).
o Sal de Rochelle (solucdo de tartarato de sddio e potassio — C4H4,OsKNa -
4H,0) — previne a reacdo do oxigénio dissolvido sobre o acido
dinitrossalicilico.
o Fenol — aumenta a quantidade da cor produzida.
o Bissulfito de sodio — estabilizante da cor obtida na presenca do fenol.
o Hidroxido de sodio — redutor da acdo da glucose sobre o acido

dinitrossalicilico.

3.10.3 Espectrofometria UV — visivel

A absorcado da luz pelos materiais € o método pelo qual as cores sdo emitidas.
Na regido visivel ou ultra-violeta a absorcdo de energia luminosa ocasiona rearranjo
das moléculas que se encontram em seu estado fundamental. Esse rearranjo ocorre
assim que um elétron absorve um foton e é promovido ao seu estado de maior energia.
Todos os métodos espetroscépicos estao fundamentados na Lei de Beer — Lambert, a
qual enuncia que a quantidade de radiacdo absorvida € proporcional ao nimero de
moléculas que absorvem a radiacdo, que € a concentracdo das espécies absorventes.
A lei de Beer-Lambert s € aplicada rigorosamente se as intera¢des entre as moléculas

absorvidas sao fracas. A quantidade de energia luminosa abosrvida é denominada pela
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absorbéancia (A) que é capacidade dos materiais em absorver radiacées em frequéncias

especfificas (ROBINSON, 1996). A equacao que a define:

|
A= logloE

(1)

3.10.4 Microscopia

Ao microscopio o6ptico, o granulo de amido se mostra como uma massa
homogénea. Ainda assim, é possivel, por meio dessa técnica, distinguir amidos de
diferentes fontes botanicas pela analise dos seus formatos, tamanho e simetria
(CEREDA, 2002a).

Este método sera empregado para avaliacdo dos efeitos da hidrélise enziméatica

no bagaco da mandioca.

3.10.5 Difratometria de Raios X

A difratometria de raios X € uma técnica de caracterizacdo microestrutural de
materiais cristalinos. Ao atingir um material, a radiagdo emitida é espalhada
elasticamente sem perda de energia pelos elétrons de um atomo (PADILHA, 2000).

A radiacéo X foi descoberta por W. C. Réentgen em 1895. A técnica de difracéo
de raios X pelo método do p6 é a técnica mais utilizada para identificacdo de compostos
cristalinos pela andlise do padrao de difracdo (PADILHA, 2000).

A geracédo de raios X se da com o bombardeamento de um anodo puro de um

determinado material, como exemplos, Cu, Cr, Fe, Co e Mo, por um feixe de elétrons do
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catodo acelerados por alta tensdo em um tubo selado. Os comprimentos de onda das
radiacbes mais utilizados sdo compreendidos entre 0,56 e 2,29 A. Para que os
resultados da analise de raios X apresentem qualidade, € indispensavel que a radiacao
seja monocromatica. Um tubo de raios X produz radiagdes tipo Kai, Ka, e KB. Para a
analise de materiais séo utilizadas ondas tipo Ka, sendo que as K3 sé&o eliminadas por
meio de filtros monocromadores. Ondas tipo Ka, sdo eliminadas eletronicamente
durante o processamento dos dados (CONNOLLY, 2009).

A difracdo de raios X por compostos cristalinos € resultado da interacdo da
radiacdo da fonte com os elétrons da amostra. Essa interacdo provoca espalhamento
da radiacdo em todas as dire¢Bes. A interferéncia construtiva dos raios X espalhados
pelos atomos da amostra caracteriza a difracdo. O espalhamento coerente dos raios X,
isto €, na mesma energia da radiacdo incidente, ocorre em um &angulo definido,
denominado de angulo de Bragg. A condi¢do para ocorréncia da difracdo é determinada
pela Lei de Bragg (PADILHA, 2000):

nA=2d,, sen 0y,

2)

Onde n é a ordem de difracdo (normalmente n = 1), A € o comprimento de onda

da radiacao incidente, dnk representa a distdncia entre o conjunto de planos e 6y 0

angulo de difragcdo medido em relacdo aos raios X incidentes.
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Figura 4 — Esquema da distancia entre planos cristalograficos e os raios X incidentes e refratados
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Figura 5 — Diagrama de um difratbmetro de raios X

Granulos de amido apresentam estrutura semi — cristalina, a qual proporciona
padrées especificos quando submetidos a radiacdo. Essa mesma estrutura cristalina
sofre alteragcdes quando o amido passa por um processo de hidrélise enzimatica

(AGGARWAL, 1998a; LACERDA, 2008Db).
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3.10.6 Técnicas Termoanaliticas

A Analise Térmica foi introduzida no Brasil nos anos 60 pelo Prof. Ernesto
Geisbrecht com o auxilio de varios colaboradores, citando entre eles, especialmente o
Prof® lvo Giolito, pelo seu trabalho de divulgacdo das técnicas termoanaliticas por meio
de palestras, conferéncias e cursos. Nos dias atuais a Analise Térmica alcancou
elevado grau de sofisticacdo e ganhou notoriedade por sua aplicacdo nos mais diversos
setores da pesquisa e desenvolvimento de produtos bem como no controle de
qualidade de producdo (IONASHIRO, 2005).

Dentre as técnicas termoanaliticas existentes podemos citar as mais difundias e
utilizadas: Termogravimetria (TG), Termogravimetria Derivada (DTG), Analise Térmica
Diferencial (DTA) e a Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC). Estas técnicas
permitem obter informacdes referentes a variagcdo de massa, estabilidade térmica, agua
livre e ligada, pureza, ponto de fusdo e ebulicdo, transi¢cdes vitreas, etc. Pela miriade de
informacdes que o conjunto de técnicas termoanaliticas pode oferecer sobre os
materiais analisados, o seu uso é verdadeiramente interdisciplinar, podendo ser
empregada nas areas de tecnologia de alimentos, quimica, metallrgica, geoldgica,
botanica, agrondbmica e criminalistica. Os amidos de diversas fontes botanicas bem
como as alteracbes sofridas quando expostos a acdo de enzimas também séo objeto

de pesquisa por meio da analise térmica (IONASHIRO, 2005, LACERDA, 2008a).
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3.10.6.1 Termogravimetria (TG) e termogravimetria derivada (DTG)

Am

AT

Figura 6 — Representacdo de uma curnva termogravimétrica

A termogravimetria € uma técnica na qual as mudangas na massa de uma
amostra (perdas ou ganhos) sao determinadas em funcdo da temperatura e/ou tempo
(WENDLANT, 1986).

Essa técnica teve sua origem na necessidade de se conhecer detalhadamente
o efeito que o0 aquecimento pode provocar sobre a massa das substancias, e a faixa em
que sua decomposicdo tem inicio, bem como para acompanhamento de sua
desidratacéo, oxidacao, etc (IONASHIRO, 2005).

Em 1915 foi descrito pelo pesquisador japonés Kotaro Honda, o primeiro
instrumento para estudo das curvas de decomposicdo do sulfato manganoso
(MnS04.4H,0), do gesso (CaS04.2H,0) e do anidrido cromico (CrOgz). Foi esse mesmo

pesquisador o criador da palavra termobalanga (IONASHIRO, 2005).
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Atualmente as balancas térmicas sdao compostas pelos seguintes componentes:
balanca registradora, forno, suporte da amostra, sistema de analise de dados e
controlador da atmosfera do forno. Grande parte dos aparelhos comerciais utiliza a
chamada “balanga de nulo”, onde os suportes da referéncia a da amostra operam
sempre em equilibrio, e os deslocamentos provocados pelas perdas sdo compensados
pela agcdo de um motor de torque magnético (IONASHIRO, 2005).

As andlises termogravimétricas podem ser classificadas de trés maneiras:
isotérmicas, quase — isotérmicas e dinamicas. Na TG isotérmica as alteracdes na
amostra sdo avaliadas em fungcdo do tempo, sob uma temperatura constante. A TG
guase — isotérmica é realizada com o aquecimento por etapas da amostra até a massa
constante. Na TG dinamica a amostra € aquecida, preferencialmente de forma linear,
sob uma atmosfera controlada (WENDLANT, 1986).

A andlise termogravimétrica pode ser aplicada no estudo das decomposicfes
térmicas de substancias organicas e inorganicas, tais como, minérios, petréleo,
madeiras, polimeros, alimentos, materiais explosivos, etc. Permite também o estudo da
corrosao de metais em atmosferas controladas e em faixas amplas de temperatura.
Estudo das velocidades de destilacdo e evaporacdo nos liquidos, e sublimacdo em
materiais solidos (IONASHIRO, 2005).

Na termogravimetria derivada (DTG), a derivada da variagdo de massa em
relacdo ao tempo (dm/dt) é registrada em funcdo da temperatura ou tempo. Neste
método sdo obtidas curvas que correspondem a primeira derivada da curva TG e onde
as areas dos picos sdo proporcionais as alteracbes de massa sofridas pela amostra

(IONASHIRO, 2005). As curvas DTG apresentam algumas vantagens:
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e As curvas DTG indicam com exatidao o inicio e o instante em que a velocidade
da reacdo é maxima.
e Os picos agudos permitem distinguir claramente uma sucessao de eventos que
muitas vezes nao podem ser percebidos na curva TG.
e As areas dos picos correspondem exatamente as perdas e ganhos de massa e

podem ser utilizadas em determinacdes quantitativas.

—\_
—
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G
dm/dt

Figura 7 — Representagdo de uma cuna TG-DTG

3.10.6.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) e Analise Térmica Diferencial

(DTA)

A calorimetria exploratoria diferencial € uma técnica na qual se mede a
diferenca de energia fornecida a amostra e a um material de referéncia termicamente
inerte (p. ex.: microcadinho selado vazio) a medida que ambos vao sendo submetidos a

uma programacao controlada de temperatura (IONASHIRO, 2005).
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Através dessa técnica € possivel acompanhar efeitos decorrentes da variacédo de
temperatura associados a alteragdes fisicas ou quimicas, tais como, transi¢cdes de fase
como a fusédo, ebulicdo, sublimacdo, congelamento e modificacbes de estruturas
cristalinas, ou reacdes de desidratacdo, dissociacdo, oxidacdo - reducdo e
decomposicéo. TransicOes de segunda ordem (variacdo de entropia), como a transicao
vitrea sofrida por polimeros, também séo detectadas pela calorimetria exploratoria

diferencial (IONASHIRO, 2005).

DSC

AT

Figura 8 — Representagdo de uma curnva DSC

Na analise térmica diferencial, amostra e referencial inerte sdo submetidos a
medicdo continua de temperaturas a medida em que sdo aquecidos ou resfriados em
um forno. Essas medidas de temperatura sdo diferenciais, pois sao registradas as
diferencas entre na amostra (T,) e a referéncia (T;), ou seja, AT = T, — T, em funcdo do

tempo, sendo que a razdo de aguecimento é sempre linear (dT/dt = cte)
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De acordo com Speyer (1994), as técnicas de calorimetria exploratoria
diferencial e andlise térmica diferencial permitem acompanhar as transformacfes
ocorridas em uma amostra durante o processo de aquecimento/resfriamento de um
material face a um referencial inerte. Temperaturas em que ocorrem transformacdes
nos materiais, assim como, a termodinamica e cinética podem ser determinadas usando

aDTA e DSC.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

O bagaco de mandicoa utilizado neste estudo trata-se do residuo fibroso do
processo de extracdo do amido de mandioca (bagago da mandioca) proveniente de
uma unidade da Amidos Pasquini situada ao Noroeste do Estado do Parana.

O bagaco de mandioca foi hidrolizado com as enzimas a-amilase
comercialmente denominada TERMAMYL 120L e amiloglucosidase comercialmente

denominada AMG 300L, ambas produzidas por Novozymes A/S.

4.2 METODOS

4.2.1 Microscopia 6ptica

Cada amostra foi submetida a andlise em um microscopio OLYMPUS SZX9,
camera CYBERNETIC'S COOL SNAP PRO COLOR CAMERA. As imagens foram

identificadas e dotadas de escala usando-se IMAGE PRO PLUS nos aumentos 400x e
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1000x com 6leo de imersao. Para tanto, cada amostra foi hidratada com agua destilada
e corada com reagente de lugol, a fim de se evidenciar mais claramente os granulos de
amido presentes. A solucdo de lugol foi preparada triturando-se 10 g de iodeto de
potassio (KI) p.a com 5g de iodo (I;) p.a com pequenas quantidades de agua destilada.
A mistura triturada foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL, tendo, entdo,

seu volume completado.

4.2.2 Analise do bagaco sem tratamento

As amostras de bagaco de mandioca sem tratamento enzimatico foram
analisadas microscopicamente a fim de se observar seus constituintes (granulos de
amido e fibras). A difratometria de raios x pelo método do p6 foi empregada para
verificacdo da cristalinidade do material. As técnicas termoanaliticas (TG-DTA, TG/DTG
e DSC) foram utilizadas para analisar o comportamento das amostras de bagaco de
mandioca quando submetidas a um programa de aquecimento em razdo do tempo. As
perdas de massa, mudancas de estado fisico, temperatura de gelatinizacdo foram
determinadas a partir das analises.

4.2.3 Hidrolise enzimatica

O bagacgo de mandioca foi hidrolisado pelo método enzimatico suspendendo-se
o material solido em agua destilada na concentracdo de 10%, visto que concentracfes
maiores aumentariam demasiadamente a viscosidade do meio reduzindo a acao da
enzima por ocluséo do substrato da reagdo (SURMELY, 2003). As amostras foram

hidrolisadas de trés formas distintas, sendo elas: 1 hora sob agéo da a-amilase, 12 e 24
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horas sob acdo da a-amilase e amiloglucosidase. Cada amostra foi hidrolisada em

triplicata (Figura 9).



9 erlenmeyers cadaum com:
15g de bagag¢o de mandioca;
150mL de dguadestilada;
5,95 uL de enzima a-amilase;

Temperatura ajustadaem 95°C e pH
5,6;

1 horade hidrélise sob agitagao

Apés1hora:

3 erlenmeyers retirados do banho-
maria;

Reduc¢éo datemperatura para
inativagdo enzimatica;
Separagao por filtagdo avacuodas
fases sélida e liquida.

Nos 6 erlenmeyers restantes:
16,95 pL de enzima amiloglicosidase;
Temperatura ajustadaem 60°C e pH 4,5;

3 erlenmeyers foramretiradosapésdoze e
vinte quatro horas;

Aguecimento a 85°C por 5 minutos;

Separacéo das fasesliquida e sélidapor
filtracdo avéacuo.

Material s6ido
Bagago sem tratamento: Fase "ql;'ig";‘é(lriessel;_”ame da

Analise térmica;

. . Determinag&o de aglcares
Microscopia; redutores

Raios X

Figura 9 — Fluxograma do processo de hidrélise das amostras e as respectivas analises
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Cada frasco teve seu pH corrigido para 5,6 com o auxilio de soluges 0,1 e 0,01

M de &cido cloridrico. Para cada frasco com a suspensédo de bagaco de mandioca foi

adicionado enzima a-amilase na proporcdo de 0,5 kg por tonelada de material amilaceo

bem como 30 mg kg de CaCl,, necessario para estabilizacdo da enzima, segundo a

recomendacdao da ficha técnica do fabricante, considerando-se a massa total de

amostra. O volume de amostra utilizado no presente estudo foi baseado no peso seco
da amostra seguindo as recomendacfes sugeridas pelo fabricante:

Sendo assim:

500g Termamyl — 1.000.000g amido
xg — 15g amostra

x =0,0075 g

A enzima Termamyl apresenta densidade igual a 1,26 g mL™. Pela equacéo:

(3)

Calculamos o volume de enzima a ser usada:

0,0075

)

v = 0,00945 mL ou 9,45 uL

Apos a adicdo do preparado enzimatico cada frasco foi acondicionado em um
banho-maria tipo DUBNOFF, marca TECNAL (Piracicaba — SP, Brasil) sob agitacao até

a temperatura de 90 °C.
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Ao final da primeira hora, a enzima a-amilase foi inativada pela reducdo da
temperatura de atividade da enzima e ajuste do pH para acdo da enzima seguinte. Trés
erlenmeyers foram retirados do banho-maria e estocados em freezer para posterior
separacao das fases sélida e liquida. A temperatura do banho-maria foi entdo reduzida
para 60 °C e os erlenmeyers restantes tiveram seu pH ajustado para 4,5 com HCI 0,1 M
para a adicdo da enzima amiloglucosidase na quantidade de 1,13 L para cada tonelada
de material amilaceo, segundo a especificacdo do fabricante. O volume de
amiloglucosidase a ser usado com base no peso da amostra foi calculado obedecendo
as recomendac6es do fabricante:

Sendo assim o volume utilizado sera:

1,130mL AMG — 1.000.000g amido
xg — 15g amostra

x = 0,00001695mL ou 16,95uL

Dos seis erlenmeyers restantes, trés foram retirados depois de 12 horas e os
trés Ultimos retirados apds o término das 24 horas.

A amiloglucosidase remanescente foi inativada pelo aquecimento da suspensao
até 85 °C por 5 minutos.

Todas as suspensdes foram filtradas sob pressdo negativa com auxilio de um
funil de Blchner para separagéo das fases solida e liquida.

O material sélido obtido apés as hidrolises foi analisado por meio de
microscopia 6ptica para verificacdo da acdo das enzimas sobre os granulos de amido. A

difratometria de raios X foi utilizada para analise da cristalinidade do amido restante no
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bagaco hidrolisado. Ainda na fase solida, foram empregadas as técnicas

termoanaliticas nas mesmas condi¢des utilizadas no material ndo hidrolisado.

424 Técnicas Termoanaliticas

4.2.4.1 Calibracéo do equipamento TG 60

Para que os resultados das técnicas termoanaliticas sejam precisos e
reprodutiveis deve-se realizar a calibracdo do equipamento. Para tanto, utilizam-se
materiais-padrdo com decomposicdo conhecida e com perdas de massa em
temperaturas bem definidas. Para calibracdo do equipamento de termogravimetria foi
utiizado um padrédo de oxalato de calcio monoidratado frente a um micro-cadinho de

referéncia vazio.

4.2.4.2 Calibracdo do equipamento DSC 60

Por ser utlizada tanto em medidas quantitativas quanto qualitativas, a
calibracdo do equipamento de DSC deve ser realizada a cada alteracdo das condicGes
experimentais, como atmosfera, vazéo e tipo do gas de arraste, razdo de aquecimento,
etc.

De acordo com Carvalho Filho (2000), a calibracdo da constante de célula do
equipamento e da temperatura foi baseada na determinacdo do ponto de fusédo de um
material padrdo como o indio por meio de uma curva DSC comparada com o valor

obtido na literatura. A linha base foi calibrada empregando-se dois micro-cadinhos,
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sendo um vazio como referéncia e outro com o indio, grau de pureza 99,9% e

aquecimento até 600 °C.

4.2.4.3 Termogravimetria

A andlise termogravimétrica foi executada em um TG 60 SHIMADZU. Cada
amostra do bagaco de mandioca sem tratamento enzimatico e com diferentes tempos
de hidrélise permaneceu acondicionada em um dessecador até 0 momento da andlise.
Posteriormente cada amostra foi pesada em uma balanga analitica SHIMADZU AY 220,
com a finalidade de se obter o valor aproximado da massa para cada andlise. Todas as
amostras, ap0s terem suas massas pesadas, foram acondicionadas em micro-cadinhos
de a-alumina pré-tarados na termobalanca.

As condi¢Bes de analise foram as seguintes (AGGARWAL, 1998a):

e Massa da amostra: aproximadamente 5,0 mg;

e Atmosfera da camara: ar sintético;

e Vazdo de gases: 100 mL min?;

e Raz&o de aquecimento: 10 °C mint.;

e Faixa de temperatura de analise: 30 a 600 °C.

4.2.3.4 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas em um equipamento DSC 60 SHIMADZU. Cada

amostra foi acondicionada em um dessecador para, no momento imediatamente
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anterior a cada andlise, ser pesada em uma balanca analitica SHIMADZU AY 220, para
se obter o valor aproximado da massa de cada amostra ser analisada. Foram utilizados
cadinhos de aluminio modelo C 201 - 53090, fabricante SHIMADZU, selados pelo
mecanismo de prensagem com capacidade de 40 pL. Para as andlises, cada cadinho
de aluminio e o material nele contido foram selados e analisados no DSC.

As condi¢des para analise do bagaco de mandioca sem tratamento enzimatico
sao as seguintes (AGGARWAL, 1998a):

e Massa da amostra: aproximadamente 5,0 mg;

e Atmosfera da camara: ar sintético;

e Vazdo de gases: 100 mL min'?;

e Razdo de aquecimento: 10 °C min™;;

e Faixa de temperatura de analise: 30 a 600 °C.

Para analisar o evento da gelatinizacdo, foram feitas suspensdes de bagaco de
mandioca e agua destilada na razdo de 1:4 (amido:agua) em peso, para cada amostra.
Cada cadinho de aluminio foi preenchido com aproximadamente 2 mg de bagaco e 8 pL
de agua destilada. Apdés a mistura do bagaco com agua, cada cadinho foi selado e
deixado em repouso pelo periodo de 1h, para a homogeneizacdo das fases sélida e
liguida. Antes de se iniciarem as andlises, um cadinho vazio foi selado e colocado no
calorimetro para ser utilizado como referéncia (AGGARWAL, 1998a; YU; CHRISTIE,
2001).

Na andlise da gelatinizacdo foram utilizadas as seguintes condicdes:
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o Massa da amostra: aproximadamente 2 mg de bagaco suspensos em 8 L
de 4gua destilada;
o Atmosfera: ar sintético;
e  Vazdo: 100 mL min'%;
o Razdo de aquecimento: 3 °C min';

o Faixa de temperatura: entre 30 e 90 °C.

4.25 Determinagcdo de acucares redutores

O método DNS descrito por Miller, (1959), baseia-se na reacao de reducdo do
acido 3,5-dinitrossalicilico em 3 — amino — 5 — nitrossalicilico por acdo dos agUcares
redutores. Esta reacdo, em solugbes contendo acgUcares redutores, produz coloracao
com tonalidades do amarelo ao castanho, a qual pode ser analisada
espectrofotometricamente.

A andlise foi realizada inicialmente com a diluicdo das amostras liquidas, em
agua destilada, na proporcdo 1:100, e foi adicionado as mesmas, 1 mL do reagente
DNS filtrado, sendo posteriormente homogeneizadas em agitador. As amostras foram
colocadas por 5 minutos em banho-maria a 95 °C e em seguida foram resfriadas a
temperatura ambiente. Subseqlientemente as absorbancias foram analisadas, em um
espectrofotbmetro de UV visivel modelo Uvmini — 1240, marca SHIMADZU no
comprimento de onda de 540 nm. Os valores foram convertidos em g L™ com base na
curva padréo de glucose a 1 g L™ realizada com o mesmo reagente e empregando-se a

mesma técnica.
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4.2.6 Espectrofotometria UV - visivel

A espectrofotometria € um método de analise éptico baseado em medidas de
absorcéo de radiacdo eletromagnética. Dependendo da regido do espectro analisada, a
técnica recebe denominacbes diferentes, como espectrofotometria no infra-vermelho,
no ultra-violeta visivel (UV-vis). A regido que compreende os comprimentos de onda de
400nm a 700nm (1 nanémetro = 10°) é denominada espectro de luz visivel. E nessa
faixa de comprimento que as analises de acgucares redutores sdo realizadas. Os valores
obtidos por meio desta técnica sdo dados pela absor¢do de energia luminosa incidente
pelas moléculas da amostra em questdo. A analise é realizada pela comparagédo da
amostra frente a um referencial que ndo apresenta absorbancia na regido do espectro
visivel. Para o célculo da concentracdo de agucares redutores, em g L™, na fase liquida
resultante do processo de hidrolise do bagago de mandioca, as amostras foram diluidas
na proporcdo de 1:100 de forma a facilitar a leitura, evitando assim valores

demasiadamente altos.

4.2.7 Difratometria de raios X

Os granulos de amido apresentam cristalinidade a qual pode ser confirmada por
meio da técnica de difratometria de raios X. Para analise do baga¢o da mandioca foi
empregada difratometria de raios X pelo método do po utilizando-se um difratdmetro
SIEMENS mod. D-5000, operando com radiacdo de Cuk, (comprimentos de onda de

1.542 A) sob tempo de varredura de 0,5° min'! na geometria de Bragg — Brentano de
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5<©<35. As andlises foram executadas usando gerador de tensdo de 40kV e corrente

emissora de 30 mA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MICROSCOPIA OPTICA

As imagens obtidas na andlise microscopica do bagaco de mandioca sem
tratamento enzimatico mostraram a presenca de amido em grande quantidade (Figura
10 e 11). Os granulos do amido de mandioca apresentam forma esférica e hemisférica,
e 20um de diametro, em média, confirmando resultados obtidos por Hoover (2001),
Ciacco (1982) e Karam (2003). Granulos de amido sdo mostrados em destaque na
Figura 11, sob aumento de 1000x, podendo ser observada a morfologia caracteristica

do amido de mandioca.

Figura 10 — Micrografias do bagaco de mandioca nativo mostrando a morfologia dos granulos de amido

em aumento de 400x
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i

Figura 11 — Micrografia de granulos de amido nativo em destaque em aumento de 1000x

20 pm

Na Figura 12 observam-se granulos de amido aderidos as fibras do bagaco de
mandioca sem tratamento enzimatico. Essa mesma caracteristica foi observada por
Leonel (1999), sugerindo a existéncia de uma forte ligagdo do granulo de amido a
parede celular, fazendo com que, mesmo apds a hidrolise, vestigios de granulos de
amido ainda permanecam ligados ao parénquima celular (Figura 13).

Apos a hidrolise sob acdo das enzimas a-amilase e amiloglucosidase por 24h
poucos granulos de amido sdo visualizados ao microscépio e 0s que ainda restam
estdo, em sua maioria, ligados as paredes celulares do material fibroso, como na Figura

14. Poucas alteracdes estruturais nos granulos foram observadas ao microscopio.
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Figura 12 — Micrografia mostrando a presenca de fibras com grénulos de amido aderidos em aumento de

100x no bagaco de mandioca sem tratamento enzimatico

100 pm

Figura 13 — Micrografia do bagaco de mandioca ap6és tratamento enzimatico de 24h (400x)
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Figura 14 - Micrografia mostrando granulos de amido ligados a parede celular do material fibroso do

bagaco de mandioca (400x)



55
5.2 TECNICAS TERMOANALITICAS

5.2.1 Termogravimetria

A degradacéo térmica de materiais amilaceos tem sido estudada por diversos
pesquisadores, destacando-se entre eles os estudos de Aggarwal e Dollimore (1998a,
1998b) e Marchessault et al. (1985). Analises termogravimétricas e de ressonancia
magnética nuclear (NMR) demonstraram, respectivamente, que o aquecimento desses
materiais provoca despolimerizacdo das macromoléculas conduzindo a formacédo de
produtos sollveis em &gua fria, denominados pirodextrinas. Com o aumento gradual da
temperatura, ocorre a formagdo de compostos como levoglucosanos, furfural e volateis
de baixo peso molecular. Apds a eliminacdo desses compostos volateis, permanece um
residuo carboniceo sem alteracdo de massa, mesmo que 0 aquecimento continue até
1500 °C (BEAL, 1970).

Nas Figuras (10 a 13)15 a 18, sdo apresentados os comportamentos térmicos
do bagago de mandioca em seu estado nao hidrolisado e hidrolisado por 1 hora com a-
amilase, 12 e 24 horas com a-amilase e amiloglucosidase, ilustrados pelas curvas
termogravimétricas (TG) e pelas diferencas de temperatura entre a amostra e a
referéncia (DTA). As

Os gréficos das andlises termogravimétricas do bagaco de mandioca
apresentam perdas de massa em varias etapas. No primeiro evento exotérmico, entre
300 e 400 °C ocorre a perda de massa mais expressiva, com reducao maior que 50 %
da massa total, observa-se o efeito da reducdo da estabilidade térmica evidenciado
quando granulos de amido sdo submetidos a acdo de enzimas amiloliticas. Pode-se

notar o aumento gradativo da intensidade deste evento de acordo com o
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comportamento das curvas DTA. Até aproximadamente 500 °C acontece a combustdo
da lignina, represntada pelo evento exotérmico. Apds esse evento ndo sdo percebidas

perdas de massa adicionais.
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Figura 15 — Cuna TG-DTA do bagaco da mandioca sem tratamento enzimatico
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Figura 16 — Curva TG-DTA do bagaco de mandioca ap6s tratamento enzimatico por 1 hora sob acéo da

a-amilase
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Figura 17 — Curva TG-DTA do bagaco de mandioca apds tratamento enzimatico por 12 horas sob acéo

da a-amilase e amiloglucosidase
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Figura 18 — CunaTG-DTA do bagaco de mandioca apds tratamento enzimatico por 24 horas sob acéo
da a-amilase e amiloglucosidase
Tabela 3

Avaliacdo dos dados das curvas termogravimétricas do bagago da mandioca

Bagacgo de Sem 1h a- 12h a-amilase + 24h a-amilase +
mandioca tratamento amilase amiloglucosidase amiloglucosidase
Teor de
11,2 8,9 10,2 9,0

umidade (%)

Perda total de

98,3 94,9 92,4 95,6
massa (%)
Temp. On-set
TG (°C) 2° 273,05 267,9 261,1 260,05

evento

A Tabela 3 apresenta os valores referentes as andlises termogravimétricas
realizadas no bagaco de mandioca nativo e hidrolisado. Segundo Soliman et al. (1997)

a temperatura até 150 °C representa a perda de compostos facilmente volateis e agua.
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Avaliando-se a porcentagem de perda de massa até 150 °C, nota-se que a reducdo da
massa referente & 4gua nas amostras com tratamento enzimético varia de 8 a 20%, em
relagdo a amostra de bagaco de mandioca sem o mesmo tratamento. Essa perda de
massa € representada pelo evento endotérmico no inicio da curva DTA.

Assim como a perda referente a agua, a amostra de bagaco de mandioca
também apresentou alteracdo na perda total de massa, sendo menor a perda nas
amostras submetidas e acdo das enzimas em virtude do excipiente utilizado como
veiculo nas enzimas e do sal formado na neutralizacdo do pH da suspenséo de bagaco
de mandioca.

Quando comparados os teores de umidade e cinzas obtidos pela
termogravimetria e pelas metodologias do Instituto Adolfo Lutz (JAL, 1985), sobre o
material ndo hidrolisado, percebeu-se que havia divergéncia de 3,5 pontos percentuais
entre os resultados para umidade e 0,1 pontos percentuais para cinzas.

Os valores que serviram de comparacdo para o0s resultados obtidos na

termogravimetria sdo os que constam na Tabela 4.
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Tabela 4

Composicdo média das amostras de bagaco de mandioca utilizadas no presente estudo

Composicdo Distribuicdo por peso (%)

Umidade 14,7
Proteinas 14
Lipidios 0,5
Fibras 12,1
Cinzas 1.8
Amido 69,5

As temperaturas de inicio da principal zona de degradacdo foram obtidas pela
interseccdo de tangentes a linha base da curva TG (IONASHIRO, 2005). As
temperaturas onset, confirmam a estabilidade térmica dos amidos até a temperatura de
aproximadamente 300 °C. Confirma-se também a reducdo das temperaturas quando a
hidrélise enzimatica é empregada (AGGARWAL, 1998a).

O deslocamento das temperaturas de degradacdo durante a andlise
termogravimétrica do bagaco de mandioca se d4 em virtude do aumento da area de
exposicdo ao calor que ocorre com o0s granulos de amido quando submetidos a
hidrélise enzimética (AGGARWAL, 1998a; LACERDA, 2008b).

Pela analise DTA, 0s eventos exotérmicos sdo 0s mais significativos. O primeiro
destes eventos estd compreendido na faixa entre 300 °C — 350 °C, onde a celulose é
degradada em compostos volateis e levoglucosanos (BEAL, 1970). O segundo evento
exotérmico entre 400 e 500 °C, presente na curva DTA é relacionado a ignicdo dos

residuos carbonaceos (LeVAN, 1998). Essa reacao exotérmica é muito intensa tanto no
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material nativo, quanto nas amostras hidrolisadas em virtude da quantidade de fibras no
bagaco de mandioca, compostas por celulose, hemicelulose e lignina (LEONEL, 1999).

Na andlise térmica, a termogravimetria derivada € utilizada quando se necessita
distinguir uma sucessdo de eventos que ndo pode ser claramente distinguida nas
curvas da TG. Na Figura 19 as curvas DTG sdo apresentadas em grupo a fim de
mostrar as alteracdes na forma dos picos, que correspondem ao quanto da massa da
amostra foi perdido. Mas principalmente para comprovar que, mesmo apos a hidrélise

enzimatica, o nimero de eventos permanece inalterado.

— W DTG Nativo
\/-__,VDTG 1h

\/__’V DTG 12h
—————
\/‘———’_\\,ﬁ DTG 24h

I 4 I 4 I I I 4
100 200 300 400 500 600
Temperatura / °C

dm / dt

Figura 19 — Cunas DTG do baga¢o de mandioca nativo e hidrolisados

Os valores referentes as temperaturas obtidas pela analise da termogravimetria

derivada encontram-se na Tabela 5.
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Tabela 5

Avaliacdo dos dados das curvas de termogravimetria derivada das amostras

Bagaco de Sem 1h a- 12h a-amilase + 24h a-amilase +
mandioca tratamento amilase amiloglucosidase amiloglucosidase
Temp. 1°
60,3 62,9 59,6 66,6
evento (°C)
Temp. 2°
303,7 315,7 311,5 310,8
evento (°C)
Temp. 3°
4445 4725 466,75 460,7

evento (°C)

5.2.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial

5.2.2.1 Fusao do amido

Segundo Sriroth (2000), o amido com baixa concentracdo de umidade, préximo
ao estado anidro, quando submetido a aquecimento, apresenta ponto de fusdo em
aproximadamente 170 °C.

O bagaco de mandioca analisado por meio da calorimetria exploratoria
diferencial evidenciou um evento endotérmico em 170,5 °C (Figura 20) e temperatura
onset de 169,8 °C. O pico apresentado € caracteristico da fusdo. O valor da entalpia do

amido presente no bagaco de mandioca foi 134 J g
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Figura 20 — DSC do bagaco de mandioca sem tratamento enzimatico

Na Figura 21 as curvas DSC e TG-DTA foram sobrepostas e pode-se verificar a
auséncia de perda de massa durante o evento da fusdo. De acordo com a curva DTA,
ndo € possivel visualizar o evento da fusdo. Esse fato deve pela diferenca nas
condicbes de analise empregadas no DSC e na DTA. Enquanto no DSC as amostras
sdo acondicionadas em cadinhos selados, com baixa concentracdo de O, e alta

pressdo, no DTA as amostras sdo analisadas em cadinhos abertos.
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Figura 21 — Anélise TG-DTA e DSC do baga¢o de mandioca

As amostras submetidas a hidrélise enzimatica foram igualmente submetidas a
andlise pelo DSC, sendo respeitadas massas da ordem de 5 mg. Embora outros
parametros de analise tenham sido utilizados, foram observados picos semelhantes,
mas em temperaturas diferentes. Para as andlises com as amostras hidrolisadas a
temperatura inicial foi de 50 °C e final de 200 °C. A atmosfera de ar sintético, vazdo de

100 ml min? e raz&o de aquecimento 10 °C min™* foram as condi¢ées utilizadas.
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Figura 23 — DSC do bagaco de mandioca hidrolisado por 12 horas
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Figura 24 — DSC do bagac¢o de mandioca hidrolisado por 24 horas

Nas Figuras 22, 23 e 24 pode-se evidenciar a reducdo da temperatura de fusao
a medida que o tempo de hidrélise aumenta, assim como o aumento na entalpia dos

eventos.

Tabela 6

Valores de entalpia de fusdo do bagaco de mandioca

Bagaco de Nativo Hidrdlise 1 Hidrélise 12 Hidrélise 24
mandioca hora horas horas
Entalpia (J/9) 134,0 1175 122,3 229,3
Temperaturas

do pico (°C) 170,5 177,5 162,5 152,3
Temperaturas 168,95 175,7 160,7 151,2

onset (°C)
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5.2.2.2 Gelatinizacéo

A calorimetria exploratéria diferencial, fornece mediadas quantitativas do fluxo
de calor associado a gelatinizacdo dos amidos. Uma das vantagens do método DSC
esta na independéncia da birrefringéncia dos granulos, importante quando os granulos
sdo pequenos ou casualmente orientados (ZOBEL & STEPHEN, 1995). As variacbes
de entalpia observadas no DSC sado geralmente relacionadas transicdo do tipo de
ordem/desordem dos cristais presentes (SIEVERT & POMENRANZ, 1990). O amido
presente na amostra de bagaco de mandioca apresentou valor de entalpia de
gelatinizacdo de 9,1 J g’ Nas tuberosas, tais como a mandioca e a batata, essa
entalpia pode ser ainda maior, segundo Cereda (2002c).

O DSC foi utilizado para a analise da temperatura de gelatinizagdo do amido
presente no bagaco de mandioca. Segundo Gough & Pybus (1971), quando o amido é
aguecido em presenca de agua ocorre a gelatinizacdo, sendo que, para cada grupo de
granulos, h4 uma diferenca entre as temperaturas de gelatinizacdo de 0,5 a 1,5 °C a
partir dos 60 °C. Rickard (1991) complementa o estudo afirmando os granulos de amido
ndo apresentam uma mesma temperatura de gelatinizacdo e em uma populacdo de
granulos naturais a transicdo pode ocorrer em um intervalo de 5 a 15 °C. Durante a
analise do bagaco de mandioca a gelatinizacdo do amido ocorreu a 68,7 °C (Figura 25)
de acordo com a temperatura obtida por Jane et al (1999). A temperatura encontrada
nas andlises do material foi semelhante a encontrada nas amostras de amido puro,
mesmo tendo em vista que uma parcela dos granulos de amido no bagaco encontra-se

aprisionado a parede celular das fibras (LEONEL, 1999). Apesar de presenca de fibras
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no bagaco de mandioca, o amido residual apresentou caracteristicas térmicas
semelhantes ao amido isolado.

Apesar da temperatura de gelatinizacdo obtida com o estudo da amostra de
bagaco de mandioca estar muito proxima as encontradas por outros autores,
divergéncias podem ocorrer sem que isso signifique erro na conducdo da analise.
lonashiro (2005) cita varios fatores pertinentes a analise térmica que podem interferir na
reprodutibilidade dos resultados: natureza do suporte da amostra; raio do orificio de
suporte no qual é colocada a amostra; localizacdo, natureza e dimensdes dos

termopares diferenciais; natureza da referéncia e compactacao da amostra.

1,5 1
— DSC

1,0 -

68.7°C

-1,5 4

2,0

40 50 60 70 80 90 100
Temperatura / °C

Figura 25 — Curva de gelatinizacdo do amido presente no bagaco de mandioca
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53  DETERMINACAO DE ACUCARES REDUTORES

O amido € um polimero constituido por unidades de glucose. A conformacao
das moléculas de amido expdem acUcares redutores somente em suas porcoes
terminais. Por esse motivo o amido ndo é considerado um acucar redutor. A medida
que o amido sofre o processo da hidrdlise ocorre, por sua vez, a concentracao
crescente de terminais redutores, ou seja, acucares redutores (MANLEY, 2000).

Na Figura 26, percebe-se 0 aumento gradativo na concentracdo de aclcares
redutores a medida que o tempo de acdo enzimatica aumenta. Cada tempo de hidrélise

foi realizado em triplicata.
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Figura 26 — Concentracao de agUcares redutores (AR) em g Lt apos hidrolise enzimatica

Na Tabela 7 as concentracdes das solucdes sdo apresentadas em g L. A

medida que o tempo de hidrélise aumenta as concentracbes de aguUcares redutores
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aumentam igualmente. Nas hidrélises de 12 e 24 horas, sob agdo da a — amilase e
amiloglucosidase, nota-se que a concentracdo de acUcares redutores mostra-se muito
superior aquela na qual a hidrélise foi realizada por 1 hora somente sob agdo da a —
amilase. Esse fato corrobora a afirmacéo de Monna (1989) a respeito da acéo sinérgica
das duas enzimas na conversdo do amido em glucose. Com auxiio da metodologia
descrita por Miller (1959) foi possivel verificar que a acdo das enzimas realizou a

qguebra dos polimeros de glucose em suas unidades.

Tabela 7- Concentracdo de acgUcares redutores em g Lt

Bagaco de Acucares AcuUcares AclUcares
ma%d%oca redutolres redutolres redutolres
(9.L7) (9.L7) (9.L7)
1 hora 15,30 25,32 19,82
12 horas 64,90 75,65 59,52
24 horas 78,32 64,50 67,90

5.4 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X

Os granulos de amido consistem em camadas concéntricas contendo micelas
cristalinas arranjadas perpendicularmente umas as outras (KARIM, 2000). Sendo
parcialmente cristalinos, os granulos de amido geram padrbes de difracdo de raios x
distintos entre si (SARKO, 1978). O arranjo amilose/amilopectina leva a formacao de
zonas mais e menos densas. A regido onde se concentra a amilopectina é mais densa
ou cristalina. Sendo mais compacta apresenta maior dificuldade de hidratacdo e

penetracdo de moléculas, como as enzimas, e conseqlentemente apresentam maior
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resisténcia ao processo de hidrélise (CEREDA, 2002c). Os padrbes de cristalinidade
classificam os granulos de amido em tipos A, encontrados nos cereais (arroz, trigo e
milho), B em tuberosas, frutas e amido de milho com alto teor de amilose (ceroso) e C,
0 qual é uma mistura entre os tipos A e B, encontrados em sementes de leguminosas
(KARIM, 2000).

Segundo Mestres (1996), cada tipo de amido apresenta caracteristicas de
cristalinidade. Os amidos do tipo A apresentam 0s maiores picos nos angulos de
difracdo 20 a 15, 17, 18 e 23 A. Amidos tipo B apresentam picos de maior intensidade
nos angulos 26 a 5.6, 15, 17, 22 e 23 A sendo esses picos mais comuns as tuberosas.

A Figura 31 apresenta a analise de difracdo raios X do bagaco sem tratamento
enzimatico podendo ser evidenciada a presenca de varios picos, muitos sobrepostos,
dificultando a identificacdo dos picos caracteristicos do tipo de amido ao qual a
mandioca pertence.

As analises de difratometria de raios X demonstram que o aumento dos tempos
de hidrolise proporcionou a reducdo da quantidade e intensidade dos picos presentes
nos gréaficos, levando & maior clareza na leitura dos mesmos (Figura 32, 33 e 34).
Varios picos caracteristicos tornaram-se visiveis apds as hidrolises enzimaticas. Na
Figura 34 é possivel citar os picos nos angulos 15, 22 e 23. Outros picos, tais como em

28 e 31, aparecem na andlise do material apds 24 horas de hidrélise.
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6 CONCLUSAO

Durante o presente estudo foram investigadas as caracteristicas do bagaco de
mandioca por meio de técnicas termoanaliticas entre outras e as seguintes conclusées
foram obtidas:

A observagdo das amostras por meio da microscopia 6tica mostrou que 0S
granulos apresentam a morfologia caracteristica descrita na literatura, bem como
auxiliou no estudo da hidrélise enzimatica e do comportamento de uma parcela dos
granulos de amido ligados ao material fibroso. Andlises quantitativas da composicéo
fisico-quimica do bagaco de mandioca, além de confirmar a presenca de amido em
grande quantidade, apresentaram teor de proteina significativo, o qual poderia
apresentar um perfil de amino&cidos de interesse comercial.

As técnicas termoanaliticas utilizadas permitiram acompanhar alteragfes
sofridas pela amostra em seu estado nativo e hidrolisado.

As andlises de DSC confirmaram a presenca de um evento caracteristico de
grande importancia: a gelatinizacdo. O bagaco de mandioca apresentou gelatinizacao
em temperatura e entalpia semelhantes as descritas na literatura para o amido de
mandioca isolado, concluindo que a presenca de fibra ndo ocasionou interferéncia no
aparecimento do evento. A temperatura de fusdo do amido presente no bagaco da
mandioca nativo foi confirmada pela andlise de DSC, sendo semelhante a temperatura
encontrada por outros autores em trabalhos anteriores. As amostras hidrolisadas foram
igualmente submetidas a analise por DSC e apresentaram picos de fusdao em
temperaturas diferentes da amostra nativa demonstrando a ocorréncia de alteragbes

apos a acao enzimatica.
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A andlise termograviméetrica das amostras nativa e hidrolisada permitiu
confirmar o aumento da disponibilidade dos granulos de amido a acdo do calor a
medida que sdo submetidos a hidrélise enzimatica.

A termogravimetria ainda possibilitou comparar resultados das analises de
cinzas e umidade. Percebeu-se uma divergéncia de 3,5 pontos percentuais entre 0s
resultados em umidade e 0,1 ponto percentuai em cinzas quando comparados oS
valores obtidos pela termogravimetria e pelas metodologias do Instituto Adolfo Lutz
(AL, 1985). Com base nessa comparacdo pode-se concluir que a andlise
termogravimétrica mostrou-se um método confidvel e rapido de obtencdo de resultados,
dada a complexidade e possibilidades de erros experimentais que podem ocorrer com 0
emprego da metodologia usualmente aceita.

A acdo enzimatica resultou na producdo de acUcares redutores a partir do
bagaco de mandioca dosados atraves da reacdo com o &cido dinitrossalicilico. Durante
os tempos de hidrélise de uma, doze e vinte e quatro horas os valores obtidos foram
crescentes confirmando a presenca de amido.

A analise da cristalinidade das amostras por meio da difratometria de raios X
permitiu evidenciar alguns picos que sao padrdo dos amidos ao qual pertence o amido
de mandioca. O aumento da definicdo dos picos também foi confirmado analisando-se
as amostras apdés hidrélise enzimatica. Alguns picos ndo corresponderam a literatura

provavelmente em virtude de se tratar de um subproduto rico em fibras.
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