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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia de Processos
Universidade Federal de Santa Maria

EFEITO DO ULTRA-SOM NA ATIVIDADE DE ENZIMAS
AMILOLITICAS E SOBRE A EFICIENCIA DE HIDROLISE DE AMIDO

DE MANDIOCA
AUTORA: ELOISA XAVIER LEAES
ORIENTADORA: PROF. DRA.LISIANE DE MARSILLAC TERRA
CO-ORIENTADOR: PROF. DR. MARCIO ANTONIO MAZUTTI
Local e data de Defesa: Santa Maria, 27 de marco de 2012.

A producéo de etanol a partir de mandioca passa por duas fases, a hidrolise e
a fermentacdo. A hidrélise do amido pode ser feita de forma &cida ou enzimatica,
sendo a ultima a que apresenta maiores vantagens. Na producéo de hidrolisados de
amido por conversao enzimatica as enzimas representam um alto custo, portanto o
estudo de novas tecnologias visando o aumento da eficiéncia das enzimas
amiloliticas € de suma importancia para reducdo de custos do processo. Este
trabalho objetivou a avaliagdo da influéncia do ultra-som na hidrélise enzimatica de
mandioca in natura e a caracterizacao das enzimas a-amilase (Liguozyme® SC DS)
e glicoamilase (Spirizyme® Fuel) utilizadas nas reacbes. Foram determinadas a
temperatura e pH 6timo, parametros cinéticos e termo-estabilidade das enzimas
através de reacBes de hidrolise de amido soluvel comercial, com utilizacdo de
banho-maria e banho de ultra-som. Os resultados mostraram um pequeno aumento
nas atividades das enzimas quando tratadas individualmente durante os
experimentos com ultra-som em relagdo aos realizados somente com o banho-
maria, nas mesmas condi¢cdes de temperatura e pH, no tempo de 30 minutos. J& as
reacoes de hidrolise da mandioca in natura com as duas enzimas simultaneamente,
mostraram que o0 uso do ultra-som provocou um aumento significativo na liberacao
de acucares redutores totais, de 24,64 a 64,48% maior em relagdo ao método
convencional utilizado, nas condicbes de temperatura 55°C, pH 5,5 e mesmas
guantidades de substrato e enzimas. Desta forma o uso do ultra-som pode reduzir
0s custos de producdo de etanol utilizando-se a mandioca como fonte de
carboidratos, sendo uma tecnologia promissora a ser utilizada.

Palavras chave: Ultra-som; hidrdlise enzimatica; mandioca in natura
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Ethanol production from cassava undergoes two-stage hydrolysis and
fermentation. The starch hydrolysis may be made of acidic or enzymatic way, the
latter presents the greatest advantages. In the production of starch hydrolysates by
enzymatic conversion enzymes represent a high cost, so the study of new
technologies aimed at increasing the efficiency of amylolytic enzymes is of
paramount importance to reduce process costs. This study aimed to evaluate the
influence of wultrasound on enzymatic hydrolysis of cassava fresh and
characterization of the enzymes a-amylase (Liquozyme® SC DS) and glucoamylase
(Spirizyme® Fuel) used in the reactions. We determined the temperature and
optimum pH, kinetic parameters and thermal stability of enzymes by the hydrolysis of
soluble starch, using a water bath and ultrasonic bath. Results showed a small
increase in enzyme activities when treated individually during the experiments with
ultrasound compared to those made only with the bath under the same conditions of
temperature and pH at the time of 30 minutes. The hydrolysis reactions of fresh
cassava with both enzymes simultaneously, showed that the use of ultrasound
caused a significant increase in the release of total reducing sugars, 24.64 to 64.48%
higher compared to the conventional method used in the temperature conditons of
55°C, pH 5.5, and equal amounts of substrate and enzymes. This way the use of
ultrasound may reduce the cost of ethanol production using cassava as a
carbohydrate source, and a promising technology to be used.

Keywords: Ultrasound; enzymatic hydrolysis; fresh cassava



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Estrutura da amilOSE ..........cooiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e eeaanes 32
Figura 2 Estrutura da amilopecting ..........ccoovviiiiiiiii i e e 33
Figura 3 Incubadora Tecnal TE-420 ............uuuuuuiiimmimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeneeeeeeeeeeees 43
Figura 4 Lavadora Ultra-sonica UNIQUE ................ueeeuurruimmmmiiiiiiiiiiiniieineneinieenenenennnnene 43

Figura 5: Gréafico de Pareto dos efeitos da temperatura e pH na atividade enzima a-
AN S e 53

Figura 6: Gréafico de Pareto dos efeitos da temperatura e pH sobre a atividade
enzimatica da a-amilase na hidrélise do amido no banho-maria...........c..c.cccceeeee. 55

Figura 7: Gréfico de Pareto dos efeitos da temperatura e pH sobre a atividade
enzimatica da a-amilase na hidrélise do amido em banho de ultra-som................... 55

Figura 8: Grafico comparativo da atividade da enzima a-amilase na hidrolise de
amido soluvel, em temperaturas de 30 a 90 °C, em solucéo de pH 5,55, no banho-
maria € N0 banho de URIa-SOM ........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 58

Figura 9: Grafico de Arrhenius para a enzima a-amilase ............ccccvvvvvviiiiiieeeeennnnnns 58

Figura 10: Gréafico comparativo da atividade da enzima a-amilase na hidrolise de
amido solavel, em concentra¢cdes de 5 a 30 g/L, em solucao de pH 5,55 e
temperatura de 65°C no banho-maria (BM) e banho de ultra-som (US) ................... 60

Figura 11: Grafico comparativo da atividade da a-amilase em fung¢édo do tempo de
reacao de hidrélise do amido, no pH de 5,55 e temperatura de 65°C no banho-maria
€ DANN0 dE UIra-SOM ..o e e e e 61

Figura 12: Grafico de Pareto dos efeitos da temperatura e pH sobre a atividade
enzimatica da glicoamilase na hidrélise do amido em banho-maria......................... 63

Figura 13: Grafico de Pareto dos efeitos da temperatura e pH sobre a atividade
enzimatica da glicoamilase na hidrélise do amido em banho de ultra-som............... 64

Figura 14: Grafico comparativo da atividade da enzima glicoamilase na hidrolise de
amido solavel, em temperaturas de 30 a 90 °C, em solucédo de pH 5,5, no banho-
maria € banho de URra-SOM .........ii e 65

Figura 15: Gréfico de Arrhenius para a enzima glicoamilase ...........cccccccvvvivnvnnnnnnnne 66

Figura 16: Cinética da hidrolise da mandioca in natura determinada na incubadora
TECNAI TE 420 ..o ettt e e e et 68

Figura 17: Cinética da hidrolise da mandioca in natura determinada no banho de
ultra-som com frequéncia de 40 KHz e poténcia 132 W ........ccoovvriiiiieeeeeeeeeeeiiinnn, 69



Figura 18: Gréfico de Pareto dos efeitos da razdo massa de mandioca/diluente,
concentracéo da glicoamilase e concentragcdo da a-amilase sobre a liberacao de
ART durante a hidrélise da mandioca in natura na Incubadora Tecnal..................... 71

Figura 19: Gréfico de Pareto dos efeitos da razdo massa de mandioca/diluente,
concentracéo da glicoamilase e concentracédo da a-amilase sobre a liberacao de
ART durante a hidrélise da mandioca in natura no banho de ultra-som ................... 73



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 pH, temperatura 6tima e temperatura de inativacao de alguns tipos de a-
amilases de diferentes fONTES .....coooi i

Quadro 2 Caracteristicas dos diferentes tipos de amilases sobre o amido...............



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Primeiro planejamento de experimentos para enzima a-amilase............... 46
Tabela 2 Segundo planejamento de experimentos para enzima a-amilase.............. 46
Tabela 3 Planejamento de experimentos para enzima glicoamilase..............ccc........ 49
Tabela 4 Planejamento de experimentos da hidrélise da mandioca ...........ccccccce...... 51

Tabela 5 Atividade da enzima a-amilase nas hidrélises de amido solUvel em banho-
maria, em 30 minutos de reacdo, Volume total = 10 mL, Concentra¢do solucao = 10g
amido/L, VOIUME €NZIMaA = LML e 52

Tabela 6 Atividade da enzima a-amilase nas hidrolises de amido soltuvel padrdo em
banho-maria e banho de ultra-som, em 30 minutos de reacéo, Volume total = 10 mL,
Concentracéo solucédo = 10g amido/L, Volume enzima = 1mL. .......cccoeeeeeeiriiiinnnnnnnn. 54

Tabela 7 Atividades da enzima a-amilase no banho-maria (BM) e banho de ultra-som
(US), no pH 5,55, em temperaturas de 30 a 65°C, Volume total = 10 mL,
Concentragao solucéo = 10g amido/L, Volume enzima = ImL. .....ccccoovvveeiiveiiinnnnnnnn. 57

Tabela 8 Atividades da enzima a-amilase no banho-maria (BM) e banho de ultra-som
(US), no pH 5,55, temperatura 65°C, tempo 30 minutos, em concentracdes
diferentes de amido, Volume total = 10 mL, Volume enzima = 1mL. ...............ceee. 59

Tabela 9 Atividades da enzima a-amilase no banho-maria (BM) e banho de ultra-som
(US), no pH 5,55 e temperatura de 65°C em diferentes tempos de reacao, Volume
total = 10 mL, Concentragéo solucdo = 10g amido/L, Volume enzima = 1mL........... 61

Tabela 10 Atividade da enzima glicoamilase nas hidrolises de amido solivel em
banho-maria e banho de ultra-som, em 30 minutos de reacdo, Volume total = 10 mL,
Concentracgéo solucédo = 10g amido/L, Volume enzima = 1mL. ........ccoeeeeeririiiinnnnnnnn. 62

Tabela 11 da enzima glicoamilase no banho-maria (BM) e banho de ultra-som (US),
no pH 5,5, em temperaturas de 30 a 65°C, Volume total = 10 mL, Concentracao
solucéo = 10g amido/L, Volume enzima = IML.......ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiee e 65

Tabela 12 Resultados das analises centesimais da mandioca moida in natura ....... 67

Tabela 13 Matriz dos resultados experimentais expressos em termos da
concentragéo de ART obtidos no DCCR para a hidrolise da mandioca na incubadora
TECNAL TE 420, na temperatura de 55°C, agitacdo 120 RPM, pH 5,5, tempo 8

Tabela 14 Matriz dos resultados experimentais expressos em termos da
concentracédo de ART obtidos no DCCR para a hidrolise da mandioca no banho de
ultra-som, na temperatura de 55°C, pH 5,5, tempo 8 horas...........cccceevveeeevvvviiinnnnnnn. 72



SIMBOLOGIA

ART Acucares redutores Totais

BG B-glicosidases

BM banho-maria

BPC Bioprocesso Consolidado

CBH Celobio-hidrolase

CTBE Laboratorio Nacional e Centro de Tecnologia do Bioetanol
CTC Centro de Tecnologia Canavieira

DCCR Delineamento Composto Central Rotacional
DNA Deoxyribonucleic acid - Acido desoxirribonucléico
DNS Acido 3,5 dinitrosalicilico

EC Enzyme Comission

EnG Endoglucanases

ExG Exoglucanases

FEM F6rum Econémico Mundial

FINEP Financiadora de Estudos e Projetos

GEE Gases do efeito estufa

GH Glucano-hidrolase

GP Graus de polimerizacao

T Temperatura

US Ultra-som



SUMARIO

1. INTRODUGAO: ...ttt ettt nete et e eteeaennanis 15
2. OBUIETIVOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e aaee 18
2.1 ODBJetiVO geral.......ccooiiiiiiiiiii 18
2.2 ODbjetiVOS €SPECITICOS ....uviiiiieeiiiiiiiii e 18

2.2.1 Efeito do ultra-som sobre a atividade das enzimas a-amilase
(Liguozyme® SC DS) e glicoamilase (Spirizyme® Fuel) .......ccccccvvvviviiiiiiiinnnnnn. 18

2.2.2 Efeito do ultra-som na eficiéncia da hidrélise enzimatica de mandioca in
natura com as enzimas a-amilase (Liquozyme® SC DS) e glicoamilase

(SPINZYME® FUEI) ...t e e e e e e 18

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA .....cociiiiieieiee ettt 19
3.1 Mercado de enzimas para bioetanol ..............ccccceiii i, 19
3.2 Alternativas para o aumento da oferta de bioetanol..............c.ooevvvvvivvinnnnnn. 20
3.2.1 Hidrolise enzimatica do amidO............uuvvvureriririiiiiiiiiiiiei————. 21
3.2.2 Producéo de etanol de Segunda Geragao................ueevveerruerenminnnnnnnnnnnns 22

3.3 Enzimas AMIIOIIICAS: .......cooviieiiiiiiieeee e 25
3.4  Atividade ENZIMALICA..........ccooviiiiiiiiiiie e 31
3.5 Hidrolise de material amilACeO ............coevvvviiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 32

G 700 R |V - 1 o o o¥- LR 35

3.6 Efeitos do ultra-som na atividade enzimatiCa..........ccccceeevevviiieeieeeeeee i 36
4. MATERIAIS E METODOS ... .ottt 40
R |V = 1 (= = 1P 40
2t 0 R L 1 01 o [ U SEPPRPN 40

o O 0 V4 | 1 4 F= L PP PRRPPPPPRPIN 40

4.2  EQUIPAMENTOS ....ouiiiiiiii ettt e e et e e e e e aan 42
G T Y 1= (o o [ 1S3 AN g = 1o o 1 PP 43
4.3.1 Determinacao do teor de amido.........cooeeeeiiieiiiiiiiiiie e 43
4.3.2 Determinacédo de agucares redutores totaisS (ART).........ceuvvvrvmmmnnnnnnnnnnns 44

4.3.3 Determinagao da temperatura e pH 6timos para a enzima a-amilase
(Liguozyme® SC DS) com solucéo de amido padréo..........cceuvvviiiieeeeiieeeiinnnnnnn. 45



4.3.4 Determinagao da atividade enzimatica da a-amilase (Liquozyme® SC
DS), no pH 6timo, em diferentes temperaturas, com solucdo de amido padréo.46

4.3.5 Determinagao da atividade enzimatica da a-amilase (Liquozyme® SC
DS), no pH e temperatura 6timos, com diferentes concentragdes da solucéo de
=T 0] T (oI o =T [ = T L 47

4.3.6 Determinacéo da cinética da reacéo de hidrélise de amido solavel
padrao com enzima a-amilase (Liquozyme® SC DS)........ccccccvveiiiieeeeeeveiiiinnn, 47

4.3.7 Determinacéo da temperatura e pH 6timos para a enzima glicoamilase
(Spirizyme® Fuel) com solucédo de amido padrao ..........cccevvvevvvvciiiieeeeeeeeeiiiinnn, 48

4.3.8 Determinacdo da atividade enzimatica da glicoamilase (Spirizyme®
Fuel), no pH 6timo, em diferentes temperaturas, com solucdo de amido padrao

49
4.3.9 Hidrolise da mandioca moida in natura com as enzimas a-amilase
(Liguozyme® SC DS) e glicoamilase (Spirizyme® Fuel) .......ccccccvvvviiiiiiiiinnnnnnn. 49
5. RESULTADOS E DISCUSSAD: . .oeiie oo ettt e, 52

5.1 Temperatura e pH 6timos para a enzima a-amilase (Liquozyme® SC DS) .52

5.2 Resultados comparativos da atividade da enzima a-amilase, no banho-maria
€ N0 baNNO0 de URIa-SOM .....uueiiiii e 53

5.3 Resultados da atividade da enzima a-amilase na hidrolise de solucao de 10
g de amido soluvel /L de solucao no pH 5,55, em diferentes temperaturas........... 56

5.4 Resultados da atividade da enzima a-amilase na hidrélise de solucao de 5,
10, 20, 25 e 30 g de amido soluvel /L de solucdo no pH 5,55 e temperatura
constante, no banho-maria e banho de ultra-som..............cccovvvvviiiiine e, 59

5.5 Resultados da atividade da enzima a-amilase na hidrélise de solucao de 10
g de amido soluvel /L de solu¢ao no pH 5,55 e temperatura 65°C, no banho-maria
e banho de ultra-som, com diferentes tempos de reagao ...........cccceeeeeeeeeeeeeevvnnnnnn. 60

5.6 Temperatura e pH 6timos para a enzima glicoamilase (Spirizyme® Fuel)...62

5.7 Resultados da atividade da enzima glicoamilase na hidrélise de solucéo de

10 g de amido solavel /L de solu¢éo no pH 5,5, em diferentes temperaturas........ 64
5.8 Composicéo centesimal da massa de mandioca moida in natura ............... 66
5.9 Determinacdo do tempo de hidrélise da mandioca moida in natura, com as
enzimas a-amilase (Liquozyme SC DS) e glicoamilase (Spirizyme® Fuel) ........... 67
5.10 Hidrélise da mandioca moida in natura, com as enzimas a-amilase
(Liguozyme SC DS) e glicoamilase (Spirizyme® Fuel) ........ccccoevevviiiiiiiiiiiinieeeennnn, 69
B. CONCLUSOES. ..ottt ettt 74

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....coooviieiecteeeeeeeeee e 76



15

1. INTRODUCAO:

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de etanol de primeira
geracao, utilizando o caldo da cana-de-agcucar como matéria-prima. Foi a partir de
1975, com a implantacéo do Prd-Alcool, que esse etanol passou a substituir grande
parte da demanda por gasolina. Avancos tecnoldgicos no mercado automobilistico
levaram a producdo de carros dedicados ao uso exclusivo de etanol e mais
recentemente, em 2003, a producado de veiculos “Flex” por tecnologia desenvolvida
no Brasil, que podem utilizar tanto o etanol como a gasolina como combustivel
(VEIGA FILHO e RAMOS, 2006).

Devido a condi¢fes climaticas favoraveis, o Brasil tem grande capacidade de
expansao da producdo do etanol. Porém, para conseguir suprir a demanda mundial,
€ necessario que ocorra 0 aumento na eficiéncia de producao nas areas ja utilizadas
para a canavicultura. Além de programas para melhoramento da cana-de-acucar,
procuram-se alternativas as tradicionais rotas de producdo do etanol a partir de
cana-de-acucar e milho. Com o avanco da biotecnologia, tém sido criadas novas
formas de producéo do etanol, como a partir de material lignocelulésico presente nas
plantas — o etanol de segunda geracdo. A biomassa vegetal foi reconhecida como a
mais abundante matéria-prima para producdo de energia renovavel. A utilizacéo
desta matéria-prima, de baixo valor econémico, oferece grande oportunidade para
reducbes nos custos de producdo. Entretanto, ainda ha desafios para liberar os
acucares presentes no material lignoceluldsico devido a sua constituicdo (SOUTO e
QUIRINO, 2010).

Uma alternativa a substituicdo da cana-de-agulcar € o uso de xaropes obtido a
partir da hidrélise de amido. O emprego do amido para producdo de alcool pode
levar ao desenvolvimento agroindustrial das regides Norte e Nordeste, que sdo as
maiores produtoras de mandioca (Manihot spp.) do Brasil, e para todas as regides
brasileiras que tém tradicdo no cultivo de milho (Zea mays) e arroz (Oriza sativa) e
outros amilaceos (FERREIRA, 2005, 2006; LEONEL; CEREDA, 2000; MENEZES,



16

1980). Essas matérias-primas, contudo, ndo sdo diretamente fermentaveis,
necessitando de uma hidrdlise prévia de suas cadeias.

A mandioca apresenta uma série de vantagens em relacéo a outros cultivos:
facil propagacéo, elevada tolerancia a estiagens, rendimentos satisfatérios, mesmo
em solos de baixa fertilidade, pouca exigéncia em insumos modernos, potencial
resisténcia ou tolerancia a pragas e doencas, elevado teor de amido nas raizes,
boas perspectivas de mecanizacdo do plantio a colheita, sem grandes perdas de
massa seca (CEREDA et. al., 2003).

A composicdo de mandioca aponta para uma matéria-prima rica em amido,
com menores teores de outros componentes (proteina e lipidios) que a batata. Os
hidrolisados, pelas suas propriedades especificas e seus diferentes usos nos
setores alimenticios, constituem uma excelente valorizacdo da fécula (CEREDA et.
al., 2003).

A obtencéo de xaropes por via enzimatica requer o controle de uma ou mais
reacOes enziméaticas e a integracdo industrial da etapa enzimatica com o restante do
processo. Como sdo disponiveis no mercado muitas enzimas comerciais, a selecédo
das enzimas especificas, a escolha do substrato e as determinacfes das condicdes
operacionais sdo primordiais (SURMELY et. al., 2003).

O processo enzimatico permite a fabricacdo de uma ampla gama de
hidrolisados com a mesma linha de equipamentos. Entretanto, a producdo de cada
tipo de hidrolisado requer ajustes de parametros e condi¢cdes experimentais
especificas. Os produtos de conversdo enzimatica do amido vao da glicose a
dextrinas de peso molecular elevado (SURMELY et. al., 2003).

Na producédo de hidrolisados de amido por conversao enzimatica, as enzimas
representam um alto custo, portanto o estudo de novas tecnologias visando o
aumento da eficiéncia das enzimas amiloliticas é de suma importancia.

A influéncia de ondas ultra-sénicas na atividade e estabilidade de enzimas
tem demonstrado ser especifica para cada enzima e dependente dos parametros de
sonicacdo (BARTON et. al., 1996; SAKAKIBARA et. al., 1996; OZBEK & ULGEN,

2000). A aplicacdo de ultra-som em enzimas pode produzir um efeito positivo na
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atividade enzimética, embora ultra-som de alta intensidade possa causar
desnaturacao das mesmas (MASON et. al., 2000).

Os efeitos fisicos do uso de ultra-som que devem ser considerados em
processos biotecnoldgicos sdo 0 aumento da temperatura, a transferéncia de massa,
a cavitacao estavel e a transitoria. A cavitacdo deve ser considerada como um topico
complexo e a questdo de como a cavitacdo leva a alta energia quimica é de
primordial importancia para se obter o0 maximo proveito de sua aplicagdo (LEPOINT
e MULLIE, 1994).

A cavitacao transitoria € indesejavel em processos biotecnolégicos, uma vez
gue causam um aumento da temperatura e pressao que certamente desintegraria as
células ou desnaturaria as enzimas, porém, a cavitacdo estavel, na qual bolhas
oscilam de um modo regular induzindo ao seu redor uma microcorrenteza que afeta
algumas particulas diminuindo o estresse, deve ser analisados visando sua
aplicacdo em bioquimica e biotecnologia (SINISTERRA, 1992).

Neste trabalho, objetivou-se o uso de novas tecnologias tais como o ultra-som
visando aumentar a atividade das enzimas amiloliticas: a-amilase e glicoamilase. Na
primeira etapa do trabalho foi avaliado o efeito da radiacéo de ultra-som na atividade
de ambas as enzimas, enquanto na segunda etapa foi avaliada a hidrélise

enzimatica de mandioca in natura em reator de ultra-som.
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2. OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

Efeito do ultra-som sobre a eficiéncia da hidrélise enzimatica de amido de

mandioca, com as enzimas a-amilase e glicoamilase .

2.20bjetivos especificos

2.2.1 Efeito do ultra-som sobre a atividade das enzimas a-amilase (Liquozyme®
SC DS) e glicoamilase (Spirizyme® Fuel), determinando:

- Temperatura e pH étimo das enzimas na hidrélise de amido sollvel, na presenca e

auséncia de radiacao de ultra-som;

- Energia de ativagdo das enzimas na hidrolise de amido soluvel, na presenca e

auséncia de radiacao de ultra-som.

2.2.2 Efeito do ultra-som na eficiéncia da hidrélise enzimatica de mandioca in
natura com as enzimas a-amilase (Liquozyme® SC DS) e glicoamilase

(Spirizyme® Fuel), determinando:

- Parametros cinéticos: analise do tempo final de reagéo de hidrélise enzimatica do

amido de mandioca, na presenca e auséncia de ultra-som.

- Liberacdo de acgucares redutores totais (ART) na reacdo de hidrolise enzimatica do

amido de mandioca, na presenca e auséncia de ultra-som.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1Mercado de enzimas para bioetanol

A importancia da sustentabilidade nas atividades produtivas tem sido
amplamente reconhecida havendo a necessidade da substituicdo de processos
quimicos baseados em insumos ndo renovaveis por processos quimicos ou
bioquimicos que utilizem insumos renovaveis. Reconhece-se também a necessidade
da substituicdo das mdltiplas etapas de processos quimicos por processos
biotecnologicos mais eficientes e menos impactantes ao meio ambiente. Este
contexto favorece a utilizagdo de matérias primas renovaveis por tecnologias de
biotransformacdo e biocatalise. Estas tecnologias ja estdo sendo utilizadas por
induUstrias, existindo um interesse muito grande no desenvolvimento de novos
processos; a sua implementacao resulta em produtos de maior qualidade, obtidos
por processos de menor consumo energético e de menor impacto ambiental
(POLITZER, et. al., 2005).

Em decorréncia destas necessidades e tendéncias, prevé-se um aumento
significativo do consumo de enzimas a nivel internacional. Este cenéario é
particularmente importante para o Brasil, pais que necessita inserir-se de forma
representativa como usuario de Tecnologia Enzimética, que concilia
desenvolvimento tecnolégico com a utilizacdo de matérias primas renovaveis e a
preservacdo ambiental. Somos conscientes de que o meio ambiente brasileiro
representa um ativo de valor incalculavel e contribui decisivamente para a
representatividade brasileira no cenario internacional (POLITZER, et. al., 2005).

O mercado brasileiro de enzimas, embora ainda pouco representativo (cerca
de 2% do total mundial), revela grande potencial, devido a enorme geracdo de
residuos agroindustriais e ao dinamismo das industrias de alimentos, medicamentos,
tecidos e celulose/papel. A reducdo do custo de producédo de enzimas é favorecida,

no pais, pela possibilidade de bioconversdo de subprodutos agricolas como farelo
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de trigo, farelo de algodao, casca de soja e outros. Acredita-se, por isso, em um
aumento rapido do uso de enzimas, de forma geral, e em particular em processos
industriais. No pais, em 2005, as importacbes de enzimas chegaram a US$ 31
milndes e as exportacbes a US$ 3 milhdes. As mais importadas foram amilases
(US$ 4 milhdes), seguidas de proteases (US$ 2,5 milhdes) (MUSSATTO et. al.,
2007).

O Brasil atualmente se defronta com a perspectiva de um significativo
aumento na demanda por etanol combustivel, devido ao aumento do consumo
interno de alcool hidratado com o sucesso dos veiculos “flexi-fuel”, a expanséao das
exportacdes brasileiras de etanol em funcdo do crescente interesse mundial pela
mistura deste a gasolina, como forma de diminuir as emissdes de gases de efeito
estufa (GEE); e as oscilagdes no preco do barril de petrdleo, fonte ndo renovavel de

energia.

No contexto mundial, Estados Unidos e Brasil sdo os dois maiores produtores
de bioetanol. Juntos produzem cerca de 85% de todo o etanol obtido por via
fermentativa, em termos globais. Os Estados Unidos € o principal fabricante, com
producdo de cerca de 48 bilhdes de litros no ano de 2010, utilizando o milho como
matéria-prima. No Brasil, o etanol, cuja producéo proxima de 30 bilhdes de litros em
2010, é obtida a partir de cana-de-agucar, num processo que é o mais barato e de
melhor balanco energético no mundo (COLLARES, 2010).

3.2Alternativas para o aumento da oferta de bioetanol

O etanol voltou a ocupar um lugar de destaque no cenario energético do pais
e do mundo. No caso brasileiro, o alcool renasceu com 0 surgimento dos carros
bicombustiveis, além das varias manifestacbes de governos e empresas, que

mostraram o potencial de mercado e da tecnologia de produgcdo de etanol
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(OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2006). Um dos desafios do Brasil € aumentar a oferta
de alcool combustivel e buscar novas fontes e/ou métodos para producgéo de alcool.

3.2.1 Hidrélise enziméatica do amido

Uma das maneiras de se aumentar a oferta de etanol no pais seria a
utilizacdo de xaropes obtidos a partir da hidrélise do amido de mandioca, milho,
arroz e outros amildceos (FERREIRA, 2005, 2006; LEONEL; CEREDA, 2000;
MENEZES, 1980).

A hidrélise do amido pode ser realizada por processos que utilizam &cidos,
solventes organicos ou enzimas. Dentre estes, a rota enzimaticatem sido
amplamente estudada nos Uultimos anos devido a sua potencialidade em
proporcionar maiores rendimentos (por ser realizada a pressdo ambiente e
temperaturas moderadas — entre 50° e 60° C) e n&do formar subprodutos
indesejaveis. Porém, fatores como o alto custo das enzimas, a baixa produtividade e
a dificuldade atual em se atingir os rendimentos esperados tém se mostrado
importantes desafios cientificos para tornar a producdo de bioetanol de amido
economicamente viavel (CTBE, 2010).

A hidrélise enzimatica apresenta vantagens sobre a acida por ser seletiva,
gastar pouca energia e ndo gerar produtos indesejaveis. As enzimas mais
empregadas para este propdsito sdo principalmente as a e B-amilases que séo
encontradas em diversas fontes, como cereais (cevada, milho, trigo, arroz, etc.) e
micro-organismos (FOGARTY; KELLY, 1979; WISEMAN, 1987).
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3.2.2 Producéo de etanol de Segunda Geracgéao

Outra alternativa para aumentar a oferta de etanol é ampliar a produtividade
de litros de alcool por hectare-ano de cana plantada. Duas rotas tecnologicas nos
possibilitariam atingir esse objetivo. Uma envolve a introduc¢do de novas variedades
de cana (transgénicas inclusive) enquanto a outra busca desenvolver tecnologias
gue aproveitem integralmente a biomassa da planta para produzir etanol. Essa
ultima recebe o nome de etanol lignocelulésico ou de 22 geragdo (CTBE, 2010). Para
obtermos etanol lignocelulésico sdo necessarios, basicamente, dois processos: a
hidrélise dos polissacarideos em acucares e a fermentacdo destes em etanol. A
fermentacdo é uma técnica bem conhecida e dominada, ja a hidrélise possui uma

série de gargalos que impedem sua reproducédo em escala industrial.

O etanol de segunda geracédo é alvo de pesquisas do Projeto Bioetanol que
envolve 16 universidades brasileiras, R$ 4 milhdes e € capitaneado pela
Financiadora de Estudos e Projetos (Finep). A meta dos pesquisadores € tornar o
Brasil ainda mais competitivo na producdo de biocombustiveis com o uso da
biomassa da cana, mas isso sO sera possivel a partir da reducdo dos custos das
celulases, importadas hoje por US$ 4 a US$ 8, o quilo (RAMOS, 2009).

Considerando que sdo necessarios 11 kg de enzimas para processar uma
tonelada de cana e gerar 50 litros de alcool, o preco para as usinas nacionais € o
grande gargalo. O uso das enzimas ainda é uma promessa. Nem o Brasil, nem

outros paises, conseguiram reduzir seu custo (RAMOS, 2009).

A Bioenzima, uma das poucas industrias nacionais cujo trabalho é
direcionado a producgdo de alcool através da quebra de enzimas, est4 na disputa
mundial pelo método que devera impulsionar o setor energético, algo perseguido por
diversos centros tecnoldgicos do planeta. O empreendimento ja possui mecanismo

patenteado, que atraiu investidores e podera ser aplicado, de forma precursora,
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numa grande usina, na Colémbia, que produz &lcool a partir do bagaco de cana-de-
acucar (VALENCA, 2009).

Através de processos biotecnologicos, a empresa de Caruaru produz
enzimas, obtidas por meio de micro-organismos — como fungos e bactérias —
geneticamente modificados. As enzimas aceleram reacdes quimicas. O material é
usado em varios segmentos, entre eles, na degradacdo de biomassas (bagaco de
cana, folhas e tronco de bananeira, sabugo do milho e palma) para a producéo de
etanol de segunda geracdo. Neste caso, 0 processo € realizado através da hidrélise
da biomassa (que € a liberagdo de acUcares contidos nesse material) que, quando
fermentados, produzem etanol (VALENCA, 2009).

A Novozymes, lider em bioinovacdes, com 47 % do mercado global de
enzimas, enxerga no Brasil uma importante oportunidade para o processo de
transformacao da empresa. O potencial brasileiro de producédo do etanol de segunda
geracao, produzido a partir de celulose, deve ter grande contribuicdo para fazer das
enzimas voltadas para a bioenergia a principal arma da empresa no futuro. O etanol
de segunda geracdo € um dos maiores desafios da industria de energia renovavel
(KIRIHATA, 2010).

De acordo com um relatério do Férum Econdmico Mundial (FEM) divulgado
no més de junho de 2010, a conversdo de biomassa em combustiveis, energia e
produtos quimicos tem o potencial de contribuir com mais de US$ 230 bilhdes para a
economia mundial até 2020, embora a comercializacdo do etanol celuldsico ainda

nao é viavel economicamente (KIRIHATA, 2010).

O processo industrial do etanol de segunda geracdo somente serd viavel se
ele for suficientemente atrativo. Segundo dados do Laboratério Nacional de Ciéncia
e Tecnologia do Bioetanol (CTBE), uma tecnologia comercialmente viavel de
transformacdo da biomassa de cana em etanol significaria um aumento inicial de
50% na producdo atual deste biocombustivel em relagdo aos padrdes atuais de
fermentacao do caldo da planta. Em 2009/10, a producgéo de etanol no Brasil foi de
24 bilhdes de litros (KIRIHATA, 2010).
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No material lignocelulésico séo trés os principais tipos de polimeros: celulose,
hemicelulose e lignina, que se encontram em associagao por pontes de hidrogénio
ou ligacdo covalentes. Tanto a celulose quanto a hemicelulose sdo considerados
acucares complexos. A celulose é formada por subunidades de D-glicose, unidas
por ligacdo glicosidica. Nas plantas, a celulose aparece, em parte, organizada em
estruturas cristalinas e em outras partes em estrutura amorfa. A hemicelulose é uma
estrutura bem mais complexa que a celulose por ser constituida por diferentes tipos
de pentoses, hexoses e acucares acidos unidos entre si. A hemicelulose serve como
conexdo entre a lignina e as fibras de celulose no complexo celulose-hemicelulose-
lignina. Depois da celulose e da hemicelulose, a lignina € um dos polimeros mais
abundantes na natureza. A lignina € um heteropolimero amorfo formado de trés
diferentes unidades de fenilpropano unidas por diferentes tipos de ligacdes e em

diferentes proporc¢des dependendo da fonte de lignina (AQUARONE et al,2001).

A bioprospeccado de novas enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas visa a sua
utilizacdo na hidrélise da biomassa, para tornar a producdo do etanol de segunda
geracdo economicamente viavel. A busca por enzimas mais eficientes para o
processo de hidrélise da biomassa pode ser realizada por duas abordagens: 1)
identificagdo de microrganismos produtores que serdo diretamente utilizados no
processo ou cujas enzimas produzidas serdo utilizadas no processo e 2)
identificacdo de enzimas a partir de DNA de microrganismos presentes em amostra
ambiental (metagenoma) que podem ser provenientes de organismos nao
identificados (SOUTO e QUIRINO, 2010).

Com o intuito de bioprospectar enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas para o
processo de producéo do etanol de segunda geracdo, a Embrapa Agroenergia, em
parceria com a Universidade Catdlica de Brasilia e a Universidade de Brasilia, tém
investido na construcdo de bibliotecas metagendmicas de rimen de caprinos e da
microbiota do solo da Floresta Amazodnica. Esses ambientes sdo abundantes em
microrganismos que levam a degradacéao de material lignoceluldsico, o que os torna
ideais para realizacdo deste tipo de estudo. As enzimas que apresentarem

propriedades mais adequadas para utilizagdo industrial serdo purificadas,
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caracterizadas e produzidas, gerando um produto de alta relevancia econdémica que

ird ajudar a viabilizar o etanol lignoceluldsico no Brasil (SOUTO e QUIRINO, 2010).

3.3Enzimas Amiloliticas:

As enzimas sao denominadas de acordo com o substrato sobre o qual atuam,
portanto, o termo amilase indica a agdo sobre o amido (amilo), que contém dois tipos
de polissacarideos: a amilose (15-20%) e a amilopectina (80-85%) (HARGER, 1982).

Gupta et. al. (2003) e Pandey et. al. (2005) citam que as amilases hidrolisam
moléculas de amido liberando diversos produtos, incluindo dextrinas e
progressivamente pequenos polimeros compostos de unidades de glicose. Estas
enzimas apresentam grande importancia em biotecnologia com aplicacbes desde
alimentos, fermentacéo, téxtil e industrias de papel. Apesar das amilases poderem
ser derivadas de diversas fontes, incluindo plantas, animais e microrganismos,
enzimas microbianas geralmente encontram grande demanda industrial. Atualmente
grandes quantidades de amilases microbianas estdo disponiveis comercialmente e
tém aplicacdo quase completa na hidrélise do amido em industrias de
processamento do amido.

Conforme conceituadas por Reed (1975), as enzimas responsaveis pela
degradacdo de amido estdo amplamente distribuidas na natureza. Entre elas estédo
as amilases, que atuam sobre o amido, glicogénio e polissacarideos para hidrolisar
as ligacdes glicosidicas a-1,4. As amilases podem ser divididas em trés grupos: as
a-amilases, as quais rompem as ligagdes no interior do substrato (endoamilases); as
B-amilases, que hidrolisam unidades das extremidades nédo redutoras do substrato
(exoamilases); e as glicoamilases (amiloglucosidases), as quais liberam unidades de
glicose do terminal ndo-redutor das moléculas do substrato.

Outro conceito dado por Gupta et. al. (2003) mostra que as amilases sao

divididas em duas categorias, endoamilases e exoamilases. As endoamilases
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catalisam as hidrélises de forma aleatéria no interior da molécula de amido. Esta
acdo causa a formacao de ramos lineares de oligossacarideos de cadeias de varios
comprimentos. As exoamilases hidrolisam a partir das extremidades néo-redutoras
da cadeia resultando em produtos finais pequenos. Atualmente sdo conhecidas
varias enzimas que hidrolisam a molécula de amido em diferentes produtos e a acéo
combinada de varias enzimas é necessaria para a completa hidrélise do amido.

A amilose, um dos componentes do amido e fécula, é formada por unidades
de D-glicose unidas linearmente por ligacbes a (1,4) (CONN & STUMPF, 1975).
Segundo os autores, possui uma extremidade redutora e uma ndo-redutora. A a-
amilase hidrolisa a cadeia linear da amilose, atacando ao acaso as ligagbes a (1,4)
por toda a cadeia, produzindo uma mistura de maltose e glicose. A B-amilase ataca
a extremidade néo redutora da amilose, dando sucessivas unidades de maltose.

A amilopectina € um polissacarideo ramificado; na sua molécula, cadeias
mais curtas de glicose unidas por ligacdes a (1,4) sdo também unidas entre si por
ligacbes a (1,6) (das quais se podem obter a isomaltose). A amilopectina também
pode ser atacada por a-amilase e B-amilase, mas as ligacdes a (1,4) proximas das
ramificacbes da amilopectina, e as ligacdes a (1,6) ndo sdo hidrolisadas por essas
enzimas. Desse modo, um ndcleo condensado e ramificado, obtido da amilopectina
original — denominado dextrina limite — € o produto dessas enzimas. Uma outra
enzima, a a-1,6 glucosidase ira hidrolisar a amilopectina até uma mistura de glicose
e maltose (CONN & STUMPF, 1975).

A B-amilase (EC 3.2.1.2, a-1-4 glicano-maltohidralase) € uma exoenzima a
qual tem uma acédo rigidamente ordenada. Ela ataca a amilose e a amilopectina
somente a partir de extremidades ndo redutoras e sequencialmente hidrolisa toda
ligacdo a (1,4) posterior. Isso gera maltose (um dissacarideo fermentescivel) e uma
nova molécula de amido com reduzido peso molecular (SANTANA, 2007).

Conforme Harger (1982), as B-amilases sao obtidas a partir de grdos de
gramineas ndo germinadas (pois com a germinacdo surge a a-amilase, que obriga a
separacdo em meio acido). A raiz da batata doce (Ipomoea batatas) contém
somente B-amilase. A B-amilase cristalina € obtida a partir de graos de trigo, cevada,
batata e das sementes da soja. Segundo Quaglia (1991), a principal fonte de (-

amilase é o extrato de malte, que é proveniente da cevada ou do trigo germinados.
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Da cevada maltada prepara-se a 3-amilase separando-a da a-amilase por extragao
fracionada. A B-amilase tem pH étimo entre 4 e 6 e temperatura étima de 30 a 50°C.

A a-amilase (EC 3.21.1., a-1,4 glicano 4-glicanohidrolase) € uma
endoenzima. Tal como a B-amilase, ela ataca somente ligacdes a (1,4), mas de
forma aleatéria (SANTANA, 2007). O ataque ocorre na forma nédo seletiva sobre
varios pontos da cadeia simultaneamente, sendo que os primeiros produtos da
hidrélise sdo sempre oligossacarideos de 5 a 7 unidades de glicose. Isso representa
um ataque preferencialmente sobre cada passo da hélice, da cadeia espiral da
amilose ou da amilopectina (BRUCHMANN, 1980). Apés a acao, liberam unidades
de glicose, oligossacarideos de diferentes pesos moleculares e dextrinas.

Pode atuar, isolada ou simultaneamente, com outras enzimas amiloliticas,
apresentando importantes aplicacbes como na industria de alimentos, bebidas e na
obtencdo de produtos téxteis e farmacéuticos. As a-amilases enddgenas de
sementes de cereais sdo utilizadas na industria de panificacdo e cervejarias,
enquanto as de origem microbiana sao empregadas em processos onde €
necessaria a sacarificacao e a liquefacao do amido (SPIER, 2005).

A acao sinérgica da a-amilase e glicoamilase no processo de hidrolise vem
sendo estudada por diversos pesquisadores em amidos de diferentes origens.
Monma et al. (1989) apud Leonel e Cabelo (2003) estudaram a eficiéncia do uso
destas duas enzimas em granulos de amido de arroz, sagu e batata e concluiram
gue esta combinacdo apresenta bons rendimentos na conversao do amido a glicose
em todos os substratos.

As pesquisas com as a-amilases bacterianas tem recebido grande atencao
nos ultimos anos devido a sua maior termoestabilidade, a liquefacdo do amido por
aguelas enzimas tem se constituido na unidade operacional mais cara do processo
de sacarificacédo, principalmente por serem produzidas por fermentacdo submersa
(SOUZA et. al., 1996).

A massa molar da a-amilase varia de 10 a 210 KDa, dependendo da sua
origem. As a-amilases microbianas apresentam peso molecular entre 50 e 60 KDa
(GUPTA et. al., 2003), sendo que as a-amilases bacterianas apresentam variacédo de
28 a 78 KDa e as a-amilases fungicas de 41 a 69 KDa (PANDEY et. al., 2005).

As ligacdes a (1,6) da amilopectina n&o séo hidrolisadas pela amilase, sendo

o produto final do ataque da amilopectina pela amilase moléculas de isomaltose.
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Segundo Bruchmann (1980), teoricamente a agcdo da a-amilase sobre a amilose
conduz a 87% de maltose e 13% de glicose; e sobre a amilopectina 73% de maltose,
8% de isomaltose e 19% de glicose. Em um sistema fechado, no entanto, ndo se
alcancam esses valores ja que a maltose formada inibe competitivamente a a-
amilase. No entanto, nas destilarias, por exemplo, trabalha-se com um sistema
aberto j& que a maltose formada € hidrolisada a glicose pelas enzimas das
leveduras, que depois € fermentada a etanol e didéxido de carbono. A partir das
amiloglucosidases produzidas pelas leveduras se consegue uma hidrdlise total do
amido.

Os ions de célcio atuam como cofatores das a-amilases, estabilizando-as,
dentro de certos limites, contra a desnaturacdo pelo calor e é&lcalis. O calcio nao
participa diretamente na formacdo do complexo enzima substrato, mas mantém a
molécula da enzima na conformacao Otima para a maxima atividade e estabilidade.
Na verdade, tracos de calcio presentes no amido sdo geralmente suficientes para
compensar enzimas sem adi¢do de célcio. Entretanto, a adicdo de sais de célcio é
recomendada para alcancar maxima protecdo das enzimas contra desnaturacao
pelo calor (QUAGLIA, 1991).

De acordo com Spier (2005) o pH 6timo para a a-amilase fangica esta entre
50 e 6,0. Possui carater acido e é solivel em &agua. Sua atividade diminui
rapidamente acima de 50°C, mas na presenca de um excesso de ions calcio a
desativacéo pode ser diminuida. ions de metais pesados, como o mercurio, a prata e
o chumbo inibem a a-amilase.

A faixa 6tima de temperatura para a atividade das a-amilases é de 55 a 70°C,
qgue varia dependendo da fonte. A atividade aumenta consideravelmente de 0° a
40°C, sendo que as bacterianas apresentam maior estabilidade frente as
temperaturas superiores a 40°C, com atividade otima ao redor de 70°C (REED, 1975
apud SPIER, 2005).

O quadro 1 apresenta algumas diferencas entre a-amilases de diferentes

fontes.
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_ L Temperatura Otima Temperatura de
Origem pH Otimo L
(°C) Inativacéo (°C)
Pancreatica | 6,9 (7,0-8,8) 46 55
Fungica |5,0(5,5-8,5) 55 82
Malte 5,0 (4,9-9,1) 60 80
Bacteriana | 7,0 (4,8-8,5) 70 93

Quadro 1: pH, temperatura 6tima e temperatura de inativagdo de alguns tipos de a-
amilases de diferentes fontes. Fonte: Quaglia, 1991

A amiloglucosidase, ou glicoamilase ou y-amilase (EC 3.2.1.3 a-D-1,4
glicanglicohidrolase), € uma enzima extracelular que rompe as ligagdes a (1,4) e a
(1,6) do amido a partir da extremidade néo redutora até glicose (LIN et. al., 1993;
PANDEY et. al., 2005).

Outras moléculas como maltose, dextrinas e glicogénio sdo hidrolisados pela
enzima, que atua também sobre as ligacbes a-1,3. A amiloglucosidase é uma
enzima de inducéo, sendo importante a presenca de maltose ou amido no meio para
sua alta producao (SPIER, 2005).

A enzima é encontrada no sangue, em meios de crescimento de bactérias e
no malte de cevada; porém sao produzidas por fungos dos géneros Aspergillus e
Rhizopus, assumindo importancia industrial devido a habilidade de formar menos
produtos de reversdo que a hidrélise acida (PARK & SANTI, 1977), bem como a sua
alta taxa de conversédo do polissacarideo em glicose. Assim, a amiloglucosidase é
usada em amidos liquefeitos com a-amilase para chegar a produtos que serao
usados como substratos para fermentacdes, ou para a obtencdo biotecnolégica de
glicose e dextrinas.

Segundo Zanin (1989), a origem da amiloglucosidase € essencialmente
fungica (Aspergillus e Rhizopus), sendo encontrada na forma de duas isoenzimas, 0
gue contribui para que apresentem diferentes especificidades. A maioria das

linhagens de Aspergillus niger produz principalmente, duas isoenzimas:
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amiloglucosidase | e Il normalmente presentes nas solugbes comerciais em
proporcdes diferentes.

Da mesma forma como acontece com outras enzimas fungicas (celulases e
pectinases, por exemplo), Schmidell (1996) afirma que, quando se produz
amiloglucosidase, ndo se obtém um so tipo de molécula. O autor cita uma série de
referéncias a respeito da existéncia de duas isoenzimas, amiloglucosidase | (com
peso molecular de 99 kDa) e amiloglucosidase Il (112 kDa), resultantes da producgé&o
de Aspergillus niger.

O quadro 2 apresenta algumas caracteristicas das amilases.

Caracteristica a-amilase B-amilase glicoamilase
Mecanismo Endoamilase Exoamilase Exoamilase
Principal produto da _ '
o Dextrinas Maltose Glicose
hidrélise
Diminuicao da o
o Réapida Lenta Lenta
consisténcia
Perda de cor do iodo Rapida Lenta Lenta
Aumento do poder o o
Lento Rapido Rapido
redutor
Produgc&o de glicose Lenta Nao Rapida
Producéo de maltose Lenta Rapida Nao
Producéo de .
i Réapida Lenta Lenta
dextrinas

Quadro 2: Caracteristicas dos diferentes tipos de amilases sobre o amido. Fonte:
Quaglia, 1991.

As amiloglucosidases provenientes de diferentes fontes apresentam pH 6timo
entre 3,0 e 5,0 (COSTA, 1996) e entre 4,5-5,0 (SOCCOL et. al., 2005) estando o pH
de maior estabilidade da enzima no intervalo de 4,0 a 5,0 (REED, 1975). Essas
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amiloglucosidases incluem as produzidas por A. niger (Pandey, 1990) A.oryzae
(MIAH e UEDA, 1977) citados por Soccol et. al. (2005). Zanin (1989) também
ressalta que o pH em que a enzima amiloglucosidade de A. niger apresenta maxima
atividade esta entre 3,5 e 5,0. A temperatura 6tima da enzima se encontra, na
maioria das vezes, entre 50 e 60°C (REED, 1975; COSTA, 1996), que incluem a
amilogclucosidase de A. niger, A. oryzae, Monascus kaoliang, Mucor rouxinos,
Penicillium oxalicum (SOCCOL et. al., 2005).

3.4Atividade Enzimética

O parametro mais importante que deve ser considerado na quantificacdo de
uma enzima é a sua atividade, ou seja, a atividade enzimatica (CHAPLIN & BUCKE,
1992). Através da revisdo bibliografica constatou-se que existem varias unidades
para a atividade enzimatica, que € descrita no trabalho de pesquisa. Essa atividade
geralmente é medida como uma unidade enzimatica (U), unidade internacional, a
qual é definida como a quantidade que catalisa a transformacdo de 1 pmol de
substrato por minuto em condi¢des definidas de teste (temperatura com pH 6timo e
concentracdo de substrato) (HENRY, 1964; SCOPES, 1988; CHAPLIN & BUCKE,
1992; SEGEL, 1976).

Por outro lado, Surmely et. al. (2003) apresenta o katal (kat) como a unidade
internacional de atividade enzimatica. O katal é definido como a quantidade de
enzima que transforma um Mol de substrato por segundo, sob condicbes
experimentais padrbes. Para uma unidade menor usa-se a quantidade de enzima
que transforma 1 pmol de substrato por minuto. Apesar dessa normatizacao, cada
fabricante de enzima define as préprias unidades em condigbes experimentais

particulares.
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3.5Hidrolise de material amilaceo

A matéria-prima para obtengdo dos hidrolisados é o amido, polissacarideo
constituido de cadeias retas e ramificadas onda cada molécula é formada de varias
centenas de unidades de glicose ligadas entre si. O amido € composto
principalmente de amilose (Figura 1) e amilopectina (Figura 2). A amilose é um
polimero linear constituido por em torno de 6000 unidades de glicose, conectadas
por ligacbes a (1,4), seu grau de polimerizacdo depende da fonte do amido. A
amilopectina tem uma estrutura altamente ramificada, constituida por cadeias de
amilose, de grau de polimerizagéo entre 10 e 60 unidades de glicose. Estas cadeias
sao conectadas entre si por ligagbes a (1,6). As unidades de glicose com ligacdes a
(1,6) da amilopectina representam apenas 4 % do total das ligacées da amilopectina
(WHISTER E DANIEL, 1984). A amilopectina apresenta grau médio de
polimerizacao superior a um milhao.

Os amidos podem ser hidrolisados por via quimica (acidos, calor e pressao)
ou por via enziméatica. Os hidrolisados por enzimas sdo 0s mais importantes amidos
modificados comerciais. Incluem desde dextrinas até os acucares derivados de

amido, passando pelas ciclodextrinas (SURMELY et. al., 2003).

CH,0H CH,OH CH,0H CH,0H CH,0H

0 0 0 0 0
H H H H H H  HA H  HA H
OH H o—I\OH H o—\NOH HAL o Non Hfl o Non ngl o
H OH H OH H OH H OH H OH

Figura 1: Estrutura da amilose Fonte: ZIM, 2010
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CH,OH
H A On
_o_I\OH H
H OH
CH,0H CH,0H CH, CH,0H CH,0H
H A O\ u H A O\ i H A O\ u H A O\ H /)y O\H

H OH H OH H OH H OH H OH

Figura 2: Estrutura da amilopectina Fonte: ZIM, 2010

O processo enzimatico permite a fabricacdo de uma ampla gama de
hidrolisado com a mesma linha de equipamentos, enquanto que por via &cida é
possivel apenas a producéo de glicose e dextrina. Entretanto, a producdo de cada
tipo de hidrolisado requer ajustes de parametros e condi¢cdes experimentais
especificas. Na producdo de hidrolisados de amido por conversdo enzimatica as
enzimas representam um alto custo. A imobilizacdo destas enzimas pode ser uma
forma de conseguir sua reciclagem e reutilizacdo, minimizando assim o custo de
producdo. Um dos métodos de imobilizacdo usa membranas de ultrafiltracdo e neste
caso, o aparelho de ultrafiltracdo pode cumprir a funcdo de reator enzimético
(SURMELY et. al., 2003). Conforme Fabricio (2011) as enzimas representam em
torno de 18% dos custos de producao do etanol a partir de mandioca.

Os hidrolisados de amido pelo processo de hidrdlise enziméatica sdo os mais
valorizados. No entanto, € possivel obter alguns tipos de amido por hidrélise
quimica. Surmely (1996) apud Surmely et. al. (2003) relata as vantagens da hidrélise
enzimatica em comparacao a hidrélise acida:

* A neutralizacdo de uma hidrélise acida produz quantidade significativa de

sal, enquanto que na hidrolise enzimatica, os teores de minerais S&0 minimos,

permitindo o uso de resinas trocadoras de ions para remover 0S sais
formados e obter xarope de condutancia leve;

* Na hidrélise enzimatica, o volume de carvao ativado usado para remover

compostos coloridos e compostos responsaveis de odores e sabores

indesejaveis € menor;
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 Simplificagdo da linha de produgao, com reatores unitérios de liqguefacéo,

sacarificagéo e descoloracgéo;

* Reducdo do consumo de energia, pois a liguefacdo acida tradicional, em

processo por batelada, exige cozimento sob pressdo com temperatura alta. A

liguefacdo enzimatica da fécula de mandioca pode ser realizada em

temperatura de 85°C, durante alguns minutos;

* A hidrolise enzimatica possibilita a fabricagdo de uma gama completa de

hidrolisados, com a mesma linha de equipamentos.

Apesar de todas essas vantagens, 0s custos elevados da linha de
processamento enzimatico e das enzimas sao fatores restritivos para a aplicacéo
desta tecnologia. Além do investimento inicial, a tecnologia enzimética exige méo de
obra mais especializada, assim como laboratérios e analises mais sofisticados. Os
produtos de conversdo enzimatica do amido vao da glicose a dextrinas de peso
molecular elevado. A matéria-prima para obtencdo dos hidrolisados € o amido,
polissacarideo constituido de cadeias retas e ramificadas onde cada molécula é
formada de varias centenas de unidades glicose, ligadas entre si (SURMELY et. al.,
2003).

Embora hajam diferencas pronunciadas entre amidos e féculas, no que diz
respeito as suas propriedades funcionais, os produtos de hidrélise serdo muito
semelhantes, principalmente os hidrolisados de mais baixo peso molecular
(SURMELY et. al., 2003).

A producéo de etanol a partir de amilaceos passa por duas fases, a hidrélise e
a fermentagdo. Muitos dos processos utilizados em nivel industrial sdo ainda
segredos comerciais. A tradicdo brasileira é de producdo de alcool de cana de
acucar, mas ha producéo isolada de alcool a partir de matérias-primas amilaceas.
Na fermentacao de matérias-primas amilaceas o processo pode ocorrer simultdneo a
etapa de sacarificagcdo ou entdo se fermenta o extrato obtido apds a hidrolise do
amido, 0 que ocasiona composi¢ao de acglcares variavel de acordo com a eficiéncia
dos processos de hidrolise e sacarificagcdo. Varios sdo os trabalhos em que se
estudou a producdo de etanol a partir do farelo, residuo fibroso das fecularias,
entretanto, diversos problemas sdo citados na utilizacdo do farelo para este fim,
principalmente na etapa de hidrélise (LEONEL E CABELO, 2003).
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3.5.1 Mandioca

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de mandioca, com cerca de 24
milhdes de toneladas anuais, colocando esta cultura entre as principais exploracdes
agricolas do pais. A maioria da producdo destina-se a fabricacdo de farinha de
mandioca e o restante divide-se entre alimentacdo humana, animal e processamento
para amido (fécula) (CEREDA et. al., 2003).

A mandioca apresenta uma série de vantagens em relacdo a outros cultivos:
facil propagacao, elevada tolerancia a estiagens, rendimentos satisfatérios mesmo
em solos de baixa fertilidade, pouca exigéncia em insumos modernos, potencial
resisténcia ou tolerancia a pragas e doencgas, elevado teor de amido nas raizes,
boas perspectivas de mecanizacdo do plantio a colheita, sem grandes perdas na
massa seca (CEREDA e VILPOUX, 2003).

Os hidrolisados, pelas suas propriedades especificas e seus diferentes usos
nos setores alimenticios, constituem uma excelente valoriza¢do da fécula. Apesar da
pouca literatura disponivel os hidrolisados produzidos a partir de féculas, incluindo
os de mandioca, tém as mesmas propriedades dos hidrolisados de milho. Uma
vantagem competitiva no caso da mandioca, € que os hidrolisados podem ser
elaborados através de um processo mais simples e com menor investimento, devido
a caracteristicas particulares das féculas, tais como menor temperatura de
gelificacdo e menores teores de proteinas e lipideos (SURMELY et. al., 2003).

Outro fato a ser destacado € que a partir da mandioca podem ser utilizadas
como matérias-primas para producao de hidrolisados a fécula, farinha e farelo, entre
outros. Para tornar essa potencialidade em realidade, € necesséaria a avaliacdo
dessas matérias-primas para permitir a escolha mais adequada. A obtencdo de
xaropes por via enzimatica requer o controle de uma ou mais reacdes enzimaticas e
a integracao industrial da etapa enzimatica com o restante do processo. Como séo
disponiveis no comércio muitas enzimas comerciais, a sele¢cdo de enzimas
especificas, a escolha do substrato e as determinagfes das condicbes operacionais
sao primordiais (SURMELY et. al., 2003).
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No Brasil, a mandioca foi vista como matéria-prima para producdo de alcool
carburante em dois periodos, 1932 - 1945 e 1970 - 1980, entretanto, apos iSso ndo
houve seguimento desse uso. Atualmente, pensar em alcool carburante de
mandioca é inviavel em grande escala, principalmente em comparacdo ao processo
a partir da cana-de-acucar e o eficiente uso do bagaco gerado. Todavia, a
possibilidade de se produzir alcool refinado a partir do residuo fibroso de fecularias
tem obtido o interesse de alguns industriais da area, que sdo proprietarios ou estao
localizados proximos a destilarias, pois este produto apresenta um maior valor de
mercado que o alcool carburante, enquanto que a matéria-prima praticamente nao
apresenta custo. Quimicamente o alcool etilico hidratado ndo apresenta diferenca
quanto as matérias-primas utilizadas como cana-de-agucar, cereais, beterraba e
mandioca. As diferencas estdo restritas as impurezas que acompanham o alcool,
que sao caracteristicas de cada matéria-prima e o grau de purificacdo pelo qual
passou o produto (LOPES, 1986 apud LEONEL e CABELO, 2003).

A producdo de alcool de mandioca pode ter desvantagens com relacdo a
producdo a partir da cana-de-acUcar em grandes unidades de producdo. Quando a
producdo é realizada em pequenas unidades (1000 a 5000 L/dia) o custo de
producdo empregando estas matérias-primas apresenta valores bastante préximos.
Tal fato ocorre devido a ineficiéncia do processo de extracdo do caldo de cana-de-
acucar em pequenas unidades de producédo (FABRICIO, 2011).

3.6Efeitos do ultra-som na atividade enzimatica

Na década de 50, com a compreensdo do fendbmeno de cavitacdo e o0
desenvolvimento de transdutores piezoelétricos, os primeiros aparelhos geradores
de ondas ultra-sonoras foram comercializados, possibilitando o estudo destas ondas
sobre sistemas quimicos, o qual é denominado de sonoquimica (BARBOZA e
SERRA, 1992, SINISTERRA, 1992).

A sonoquimica pode ser dividida em duas areas principais: alta poténcia e

baixa poténcia. As ondas ultra-sonoras de alta poténcia causam permanente
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mudanca fisica e quimica por produzirem cavitagdo e microfluxos nos liquidos,
aquecimento e ruptura nos solidos, e instabilidade na superficie da interface de
sistemas liquido-liquido e liquido-gas. As ondas ultra-sonoras de baixa poténcia,
com frequéncias maiores que 20 kHz, sdo usadas em muitos campos da ciéncia,
engenharia e medicina para testes e diagndsticas técnicos. Também séo usadas por
morcegos, passaros noturnos e animais marinhos, para sua localizagdo atraveés do
eco (BARBOZA e SERRA, 1992).

O efeito das ondas ultra-sonoras resulta em mudancas fisicas e quimicas,
pois a propagacdo destas ondas no meio reacional origina uma variacéo de pressao,
que é responsavel pelo fenbmeno de cavitagcdo. Cavitacao é a criagdo e imploséo de
microbolhas de gas no centro de um liqguido (BARBOZA e SERRA, 1992).

A cavitacdo acustica envolve trés estagios; formacéo de ndcleos de cavitacao
(formacdo de bolhas de ar proximas das superficies irregulares de pequenas
particulas sélidas presentes), crescimento das bolhas e implosdo. Durante a
formacao das bolhas, podem surgir dois tipos de bolhas: as estaveis, que oscilam
periodicamente no meio e possuem tempo de vida grande, seu volume cresce por
penetracdo de gas dissolvido no meio durante a fase de descompressdo, e
implodem na fase de compressao, quando atingem uma dimenséo critica, podendo
tornarem-se bolhas de cavitacdo transitorias, que possuem tempo de vida curto, de
poucos ciclos. No momento de implosdo das bolhas, ha formacdo de ondas de
choque e na fase final, esperam-se pressdes e temperaturas no centro das bolhas
muito altas, na ordem de 10000 K e 1000 atm (BARBOZA e SERRA, 1992).

Os efeitos fisicos do ultra-som importantes em processos biotecnolégicos sédo
o aumento da temperatura, a transferéncia de massa, a cavitacdo estavel e a
transitoria. A cavitacdo deve ser considerada como um tépico complexo e a questéo
de como a cavitacao leva a alta energia quimica é de primordial importancia para se
obter o maximo proveito de sua aplicagdo (LEPOINT e MULLIE, 1994 apud
VARGAS et. al.,, 2003). A cavitagdo transitoria é indesejavel em processos
biotecnoldgicos, uma vez que pode causar um aumento da temperatura e pressao
gue certamente desintegraria as células ou desnaturaria as enzimas, porém, a
cavitacdo estavel, na qual bolhas oscilam de um modo regular induzindo ao seu

redor uma microcorrenteza que afeta algumas particulas diminuindo o estresse,
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deve ser analisados visando sua aplicacdo em bioquimica e biotecnologia
(SINISTERRA, 1992).

O emprego do ultra-som tem sido analisado para a liberacdo e extracdo de
proteinas, principalmente enzimas intracelulares, e concomitante aumento da
atividade das enzimas tem ocorrido (ISHIMORI et. al., 1982; WANG e SAKAKIBARA,
1997; FELIU et. al., 1998; DE CESARE et. al., 2000).

A influéncia de ondas ultra-sbnicas na atividade e estabilidade de enzimas
tem demonstrado ser especifica para cada enzima e dependente dos parametros de
sonicacdo (BARTON et al., 1996; SAKAKIBARA et al., 1996; OZBEK e ULGEN,
2000). A aplicagéo de ultra-som em enzimas pode produzir um efeito positivo na
atividade enzimética, embora ultra-som de intensidade possa causar desnaturacao
(MASON et. al., 2000, SINISTERRA, 1992).

Estudos realizados demonstram que o uso do ultra-som pode aumentar a
atividade de certas enzimas. Barton et. al. (1996) demonstraram que na hidrolise
enzimatica de amido com a enzima a-amilase, em concentracdes baixas de
substrato, houve um aumento na taxa de reacdo, sendo que as taxas foram 50%
maior a 8 g/l de amido com o uso do ultra-som. Entretanto, em concentracfes de 15
a 50 g/l de amido n&o houve diferenca nas taxas de reacdo com e sem uso de ultra-
som. Por outro lado, o efeito do ultra-som na hidrolise do amido com a enzima
glicoamilase foi uma maior a taxa de reacdo nas concentracfes até 50 g/l, sendo 20
% maior na concentracdo de 50 g/l de amido. Estes efeitos seriam consequiéncia de
uma maior homogeneidade e difusdo do substrato, enzimas e produtos na reacgao,
produzidas pelo ultra-som, e de um aumento direto sobre a atividade enzimatica na
baixa densidade de poténcia empregada.

O efeito do ultra-som sobre as enzimas depende fundamentalmente da
frequéncia, intensidade e duracéo da irradiagcdo. Wang et. al. (2011) estudaram as
condi¢cbes otimas de frequéncia e intensidade de ultra-som na atividade da enzima
allinase de alho fresco, e concluiram que em 40 kHz e intensidade de 0,5 W/cm? ha
um aumento da atividade da enzima com o uso do ultra-som de 47,1 % em
comparacdo com o controle (sem irradiacdo ultra-sbnica) e sugeriram que esta
melhoria se deve ao fato de baixas frequéncias e intensidades de ultra-som
produzirem cavitacao estavel, que por sua vez produz uma reagdo mais homogénea

e aumenta a transferéncia de massa, favorecendo o movimento dos reagentes ao
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sitio ativo da enzima, e por ultimo que a cavitagcdo ultra-sdnica produz grupamentos
hidroxilas que reagem com as moléculas intermediarias produzidas pela enzima,
reduzindo a inibicdo da mesma.

Ishimori et. al. (1981) estudaram os efeitos do ultra-som sobre atividade da
enzima a-quimotripsina imobilizada em gel agarose numa reacéo proteolitica usando
a caseina como substrato, chegando a conclusdo que a atividade da enzima foi
acelerada com irradiacéo ultra-sonica de 20 kHz, 10-15W, nas condi¢des 6timas (pH
8 e temperatura 35°C), devido a difusdo do substrato ter sido aumentada com uso do
ultra-som.

A inativacao, a desnaturagéo e danos na estrutura molecular da tripsina foram
detectados em estudo dos efeitos do ultra-som na funcao e estrutura da tripsina com
frequéncia de 20 kHz nas poténcias de 100 a 500 W (TIAN et. al., 2004).

O uso de energia ultra-sénica de baixo nivel (freqiéncia de 20-100 kHz e
poténcia de 2 a 10 W/cm®) na camara de reacdo enzimatica de biopreparacéo de
tecidos de algoddo e bio-conversdo de residuos celulésicos do algodao em
acucares, melhorou consideravelmente o desempenho das enzimas, devido a
fatores tais como: a aceleracdo do transporte da macromolécula de enzima em
direcdo a superficie do substrato através da camada limite liquida na interface
liquido-sdlido; a agitagéo vigorosa da normalmente imével camada limite de liquido
na interface liquido-sdlido; a prevencdo de eventual aglomeracdo de
macromoléculas de enzimas, o que poderia diminuir a atividade da enzima; a melhor
remocao dos produtos da hidrélise enzimatica da zona de reacdo, aumentando a
taxa de reacdo; abertura da superficie do substrato como resultado dos impactos
mecanicos do colapso das bolhas de cavitacdo (CONDON et. al., 2009).

O efeito do tempo de sonicacao na liberacdo de invertase (E. C. 3. 2. 1. 26)
por Saccharomyces cerevisiae foi avaliado com irradia¢des ultra-sdnicas de 20Khz,
amplitude 40 e intensidade 0.62W/cm® de 1 a 10 minutos. A irradiacdo promoveu
aumento significativo de 3,45 vezes maior que sem o uso de ultra-som, sem
rompimento celular até 5 min de sonicacdo. Tratamentos superiores a 5 min
apresentaram uma maior atividade, porém com alteracdo da estrutura celular.
Podendo-se concluir que a aplicacédo do ultra-som de baixa frequéncia, é eficiente na
liberacdo de invertase de S. Cerevisiae (VARGAS et. al., 2003).
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4. MATERIAIS E METODOS

O projeto foi desenvolvido nas dependéncias do laboratério da Pos
Graduacdo em Engenharia de Processos, Departamento de Engenharia Quimica,
Centro de Tecnologia da Universidade Federal de Santa Maria.

4.1Materiais:

4.1.1 Amido:

O amido utilizado nos experimentos de caracterizacdo das enzimas foi o
Amido Soluvel P.A. ACS, céd. 299, marca VETEC.

Na hidrolise de mandioca moida in natura, foi utilizada mandioca (Manihot
esculenta) colhida na regido de Santa Maria, com dois anos de cultivo, cuja

composicdo centesimal, foi determinada pelo Laboratério do Departamento de
Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos da UFSM.

4.1.2 Enzimas:

Foram utilizadas as enzimas a-amilase bacteriana termoestavel
LIQUOZYME® SC DS e a glicoamilase SPIRIZYME® FUEL. Ambas as enzimas
foram doadas pela empresa Novozymes Latin America Ltda. As propriedades
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descritas abaixo séo provenientes das fichas técnicas dos produtos fornecidas pela

Novozymes.

4121 LIQUOZYME® SC DS

Preparacdo enzimatica aquosa, ambar, produzida por fermentacdo submersa
de organismo geneticamente modificado, Bacillus licheniformis, composta de enzima
alfa amilase, com estabilizadores: metionina, cloreto de sédio e sacarose.
Densidade: aproximadamente 1,26 g/ml. Atividade: 240 KNU-S/g. Viscosidade: 1-25
cPs. A atividade da liquozyme é dada em KNU, onde 1 KNU representa a quantidade
de enzima que hidrolisa 5,269 de amido por hora, avaliado pelo método standard da

Novozymes S.A.

41.2.2 SPIRIZYME® FUEL

Preparacdo enzimatica aquosa, cor clara ao marrom (a cor pode variar
conforme o lote, mas ndo é indicativo da atividade), produzida por fermentacéo
submersa de organismo geneticamente modificado, Aspergillus niger, composta
de enzima glicoamilase, com estabilizadores: sacarose e glicose, preservantes:
sorbato de potassio e benzoato de soédio. Densidade: aproximadamente 1,15
g/ml. Atividade: 750 AGU /g. A atividade da spirizyme é dada em AGU, onde 1
AGU representa a quantidade de enzima que hidrolisa 1umol de maltose por

minuto sob condic¢des especificas.

4.1.2.3 Determinacao da atividade enzimatica
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Neste trabalho a atividade das enzimas foi determinada conforme descrito a
seguir. A atividade da a-amilase foi determinada medindo a concentracdo de amido
pela dosagem de iodo. Uma unidade de a-amilase € definida como a quantidade de
enzima capaz de hidrolisar 10 mg de amido em 30 minutos dentro das condicdes
descritas por Oteng-Gyang (1979) citado por Soccol (1992) também descrito por
Pandey et. al. (2005).

A atividade da glicoamilase foi determinada através da liberacdo de acucares
redutores, dosados pelo método DNS (Miller, 1959) citado por COSTA (1996),
descrito por Soccol (1992) e por Pandey et. al. (2005). Os acglUcares S80 expressos
em glicose equivalente. Uma unidade de glicoamilase € definida como sendo a
quantidade de enzima liberada por 1 umol de aguUcar redutor (expresso como
glicose) por minuto nas condi¢cdes de ensaio (ALAZARD e RAIMBAULT, 1981)
citado por Soccol (1992).

4.2Equipamentos

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho foram:

e Balanca Analitica CELTAC, modelo FA2104N.

e pH Metro digital Microprocessado DEL LAB, modelo DLA-PH.

e Incubadora TECNAL TE-420 com controle de temperatura e agitacdo em
RPM (figura 3)

¢ Banho-maria QUIMIS, modelo 0218-2.

e Lavadora Ultra-sonica UNIQUE, modelo USC-1800 A, frequéncia US 40
KHz e poténcia US 0,47 W/cm?.(figura 4)

e Espectrofotdmetro SHIMADZU, modelo UV — 1800.

¢ Moinho de martelo e sapatas Marconi Modelo MA 880, peneira 20 Mesh
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Figura 3: Incubadora Tecnal TE-420  Figura 4: Lavadora Ultra-sonica UNIQUE

4 .3Métodos Analiticos

4.3.1 Determinacéo do teor de amido

Foi utilizado o método colorimétrico baseado na coloracdo azul desenvolvida
quando da formacdo do complexo amido-iodo conforme Soccol (1992) apud Spier
(2005). O reativo iodo-iodeto foi preparado por diluicdo a 4% da solucdo de base: Ki
30g/L e I2 3g/L. A reacdo colorida foi obtida adicionando-se 0,3 mL da amostra
convenientemente diluida a 7,2 mL desse reativo (quantidade suficiente para a
leitura no espectrofotdmetro). Elaborou-se uma reta padréo a partir de uma solucao
de amido com concentragdo inferior a 10 g/L e lida a absor¢do a 620 nm. A
densidade oOtica das amostras foi lida nesse mesmo comprimento de onda. Os

teores em amido — equivalente (g/L) foram obtidos por projecao sobre a reta padréo.
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4.3.2 Determinacéo de acucares redutores totais (ART)

Os acUcares redutores foram determinados pela reacdo com o &cido 3,5
dinitrosalicilico “DNS” (MILLER, 1959 apud ZIM, 2010). Em meio bésico e a
temperatura elevada, o acido 3,5-dinitrosalicilico passa a 3-amino-5-nitrosalicilico.

Desenvolve-se uma coloracdo amarelo café que absorve a 540 nm.

4.3.2.1 Preparo do reativo DNS:

Dissolveu-se por aguecimento 10 g de acido 3,5-dinitrossalicilico em 200 mL de
NaOH a 2 N. Separadamente dissolveu-se também com aquecimento, 300 g de
tartarato duplo de sodio e potassio em 500 mL de &gua destilada. As duas solucdes
foram misturadas e completou-se o volume para 1000 mL com &gua destilada.

Conservou-se em embalagem de vidro ambar envolvida em papel aluminio.

4.3.2.2 Dosagem de agucares redutores totais das amostras:

Para dosagem, as amostras foram diluidas de modo a se obter um teor
equivalente em glicose inferior a 1 g¢/L. Adicionou-se 1 mL da amostra
convenientemente diluida a 2 mL do reativo DNS, em tubos de ensaio com
capacidade de 30 mL. Apos 5 minutos em banho-maria fervente, adicionou-se 20 mL
de &gua destilada. Homogeneizou-se. Elaborou-se uma reta padrdo a partir de uma
solucdo de glicose com concentracao inferior a 1 g/L e a absorbancia foi lida a 540

nm. A densidade oOtica das amostras foi lida nesse mesmo comprimento de onda. Os
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teores em glicose — equivalente (g/L) foram obtidos por projecdo sobre a reta
padréo.

4.3.3 Determinacao da temperatura e pH 6timos para a enzima a-amilase

(Liguozyme® SC DS) com solucédo de amido padréo

Para a determinacdo da temperatura e pH 6timos para a enzima a-amilase
foram realizados ensaios com 9,0 mL de solucdo de amido na concentracao de 10 g
de amido/L de solucdo, tamponada com &cido acético e acetado de sédio no pH
desejado, e adicionado 1mL da enzima em tubos de ensaio com capacidade de 30
mL. Os tubos foram colocados em banho-maria por 30 minutos na temperatura
estipulada pelo planejamento experimental, e a seguir foi feita a analise de amido da
amostra.

A atividade da enzima foi calculada pela diferengca de concentragéo inicial e
final de amido nas amostras, determinadas a partir da curva padrao de amido.

Os experimentos foram repetidos nas mesmas condicdes de temperatura e

pH no banho de ultra-som.

4.3.3.1 Planejamento de Experimentos:

Foi feito um planejamento de experimentos delineados inteiramente ao acaso,
com adicdo de pontos axiais, DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional),
conforme tabelas 1 e 2, abaixo. Foram consideradas como variaveis independentes
a temperatura e o pH. As faixas de temperatura (60 a 90°C) e pH (3,5 a 5,9)
utilizadas nos experimentos, dadas na tabela 1, foram baseadas nas caracteristicas

da enzima, conforme ficha técnica do fornecedor.
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A variavel resposta analisada foi a atividade da enzima, determinada pela
andlise de amido residual da amostra, conforme metodologia descrita no item 4.3.1.

Tabela 1: Primeiro planejamento de experimentos para enzima a-amilase

-1,41 -1 0 1 1,41
T 60 64,4 75 85,6 90
pH 3,5 3,8 4,7 5,55 59

Devido ao banho de ultra-som disponivel no laboratério trabalhar numa faixa
de temperatura de 30 a 65° C, novos ensaios foram realizados para esta faixa de

temperatura (tabela 2), para permitir comparacéo entre os dois banhos.

Tabela 2: Segundo planejamento de experimentos para enzima a-amilase

-1,41 -1 0 1 1,41
T 35 39 47 56 60
pH 3,5 3,8 4,7 5,55 59

4.3.4 Determinacdo da atividade enzimatica da a-amilase (Liguozyme® SC DS),
no pH 6timo, em diferentes temperaturas, com solucdo de amido padrao

Tendo sido determinado o pH 6timo da enzima, foram feitos novos ensaios
com solugdes na concentracdo de 10 g de amido/L de solucdo, neste pH, em
temperaturas de 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90°C, no banho-maria e em temperaturas
de 30, 40, 50, 60 e 65 °C no banho de ultra-som para verificar a atividade enzimatica
em funcdo da temperatura, nas duas condi¢cbes de reacdo. Foi feita a analise de
amido das amostras para a determinacao da atividade da enzima a-amilase, atraves

da diferenca de concentracdes iniciais e finais de amido na solucdo, conforme
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metodologia descrita no item 4.3.1. A energia de ativagdo da enzima foi calculada
baseada no método de Arrhenius.

4.3.5 Determinacao da atividade enzimatica da a-amilase (Liquozyme® SC DS),
no pH e temperatura 6timos, com diferentes concentragdes da solugdo de
amido padrao

Com o pH e a temperatura 6timos conhecidos, foram feitos experimentos com
concentracfes de 5, 10, 20, 25 e 30 g de amido/L de solucéo, para se determinar os
efeitos da concentracdo do substrato sobre a atividade enzimatica da a-amilase
(Liquozyme® SC DS). Foi realizada a anélise de amido das amostras para calcular a
atividade da enzima a-amilase, através da diferenca de concentracfes iniciais e

finais de amido na solucéo, conforme metodologia descrita no item 4.3.1.

4.3.6 Determinacao da cinética da reacao de hidrolise de amido soluvel padréo
com enzima a-amilase (Liquozyme® SC DS).

Foram feitos ensaios com 1, 2, 4, 6, 10, 14, 22, 26 e 30 minutos de reacéo,
com 10g de amido/L de solucdo, no pH e temperatura 6timos, determinados no item
3.3.3, tanto no banho-maria como no banho de ultra-som para verificar a cinética
das reacdes com os dois métodos. Foi realizada a analise de amido das amostras
para calcular a atividade da enzima a-amilase, através da diferenca de

concentracoes iniciais e finais de amido na solucdo, conforme metodologia descrita
no item 4.3.1.
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4.3.7 Determinacdo da temperatura e pH 6timos para a enzima glicoamilase
(Spirizyme® Fuel) com solugéo de amido padrao

Para a determinacdo da temperatura e pH 6timos para a enzima glicoamilase
foram realizados ensaios com 9,0 mL de solugédo de amido na concentracao de 10 g
de amido/L de solucdo, tamponados com acido acético e acetado de sodio no pH
desejado, e adicionado 1mL da enzima em tubos de ensaio com capacidade de 30
mL. Os tubos foram colocados em banho-maria por 30 minutos na temperatura
estipulada pelo planejamento experimental, e a seguir foi feita a analise de aglcares
redutores totais da amostra.

A atividade da enzima foi calculada pela concentracdo de acUcares redutores
totais nas amostras, determinadas a partir da curva padrdo de glicose, conforme
metodologia descrita no item 4.3.2. Uma unidade de glicoamilase foi definida como
sendo a quantidade de enzima liberada por 1 umol de agucar redutor (expresso
como glicose) por minuto nas condi¢des de ensaio.

Os experimentos foram repetidos nas mesmas condicdes de temperatura e

pH no banho de ultra-som.

4.3.7.1 Planejamento de Experimentos:

Foi feito um planejamento de experimentos delineados inteiramente ao acaso,
com adicao de pontos axiais, DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional),
conforme tabela 3. Foram consideradas como variaveis independentes a
temperatura e o pH. A faixa de temperatura (35 a 60°C) e pH (3,5 a 5,9) utilizada nos
experimentos foi baseada nas caracteristicas da enzima, conforme ficha técnica do
fornecedor, com limitante dos equipamentos, pois o banho de ultra-som disponivel

para os ensaios trabalha na faixa de 30 a 65° C.
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A variavel resposta analisada foi a atividade da enzima, determinada pela
andlise de acUcares redutores totais da amostra, conforme metodologia descrita no
item 4.3.2.

Tabela 3: Planejamento de experimentos para enzima glicoamilase

-1,41 -1 0 1 1,41
T 35 39 a7 56 60
pH 3,5 3,8 4,7 5,55 59

4.3.8 Determinagdo da atividade enzimética da glicoamilase (Spirizyme® Fuel),
no pH 6timo, em diferentes temperaturas, com solucdo de amido padrao

Tendo sido determinado o pH 6timo da enzima, foram feitos novos ensaios
com solucdes na concentracdo de 10 g de amido/L de solucdo, neste pH, em
temperaturas de 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90°C, no banho-maria e em temperaturas
de 30, 40, 50 e 65°C no banho de ultra-som para verificar a atividade enzimética em
funcdo da temperatura, nas duas condicbes de reacdo. Foi feita a andlise de
acucares redutores totais nas amostras para a determinacao da atividade da enzima

glicoamilase, conforme metodologia descrita no item 4.3.2

4.3.9 Hidrdlise da mandioca moida in natura com as enzimas a-amilase
(Liguozyme® SC DS) e glicoamilase (Spirizyme® Fuel)

As mandiocas utilizadas nos experimentos foram lavadas, cortadas em
rodelas em torno de 3,0 cm de espessura com uso de uma faca, moidas no moinho
de martelo e sapatas, formando uma pasta, que foi conservada congelada durante o

periodo dos experimentos (Junho a Dezembro de 2011) em potes de 100g. Um dia
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antes dos experimentos, foram retirados do freezer quantidade suficiente para os
ensaios e mantidos sob refrigeragao.

A mandioca moida in natura foi analisada no laboratério do Departamento de
Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos, do Centro de Ciéncias Rurais da UFSM. Foram
analisados a umidade, cinzas, proteina bruta, fibra bruta, extrato etéreo, amido e
carboidratos por diferenga, visando determinar a composi¢ao centesimal da amostra.

A influéncia do tempo de reacé@o de hidrolise foi determinado colocando-se
uma amostra de 10 g de mandioca moida in natura com 100 mL de solugéao pH 5,5,
em erlenmyer de capacidade 250mL, adicionou-se 0,5 mL de cada enzima e levou-
se para incubadora TECNAL TE-420, numa temperatura de 55°C, com agitacéo de
120RPM, retirando-se uma aliquota de 0,5 mL de hora em hora e analisando-se
acucares redutores totais (ART), conforme metodologia descrita no item 4.3.2, até
gue a concentracdo de ART permanecesse constante.

Levando-se em consideracdo os resultados dos experimentos para se
determinar a temperatura 6tima para cada enzima, a temperatura de 55° C foi
estabelecida pela limitacdo do equipamento utilizado (incubadora). O pH de 5,5 foi
determinado como ideal nos experimentos anteriores. O objetivo foi determinar um
pH e uma temperatura que favorecesse tanto a atividade maxima da enzima a-
amilase como da glicoamilase, pois nestes experimentos elas foram utilizadas
simultaneamente.

A hidrélise da mandioca moida in natura foi realizada no banho de ultra-som,
nas mesmas condi¢cdes de pH, temperatura e tempo, definidos para a incubadora,
conforme planejamento de experimentos (item 4.3.9.1).

Foi realizado também um experimento com 10g de mandioca moida in natura
com 100 mL de solucéo pH 5,5, em erlenmeyer de capacidade 250 mL, com adicdo
de 0,5 mL de cada enzima, no banho de ultra-som, retirando-se uma aliquota de 0,5
mL de hora em hora e analisando-se acucares redutores totais (ART), conforme
metodologia descrita no item 4.3.2, para verificar se h&a diferengca no tempo de

reacdo de hidrdlise com o uso de ultra-som.
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Foi feito um planejamento de experimentos delineados inteiramente ao acaso,

com adicao de pontos axiais, DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional),

conforme tabela 4. Os experimentos foram realizados com solucfes de mandioca

moida in natura tendo como variaveis indepedentes a razdo entre a massa de

mandioca moida em 100 mL de diluente no pH étimo das enzimas (pH 5,5), a

concentracéo da enzima glicoamilase e a concentragéo da enzima a-amilase.

A variavel resposta analisada foi a atividade enzimatica, determinada pela

analise de acucares redutores totais da amostra, conforme metodologia descrita no

item 4.3.2.

Tabela 4: Planejamento de experimentos da hidrélise da mandioca

-1,68 -1 0 1 1,68
X1 0,1 0,16 0,25 0,34 0,4
X2 (%)* 1 3,8 8 12,2 15
X3 (%)* 1 3,8 8 12,2 15

by

* As concentracfes de enzimas (%) sdo dadas em relacdo a massa total de
mandioca adicionada em (g).

Sendo:

X1=razdo massa de mandioca (g)/ 100 mL de diluente pH 5,5

X2= concentracdo da glicoamilase (Spirizyme® Fuel) (%)

X3= concentracdo da a-amilase (Liguozyme® SC DS) (%)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO:

5.1Temperatura e pH 6timos para a enzima a-amilase (Liguozyme® SC DS)

Os resultados dos experimentos realizados com a enzima a-amilase, para
determinacdo da temperatura e pH Otimos, nas faixas de temperatura e pH
baseadas nos dados da ficha técnica do fornecedor, utilizando-se o amido soluvel
padrdo como substrato, conforme planejamento do item 4.3.3.1, no banho-maria sdo

mostrados na tabela 5.

Tabela 5: Atividade da enzima a-amilase nas hidrélises de amido solUvel em banho-
maria, em 30 minutos de reacdo, Volume total = 10 mL, Concentracdo solucdo = 10g
amido/L, Volume enzima = 1mL.

Exp T (°C) pH Atividade (U/mL)*
1 64,4 (-1) 3,8 (-1) 7,68
2 85,6 (1) 3,8 (-1) 6,74
3 64,4 (-1) 5,55 (1) 8,48
4 85,6 (1) 5,55 (1) 8,29
5 60 (-1,41) 4,7 (0) 6,93
6 90 (1,41) 4,7 (0) 7,73
7 75 (0) 3,5(-1,41) 6,84
8 75 (0) 59(1,41) 7,92
9 75 (0) 4,7 (0) 7,26
10 75 (0) 4,7 (0) 7,45
11 75 (0) 4,7 (0) 7,49

* Média dos resultados = analises em duplicata

Analisando o grafico de Pareto (figura 5) dos efeitos estimados para a
atividade da a-amilase, podemos observar que somente o pH linear teve um efeito

significativo sobre a atividade enzimatica.
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Pelos resultados dos experimentos realizados podemos concluir que a
temperatura ndo tem influéncia na faixa investigada, e o pH 6timo para a enzima a-
amilase é 5,55. A liquozyme® SC DS é de origem bacteriana, conforme Quaglia

(1991) a faixa de pH para a-amilases de origem bacteriana € de 4,8 a 8,5.

(2)pH(L

~
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Figura 5: Grafico de Pareto dos efeitos da temperatura e pH na atividade enzima a-
amilase

p=,05
Efeito estimado padronizado (Valor Absoluto)

5.2Resultados comparativos da atividade da enzima a-amilase, no banho-
maria e no banho de ultra-som

Os resultados da atividade enzimatica da a-amilase, nos dois banhos, conforme
planejamento de experimentos do item 4.3.3.1, na faixa de temperatura do banho de

ultra-som (35 a 60°C), sdo mostrados na tabela 6.
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Tabela 6: Atividade da enzima a-amilase nas hidrélises de amido solluvel padrdo em
banho-maria e banho de ultra-som, em 30 minutos de reacédo, Volume total = 10 mL,
Concentracgéo solucéo = 10g amido/L, Volume enzima = 1mL.

Atividade (U/mL)* Atividade (U/mL)*

Exp T(°C) pH Banho-maria Banho de ultra- %Ffa ?320/
(BM) som (US)

1 39 (-1) 3,8 (-1) 3,11 5,11 64,41
2 56 (1) 3,8 (-1) 3,55 3,66 3,13
3 39 (-1) 5,55 (1) 4,61 4,66 1,21
4 56 (1) 5,55 (1) 4,94 5,39 9,00
5 35 (-1,41) 4,7 (0) 4,44 3,66 -17,52
6 60 (1,41) 4,7 (0) 4,94 4,27 -13,50
7 47 (0) 3,5(-1,41) 2,33 2,55 9,55
8 47 (0) 5,9 (1,41) 4,05 4,27 5,49
9 47 (0) 4,7 (0) 3,33 3,39 1,67
10 47 (0) 4,7 (0) 3,00 3,44 14,84
11 47 (0) 4,7 (0) 3,27 3,33 1,71

* Média dos resultados = analises em duplicata

Dos onze experimentos realizados, observou-se que apenas dois obtiveram
atividades maiores no banho-maria, em nove experimentos o0s resultados das
atividades da enzima a-amilase foram maiores com o banho de ultra-som.
Mostrando uma tendéncia positiva no uso do ultra-som com frequéncia de 40 kHz e
poténcia 0,47 W/cm? para a hidrélise enzimatica do amido com enzima a-amilase.

Os resultados menores no banho de ultra-som foram no pH 4,7, que nédo é o
pH 6timo para esta enzima e nas temperaturas de 35 e 60°C, sendo estas a menor e
a maior temperatura da faixa utilizada nos experimentos.

Tanto no banho-maria, como no banho de ultra-som, os melhores resultados
para a atividade enzimatica, foram em solu¢cdo com pH 5,55, sendo coerentes com
os resultados dos experimentos anteriores para determinar o pH 6timo da enzima,
que foi de 5,55.

Na figura 6, podemos verificar que no banho-maria, na faixa de temperatura
investigada, de 35 a 60°C, tanto o pH (linear) como a temperatura (quadratica e
linear) tiveram efeitos significativos na atividade da enzima a-amilase. O efeitos
positivos dos termos lineares de temperatura e pH indicam que o seu aumento ira

melhorar a atividade da enzima, enquanto que o valor positivo do termo quadratico



55

de temperatura indica a presenca de um ponto minimo nos dados. Por outro lado
todos os efeitos (linear, quadratica e interacdo) da atividade da a-amilase em
presenca de irradiacdo de ultra-som nao foram significativos, o que significa que a
atividade enzimatica da a-amilase é estatisticamente semelhante em qualquer

condicao experimental, conforme é mostrado na figura 7.

I,
%

Figura 6: Grafico de Pareto dos efeitos da temperatura e pH sobre a atividade
enzimatica da a-amilase na hidrélise do amido no banho-maria
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Efeito Estimado Padronizado (Valor Absoluto)

Figura 7: Gréafico de Pareto dos efeitos da temperatura e pH sobre a atividade
enzimatica da a-amilase na hidrdlise do amido em banho de ultra-som
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Na hidrolise com banho de ultra-som o modelo ndo se mostrou adequado,
logo n&o se pode inferir conclusdes para o intervalo estudado, em relagdo aos
efeitos do pH e temperatura na atividade da a-amilase, mas podemos chegar a
conclusdo que existem outras variaveis causadas pelo uso do ultra-som, que néo
foram levadas em consideracdo. A intensidade de poténcia de 132 W, a frequéncia
de 40 kHz e o tempo de irradiacdo de 30 minutos foram fixos, mas os efeitos de
cavitacdo, transferéncia de massa, alteragcbes na conformacdo da molécula da
enzima, formacéo de radicais livres e localizacdo no banho, dentre outras variaveis
relacionadas aos efeitos das ondas ultra-sénicas ndo foram avaliadas.

Podemos constatar também que o melhor resultado para a atividade da
enzima a-amilase na hidrolise do amido no banho de ultra-som (atividade=5,39) foi
em pH 5,55 e temperatura 56°C, sendo estas as mesmas condicées em que foi
obtido o melhor resultado no banho-maria .

Os resultados obtidos para a enzima a-amilase indicam que as ondas ultra-
sonicas alteram o comportamento da mesma, visto que os efeitos sédo diferentes

frente as alteracGes de temperatura e pH utilizados.

5.3Resultados da atividade da enzima a-amilase na hidrdlise de solucédo de
10 g de amido soluvel /L de solucdo no pH 5,55, em diferentes
temperaturas

Os resultados comparativos da atividade enzimética da a-amilase na hidrélise de
solucdo de 10 g de amido soluvel/L de solu¢cdo em temperaturas de 30, 40, 50, 60 e
65 °C, no banho-maria e banho de ultra-som, sdo mostrados na tabela 7, os demais
resultados das temperaturas de 80 e 90 °C, no banho-maria podem ser visualizados
na figura 8.

O banho de ultra-som trabalha numa faixa de 30 a 65 °C.
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Tabela 7: Atividades da enzima a-amilase no banho-maria (BM) e banho de ultra-
som (US), no pH 5,55, em temperaturas de 30 a 65°C, Volume total = 10 mL,
Concentracgéo solucéo = 10g amido/L, Volume enzima = 1mL.

Atividade (U/mL)*  Atividade (U/mL)*

T(°C) Banho-maria Banho de ultra-som
(BM) (US)
0 0 2,11
40 1,4 3,39
50 3,59 5,16
60 8,39 5,66
65 8,44 6,22

* Média dos resultados = analises em duplicata

Pode-se perceber, na tabela 7 que até temperaturas de 50°C os resultados da
atividade enzimética da a-amilase foram superiores na presenca das ondas ultra-
sbnicas comparadas com os resultados sem o uso do ultra-som. Somente a partir de
temperaturas de 60 °C a atividade enzimatica da a-amilase foi maior sem o uso do
ultra-som. Quando as temperaturas de reacdo enziméatica sdo baixas (30°C),
mesmo no pH 6timo da enzima, ndo ocorreu hidrélise do amido solavel em banho-
maria nas concentracfes de substrato e enzimas utilizadas, porém com o uso de
ultra-som observa-se atividade da enzima a-amilase, ficando claro que as ondas
ultra-sbnicas de baixa frequéncia e baixa intensidade favorecem as reacdes
enzimaticas, através da cavitacdo estavel e melhoria da transferéncia de massa
conforme verificado por varios autores (Barton et. al. 1996; Sakakibara et. al.,1996;
Ozbek e Ulgen, 2000; Condon et. al., 2009).

Dados da Figura 8 foram utilizados para estimar a energia de ativagao para a
a-amilase utilizando um grafico de Arrhenius (Figura 9), que produz uma linha reta
com uma inclinacdo de -Ea / R. Neste trabalho, as energias de ativacdo de a-
amilase, na presenca e auséncia de irradiacdo de ultra-som foram 23,28 e 77,67
kJ.mol ™, respectivamente. Os valores dos fatores de frequéncia foram 2,36E+4 e
1,27E+13, na presenca e auséncia de irradiagdo de ultra-som, respectivamente.

Os resultados mostram que o ultra-som tem efeito positivo na reacdo, pois o
abaixamento da energia de ativacao, implica num aumento da velocidade da reacao.
A menor energia de ativacdo também favorece a reacdo em temperatura mais
baixa, logo o ultra-som pode representar uma reducdo nos custos de produgéo,

diminuido o tempo de reagao e reduzindo o consumo de energia.
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Figura 8: Gréfico comparativo da atividade da enzima a-amilase na hidrélise de
amido soluvel, em temperaturas de 30 a 90 °C, em solucdo de pH 5,55, no banho-
maria e no banho de ultra-som
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Figura 9: Gréfico de Arrhenius para a enzima a-amilase
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5.4Resultados da atividade da enzima a-amilase na hidrdlise de solucao de
5, 10, 20, 25 e 30 g de amido soluvel /L de solucdo no pH 5,55 e
temperatura constante, no banho-maria e banho de ultra-som.

Os resultados das atividades enzimaticas da a-amilase com diferentes
concentracfes de amido, no pH 5,55 e temperatura de 65°C sao apresentadas na
tabela 8. A concentracdo de amido nao afetou a atividade da enzima a-amilase na
hidrélise em banho-maria, entretanto o ultra-som causou um efeito negativo na
atividade da enzima a-amilase nas concentracbes de amido avaliadas. Este
resultado pode ser devido a desnaturacdo da enzima na temperatura de 65°C com
ultra-som de frequéncia 40kHz e poténcia de 132 W (0,47 W/cm?).

Tabela 8: Atividades da enzima a-amilase no banho-maria (BM) e banho de ultra-
som (US), no pH 5,55, temperatura 65°C, tempo 30 minutos, em concentracdes
diferentes de amido, Volume total = 10 mL, Volume enzima = 1mL.

Concentracéo de Atividade (U/mL)* Atividade (U/mL)*
amido (g/L) BM us

5 4,22 2,44

10 8,44 5,66

20 17,29 13,55

25 22,22 17,89

30 26,20 20,50

* Média dos resultados = analises em duplicata

Nos estudos realizados por Barton et. al. somente em concentragdes baixas
de substrato, de até 8 g de amido/L houve um aumento na taxa de reagdo com 0 Uso
de ultra-som na hidrélise de amido com a-amilase.

Para a enzima a-amilase o ultra-som favoreceu a hidrélise em temperaturas
de até 50° C, conforme resultados do item 5.3, logo estes resultados sdo coerentes

com estudos anteriores e de literatura.
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Nas concentracfes de amido de 5 a 30 g/L utilizadas na hidrélise de amido
soluvel em solucdo de pH 5,55 e temperatura de 65°C, observou-se uma maior

atividade da enzima a-amilase com o uso do banho-maria, como podemos verificar

na figura 10.
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Figura 10: Gréfico comparativo da atividade da enzima a-amilase na hidrolise de
amido solavel, em concentracbes de 5 a 30 g/L, em solucdo de pH 5,55 e
temperatura de 65°C no banho-maria (BM) e banho de ultra-som (US)

5.5Resultados da atividade da enzima a-amilase na hidrdlise de solucédo de
10 g de amido soluvel /L de solucdo no pH 5,55 e temperatura 65°C, no
banho-maria e banho de ultra-som, com diferentes tempos de reagéo

Os resultados da atividade da enzima a-amilase em tempos de 1 a 30 minutos
com solucéo de 10 g de amido soluvel/L de solucdo pH 5,55 e temperatura de 65°C
sao apresentados na tabela 9.

Observa-se que no banho-maria houve uma estabilizacdo da atividade
enzimatica apdés 14 minutos de reacdo, j& no banho de ultra-som a atividade

mostrou-se crescente durante todo o tempo de reacéo, de 1 a 30 minutos.
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As atividades da enzima a-amilase na hidrolise de amido solavel no pH de
5,55 e temperatura de 65°C, no intervalo de tempo avaliado (de 1 a 30 minutos)

foram maiores no banho-maria, 0s resultados podem ser visualizados na figura 11.

Tabela 9: Atividades da enzima a-amilase no banho-maria (BM) e banho de ultra-

som (US), no pH 5,55 e temperatura de 65°C em diferentes tempos de reacao,

Volume total = 10 mL, Concentragéo solucdo = 10g amido/L, Volume enzima = 1mL.
Atividade (U/mL)*  Atividade (U/mL)*

Tempo (min) BM US
1 6,74 6,55
2 6,98 6,83
4 7,82 7,14
6 8,15 7,19
10 8,34 7,39
14 8,48 7,80
22 8,58 8,03
26 8,58 8,17
30 8,58 8,28

* Média dos resultados = analises em duplicata
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Figura 11: Gréfico comparativo da atividade da a-amilase em func¢éo do tempo de
reacao de hidrdlise do amido, no pH de 5,55 e temperatura de 65°C no banho-maria
(BM) e banho de ultra-som (US)
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Podemos perceber também que em valores absolutos, os valores sdo muito
proximos, no final dos trinta minutos existe uma diferenca de 3,5 % entre a atividade
no banho-maria e no banho em ultra-som, considerando que o amido nao fica
totalmente dissolvido na solucao, esta diferenca ndo é significativa, pois pode ser

considerada como erro de analise, devido a falta de homogeineidade da amostra.

5.6Temperatura e pH 6timos para a enzima glicoamilase (Spirizyme® Fuel)

Os resultados dos experimentos realizados com a enzima glicoamilase, para
determinacado da temperatura e pH 6timos, nas faixas de temperatura (35 a 60° C) e
pH (3,5 a 5,5), utilizando-se o amido soltvel padrdo como substrato, no banho-maria
e no banho com ultra-som, conforme planejamento do item 4.3.7.1, sdo mostrados
na tabela 10.

Tabela 10: Atividade da enzima glicoamilase nas hidrolises de amido soltivel em
banho-maria e banho de ultra-som, em 30 minutos de reacdo, Volume total = 10 mL,
Concentragao solucdo = 10g amido/L, Volume enzima = 1mL.

Atividade (U/mL)*  Atividade (U/mL)* % Ganho/

Exp TCC) pH Banho-maria Banho de Ultra-som Perda
1 39 (-1) 3,8 (-1) 44,09 47,52 7,78
2 56 (1) 3,8 (-1) 38,50 49,94 29,70
3 39 (-1) 52 (1) 48,54 49,43 1,83
4 56 (1) 52 (1) 46,76 48,66 4,08
5 35(-1,41) 4,5 (0) 47,39 47,27 -0,27
6 60 (1,41) 4,5 (0) 47,14 51,21 8,63
7 47 (0) 3,5(-1,41) 40,15 50,44 25,63
8 47 (0) 5,5 (1,41) 47,65 54,64 14,67
9 47 (0) 4,5 (0) 45,62 50,70 11,14
10 47 (0) 4,5 (0) 44,09 49,81 12,97
11 47 (0) 4,5 (0) 42,69 49,30 15,48

* Média dos resultados = analises em duplicata
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Observou-se que houve um aumento na atividade da enzima
glicoamilase com o uso do banho de ultra-som com 40 KHz e poténcia 132 W em
relacdo ao banho-maria, com excecédo do experimento com temperatura de 35°C e
pH 4,5, onde os resultados podem ser considerados iguais, diferenca de 0,27% |,
pois devido ao amido ndo ser totalmente soluvel na solugéo, esta diferenca pode ser
considerada dentro do erro analitico.

Na média dos onze experimentos os valores da atividade da glicoamilase em
banho de ultra-som foram (49,90 + 1,99 U.mL™) e no banho-maria de (44,78 + 3,25
U.mL™), mostrando as diferencas estatisticamente diferentes entre os resultados (p
<0,05).

Na figura 12, podemos verificar que no banho-maria, na faixa de temperatura
investigada, de 35 a 60°C, somente o efeito do pH linear foi significativo na atividade
da enzima glicoamilase, logo a atividade enzimatica aumenta conforme o aumento
do pH. Ja no banho de ultra-som, ndo se percebeu efeitos significativos do pH e
temperatura (linear, quadrética e intera¢éo), assim como os resultados obtidos com
a enzima a-amilase, logo a atividade da glicoamilase com ultra-som ¢é
estatisticamente semelhante em qualquer condicdo experimental, conforme é

mostrado na figura 13.
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S— 7//////////
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Figura 12: Grafico de Pareto dos efeitos da temperatura e pH sobre a atividade
enzimatica da glicoamilase na hidrolise do amido em banho-maria
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Como a diferenga dos resultados da atividade da enzima glicoamilase na
hidrolise do amido solivel com e sem o uso do ultra-som foram estatisticamente
significativas, podemos afirmar que houve uma melhoria no desempenho da enzima

com o uso do banho de ultra-som nas condi¢@es utilizadas.

Figura 13: Grafico de Pareto dos efeitos da temperatura e pH sobre a atividade
enzimatica da glicoamilase na hidrolise do amido em banho de ultra-som

p=,05

5.7Resultados da atividade da enzima glicoamilase na hidrélise de solugéo
de 10 g de amido soluvel /L de solucdo no pH 5,5, em diferentes
temperaturas

Os resultados comparativos da atividade enzimatica em temperaturas de 30,
40, 50, 60 e 65 °C, no banho-maria e banho de ultra-som, sdo mostrados na tabela
11.

Observou-se que em temperaturas de 30 a 65°C houve um efeito positivo do
uso do ultra-som na atividade enzimatica, com frequéncia de 40 KHz e poténcia de
132 W, na hidrélise de solucéo de 10 g de amido soluvel/ L de solugéo no pH 5,5. Os
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resultados comparativos da atividade enzimatica na faixa de temperatura estudada,
no banho-maria e banho de ultra-som, sdo mostrados na figura 14. Observou-se que
a atividade da enzima glicoamilase foi maior no banho de ultra-som do que no

banho-maria, principalmente nas temperaturas até 50°C.

Tabela 11: Atividades da enzima glicoamilase no banho-maria (BM) e banho de
ultra-som (US), no pH 5,5, em temperaturas de 30 a 65°C, Volume total = 10 mL,
Concentracgéo solucéo = 10g amido/L, Volume enzima = 1mL.

T Q) Atigidade (U/mL)* Atividade (U/mL)*
anho-maria Banho de Ultra-som
30 0 42,28
40 31,45 49,53
50 31,45 49,92
60 55,04 51,77
65 47,18 59,67

* Média dos resultados = analises em duplicata
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Figura 14: Grafico comparativo da atividade da enzima glicoamilase na hidrélise de
amido soluvel, em temperaturas de 30 a 90 °C, em soluc¢do de pH 5,5, no banho-
maria e banho de ultra-som
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Dados da Figura 14 foram utilizados para estimar a energia de ativagao para a
glicoamilase utilizando um grafico de Arrhenius (Figura 15), que produz uma linha
reta com uma inclinacdo de -Ea / R. Neste trabalho, as energias de ativacdo da
glicoamilase, na presenca e auséncia de irradiacéo de ultra-som foram 7,43 e 13,73
kJ.mol?, respectivamente. Os valores dos fatores de frequéncia foram 8,03E+2 e
5,74E+3, na presenca e auséncia de irradiagdo de ultra-som, respectivamente. Os
resultados mostram que o ultra-som tem efeito positivo na reagdo, pois o
abaixamento da energia de ativacéo, implica num aumento da velocidade da reacéo.

A menor energia de ativacdo também favorece a reacdo em temperatura mais
baixa, logo o ultra-som pode representar uma reducdo nos custos de producéo,

diminuido o tempo de reacéo e reduzindo o consumo de energia.
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Figura 15: Grafico de Arrhenius para a enzima glicoamilase

5.8Composicédo centesimal da massa de mandioca moida in natura

Os resultados das andlises fisico-quimicas da mandioca moida in natura utilizada

nos experimentos de hidrolise sdo apresentados na tabela 12.
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Tabela 12: Resultados das analises centesimais da mandioca moida in natura

Andlise Base umida (g%) Base seca(g %)
Umidade 61,3 -
Matéria Seca 38,7 100
Cinzas 0,82 2,12
Proteina Bruta 0,93 2,40
Fibra Bruta 1,56 4,03
Extrato etéreo 0,11 0,28
Carboidratos por diferenca 35,28 91,16
Amido 29,02 74,99

Fonte: Laboratério DTCA, UFSM, 2011

A mandioca moida in natura apresentou 61,3% de umidade, 1,56 % de fibras,
35,28% de carboidratos e 0,82 % de cinzas. De acordo com Cereda (1994) apud
Silva et al (2003) as raizes de mandioca apresentam em média 62% de umidade,
1,3 % de fibras, 34% de carboidratos e 1,1 % de cinzas.

Fukuka e Alves (1987) apud Silva et al (2003) constataram uma variacao de 29,3
a 34,8% de amido na raiz, o teor de amido encontrado foi de 29,02 %. Portanto, os
resultados das analises fisico-quimicas encontrados para a mandioca utilizada estédo

de acordo com a bibliografia estudada.

5.9Determinacdo do tempo de hidrélise da mandioca moida in natura, com
as enzimas a-amilase (Liquozyme SC DS) e glicoamilase (Spirizyme®
Fuel)

Os resultados da hidrdlise enzimatica da mandioca moida in natura em
solugéo de pH 5,5, realizadas na incubadora Tecnal TE 420, de hora em hora, com
temperatura de 55°C e agitacdo de 120 rpm sdo apresentados na Figura 16 em
termos da concentracdo de acucar redutor total (ART) liberado. Como pode ser
visto, a partir de 6 horas de reagdo néo € verificada variagbes na concentracédo de

ART, indicando que o processo atingiu o estado estacionario.
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Os resultados da hidrélise enzimatica da mandioca moida in natura em
solugdo de pH 5,5, realizadas no banho de ultra-som, de hora em hora, com
temperatura de 55°C e agitacdo de 120 rpm sdo apresentados na Figura 17 em
termos da concentracdo de acucar redutor total (ART) liberado. Conforme podemos
visualizar na figura 17, utilizando o banho de ultra-som a concentracdo de ART
permaneceu estavel a partir de 4 horas de reacéo, podendo-se concluir que se pode
diminuir o tempo da reacdo de hidrolise da mandioca moida in natura, com as
enzimas a-amilase e glicoamilase, utilizando-se o banho de ultra-som.

O ultra-som reduziu o tempo de reacdo de hidrélise em duas horas, na
industria, isto representa uma reducdo de custos, pois implica num menor consumo

energeético.
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Figura 16: Cinética da hidrdlise da mandioca in natura determinada na incubadora
Tecnal TE 420
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Figura 17: Cinética da hidrdlise da mandioca in natura determinada no banho de
ultra-som com frequiéncia de 40 KHz e poténcia 132 W

5.10 Hidrélise da mandioca moida in natura, com as enzimas a-amilase
(Liguozyme SC DS) e glicoamilase (Spirizyme® Fuel)

A Tabela 13 apresenta os resultados do DCCR realizado para avaliar o efeito da
concentracdo das enzimas e da razédo solido liquido na hidrélise da mandioca moida
in natura em solucdo de pH 5,5, realizadas na incubadora Tecnal TE 420, com

temperatura de 55°C e agitacdo de 120 RPM por 8 horas.



70

Tabela 13: Matriz dos resultados experimentais expressos em termos da
concentracdo de ART obtidos no DCCR para a hidrélise da mandioca na incubadora
TECNAL TE 420, na temperatura de 55°C, agitacdo 120 RPM, pH 5,5, tempo 8
horas.

ART (g/L)

Exp X1 (9) Xz (ML) Xz (ML) Incubadora
Tecnal
1 16 (-1) 0,61(-1) 0,61 (-1) 35,42
2 34 (1) 1,29 (-1) 1,29 (-1) 62,34
3 16 (-1) 1,95 (1) 0,61 (-1) 36,13
4 34 (1) 4,15 (1) 1,29 (-1) 67,29
5 16 (-1) 0,61 (-1) 1,95 (1) 31,17
6 34 (1) 1,29 (-1) 4,15 (1) 71,54
7 16 (-1) 1,95 (1) 1,95 (1) 43,27
8 34 (1) 4,15 (1) 4,15 (1) 70,74
9 10 (-1,68) 0,80 (0) 0,80 (0) 21,29
10 40 (1,68) 3,20 (0) 3,20 (0) 83,11
11 25 (0) 0,25 (-1,68) 2,00 (0) 56,32
12 25 (0) 3,75 (1,68) 2,00 (0) 59,75
13 25 (0) 2,00 (0) 0,25 (-1,68) 44,64
14 25 (0) 2,00 (0) 3,75 (1,68) 62,50
15 25 (0) 2,00 (0) 2,00 (0) 64,56
16 25 (0) 2,00 (0) 2,00 (0) 65,25
17 25 (0) 2,00 (0) 2,00 (0) 64,56

Base de calculo: 100 mL de solucéo

Analisando o gréafico de Pareto, o qual representa os efeitos das variaveis
sobre a liberacdo de ART (figura 18), podemos observar que a variavel X; (linear),
razdo da massa de mandioca moida in natura por 100 ml de diluente, apresentou o
maior efeito, logo, na faixa de 10 a 40% de massa de mandioca, quanto maior a
raz8o maior a atividade enzimatica, ndo havendo nenhuma inibicdo das enzimas
com as concentracdes de substrato utilizadas. Foram significativas também as
variaveis X; (quadratica) e as concentracoes de a-amilase variaveis Xz (linear e
quadratica). Ja a concentracdo de glicoamilase, variavel X, (linear e quadrética) e as

interacdes entre as variaveis: X;X,, X1X3 € X2X3 hdo se mostraram significativas.
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Figura 18: Grafico de Pareto dos efeitos da razdo massa de mandioca/diluente,
concentracdo da glicoamilase e concentracdo da a-amilase sobre a liberacdo de
ART durante a hidrolise da mandioca in natura na Incubadora Tecnal

A Tabela 14 apresenta os resultados do DCCR realizado para avaliar o efeito
da concentracdo das enzimas e da razao sélido liquido na hidrélise da mandioca
moida in natura em solucdo de pH 5,5, realizadas no banho de ultra-som, com
temperatura de 55°C e agitacdo de 120 RPM por 8 horas.

Na hidrdlise da mandioca moida in natura, houve um aumento significativo na
liberacdo de ART com o uso do ultra-som comparado ao método na incubadora, nas
mesmas condi¢gdes experimentais. Deve-se observar também que na incubadora, foi
realizada a reacdo de hidrélise com agitacdo constante de 120 RPM durante as 8

horas, e no banho de ultra-som ndo houve agitacéo.
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Tabela 14: Matriz dos resultados experimentais expressos em termos da
concentracdo de ART obtidos no DCCR para a hidrélise da mandioca no banho de
ultra-som, na temperatura de 55°C, pH 5,5, tempo 8 horas.

ART (g/L)
Exp x1 (9) x2 (mL) x3 (mL) Banho de Ultra-
som

1 16 (-1) 0,61(-1) 0,61 (-1) 44,15

2 34 (1) 1,29 (-1) 1,29 (-1) 91,85

3 16 (-1) 1,95 (1) 0,61 (-1) 52,69
4 34 (1) 4,15 (1) 1,29 (-1) 99,68

5 16 (-1) 0,61 (-1) 1,95 (1) 51,27

6 34 (1) 1,29 (-1) 4,15 (1) 89,71

7 16 (-1) 1,95 (1) 1,95 (1) 56,25

8 34 (1) 4,15 (1) 4,15 (1) 98,26

9 10 (-1,68) 0,80 (0) 0,80 (0) 32,75
10 40 (1,68) 3,20 (0) 3,20 (0) 116,06
11 25 (0) 0,25 (-1,68) 2,00 (0) 81,88
12 25 (0) 3,75 (1,68) 2,00 (0) 91,14
13 25 (0) 2,00 (0) 0,25 (-1,68) 70,49
14 25 (0) 2,00 (0) 3,75 (1,68) 86,15
15 25 (0) 2,00 (0) 2,00 (0) 83,31
16 25 (0) 2,00 (0) 2,00 (0) 82,59
17 25 (0) 2,00 (0) 2,00 (0) 82,59

Base de calculo: 100 mL de solucao

O efeito positivo das ondas ultra-sdnicas com baixa frequéncia e poténcia
sobre a liberacdo de ART pode ser devido a cavitacdo estavel produzida no meio,
aumento da transferéncia de massa, facilitando as ligacfes entre o substrato nos
sitios ativos das enzimas, aumentando assim a reatividade das enzimas. A reducéo
da energia de ativacao pelo ultra-som causa um aumento na energia cinética das
moléculas, fazendo com que ocorra elevacdo no numero de choques entre as
moléculas e aumento no nimero de choques efetivos.

O aumento da atividade enzimatica com o uso do ultra-som foi em média
40,91 % maior do que o metodo convencional, concluindo-se que o uso do ultra-som
melhora significativamente a atividade enziméatica das enzimas a-amilase e
glicoamilase na hidrélise da mandioca in natura moida.

Analisando o gréafico de Pareto determinado a partir dos dados de liberacao
de ART usando banho de ultra-som (Figura 19), pode-se verificar que somente a
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variavel X; (linear e quadrética), razdo da massa de mandioca moida in natura por
100 ml de diluente teve um efeito significativo sobre a concentracdo de ART. As
concentracfes das enzimas e as interacfes entre as variaveis estudadas nao foram
significativas, reforcando assim a hipotese de que os resultados foram melhores,

devido aos efeitos causados pelas ondas ultra-soénicas.

< Y
@xa(L) /////////////
X3Q | /////////////
@%a(L) %///////////

X2(Q) /////

p=,05
Efeito Estimado Padronizado (Valor Absoluto)

Figura 19: Grafico de Pareto dos efeitos da razdo massa de mandioca/diluente,
concentracdo da glicoamilase e concentracdo da a-amilase sobre a liberacdo de
ART durante a hidrélise da mandioca in natura no banho de ultra-som
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6. CONCLUSOES

Na determinagdo do pH e temperatura 6timos para as enzimas a-amilase e
glicoamilase, houveram alteragbes no comportamento das enzimas, na presencga e
auséncia de ultra-som. Para a enzima a-amilase os resultados mostraram que néo
ha diferenca estatistica (p<0,05) entre as atividades determinadas com e sem ultra-
som. Entretanto para a enzima glicoamilase os resultados das atividades foram em
média 5% maiores com uso de banho de ultra-som em relacdo ao banho-maria.
Podendo-se concluir que nas faixas de temperatura de 35 a 60°C e pH 3,5a 5,50
ultra-som com frequéncia de 40 kHz e intensidade de poténcia 0,47 W/cm?
apresenta um efeito positivo na hidrélise enzimatica do amido com enzima
glicoamilase.

Tanto para a a-amilase como para a glicoamilase o efeito do ultra-som foi
uma reducéo consideravel na energia de ativacdo na reacao de hidrélise de amido
soluvel, aumentando a energia cinética das moléculas, e consequentemente
aumentando a eficiéncia da atividade de ambas enzimas.

Comparando-se a cinética da reacdo de hidrolise da mandioca moida in
natura com as enzimas a-amilase e glicoamilase determinada na incubadora Tecnal
TE-420, com temperatura de 55°C e 120 rpm e a determinada no banho de ultra-
som, com temperatura de 55°C, frequéncia 40 kHz e intensidade de poténcia 0,47
W/cm?, verificamos que com o uso de ultra-som o estado estacionario foi obtido duas
horas antes, concluindo-se que se pode diminuir o tempo de reacdo de hidrélise da
mandioca com o uso do ultra-som, o que implica huma reducdo de gastos de
consumo de energia na producéo.

Na hidrdlise da mandioca moida in natura, houve um aumento significativo na
liberacdo de ART com o uso do ultra-som comparado ao método na incubadora, nas
mesmas condi¢cdes experimentais. O aumento da liberacdo de acglcares redutores
totais com o uso do ultra-som foi em média 40,91 % maior do que o metodo
convencional, concluindo-se que o uso do ultra-som melhora significativamente a
eficiéncia da hidrélise enzimética de amido de mandioca com as enzimas a-amilase

e glicoamilase.
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Estudos futuros poderiam ser feitos usando maiores concentragdes de amido,
menores quantidades de enzimas, ou outras fontes amilaceas para verificar os
efeitos do ultra-som na eficiécia da hidrolise de amido, com as enzimas a-amilase e

glicoamilase.
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