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RESUMO

A crescente demanda por energia tem impulsionado o desenvolvimento de
tecnologias mais eficientes e fontes renovaveis. A mandioca destaca-se como
alternativa para producdo de etanol devido as suas vantagens agrondmicas
e caracteristicas de processamento. Este estudo avaliou o efeito de diferentes
tempos de hidrolise enzimatica do amido em cultivares de mandioca, utilizando
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4 x 3, com quatro
cultivares (BRS Caipira, BRS Formosa, Mucuruna e BRS Tapioqueira) e trés
tempos de hidrdlise, com quatro repeticdes. As amostras foram submetidas a
hidrolise enzimatica com a-amilase e amiloglucosidase, avaliando-se coeficiente
de hidrolise, concentracdo de glicose, rendimento fermentativo e potencial de
producdo de etanol. A BRS Tapioqueira apresentou maior potencial de produgao
(329,11 ml/kg MS), enquanto a Mucuruna demonstrou os menores rendimentos.
Os rendimentos fermentativos variaram entre 48,76% e 79,43%. Os resultados
evidenciam a importancia de otimizar o processo de hidrolise conforme
caracteristicas especificas de cada cultivar para maior eficiéncia na produ¢do de
biocombustiveis.

PALAVRAS-CHAVE: Biocombustivel; fermentagdo; sacarificagdo; amilase;
hidrélise do amido.

ABSTRACT

The growing energy demand has driven the development of more efficient technologies and renewable
sources. Cassava stands out as an alternative for ethanol production due to its agronomic advantages
and processing characteristics. This study evaluated the effect of different enzymatic hydrolysis times of
starch in cassava cultivars, using a completely randomized design in a 4 x 3 factorial scheme, with four
cultivars (BRS Caipira, BRS Formosa, Mucuruna, and BRS Tapioqueira) and three hydrolysis times, with four
replications. The samples were subjected to enzymatic hydrolysis with a-amylase and amyloglucosidase,
evaluating hydrolysis coefficient, glucose concentration, fermentative yield, and ethanol production potential.
BRS Tapioqueira showed the highest production potential (329.11 ml/kg DM), while Mucuruna showed the
lowest yields. Fermentative yields ranged from 48.76% to 79.43%. The results highlight the importance of
optimizing the hydrolysis process according to specific characteristics of each cultivar for greater efficiency
in biofuel production.

Keywords: Biofuel; fermentation; saccharification;, amylase; starch hydrolysis.

RESUMEN

La creciente demanda de energia ha impulsado el desarrollo de tecnologias mas eficientes y fuentes
renovables. La yuca se destaca como alternativa para la produccion de etanol debido a sus ventajas
agronémicas y caracteristicas de procesamiento. Este estudio evalué el efecto de diferentes tiempos de
hidrolisis enzimatica del almidon en cultivares de yuca, utilizando un disefio completamente al azar en
esquema factorial 4 x 3, con cuatro cultivares (BRS Caipira, BRS Formosa, Mucuruna y BRS Tapioqueira) y
tres tiempos de hidrdlisis, con cuatro repeticiones. Las muestras fueron sometidas a hidrélisis enzimatica
con a-amilasa y amiloglucosidasa, evaluando coeficiente de hidrdlisis, concentracion de glucosa,
rendimiento fermentativo y potencial de produccion de etanol. BRS Tapioqueira mostré el mayor potencial
de produccion (329,11 mi/kg MS), mientras que Mucuruna presentd los menores rendimientos. Los
rendimientos fermentativos variaron entre 48,76% y 79,43%. Los resultados evidencian la importancia de
optimizar el proceso de hidrélisis segun caracteristicas especificas de cada cultivar para mayor eficiencia en
la produccion de biocombustibles.

Palabras clave: Biocombustible; fermentacion; sacarificacion; amilasa; hidrolisis del almiddn.
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INTRODUCAO

O aumento da demanda por energia tem incentivado o desenvolvimento de
tecnologias mais eficientes e a diversificagdo de fontes de energia, com foco
especial em alternativas renovaveis, como a solar e a edlica, que lideram o
crescimento global. Em 2023, foram adicionados mais de 500 GW de capacidade
de energia renovavel no mundo, um marco relevante na transi¢cdo para uma
matriz energética mais sustentavel (IEA, 2023).

Neste contexto, as biomassas emergem como uma fonte importante para a redugao
de emissdes de Gases de Efeito Estufa (GEE), promovendo o equilibrio entre
desenvolvimento economico e sustentabilidade ambiental. Os biocombustiveis,
como biodiesel e etanol, sdo cada vez mais consolidados no setor energético
devido a sua renovabilidade, biodegradabilidade e rapida producdo (IEA, 2023).
Hasan et al. (2023) destacaram a relevancia dos biocombustiveis de segunda
geracdo, obtidos de residuos agricolas, por seu ciclo fechado de carbono, no
qual o CO: emitido ¢ reabsorvido pelas plantas durante seu crescimento. Essa
caracteristica, aliada ao baixo custo e viabilidade econdmica, posiciona esses
combustiveis como alternativas atrativas aos fosseis tradicionais no cendrio
energético mundial.

Na busca por reduzir a dependéncia de combustiveis fosseis, o etanol derivado de
fontes amildceas, como a mandioca (Manihot esculenta Crantz), ganha destaque.
Essa planta ¢ uma opc¢ao agroenergética interessante, especialmente em regides
onde outras culturas sdo limitadas. Adaptavel a solos de baixa fertilidade e
condig¢des climaticas secas, a mandioca necessita de poucos insumos agricolas,
facilitando seu cultivo (TANRUEAN et al., 2021; HAN, CHEN e WANG, 2022).
Estudos indicam que o teor de amido da mandioca, influenciado pela estacao de
plantio e pelo gendtipo, varia ao longo do ano, o que impacta diretamente na
eficiéncia da producao de etanol (JANKET et al., 2018; JANKET et al., 2020).

Além disso, o amido de mandioca possui propriedades industriais vantajosas,
como a baixa temperatura de gelatinizacdo e alta solubilidade da amilose,
alcangando eficiéncia de conversao superior a 90% em processos industriais. Em
comparagdo com outros amidos, como o de milho e batata, o amido de mandioca
mostra-se competitivo, ndo apenas pela eficiéncia, mas também pelo impacto
ambiental positivo. Sua producdo de etanol apresenta uma relacdo de energia
liquida favoravel, de 1,70, indicando maior geracao de energia ao longo do seu
ciclo de vida (BIE et al., 2016; GUIMARAES et al., 2017; DO; VU, 2024).
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A mandioca se destaca ainda pela resiliéncia ao estresse hidrico, uma
caracteristica fundamental para a produgdo continua de amido em condi¢des
adversas (PRATIWI; WAHYUNI; NUGRAHAENI, 2022). No entanto, o Brasil,
que ja foi lider na producdo mundial de mandioca, caiu para a quinta posi¢ao
devido a diminui¢do das areas plantadas e a competicdo com culturas mais
lucrativas, como a soja e o milho (GROXKO; PEREIRA, 2021). Esse cenario
apresenta novas perspectivas para pequenos empreendedores, contribuindo para
o desenvolvimento socioecondmico de comunidades agricolas familiares.

Por fim, o processo de hidrélise enzimdtica do amido de mandioca ¢ uma
etapa critica para a producdo de etanol. Contudo, o custo elevado das enzimas
€ 0 tempo necessario para a conversao limitam a eficiéncia da biomassa para
bioetanol (LIU, 2021; ZENG, 2023).

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar diferentes tempos de hidrélise
enzimatica em cultivares de mandioca, buscando otimizar o processo de producao
de etanol e identificar as cultivares com maior potencial de produgao de etanol.

MATERIAIS E METODOS

Coleta e preparo das amostras de mandioca

O estudo foi desenvolvido utilizando raizes de mandioca provenientes da rede
de multiplicagdo e transferéncia de manivas-semente de mandioca (RENIVA)
da Embrapa, cultivadas no campo experimental do Parque Agrotecnologico em
Palmas-TO. Foram selecionadas quatro cultivares industriais: BRS Caipira, BRS
Formosa, Mucuruna e BRS Tapioqueira, das quais coletou-se 5 kg de raizes de
cada variedade.

O processamento inicial das amostras consistiu em lavagem e descascamento das
raizes, seguido de moagem grossa. O material foi entdo submetido a secagem em
estufa com circulagdo forgada de ar a 55°C por 72 horas. Apds resfriamento até
equilibrio com a temperatura ambiente, realizou-se a pesagem final ¢ moagem
em moinho tipo Willey (peneira de 0,5 mm Mesh). As amostras processadas
foram acondicionadas em embalagens plasticas e identificadas para analises
posteriores.

Determinacdo do Teor de Matéria Seca e Amido

A determinagdo do teor de matéria seca foi realizada por dois métodos distintos
e complementares, cada um com finalidade especifica no processo. O teor de
matéria seca real foi obtido através da pré-secagem em estufa a 55 °C por 72 horas,
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seguida por nova secagem a 4 horas a 100 °C, calculado pela relagdo percentual
entre peso final (Pf) e peso inicial (P1) das amostras, conforme a férmula:

MS (%) = (Pf x 100)/Pi.

Para a quantificacdo do teor de amido, adotou-se o método da balanca
hidrostatica proposto por Grosmann; Freitas (1950), que utiliza um teor de
matéria seca estimado por meio da equagdo: MS (%) = 15,75 + 0,0564 x P,
onde P representa o peso de 3,0 kg de raizes submersas em agua. O teor de
amido € entdo calculado subtraindo-se 4,65 do valor de matéria seca estimado
(Amido (%) = MS (%) — 4,65). Esta metodologia, amplamente validada para
mandioca, considera as particularidades da composicao da raiz e sua densidade
especifica, fornecendo uma correlagdo confiavel entre o peso submerso € o teor
de amido presente no material.

A utilizagdo complementar dos dois métodos permitiu maior acuracia no processo
global: o valor real de matéria seca orientou a preparagao precisa das amostras
para hidrolise, enquanto o método da balanga hidrostatica forneceu a estimativa
especifica do teor de amido, fundamental para os calculos de rendimento e
eficiéncia do processo.

Processo de Hidrolise Enzimatica

O processo de hidrolise enzimatica iniciou-se com a preparagao de uma suspensao
contendo 1 grama de farinha de mandioca em 40 ml de solugdo tampao (citrato
de sodio/fosfato de sodio 0,40/0,58 M, pH 5,0).

A primeira etapa do processo enzimatico consistiu na adi¢do de o-amilase
(Liquozyme Supra 2.2x) na concentragdo de 30 pl/g, mantendo-se a mistura
em banho metabdlico a 90°C por periodos de 2, 3 e 4 horas (T1, T2 e T3,
respectivamente). Na sequéncia, apds reducao da temperatura para 60°C,
procedeu-se a sacarificagdo com amiloglucosidase (AMG 300L) na concentracao
de 40 pl/g, por periodos correspondentes de 3, 4, 5 e 6 horas.

Variaveis do Estudo

O estudo analisou cinco variaveis principais em diferentes tempos de hidrolise,
todas com impacto direto na eficiéncia da produgado (Figura 1):

e Coeficiente de Hidrolise: Determinado pela razdo entre a quantidade de
amido efetivamente hidrolisado e a quantidade inicial de amido, calcu-
lado através da diferenga de massa do material no inicio e ao final do
processo hidrolitico.
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e Concentra¢ao de Glicose: Quantificada através da analise dos acticares
totais resultantes da hidrolise enzimatica do amido. Esta concentracao foi
determinada pelo produto entre o coeficiente de hidrélise e a quantidade
de amido processado.

e Glicose Fermentavel: Representa a fracdo da glicose total que
efetivamente foi utilizada do processo fermentativo, determinada através
do monitoramento da produgdo de CO, durante a fermentagao.

e Rendimento de Fermentac¢do: Calculado pela relacdo entre a quantidade
de etanol produzido e a quantidade tedrica maxima possivel, baseando-
se na estequiometria da reacao de Gay-Lussac. Foi utilizado o fator de
conversao ajustado de 46,49 kg de etanol/100 kg de Agucar Redutor
Total (ART), conforme estabelecido por Finguerut et al. (1985), em
substitui¢do ao valor tedrico de 51,1 kg de etanol/100 kg ART.

e Poténcia de Producdo de Etanol: Determinada pela quantidade de etanol
produzido, considerando o rendimento fermentativo obtido nas condi¢des
operacionais estabelecidas.

Estas variaveis foram analisadas em diferentes tempos de hidrolise para
estabelecer as condigdes Otimas de processo, visando maximizar a eficiéncia
global da producao de etanol.

Figura 1 - Variaveis analisadas na avaliagdo do efeito de diferentes tempos de
hidrdlise enzimatica na producdo de etanol a partir do amido de mandioca.
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Descricao do Fluxograma Experimental

O processo de hidrolise e sacarificacdo enzimdtica do amido de mandioca foi
conduzido em duas etapas sequenciais, conforme ilustrado na Figura 2.

Na primeira etapa, preparou-se uma suspensao com 1 g de farinha de mandioca
em 40 ml de solugdo tampao, ajustando-se o pH para 5,0. Em seguida, adicionou-
se a enzima o-amilase (Liquozyme® Supra 2.2X) na concentra¢do de 30 ul/g
para realizar a hidrélise em banho metabolico a 90°C, avaliando-se trés periodos
distintos: T1 (2h), T2 (3h) e T3 (4h). Apos cada periodo de hidrolise, a temperatura
foi reduzida para 60°C, iniciando-se a segunda etapa do processo com a adigao
da enzima amiloglucosidase (AMG 300L) na concentracao de 40 pl/g.

A sacarificagdo também foi avaliada em trés tempos correspondentes: T1 (3h),
T2 (4,5h) e T3 (6h), resultando na produgao de glicose e subprodutos ao final
do processo. Este fluxograma experimental permitiu avaliar sistematicamente a
influéncia do tempo nas diferentes etapas do processo de conversdao do amido.

Figura 2 - Fluxograma do processo de hidrolise e sacarificacdo enzimatica
do amido de mandioca.
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Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial
4 x 3, sendo quatro cultivares de mandioca e trés combinacdes de tempos de
hidrélise, com quatro repeti¢des por tratamento. Este ensaio foi conduzido
no Laboratorio de Solos e Aproveitamento de Residuos Agroindustriais da
Universidade Federal do Tocantins (LASOR) — UFT / Palmas - TO.

Analises Estatisticas

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e
normalizados quando necessario. A analise de variancia foi realizada pelo teste F
a 5% de significancia. As médias dos tratamentos e seus desdobramentos foram
comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. As analises estatisticas
foram realizadas no programa R v. 3.5.1 (R CORE TEAM, 2022).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise dos resultados contempla cinco pardmetros principais: coeficiente
de hidrolise, concentracdo de glicose no hidrolisado, glicose fermentada,
rendimento fermentativo e potencial de producdo de etanol. Para todas estas
variaveis, observaram-se interagdes significativas (P<0,05) entre as cultivares
avaliadas e os diferentes tempos de hidrolise (T1, T2 e T3).

PROCESSO DE HIDROLISE

Coeficiente de Hidrolise

O coeficiente de hidrolise enzimatica do amido de mandioca ¢ influenciado pela
concentragdo enzimatica e temperatura, fatores que desempenham papéis cruciais
na otimiza¢ao do rendimento de glicose. A concentragdo enzimatica determina a
velocidade inicial da hidrolise, enquanto a temperatura influencia a atividade e a
estabilidade da enzima. A interacdo entre esses fatores determina a eficiéncia da
conversdao do amido em glicose (ANSHARULLAH; NATSIR, 2020).

Os tempos de hidrolise exerceram efeito significativo (P<0,05) sobre o coeficiente
de hidrolise do amido, com respostas distintas entre as cultivares avaliadas
(Tabela 1). As cultivares BRS Formosa e BRS Tapioqueira ndo apresentaram
diferencas significativas nos coeficientes de hidrélise entre os tempos avaliados.
Em contraste, BRS Caipira e Mucuruna mostraram comportamentos distintos: o
tempo T3 foi mais eficiente para BRS Caipira, enquanto T1 apresentou melhores
resultados para Mucuruna.
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A andlise dos coeficientes de hidroélise no tempo T1 demonstrou auséncia de
diferengas significativas (P>0,05) entre as cultivares BRS Caipira, BRS Formosa,
Mucuruna e BRS Tapioqueira, conforme indicado pelo teste Scott-Knott.

Durante T2, as cultivares BRS Formosa (0,820) e BRS Tapioqueira (0,860)
apresentaram coeficientes estatisticamente semelhantes e superiores as demais,
evidenciando maior eficiéncia na hidrélise. Em T3, BRS Caipira (0,795) e BRS
Tapioqueira (0,845) mantiveram valores estatisticamente semelhantes entre si
e superiores as outras cultivares, demonstrando estabilidade no processo de
hidrélise ao final do periodo avaliado.

Na andlise do efeito temporal dentro de cada cultivar, a BRS Tapioqueira
destacou-se por manter coeficientes estatisticamente semelhantes (P>0,05)
nos trés tempos avaliados, sendo a Unica cultivar que ndo apresentou variagao
significativa ao longo do processo.

Tabela 1 - Coeficiente de hidrélise enzimatica do amido em cultivares de
mandioca submetidas a diferentes tempos de processamento. Os tempos
de hidroélise corresponderam a T1 (2h hidrélise + 3h sacarificagcdo), T2
(3h hidrélise + 4,5h sacarificacao) e T3 (4h hidrdlise + 6h sacarificagao),
conduzidos a 90°C e 60°C respectivamente, com a-amilase (30 pl/g) e
amiloglucosidase (40 pl/g). Os valores representam médias de quatro
repeti¢des por tratamento.

Tempos de Hidrolise

CULTIVARES
1 2 3
BRS Caipira 0,690 aB 0,617 cB 0,795 aA
BRS Formosa 0,757 aA 0,820 aA 0,742 bA
Mucuruna 0,832 aA 0,735 bB 0,670 bB
BRS Tapioqueira 0,775 aA 0,860 aA 0,845 aA

Médias seguidas por letras mindsculas na coluna (comparam tempos de hidrélise dentro
das cultivares) e letras maitsculas na linha (comparam cultivares dentro dos tempos de
hidrélise). Letras iguais nao diferem entre si (P>0,05) pelo teste Scott-Knott. Coeficientes
de variagdo: CVcultivares= 6,87%; CVtempos= 9,99%.

Estudo semelhante a este foi conduzido por Aderibigbe et al. (2013) que
investigaram a hidrolise do amido de mandioca (Manihot esculenta) usando
alfa-amilase e glicose-amilase, otimizando varidveis como temperatura, pH e
tempo para maximizar a producao de xarope de glicose. No experimento, trés
niveis de temperatura (60, 67 e 74 °C), pH (4,5, 5,0 € 5,5) e tempo (1,5, 2,0 e
2,5 h) foram analisados. A modelagem polinomial baseada nos dados revelou
que a producdo de actcares redutores foi significativamente influenciada por
essas variaveis, alcangando um coeficiente de determinagdo de R*=0,948, o
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que indica que 94,8% da variabilidade dos resultados pode ser explicada pelo
modelo desenvolvido. As condigdes ideais para a hidrélise, utilizando alfa-
amilase e glicose-amilase, foram de 74 °C, pH 5,5 e tempo de 1,5 h, resultando
em uma producdo maxima de agucar redutor de 257 g/L, equivalente a 73,43% de
conversao. Estes resultados corroboram com os encontrados no presente estudo
e destacam a importancia de otimizar condi¢des experimentais para melhorar a
conversao de amido em glicose.

Autores como Nguyen et al. (2020) e Krajang et al. (2021), relataram que o
coeficiente de hidrolise do amido de mandioca ¢é sensivel a diversos fatores,
incluindo temperatura, pressdo, concentracdo enzimatica e métodos de pré-
tratamento. A hidro6lise do amido de mandioca pode ser otimizada com diferentes
processos, permitindo a obtencdo de altos rendimentos de glicose e outros
produtos derivados. Em particular, o uso da enzima StargentM002 mostrou-se
eficaz, alcangando uma conversdao de 80,19% do amido cru em glicose apds
um pré-tratamento a 60 °C por 1 hora. Adicionalmente, a hidrolise enzimatica
conduzida sob temperaturas de gelatinizagdo e associada a pré-tratamentos,
como aquecimento e aplicagdo sequencial de enzimas, foi capaz de atingir uma
eficiéncia de hidrélise entre 76% e 79% ao longo de 48 horas. Esses resultados
corroboram os valores encontrados no presente estudo, embora as condi¢des
de tempo e temperatura tenham variado, destacando a importancia de ajustar
os parametros de processo para maximizar a conversao do amido de mandioca
em glicose de acordo com os objetivos e especificidades de cada abordagem
experimental.

A resisténcia relativa do amido de mandioca a hidrélise, especialmente quando
comparada a amidos como o de milho de alto teor de amilose, estd intimamente
ligada a estrutura do amido, particularmente ao comprimento das cadeias de
amilopectina, que desempenham um papel crucial na velocidade de degradacao.
Amidos com maior conteido de amilose e cadeias longas de amilopectina
tendem a exibir maior resisténcia a a¢do da a-amilase, devido a sua tendéncia
a retrogradacdo e menor acessibilidade enzimatica, como discutido por Villas-
Boas et al. (2019). O teor de amilose no amido de mandioca influencia
significativamente sua resisténcia a hidrdlise em comparagdo com o amido
de milho com alto teor de amilose. O amido de mandioca, com menor teor
de amilose, apresenta uma estrutura Unica que limita a formagdo de amido
resistente tipo 3 (RS-3) durante a retrogradacdo, tornando-o menos resistente
a hidrélise (FATIMAH et al., 2024). Em contraste, o amido de milho com alto
teor de amilose, que contém uma porcentagem maior de amilose, mostra maior
resisténcia hidrolitica devido a menos locais de ataque efetivos para enzimas,
conforme demonstrado pela reducao da digestibilidade enzimatica com o
aumento do contetido de amilose (TTAN et al., 2023). Esse fendmeno, ja havia
sido reportado por Moreira et al. (2013), podendo explicar um potencial causa
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dos menores rendimentos fermentativos observados em algumas cultivares
no presente estudo, sugerindo a necessidade de considerar cuidadosamente a
estrutura molecular dos amidos de mandioca ao otimizar processos de hidrdlise
enzimatica para a producao de etanol.

A diversidade nas caracteristicas dos granulos de amido entre cultivares de
mandioca ¢ significativa, influenciada por fatores genéticos e ambientais.
Estudos revelam variagdes no tamanho, forma e propriedades fisico-quimicas
dos granulos de amido em diferentes gendtipos de mandioca. Por exemplo, os
diametros dos granulos de amido variam de 2,016 um a 3,318 um, com formas
predominantemente esféricas (BERKALA et al., 2022). Além disso, variagdes
no contetido de amilose (13,6% a 18,1%) e na viscosidade (354 a 520 BU)
foram observadas entre sete gendtipos de mandioca amarela (AKONOR et
al., 2023). Além disso, o indice de cristalinidade ¢ o dano ao amido durante a
extragdo também variaram significativamente, indicando a necessidade de uma
caracterizacdo completa mesmo dentro da mesma cultivar (OLIVEIRA et al.,
2020). Essas diferencas sugerem que o desempenho das cultivares de mandioca
em aplicagdes alimenticias pode ser otimizado com base em suas propriedades
exclusivas de amido.

Liu et al. (2018) cita que além dos tipos de amido, o coeficiente de hidrolise das
cultivares de mandioca ¢ significativamente influenciado pela propor¢ao amido
e fibra. Varia¢des nesses componentes podem afetar diretamente o coeficiente de
hidrolise, uma vez que diferentes cultivares de mandioca apresentam coeficiente
de hidrolise (digestibilidade) variavel do amido, com proporgdes distintas de
amido de digestdo lenta (SDS) e amido resistente (RS) (Liu et al., 2018). Por
exemplo, a mandioca colhida aos 10-11 meses apresenta maior contetido de SDS
e RS, o que aumenta seu coeficiente de hidrolise e promove um maior potencial
de fermentacao e producdo de etanol.

O amido de mandioca ¢ composto principalmente por dois tipos de moléculas:
amilose e amilopectina. Normalmente, o amido de mandioca contém cerca
de 20% de amilose e 80% de amilopectina. A amilose € um polimero linear
que ¢ mais soliivel em 4gua, mas ndo forma um gel, enquanto a amilopectina
¢ um polimero ramificado que ¢ menos soluvel em agua e forma um gel ao
ser aquecido (MOJIBAYO et al., 2020). Essa composi¢do ¢ crucial para as
propriedades funcionais do amido de mandioca, influenciando suas aplica¢des
nos setores alimenticio e industrial (KONG, 2020). O amido de mandioca ¢
constituido majoritariamente por amilopectina, com uma menor proporcao de
amilose, composicdo que impacta diretamente suas propriedades nutricionais
e funcionais, incluindo a resisténcia do amido. A supressao das enzimas de
ramificacdo do amido (SBE1 e SBE2) pode modificar significativamente a
proporg¢ao entre amilose (polimero linear de D-glucose com ligagdes a-1,4) e
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amilopectina (estrutura ramificada com ligagdes a-1,4 e a-1,6). Segundo Utsumi
etal. (2022), esta alteragao promove a formagao de amido resistente, melhorando
o coeficiente de hidrdlise e expandindo as possibilidades de aplica¢do industrial
do amido de mandioca. Embora a composi¢do tipica do amido de mandioca
esteja bem estabelecida, pesquisas em andamento sobre modificagdes genéticas
e novas cultivares continuam a expandir as aplicagdes e propriedades potenciais
do amido de mandioca. Esses avangos podem levar a amidos com caracteristicas
unicas, adaptados para necessidades industriais ou nutricionais especificas.

Em estudo com treze cultivares distintas de mandioca, Ballin (2017) reportou
coeficientes de hidrélise entre 0,874 e 0,929 utilizando metodologia similar
ao tratamento T1 do presente estudo, embora a divergéncia entre as cultivares
avaliadas limite comparagoes diretas.

PRODUCAO DE GLICOSE

Glicose Total

A concentracdo de glicose total no hidrolisado resulta da eficiéncia da hidrolise
das cadeias de amido, sendo influenciada por fatores estruturais (conformagao
molecular e propor¢cao amilose-amilopectina), composicionais (presenca de
fibras), genéticos (idade da planta) e ambientais (temperatura, disponibilidade
de nitrogénio e regime hidrico). A compreensao destes fatores ¢ fundamental
para otimizar a producdo de glicose e a eficiéncia na conversao do amido em
etanol (Tabela 2).

Tabela 2 - Concentracao de glicose total (g/L) obtida apds hidrolise
enzimdatica do amido de diferentes cultivares de mandioca. Os valores
representam a quantificacdo dos agucares totais resultantes da hidrélise
enzimatica completa (hidrélise + sacarificacdo) sob condi¢cdes controladas
de temperatura (90 °C/60 °C) e pH (5,0).

Tempos de Hidrdlise
CULTIVARES
1 2 3
BRS Caipira 14,99 aA 13,66 bA 16,69 aA
BRS Formosa 16,75 aA 17,93 aA 15,72 bA
BRS Mucuruna 18,35 aA 16,21 aB 14,14 bB
BRS Tapioqueira 17,16 aA 18,45 aA 18,63 aA

Médias seguidas por letras mindsculas na coluna (comparam tempos de hidrélise dentro
das cultivares) e letras maidsculas na linha (comparam cultivares dentro dos tempos de
hidrélise). Letras iguais nao diferem entre si (P>0,05) pelo teste Scott-Knott. Coeficientes
de variagdo: CVcultivares= 6,87%; CVtempos= 9,99%.
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Os tempos de hidrolise exerceram influéncia significativa sobre a concentragao
de glicose no hidrolisado, evidenciando respostas distintas entre as cultivares.
A BRS Tapioqueira destacou-se com os maiores teores de glicose em todos
os tempos avaliados, enquanto a Mucuruna apresentou os menores valores,
particularmente em T3. Esta variacdo reflete a complexidade da composigdo
quimica e a diversidade estrutural do amido e fibras presentes nas diferentes
cultivares de mandioca, caracteristicas fundamentais para seu processamento.
A expressao dessas caracteristicas ¢ modulada por fatores genéticos, praticas
culturais e condi¢des agrondmicas, que determinam conjuntamente o acumulo
de amido, o teor de fibras e, consequentemente, a produtividade de cada cultivar.
A compreensdo dessas variagdes ¢ fundamental para otimizar o aproveitamento
da mandioca, tanto em aplicagdes tradicionais quanto em processos industriais.
Destaca-se que o padrdo temporal de acumulo de amido nas raizes difere
entre as cultivares, constituindo um fator determinante para sua produtividade
(CARDOSO et al., 2023). Segundo Tester; Karkalas (2001), as condi¢des
ambientais modulam as propriedades estruturais do amido: altas temperaturas
promovem a degradagdo da amilose e modificacdo da estrutura geral, enquanto
baixas temperaturas afetam a amilopectina e a estrutura cristalina. Estas
alteragdes impactam diretamente a digestibilidade e eficiéncia da hidrolise
enzimatica, determinando o potencial de conversdo do amido em etanol. Essas
variagdes estruturais podem aumentar ou reduzir o coeficiente de hidrolise
do amido, dependendo do tratamento especifico e das condigdes aplicadas
(FENG et al., 2024).

A cinética da hidrélise enzimatica do amido caracteriza-se por uma fase inicial
acelerada, devido a alta acessibilidade das cadeias as enzimas, seguida por
redugdo gradual na taxa de liberacao de glicose. Curvelo-Santana et al. (2010)
demonstraram rendimentos de até¢ 80% na conversdo de amido em glicose
em temperaturas entre 55-59,1°C. Ansharullah; Natsir (2020) identificaram
condi¢des otimas de hidrélise em pH 6,5-7,0 e temperatura de 75°C, embora
observassem que temperaturas muito elevadas podem comprometer a atividade
enzimatica por desnaturagao. A analise detalhada da cinética de hidrolise permite,
assim, ajustar parametros cruciais como o tempo de reacdo € a concentragao
enzimatica, fatores que sao determinantes para maximizar a producdo de glicose.
Esse controle ¢ particularmente relevante para aplicagdes na produgdo de
bioetanol, onde a eficiéncia do processo e o planejamento preciso das condi¢des
reacionais tém um impacto direto na produtividade, especialmente em diferentes
cultivares de amido e mandioca.
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PROCESSO FERMENTATIVO

Glicose Efetivamente Fermentada

A quantificacdo da glicose efetivamente disponivel para fermentagdo, estimada
pela producdo de CO-, revelou interagdes significativas (P<0,05) entre cultivares
e tempos de hidrolise (Tabela 3). Os resultados evidenciaram variagdes
especificas no comportamento fermentativo de cada cultivar, com padrdes
distintos dos observados para glicose total. Entretanto, o perfil dessas interagdes
divergiu dos padrdes observados para glicose total, sugerindo que a eficiéncia de
liberacdo da glicose livre em diferentes tempos de hidrdlise ¢ determinante para
sua disponibilidade ao metabolismo das leveduras.

Tabela 3 - Concentracdo de glicose efetivamente fermentada (g/L) apds
processamento enzimatico do amido de cultivares de mandioca. Os valores
foram determinados através do monitoramento da produ¢do de CO,
durante a fermentacdo, representando a fracao da glicose total efetivamente
metabolizada por Saccharomyces cerevisiae.

Tempos de Hidrdlise

CULTIVARES
1 2 3
BRS Caipira 11,32 aA 10,31 bA 12,74 aA
BRS Formosa 12,90 aA 12,94 aA 12,55 aA
Mucuruna 13,56 aA 8,74 bB 6,70 bB
BRS Tapioqueira 12,88 aA 14,14 aA 11,71 aA

Médias seguidas por letras mindsculas na coluna (comparam tempos de hidrélise dentro
das cultivares) e letras maitsculas na linha (comparam cultivares dentro dos tempos de
hidrdlise). Letras iguais nao diferem entre si (P>0,05) pelo teste Scott-Knott. Coeficientes
de variagdo: CVcultivares= 19,36%; CVtempos= 20,97 %.

A cultivar BRS Tapioqueira destacou-se por manter elevada concentragdo de
glicose fermentada ao longo de todos os tempos de hidrélise. Em contrapartida,
a Mucuruna apresentou declinio significativo nos tempos T2 e T3. Tais variacdes
sugerem diferencas na efetividade da acao enzimatica entre as cultivares durante
os periodos reacionais, o que influencia diretamente a disponibilidade de glicose
para o processo fermentativo.

Em Saccharomyces cerevisiae, ambientes com altas concentracdes de glicose
suprimem o metabolismo de outros agucares, incluindo monossacarideos e
dissacarideos, conforme observado por (RETTORI; VOLPE, 2000). Esse efeito
ocorre devido a via de sinalizagdo Snfl, que inativa a proteina quinase Snfl
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ao detectar elevados niveis de glicose, bloqueando assim a expressao de genes
envolvidos na metabolizacdo de fontes alternativas de carbono. Dessa forma,
a c€lula se mantém dependente da fermentacdo de glicose como principal via
energética, mesmo na presenca de oxigénio (KAYIKCI; NIELSEN, 2015).

Rendimento da Fermentacao

O rendimento fermentativo, expresso em percentual, representa a propor¢do de
glicose total efetivamente convertida em etanol durante o processo fermentativo.
As médias deste rendimento, calculadas pela relagdo entre glicose fermentada e
glicose total, sdo apresentadas na Tabela 4. Entre as cultivares avaliadas, apenas
a Mucuruna demonstrou diferencga significativa (P<0,05) nos tempos reacionais,
diferentemente das demais que mantiveram rendimentos estatisticamente

estavelis.

A andlise comparativa das cultivares em cada tempo reacional revelou
diferencas significativas (P<0,05) nos rendimentos fermentativos. A Mucuruna
apresentou os menores valores em T2, enquanto em T3, tanto Mucuruna quanto
Tapioqueira registraram rendimentos reduzidos. Estes resultados evidenciam
que as caracteristicas especificas da composicdo do amido de cada cultivar
exercem influéncia determinante sobre a eficiéncia dos processos de hidrélise e
fermentagao.

Tabela 4 - Rendimento fermentativo (%) obtido na conversao de glicose a
etanol para diferentes cultivares de mandioca. Os valores representam a
proporgdo entre glicose fermentada e glicose total disponivel, calculados
considerando o fator de conversao estequiométrico de Gay-Lussac ajustado
(46,49 kg etanol/100 kg ART).

Tempos de Hidrolise
CULTIVARES
1 2 3
BRS Caipira 76,25 aA 77,07aA 75,63 aA
BRS Formosa 78,43 aA 73,78 aA 79,43 aA
Mucuruna 74,37 aA 53,80 bB 48,76 bB
BRS Tapioqueira 74,90 aA 77,34 aA 62,66 bA

Médias seguidas por letras mindsculas na coluna (comparam tempos de hidrolise dentro
das cultivares) e letras maidsculas na linha (comparam cultivares dentro dos tempos de
hidrélise). Letras iguais ndo diferem entre si (P>0,05) pelo teste Scott-Knott. Coeficientes
de variagdo: CVcultivares= 11,19 %; CVtempos= 11,73 %.

As propriedades estruturais e fisico-quimicas do amido, incluindo a relagdo
amilose-amilopectina, morfologia granular, solubilidade em agua, capacidade

de inchamento e comportamento durante gelatinizacdo, sdo determinantes para
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o rendimento em agucares fermentaveis. Cornejo et al. (2022) demonstraram
esta relagdo ao comparar duas cultivares de mandioca (INIAP 651 e INIAP
650), onde as caracteristicas estruturais correlacionaram-se diretamente com a
capacidade de retengdo de 4gua e rendimento em glicose. Ronko et al. (2020)
complementam que estas propriedades, determinadas pela organizagdo das
regides cristalinas e amorfas do amido, influenciam diretamente a viscosidade,
claridade das pastas e tendéncia a retrogradagdo. Os estudos destes autores
demonstraram ainda que diferentes cultivares apresentam perfis distintos de
retrogradacao, relacionados a composicao especifica de seu amido. Por exemplo,
o amido industrial tem menor tendéncia a retrogradagdo e maior estabilidade de
pasta gelatinizada em comparag¢ao com outros amidos, sugerindo que nem todas
as cultivares classificadas como industriais apresentam a mesma estabilidade.

E importante notar que a retrogradagio, um processo de recristalizagdo apos a
gelatinizagdo, resulta em estruturas cristalinas estaveis (LOBO; SILVA, 2003),
o que pode explicar as variacdes observadas no rendimento fermentativo das
cultivares Mucuruna e Tapioqueira nos tempos T2 e T3. Estudos como os de
Augustini; Emilio Jinior (2007) relatam rendimentos fermentativos ligeiramente
inferiores, com uma média de 71,43% para a producdo de alcool a partir de
hidrolise enzimatica natural.

Comparando com os resultados obtidos por Ballin (2017), que variaram de
53,01% para a cultivar Cacau Melhorada a 70,50% para a BRS 399, o presente
estudo registrou valores superiores de rendimento fermentativo, com 74,37%
e 78,43% para as cultivares Mucuruna ¢ BRS Formosa, respectivamente, no
tempo T1. Essas diferengas podem ser atribuidas a composi¢ao amilacea distinta
entre as cultivares.

A cultivar Mucuruna destacou-se pela alta produtividade e bom desempenho
agrondmico em condic¢des de cerrado. Em 2019, apresentou um indice de colheita
de 68,94% e uma produtividade de 53,45 t/ha, evidenciando seu potencial para
maximizar a produ¢do de mandioca em regides com caracteristicas ambientais
semelhantes” (SANTOS et al., 2022).

Diversos fatores, como temperatura, pressao osmotica, pH, oxigenacao,
minerais, concentracao de levedura e contaminag¢ao microbiana, também podem
interferir na eficiéncia da fermentagdo (LIMA et al., 2001). Enquanto algumas
cultivares de mandioca demonstram alto desempenho nos processos de hidrolise
e fermentacdo, outras podem exigir técnicas de processamento especificas para
melhorar sua eficiéncia, destacando a necessidade de abordagens personalizadas

baseadas na composi¢ao do amido.
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PRODUCAO DE ETANOL

Potencial de Producao de Etanol

O potencial de produgdo de etanol apresentou variacdes significativas em
fungdo das cultivares e tempos de hidrélise avaliados. Entre as cultivares, a BRS
Tapioqueira evidenciou o maior potencial produtivo, com destaque para o tempo
T2, contrastando com a Mucuruna, que registrou o menor rendimento em T3.

A analise das médias de produgao de etanol (ml/kg MS), apresentada na Tabela 5,
revelou interacdo significativa entre cultivares e tempos reacionais. A Mucuruna
foi a unica cultivar que apresentou diferenga significativa (P<0,05) entre os
tempos de hidrdlise, atingindo seu menor potencial em T3 (153,55 ml/kg MS),
enquanto as demais cultivares mantiveram potencial produtivo estatisticamente
estavel ao longo do processo.

A analise comparativa das cultivares em cada tempo reacional revelou diferencas
significativas (P<0,05) nos rendimentos fermentativos. O teste Scott-Knott
evidenciou rendimentos inferiores para a cultivar Mucuruna em T2 e para as
cultivares Mucuruna e Tapioqueira em T3 (P<0,05).

Tabela 5 - Potencial de producdo de etanol (ml/kg MS) de cultivares de
mandioca sob diferentes condi¢cdes de hidrolise enzimatica. Os valores
representam o rendimento tedrico maximo de etanol por quilograma de
matéria seca, calculado a partir do rendimento fermentativo e teor de amido
inicial de cada cultivar. As condi¢bes de hidrdlise incluiram trés combinagdes
de tempo (T1, T2 e T3), mantendo-se constantes temperatura (90°C/60°C),
pH (5,0) e concentracdo enzimatica (a-amilase 30 ul/g; amiloglucosidase

40 ul/g).

Tempos de Hidrolise

CULTIVARES
1 2 3
BRS Caipira 260,75 aA 234,91 bA 293,55 aA
BRS Formosa 295,15 aA 295,90 aA 287,13 aA
Mucuruna 310,17 aA 200,01 bB 153,55 bB
BRS Tapioqueira 293,28 aA 329,11 aA 267,37 aA

Médias seguidas por letras mindsculas na coluna (comparam tempos de hidroélise dentro
das cultivares) e letras maitsculas na linha (comparam cultivares dentro dos tempos de
hidrélise). Letras iguais nao diferem entre si (P>0,05) pelo teste Scott-Knott. Coeficientes
de variagdo: CVcultivares= 10,27%; CVtempos= 11,32%.
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Comparativamente aos estudos de Ballin (2007), que registrou producao de
199,68 ml/’kg MS para a cultivar BRS 369 e méaximo de 285,30 ml/kg MS para
a Agua Morna, o presente trabalho obteve rendimentos superiores. A produgao
variou de 260,75 ml/kg MS (BRS Caipira) a 310,17 ml/kg MS (Mucuruna) no
tempo T1, evidenciando que a otimiza¢do do tempo de hidrolise, associada
a selecao adequada da cultivar, ¢ determinante para maximizar a eficiéncia
na producao de etanol. Com base na propor¢ao utilizada de 20 gramas de
mandioca para 200 mL de solucdo, o valor de produgdo de etanol de 23,12
g/L equivale a aproximadamente 294 ml/kg (base seca) de mandioca. Esse
rendimento ¢ compativel com os valores encontrados para cultivares altamente
produtivos, como BRS Mucuruna, BRS Tapioqueira ¢ BRS Formosa, que
também demonstraram excelente potencial para a producdo de bioetanol. Esses
resultados indicam que cultivares com alto teor de amido, como a 98/2101, sao
particularmente eficazes para maximizar a produtividade de etanol, mostrando-
se promissoras para a producao sustentavel de biocombustiveis (OGBONNA;
OKOLI, 2010).

A cultivar BRS Tapioqueira demonstrou consistente superioridade nos resultados,
evidenciando elevado potencial para producao de bioetanol, enquanto a Mucuruna
apresentou desempenho inferior, particularmente sob tempos prolongados de
hidrolise. Estes resultados corroboram com a literatura especializada (UNEJO;
PASTORE, 2007; COLLARES, 2011;), que estabelece correlacdo direta entre
caracteristicas fisico-quimicas do amido e eficiéncia fermentativa, indicando
a necessidade de protocolos especificos de otimizagdo para cada cultivar. O
estudo evidenciou que o rendimento na producdo de etanol a partir do amido de
mandioca resulta da complexa interacao entre as caracteristicas intrinsecas de
cada cultivar e as condigdes temporais do processo de hidrolise enzimatica.

A heterogeneidade entre as cultivares demonstrou-se significativa, com a BRS
Tapioqueira atingindo méxima eficiéncia no tempo T2 (329,11 ml/kg MS de
etanol), enquanto a Mucuruna apresentou desempenho inferior em todos os
parametros avaliados. Estes resultados ressaltam que as caracteristicas quimicas
e estruturais do amido sdo determinantes para a eficiéncia dos processos de
hidrolise e fermentacdo, demandando protocolos de otimizacdo especificos para
cada material genético.

Esta pesquisa evidencia o potencial da mandioca como fonte de bioenergia
sustentavel, indicando a necessidade de estudos futuros focados tanto na
otimizagdo dos parametros de hidrolise enzimatica quanto no desenvolvimento
de cultivares com caracteristicas superiores para produgao de etanol, contribuindo
assim para o avango das tecnologias de biocombustiveis.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo evidenciou a influéncia determinante do tempo de hidrélise enzimatica
na producdo de etanol a partir da mandioca, com interacdes significativas entre
cultivares e tempos de hidrdlise afetando todos os parametros avaliados: desde
o coeficiente de hidrdlise até o potencial de producdo de etanol. A magnitude
dessas variagdes evidencia que a otimizagao do processo deve considerar as
caracteristicas intrinsecas de cada cultivar. Conclui-se que a selegdo criteriosa
da cultivar, associada a determinagao precisa do tempo de hidrdlise, constitui
fator determinante para o desenvolvimento de tecnologias mais eficientes e
sustentaveis na producdo de bioetanol a partir da mandioca.
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