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O e-book “Investigação Científica no Campo da Engenharia e da Tecnologia de 
Alimentos 2, está dividido em 2 volumes que totalizam 48 artigos científicos, os quais 
englobam temáticas relacionadas a Ciência e Tecnologia de Alimentos e Engenharia 
de Alimentos. Os artigos abordam assuntos atuais na área de alimentos, ampliando o 
conhecimento da comunidade científica. 

Desejamos uma boa leitura!

Vanessa Bordin Viera
Natiéli Piovesan
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RESUMO: As sementes de jaca são um resíduo 
agroindustrial rico em amido e as β-ciclodextrinas 
(β-CD) são compostos encapsulantes que 

podem ser produzidos a partir de amido. Neste 
trabalho, foram definidas as melhores condições 
de hidrólise termo-enzimática do farelo de 
semente de jaca (FSJ) como: 56,5 g/L (FSJ 
por volume), 15 min de autoclavagem, 78,17 
U/g de amiloglicosidase (por FSJ), 74 °C e 40 
min. Sob estas condições foi possível obter 
um meio hidrolisado (FSJh) contendo 1,55 
mol/L de açúcares redutores (AR) que foi então 
empregado na composição do meio de cultivo 
de Bacillus sp. SM-02 nas condições de 35 °C 
por 96 h. A melhor produtividade de β-CD [0,896 
µmol/(L.h)] foi obtida no meio contendo 31,04 
mmol/L de AR. Assim, é possível observar que 
o FSJh pode ser aplicado para a produção por
fermentação submersa de β-CD.
PALAVRAS-CHAVE: Amiloglicosidase,
Bacillus, ciclomaltodextrina glicanotransferase,
planejamento experimental.

HYDROLYSIS OF JACKFRUIT SEED FOR 
PRODUCTION OF β-CYCLODEXTRINS 

BY Bacillus sp. SM-02
ABSTRACT: Jackfruit seeds are an agro-
industrial residue rich in starch and β-cyclodextrins 
(β-CD) are encapsulating compounds that can 
be produced from starch. In this work, the best 
conditions for thermo-enzymatic hydrolysis of 
jackfruit seed bran (FSJ) were defined as: 56.5 
g/L (FSJ by volume), 15 min autoclaving, 78.17 
U/g of amyloglucosidase (per gram of FSJ), 74 °C 
and 40 min. Under these conditions it was possible 
to obtain a hydrolyzed medium (FSJh) containing 
1.55 mol/L of reducing sugars (AR) that was then 
used in the composition of the culture medium of 
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Bacillus sp. SM-02 under the conditions of 35 °C for 96 h. The best productivity of β-CD [0.896 
µmol/(L.h)] was obtained in the medium containing 31.04 mmol/L of AR. Thus, it is possible to 
observe that FSJh can be applied for production by submerged fermentation of β-CD.
KEYWORDS: Amyloglucosidase, Bacillus, cyclomaltodextrin glucanotransferase, 
experimental design.

1 | 	INTRODUÇÃO
A jaqueira (Artocarpus heterophyllus Lam.) é uma planta originária da Ásia cujo 

fruto, a jaca, é muito apreciado e difundido no Norte e Nordeste do Brasil (Falcão et 
al., 2001; Sousa et al., 2020). A polpa que recobre suas sementes é muito consumida 
devido ao seu sabor peculiar, no entanto, as sementes também podem ser consumidas 
(assadas ou cozidas) em algumas localidades, mas geralmente, elas são descartadas 
como resíduos. Por serem ricas em amido, proteína e fibras, as sementes de jaca têm sido 
cada vez mais investigadas e propostas para alimentação humana (Feitosa et al., 2017; 
Leite et al., 2019; Santos et al., 2012; Waghmare et al., 2019). A composição de amido nas 
sementes foi relatada, por exemplo, por Santos et al. (2013) para duas variedades de jaca 
obtidas na região sudoeste da Bahia como em torno de 30 % (p/p), sendo que as sementes 
corresponderam a 12-13 % dos frutos. Devido às propriedades diferenciais do amido das 
sementes de jaca (Madruga et al, 2014; Santos et al., 2009; Rodrigues et al., 2020; Zhang 
et al., 2021) em relação aos amidos mais tradicionais, ele também tem sido proposto 
para diferentes aplicações tecnológicas como: alimentos, embalagens e recobrimentos, 
fermentação, etc. (Zhang et al., 2021).

Uma destas aplicações é a obtenção de ciclodextrinas (CD) por ação da enzima 
ciclomaltodextrina glicanotransferase (CGTase) sobre o amido e compostos amiláceos. As 
CDs naturais são moléculas orgânicas formadas por seis (α-CD), sete (β-CD) e oito (γ-CD) 
unidades glicopiranosídicas ligadas na posição α-1,4, sendo que as β-CD são as mais 
aplicadas na indústria (Kurkov & Loftsson, 2013; Saokham & Loftsson, 2017). Devido à sua 
versatilidade, características químicas e sua estrutura cônica, as CDs podem armazenar 
outras substâncias em seu interior e assim são excelentes encapsulantes para as áreas 
de alimentos e/ou farmacêuticos (Astray et al., 2009; Hu et al., 2021; Tiwari, Tiwari & Rai, 
2010). As CGTases podem ser produzidas por diferentes microrganismos, especialmente 
bacilos cultivados em meios contendo amido solúvel e outros tipos de amido como o de 
mandioca (Coelho et al., 2016; Ibrahim et al., 2011; Moriwaki et al., 2009).

A proposta de se empregar as sementes de jaca como fonte de amido para obtenção 
de β-CD já vem sendo investigada. Em estudo prévio em nosso grupo de pesquisa, foi 
possível obter β-CD a partir do farelo de semente de jaca (sem pré-tratamento) por ação 
direta de uma CGTase comercial (Silva Jr. et al., 2019). Adicionalmente, outro estudo do 
grupo de pesquisa (dados ainda não publicados) empregou o amido extraído das sementes 
de jaca na composição de meio de cultivo para obtenção de β-CD e CGTase. Assim, de forma 
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a se investigar mais possibilidades de aplicação das sementes de jaca para a produção de 
β-CD este presente trabalho se propôs a investigar o pré-tratamento por hidrólise térmica 
e enzimática do farelo da semente de jaca para ser empregado na composição do meio 
de cultivo de Bacillus sp. SM-02, uma cepa produtora de CGTase, previamente isolada por 
Coelho et al. (2016).

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

2.1	 Preparo do farelo de semente de jaca (FSJ)
Conforme realizado por Silva Jr. et al. (2019), frutos da jaqueira (Artocarpus 

intergrifólia L.) em bom estado de maturação foram obtidos na região de Ilhéus (Bahia); 
os frutos foram abertos e as sementes separadas manualmente. Estas sementes foram 
trituradas em um moinho de faca (Macro/Willye - NL - 226 - 03) e peneiradas (70 Mesh) 
sendo em seguida secas em estufa (Tholh – 501) a 105 °C até peso constante. O farelo 
assim obtido foi denominado FSJ.
2.2	 Hidrólise térmica e enzimática do FSJ

A hidrólise de 5 g do FSJ em Erlenmeyer de 250 mL foi realizada de acordo com as 
etapas descritas de forma geral a seguir – sendo que as condições específicas para V1, t1, 
AMG, T e t2 são apresentadas no tópico 2.3:

a) a etapa térmica foi conduzida com diferentes volumes de tampão acetato (50 mM 
/ pH 5,0) (V1, mL) e com autoclavagem (121 °C) por diferentes tempos (t1, min), os 
frascos foram resfriados à temperatura condizente com a etapa enzimática seguinte; 

b) a etapa enzimática foi realizada com a adição de diferentes cargas da enzima 
amiloglicosidase (AMG, U) a partir da solução comercial AMG® 300L doada 
pela empresa Novozymes (Araucária, Paraná), a reação ocorreu em diferentes 
temperaturas (T, °C) e tempos (t2, min);

c) por fim, o meio foi submetido a choque térmico com ebulição por 5 min e banho 
de gelo por mais 5 min para inativação da AMG. O conteúdo foi então centrifugado 
(5.000 g/ 10 min) e filtrado a vácuo em papel de filtro comum; o sobrenadante 
clarificado coletado foi identificado como farelo de semente de jaca hidrolisado 
(FSJh) e foi utilizado para determinar o conteúdo de açúcares redutores (AR, µmol/
mL).

2.3	 Estudo das condições de hidrólise do FSJ
As condições de hidrólise foram analisadas por meio da metodologia de planejamento 

experimental (Rodrigues & Iemma, 2014) com o auxílio do software estatístico Protimiza 
Experimental Design1. Inicialmente, foram investigadas as variáveis independentes 
(fatores) com níveis variando – com base em Cuccolo et al. (2009) e Moriwaki et al. (2009) 
1. Protimiza Experimental Desgin – disponível em: https://experimental-design.protimiza.com.br/ último acesso em 08 
de fevereiro de 2021.

https://experimental-design.protimiza.com.br/
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– entre: V1 = 95 – 135 mL, t1 = 15 – 25 min, AMG = 390,85 – 781,70 U, T = 40 – 60 ºC e t2 
= 40 – 240 min. Para tanto, foi aplicada uma matriz do tipo fatorial fracionado (FF) 25-1 com 
16 ensaios em diferentes combinações entre si e 3 repetições do ponto central, totalizando 
19 ensaios. A resposta analisada foi AR e, com os valores obtidos, foi realizada a Análise 
de Efeitos com 95 % de confiabilidade. Em seguida, sendo possível fixar os valores de t1 
= 15 min, AMG = 390,85 U (correspondente a 1 mL de solução enzimática) e t2 = 40 min, 
foram selecionados novos níveis para os fatores: V1 = 82 – 93 mL e T = 50 – 70 ºC e foi 
realizada uma matriz do tipo Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22, com 
4 ensaios em diferentes combinações, 4 pontos axiais e triplicatas dos pontos centrais, 
totalizando 11 ensaios. A resposta AR foi utilizada para a Análise dos Coeficientes (com 80 
% de confiabilidade) e a Análise de Variância - ANOVA (com 95 % de confiabilidade) para 
obtenção do modelo matemático que permitisse a obtenção da Superfície de Resposta e 
Curva de Contorno.

2.4	 Determinação dos açúcares redutores (AR) e atividade de AMG
A concentração de açúcares redutores expressos em glicose (AR) liberados 

no meio em função da hidrólise do FSJ foi realizada por meio da metodologia do ácido 
3,5-dinitrosalicílico (DNS) conforme descrito em Vasconcelos, Pinto e Aragão (2013). A 
reação ocorreu com a adição de 0,5 mL da amostra e 0,5 mL do reagente de DNS e 
incubação a 100 °C por 15 min seguido de 5 min em banho de gelo; adicionou-se 4 mL de 
água destilada e foi feita a leitura da absorbância a 540 nm. A condição branco foi realizada 
substituindo a amostra por água destilada e a curva padrão foi obtida com glicose variando 
de 0,56 a 5,56 µmol/mL. O cálculo de AR (µmol/mL ou mmol/L) foi feito de acordo com a 
Equação 1 empregando o valor da leitura de absorbância da amostra (A, abs), a inclinação 
da curva padrão [k = 9,54 µmol/(mL.abs)], o fator de diluição da reação (fdns = 10) e o fator 
de diluição da amostra (fa) quando necessário.

                                (01)

A atividade de amiloglicosidase (AMG) foi determinada com base em Warren et 
al. (2015) com adaptações, sendo empregados 0,5 mL da solução comercial e 1,5 mL 
de uma solução de amido solúvel (10 g/L) em tampão acetato de sódio (50 Mm / pH 5,0) 
com incubação a 40 °C / 10 min; em seguida, procedeu-se a determinação de AR como 
descrito acima. Uma unidade de atividade (U) foi determinada como a quantidade de 
enzima necessária para liberar 1 µmol/mL de açúcar redutor por minuto; para o cálculo, 
multiplicou-se o valor de AR obtido (Eq. 01) pelo fator de diluição da reação enzimática (fenz 
= 4) e, quando necessário, pelo fator de diluição da amostra. A condição branco equivaleu 
a substituição da amostra por água destilada. A solução comercial utilizada apresentou 
atividade de 390,85 U/mL e este valor foi empregado para o cálculo da carga enzimática a 
ser empregada na hidrólise (AMG, U).
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2.5	 Bacillus sp. SM-02: manutenção e inóculo
A cepa Bacillus sp. SM-02 foi proveniente do Laboratório de Bioquímica do Centro de 

Ciências Agrárias, Ambientais e Biológicas (CCAAB) da Universidade Federal do Recôncavo 
da Bahia (UFRB, Cruz das Almas, BA); a conservação foi feita a -80 °C em glicerol a 20 
% (p/v), sua ativação e manutenção (meio sólido) e cultivo (meio líquido) foram realizados 
conforme descrito por Nakamura e Horikoshi (1989). A composição do meio base foi de: 10 
g/L de amido solúvel, 10 g/L de Na2CO3, 5 g/L de peptona, 5 g/L de extrato de levedura, 1,0 
g/L de K2HPO4, 0,2 g/L de MgSO4.7H2O e pH 10 (sendo: esterilização separada do Na2CO3 
e adição de 15 g/L de ágar para obtenção do meio sólido); as condições de incubação 
foram de: 35 °C / 72 h (TECNAL TE-391). Para obtenção do inóculo, o microrganismo foi 
cultivado em meio sólido e as células foram raspadas da superfície com 5 mL de solução 
salina (NaCl, 0,85 % p/v) estéril. O volume coletado de solução concentrada de células 
foi diluído com solução salina estéril até se obter a leitura de absorbância (600 nm) de 
0,100 (BEL SPECTROPHOTOMETRER 2000Uv), o que equivale a aproximadamente 3·107 
células totais por mL de solução concentrada (determinado em câmara de Newbauer). 
Após a diluição apropriada, este inóculo foi empregado nas fermentações numa proporção 
de 0,10 mL para cada 100 mL de meio (Coelho et al., 2016).

2.6	 Produção de β-CD por Bacillus sp. SM-02
As fermentações foram realizadas em frascos Erlenmeyers de 500 mL com um 

volume total de 100 mL de meio inoculado; a partir da composição do meio base de cultivo 
a composição do amido solúvel foi substituída por FSJh nas composições de: 1,5, 2,0 e 2,5 
% (v/v). O FSJh empregado apresentou um valor de AR de 1.551,95 mmol/L e foi obtido de 
acordo com as melhores condições definidas para a hidrólise (para 5 g de FSJ: V1 = 87,5 
mL, t1 = 15 min, AMG = 390,85 U, T = 74 °C e t2 = 40 min). A incubação ocorreu por 96 
h a 35 °C e 150 rpm (SP-222, SP LABOR); amostras foram coletadas a cada 24 h sendo 
determinados: β-CD e CGTase.

2.7	 Determinação da β-CD e atividade de CGTase
A concentração de β-CD (µmol/L) e a atividade da ciclomaltodextrina 

glicanotransferase (CGTase, U/mL) foram determinadas por espectrofotometria, com 
base na reação de complexação entre β-CD e fenolftaleína (PHE) conforme aplicado por 
Silva Jr. et al. (2019) e baseado em Tardioli et al. (2006) e Moriwaki et al. (2009); amido 
e fenolftaleína foram doados pela empresa Cristália (São Paulo, SP). Para determinação 
da β-CD, a reação foi realizada com 0,5 mL de amostra e 2,5 mL de solução PHE que foi 
preparada a 60 µmol/L em volumes iguais de etanol a 95 % (v/v) e solução tampão carbonato-
bicarbonato de sódio (0,12 mol/L / pH 10,5); a absorbância da reação (Ar) foi lida a 550 nm 
e uma condição branco foi feita com água ao invés da amostra e sua absorbância também 
foi determinada (Ao). O valor da concentração de β-CD (βCD, µmol/L) foi determinado de 



Investigação Científica no Campo da Engenharia e da Tecnologia de Alimentos 3 Capítulo 14 143

acordo com a Equação 2, sendo necessários ainda os valores da concentração de PHE 
dentro da cubeta (c = 50 µmol/L) e o fator de diluição da reação (fr = 6); o fator de diluição 
da amostra (fa) foi usado apenas quando necessário. A curva padrão foi preparada com 
concentrações de β-CD de 0 a 100 µmol/L e foi analisada com o software Calc, pertencente 
a suíte de escritório LibreOffice, para determinação do valor da constante de equilíbrio 
termodinâmico (KβCD = 16.878,68 L/µmol).

            (02)

Para a reação enzimática e determinação da CGTase definiu-se que uma unidade 
de atividade enzimática (U) corresponde à quantidade de enzima necessária para liberar 1 
µmol de β-CD por minuto de reação. A reação consistiu da adição de 0,50 mL da amostra 
em 0,50 mL de solução 0,1 g/mL de amido solúvel em tampão Tris-HCl (pH 8 / 10 mmol/L 
e CaCl2 5 mmol/L) com incubação ocorreu em banho termostatizado (TECNAL, TE-0541) 
a 50 ºC e a cada 5 min foram coletadas amostras até completar 30 min; a reação foi 
interrompida com 5 min em ebulição e 5 min em banho de gelo. Cada amostra coletada 
teve determinado seu valor de βCD e os valores obtidos foram plotados de forma a se obter 
a inclinação (k, µmol/L.min) da linearização obtida. Este valor foi utilizado no cálculo do 
valor da atividade (CGTase, U/mL) conforme a Equação 3 que considera o fator de diluição 
da reação enzimática (fr = 2) e, quando necessário, o fator de diluição (fa) da amostra.

                                (03)

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1	 Determinação das melhores condições de hidrólise do FSJ
As concentrações de açúcares redutores (AR, mmol/L) obtidas na primeira etapa do 

estudo das condições de hidrólise do farelo de semente de jaca (FSJ) revelaram que os 
ensaios 9, 11 e 13 (Tab. 1) resultaram em valores de AR acima de 500 mmol/L e os pontos 
centrais apresentaram um valor médio de 436,54 ± 8,97 mmol/L. A análise da curvatura 
não indicou os pontos centrais como estatisticamente significativos em relação ao valor 
médio de todos os experimentos (Tab. 2). Só se mostraram estatisticamente significativos 
os fatores: volume de tampão (V1) e temperatura de reação enzimática (T), sendo que o 
aumento de V1 apresentou efeito negativo sobre AR e o efeito inverso foi observado para 
T (Tab. 2).
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Fatores Resposta

Ensaio V1
(mL)

t1
(min)

AMG
(U)

T
(ºC)

t2
(min)

AR
(mmol/L)

1 -1 (95) -1 (15) -1 (390,85) -1 (40) +1 (240) 431,12
2 +1 (135) -1 (15) -1 (390,85) -1 (40) -1 (40) 257,07
3 -1 (95) +1 (25) -1 (390,85) -1 (40) -1 (40) 433,76
4 +1 (135) +1 (25) -1 (390,85) -1 (40) +1 (240) 196,94
5 -1 (90) -1 (15) +1 (781,70) -1 (40) -1 (40) 410,15
6 +1 (135) -1 (15) +1 (781,70) -1 (40) +1 (240) 393,14
7 -1 (90) +1 (25) +1 (781,70) -1 (40) +1 (240) 257,59
8 +1 (135) +1 (25) +1 (781,70) -1 (40) -1 (40) 291,35
9 -1 (90) -1 (15) -1 (390,85) +1 (60) -1 (240) 639,19

10 +1 (135) -1 (15) -1 (390,85) +1 (60) +1 (240) 296,10
11 -1 (90) +1 (25) -1 (390,85) +1 (60) +1 (240) 518,01
12 +1 (135) +1 (25) -1 (390,85) +1 (60) -1 (40) 283,92
13 -1 (90) -1 (15) +1 (781,70) +1 (60) +1 (240) 507,02
14 +1 (135) -1 (15) +1 (781,70) +1 (60) -1 (40) 296,58
15 -1 (90) +1 (25) +1 (781,70) +1 (60) -1 (40) 527,33
16 +1 (135) +1 (25) +1 (781,70) +1 (60) +1 (240) 408,92
17 0 (115) 0 (20) 0 (586,27) 0 (50) 0 (140) 446,89
18 0 (115) 0 (20) 0 (586,27) 0 (50) 0 (140) 431,60
19 0 (115) 0 (20) 0 (586,27) 0 (50) 0 (140) 431,12

Tabela 1. Matriz codificada FF 25-1 para a hidrólise termo-enzimática de 5 g de farelo de 
semente de jaca com os fatores: volume de tampão (V1, mL), tempo de autoclavagem (t1, 
min), carga de amiloglicosidase (AMG, U), temperatura (T, °C) e tempo (t2, min) de reação 
enzimática. Os valores reais de cada fator são representados em parênteses. A resposta 
analisada foi a concentração de açúcares redutores expressos em glicose (AR, mmol/L).

Fator Efeito Erro 
Padrão t p

Média 384,26 19,44 19,77 < 0,001 *
Curvatura 104,55 97,84 1,07 0,3063

V1 (mL) -162,52 38,88 -4,18 0,0013 *
t1 (min) -39,07 38,88 -1,00 0,3348

AMG (U) 4,50 38,88 0,12 0,9098
T (ºC) 100,74 38,88 2,59 0,0236 *

t2 (min) -16,31 38,88 -0,42 0,6822

* fator estatisticamente significativos com 95 % de confiabilidade (p-valor < 0.05)

Tabela 2. Análise de Efeitos dos fatores: volume de tampão (V1, mL), tempo de autoclavagem 
(t1, min), carga de amiloglicosidase (AMG, U), temperatura (T, °C) e tempo (t2, min) de reação 
enzimática sobre a resposta concentração de açúcares redutores expressos em glicose (AR, 

mmol/L) provenientes da matriz FF 25-1.
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Com base nos resultados obtidos, foi possível definir valores fixos para alguns dos 
fatores visto que estes não foram estatisticamente significativos. Para t1, AMG e t2 foram 
selecionados seus menores níveis de forma a se tornar o processo mais rápido e com 
menor custo. Já os fatores V1 e T foram selecionados para a nova etapa do estudo com 
novos níveis; para V1 os valores foram reduzidos para abaixo do mínimo investigado na 
matriz FF 25-1 devido ao seu efeito negativo e em relação a T o novo maior nível foi definido 
10 °C acima do aplicado nesta etapa.

Em seguida, os valores de AR obtidos na segunda etapa de estudo das condições 
de hidrólise (Tab. 3) e os valores de AR obtidos (Tab. 3) foram maiores que os valores 
máximos obtidos na primeira etapa (Tab. 1); os ensaios 20, 22, 27 e os pontos centrais (28, 
29 e 30), por exemplo, apresentaram AR > 1.200 mmol/L (Tab. 3) sendo a média dos pontos 
centrais de 1.369,33 ± 138,24 mmol/L.

Ensaio
Fatores Resposta

V1 
(mL)

T 
(ºC)

AR 
(mmol/L)

20 -1 (82,00) -1 (50,0) 1.252,25
21 +1 (93,00) -1 (50,0) 580,31
22 -1 (82,00) +1 (70,0) 1.319,42
23 +1 (93,00) +1 (70,0) 950,64
24 -1,41 (79,76) 0 (60,0) 649,03
25 +1,41 (95,26) 0 (60,0) 666,21
26 0 (87,50) -1,41 (45,9) 788,00
27 0 (87,50) +1,41 (74,1) 1.551,95
28 0 (87,50) 0 (60,0) 1.210,25
29 0 (87,50) 0 (60,0) 1.460,32
30 0 (87,50) 0 (60,0) 1.437,41

Tabela 3. Matriz codificada DCCR 22 para a hidrólise de 5 g de farelo de semente de jaca, 
com os fatores: volume de tampão (V1, mL) e temperatura da hidrólise enzimática (T, °C) e a 
resposta açúcares redutores (AR, mmol/L). Os valores reais de cada fator são representados 

entre parênteses.

Alguns termos puderam ser removidos do modelo quadrático (Tab. 4) e optou-se 
por manter o termo linear V1 considerando um intervalo de confiabilidade menor (80 % 
de confiabilidade) pois isso resultou num aumento no valor de R2 de 0,6652 para 0,7639. 
Após a remoção dos termos não significativos, o modelo codificado reduzido (Eq. 4) foi 
considerado estatisticamente significativo (p < 0,05) sendo que a Falta de Ajuste não foi 
estatisticamente significativa porém os valores de R2 e R2

adj se apresentaram abaixo do 
ideal (> 90%) (Tab. 5).
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      (04)

O modelo (Eq. 04) foi então empregado na obtenção da curva de contorno (Fig. 
1.a) cuja análise revelou uma região de respostas máximas (porém não otimizada dentro 
da faixa experimental investigada); o ponto de máximo fornecido pelo modelo (primeira 
derivada igual a zero) indicou a condição codificada de V1 = + 0,207 e valores codificados 
crescentes de T. Considerando o ensaio 27 (Tab. 3) realizado com os valores codificados 
semelhantes (V1 = 0 e T = +1,41) ao indicado pelo modelo e que se encontra dentro da 
região de respostas máximas (Fig. 1.a), escolheu-se esse ensaio como melhor condição 
para a hidrólise. Infelizmente, devido a limitações na disponibilidade da solução de 
amiloglicosidase no momento da análise, não foi possível repetir o ensaio 27 em triplicata, 
mesmo assim, ao compararmos o valor de AR deste ensaio (1.551,95 mmol/L) com o valor 
teórico fornecido pelo modelo (1.491,57 mmol/L), observa-se um desvio positivo de 4,05 
%. Esta concentração de AR obtida com o ensaio 27 pode ainda ser expressa em função 
dos sólidos empregados (FSJ = 5 g) como: 27,47 mmol/g. Se considerarmos ainda o valor 
médio dos pontos centrais – que foram realizados em triplicata (Tab. 3) – e o compararmos 
com o valor predito pelo modelo para esta condição (AR = 1.301,93 mmol/L) observamos 
um desvio positivo de 5,19 %. Estes desvios podem ser explicados, em parte, pelos valores 
baixos de R2 e R2

adj (Tab. 5) e portanto, indicam que o modelo ajustado (Eq. 04) deve 
ser analisado com cautela, como pode ser observado na relação entre valores teóricos e 
experimentais (Fig. 1.b).

Fator Coef. Erro 
Padrão t p

Média 1369,33 130,82 10,47 0,0001 *
(V₁) -127,05 80,11 -1,59 0,1736 *

(V₁)² -327,89 95,35 -3,44 0,0185 *
(T) 189,74 80,11 2,37 0,0641 *

(T)² -71,71 95,35 -0,75 0,4859
(V₁)·(T) 75,79 113,29 0,67 0,5331

* coeficientes estatisticamente significativos com 80 % de confiabilidade (p-valor < 0.20)

Tabela 4. Análise dos Coeficientes do modelo codificado reduzido para os fatores: volume de 
tampão (V1, mL) e temperatura da hidrólise enzimática (T, °C) e a resposta açúcares redutores 

(AR, mmol/L) provenientes da matriz DCCR 22. 
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Fonte Soma dos 
Quadrados

Graus de 
Liberdade

Quadrados 
Médios F p

Regressão 998999,1 3 332999,7 7,55 0,0134 *
Resíduos 308707 7 44101

Falta de Ajuste 270486,5 5 54097,3 2,83 0,2814
Erro Puro 38220,51 2 19110,26

Total 1307706 10
R2 0,7639

R2
adj 0,5667

* termo estatisticamente significativos com 95 % de confiabilidade (p-valor < 0.05)

Tabela 5. Análise da Variância os Coeficientes do modelo reduzido codificado com os fatores: 
volume de tampão (V1, mL) e temperatura da hidrólise enzimática (T, °C) e a resposta açúcares 

redutores (AR, mmol/L). 

Dessa forma, as melhores condições sugeridas para a hidrólise do farelo de semente 
de jaca (FSJ) foram definidas, para 5 g de FSJ, com a etapa térmica realizada com 87,50 mL 
de tampão acetato de sódio (50 mM / pH 5) e 15 min de autoclavagem; após o resfriamento 
a etapa enzimática deve ser realizada com 390,85 U de amiloglicosidase e reação a 74 °C 
por 30 min. Considerando que, nas condições dos experimentos, foi adicionado um volume 
de solução de AMG de 1 mL, a proporção de sólidos (FSJ) por volume total de hidrólise 
empregada equivale a 56,50 g/L e a carga de AMG por sólidos (FSJ) foi de 78,17 U/g. 

A hidrólise de diferentes resíduos tem sido relatada na literatura e muitas tecnologias 
com diferentes graus de complexidade tem sido investigadas. Por comparação, pode-se citar 
a hidrólise enzimática da semente de jaca com um extrato bruto multienzimático (produzido 
por Penicillium roqueforti ATCC 101110 cultivado em resíduo de cajá) que resultou numa 
produtividade de AR de 6,26 mg/(g.h) empregando uma proporção de sólidos e volume de 
hidrólise menor (40,7 g/L) (Marques & Aguiar-Oliveira, 2020). As sementes de jaca também 
já foram investigadas por Nair et al. (2016) para sacarificação (hidrólise) e fermentação 
simultâneas por Streptococcus equinus para produção de ácido lático mas não foram 
relatados os teores de AR obtidos. 
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Figura 1. a) Curva de Contorno obtida para a interação dos fatores codificados de volume de 
tampão (V1, mL) e temperatura para hidrólise enzimática (T, ºC) sobre a resposta açúcares 
redutores (AR, µmol/mL) e a b) relação entre valores experimentais e preditos pelo modelo.

3.2	 Produção de β-CD e CGTase a partir do FSJh
O farelo de semente de jaca hidrolisado (FSJh) foi então aplicado na composição 

do meio de cultivo de Bacillus sp.  SM-02 de forma a se obter β-CD e, consequentemente, 
CGTases; a Tabela 6 apresenta os valores obtidos. De acordo com os resultados, é possível 
identificar o bom potencial do FSJh para a obtenção de β-CD, especialmente ao empregar 
2 % (v/v) de FSJh e um tempo de fermentação de com 96 h que resultou em 86,0 µmol/L 
de β-CD [produtividade equivalente de 0,896 µmol/(L.h)]. Considerando a concentração 
AR presente no FSJh empregado, esta condição a 2 % (v/v) representa uma concentração 
de AR por volume de meio de cultivo de 31,04 mmol/L. Como consequência da maior 
concentração de β-CD, nestas mesmas condições foi determinada a maior atividade de 
CGTase (8,1 U/mL). 

FSJh 
(%, v/v)

β-CDs 
(µmol/L)

24 h 48 h 72 h 96 h
1,5 19,00 38,30 45,20 67,11
2,0 18,40 38,15 43,75 86,00
2,5 11,84 38,44 43,61 78,30

FSJh
(%, v/v)

CGTase 
(U/mL)

24 h 48 h 72 h 96 h
1,5 0,48 4,07 5,57 6,72
2,0 0,58 3,46 5,05 8,10
2,5 1,04 4,84 5,15 7,70

Tabela 6. Concentração de β-CD (µmol/L) e atividade de CGTase (U/mL) obtidos durante o 
cultivo de Bacillus sp. SM-02 em meio contendo diferentes composições (%, v/v) de farelo de 

semente de jaca hidrolisado (FSJ-h).
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A produção de β-CD por ação direta de uma CGTase comercial (13,4 U) sobre 
10 g de FSJ (sem pré-tratamento) realizada por Silva Jr. et al. (2019) apresentou uma 
produtividade maior de β-CD [52,10 μmol/(L.h.g)] porém há que se considerar que se tratava 
de um processo enzimático e não de uma fermentação submersa como a realizada neste 
trabalho. De acordo com Szerman et al. (2007), a CGTase de B. circulans DF 9R não foi 
capaz de atuar sobre amido cru e assim eles propuseram uma etapa prévia de liquefação 
do amido (70 °C por 15 min) e observaram um aumento na produção de β-CD, chegando 
a cerca de 9 g/L; de acordo com estes pesquisadores, os pré-tratamentos podem auxiliar 
a melhorar o desempenho da CGTase e obtenção de β-CD.  No trabalho de Moriwaki et al. 
(2009) a maior atividade obtida de CGTase foi de 0,114 U/mL ao cultivar B. firmus cepa 7B 
por 5 dias em meio contendo amido solúvel e peptona de pulmão. Já o cultivo de B. clausii 
E16 em meio contendo polvilho doce por Cucoclo et al. (2006) resultou na produção de 1,8 
U/mL após 48 h de cultivo

4 | 	CONCLUSÕES
Neste trabalho, foi possível investigar as melhores condições para hidrólise termo-

enzimática do FSJ de forma a se obter boas composições de açúcares redutores (ARs) e 
assim, pode-se contribuir para a proposta de uso das sementes de jaca, que são resíduos 
agroindustriais ainda subutilizados, mesmo sendo ricos em amido. Esta proposta de pré-
tratamento do farelo de semente de jaca (FSJ) mostrou-se vantajosa não apenas pelos ARs 
obtidos mas também pela possibilidade de empregá-los na composição do meio de cultivo 
de Bacillus sp. SM-02 (e também de outras cepas) visando a produção de β-CD e CGTase 
que também são dois bioprodutos com relevante importância industrial. 
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