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RESUMO

A mandioca é cultivada em todo mundo, sendo o Brasil o quarto maior produtor. O
processamento industrial da raiz no pais visa principalmente a producdo de farinha e
fécula, gerando residuos ricos em carboidratos (amido, celulose, hemicelulose) que
poderiam gerar produtos de valor agregado por biocatalise enzimatica, particularmente
usando enzimas imobilizadas, por serem mais estaveis operacionalmente e poderem ser
facilmente recuperadas e reutilizadas no processo. Assim, este trabalho teve como
objetivo a biotransformacdo do amido residual dos residuos do processamento da
mandioca em maltose, usando a enzima B-amilase imobilizada em reator de fluxo em
vortices (RFV) Couette-Taylor-Poiseuille, reator este que pode promover mistura
perfeita com menor tenséo cisalhante no meio reacional, comparado a um reator de
mistura perfeita convencional. Os residuos bagaco e casca de mandioca de duas
fecularias do interior de Sdo Paulo foram caracterizados fisico-quimicamente e
apresentaram teores de amido por volta de 47% e 55% (b.s.), respectivamente. A extragédo
do amido dos residuos foi realizada enzimaticamente utilizando uma a-amilase, entéo, o
amido liquefeito foi utilizado na producdo de maltose catalisada pela p-amilase de cevada
imobilizada. Dentre os métodos de imobilizacdo estudados, o mais satisfatorio para a
imobilizacdo de B-amilase foi a reticulacdo de enzimas agregadas (CLEA), utilizando
albumina de soro bovino (BSA) ou proteina de soja (PS) como proteinas inertes, retendo
82,67% e 53,26% da atividade oferecida, respectivamente. Os CLEAs apresentaram
estabilidades ao pH ligeiramente maiores que a B-amilase livre em seus respectivos
valores de pH mais estaveis. Além disso, os CLEAs foram muito estaveis a 40°C, retendo
mais de 80% da atividade inicial ap6s 12 horas de encubacdo. A conversdo do amido em
maltose foi realizada em um RFV, com a finalidade de estudar seu comportamento frente
aos CLEAs de p-amilase (neste estudo CLEA de B-amilase preparado na presenca de
proteina de soja, aqui nomeado CLEA-B-PS). A conversdo de amido em maltose foi de
aproximadamente 70% em curto tempo de reacdo (4 horas), demonstrando a viabilidade
do uso de amido residual como matéria-prima para a producdo de maltose catalisada por
CLEA de p-amilase em reator de fluxo em vértices de Couette—Taylor—Poiseuille.

Palavras chave: residuos de mandioca, amido, maltose, beta-amilase de cevada,

imobilizacdo enzimatica, CLEA, reator de fluxo em vortices.



ABSTRACT

Cassava is cultivated worldwide, being Brazil the fourth largest producer. The root
industrial processing in the country, aiming to obtain mainly flour and starch, generates
carbohydrate-rich residues (e.g., starch, cellulose, and hemicellulose), which could be
used to produce value-added products by enzymatic route, mainly using immobilized
enzymes that are more operationally stable, allowing to be easily recovered and reused in
the process. Thus, this work aimed the biotransformation of residual starch from cassava
processing in maltose, using immobilized B-amylase in a Couette-Taylor—Poiseuille
vortex flow reactor, which can promote perfect mixture under lower shear stress in the
reactional medium compared to the conventional stirred-tank reactor. Cassava bagasse
and peel of two starch-processing industries from Sdo Paulo State were physical-
chemically characterized and showed about 47% and 55% (dry mass) of residual starch,
respectively. The starch was enzymatically extracted from the residues using a a-
amylase, followed by maltose production catalyzed by immobilized barley p-amylase.
Among the immobilization methods studied in this work, the best one for B-amylase was
protein aggregation using bovine serum albumin (BSA) or soybean protein (PS) as
protein feeder, followed by cross-linking with glutaraldehyde (CLEA technique). This
protocol yielded immobilized B-amylase with 82.67% and 53.26% of recovered activity,
respectively. Besides, the CLEAs were highly stables at 40°C, retaining more than 80%
of the initial activity after 12 hours. The maltose syrup production from starch was
performed using a Couette—Taylor—Poiseuille vortex flow reactor, in order to evaluate the
B-amylase CLEAs (in this case CLEA of B-amylase prepared with soybean protein, here
named CLEA-B-PS). It was achieved around 70% of maltose conversion in a short
reaction time (4 hours), showing that is viable the use of residual starch as raw material
for the production of maltose catalyzed by B-amylase CLEA in a Couette-Taylor—

Poiseuille vortex flow reactor.

Keywords: Cassava residues, starch, maltose, barley beta-amylase, enzymatic
immobilization, CLEA, vortex flow reactor.
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1 INTRODUCAO

Em 2012 foram produzidas mundialmente cerca de 268,4 milhdes de toneladas de
mandioca. O continente africano foi onde mais se produziu a raiz naquele ano, responsavel
por 55,7% da producdo mundial. A Nigéria destacou-se como 0 maior produtor no continente
e no mundo, alcangando o valor de 54,0 milhdes de toneladas produzidas. Os continentes
asiatico e sul-americano contribuiram com 32,9% e 11,4%, respectivamente. O Brasil
produziu cerca de 23 milhdes de toneladas, sendo o quarto maior produtor da raiz no ano de
2012 (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS,
2014). A cotacdo média da raiz no mercado interno atingiu valor recorde em maio de 2013,
chegando as cifras de R$ 346,17/tonelada (CENTRO DE ESTUDOS AVANCADOS EM
ECONOMIA APLICADA, 2013a), fato atribuido principalmente a queda da producdo no
inicio do ano devido a falta de chuvas em algumas regiGes produtoras (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2013). A demanda do mercado pelo produto e seus
derivados é sempre crescente (CENTRO DE ESTUDOS AVANCADOS EM ECONOMIA
APLICADA, 2013a).

Para muitos paises, a mandiocultura é uma questdo de seguranca alimentar, ajudando
no combate a fome. Além do consumo in natura, a raiz apresenta como principais produtos a
farinha, as raspas, a fécula (amido de mandioca) e o alcool, sendo a producao no continente
asiatico voltada principalmente para fabricacdo de etanol e fécula (e seus derivados feculosos,
podendo ser amido modificado, maltose e glicose), no continente africano voltada para
farinha, raspas, e alcool, e no Brasil a industria converge seus investimentos para produzir
farinha, raspas, fécula e derivados amilaceos (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2012; COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2013).

A fécula é base para diversos produtos em diferentes setores industriais, tendo-se
produzido no Brasil no ano de 2012 aproximadamente 520 mil toneladas. Embora essa
producdo seja menos expressiva comparada, por exemplo, com a Tailandia, que em 2012
chegou a exportar 2,23 milhdes de toneladas de fécula, o seu valor de comercializagdo da
fécula no Brasil chegou a valer aproximadamente o dobro ao daquele pais, para o primeiro
semestre de 2013 (US$ 925,72/tonelada contra US$ 485,07/tonelada, sendo estes valores
medias para o periodo de 6 meses) (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO,
2013).



17

O processamento da mandioca para o beneficiamento em farinha e amido possuem
etapas iniciais idénticas, a lavagem e o descascamento, gerando quantidades semelhantes de
residuos em ambos os processos (SERVICO BRASILEIRO DE APOIO AS MICRO E
PEQUENAS EMPRESAS, 2009; VIEIRA et al., 2002). Estima-se que durante a fabricacao de
farinha de mandioca, 10% da massa descartada sejam provenientes da casca e outros 3 a 5%
da raiz sejam perdidos na forma de farinha de varredura (material sujo proveniente da limpeza
do chédo e do maquinario das farinheiras) (CALDAS NETO et al., 2000). O valor mais recente
sobre a producdo de farinha de mandioca no Brasil é de um levantamento do censo
agropecuario de 2006, quando foram produzidos 1,33 milhdes de toneladas (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2012). Devido a informalidade e outras
caracteristicas do mercado, o monitoramento constante desta atividade é inviavel.! Para a
fabricacdo de fécula, de cada 100 kg de raiz processados sdo gerados apenas 25 kg de amido,
0s outros 75 kg sdo residuos gerados pelo processo. Em 2012 foram processadas 2,04 milhdes
de toneladas de mandioca para produzir 519,67 mil toneladas de amido, atingindo um
rendimento industrial de 25,47% (CENTRO DE ESTUDOS AVANCADOS EM
ECONOMIA APLICADA, 2013b). Os residuos gerados no processamento da mandioca,
sendo eles a casca, as folhas, as hastes, a farinha de varredura e o bagaco, em geral séo
utilizados para enriquecer a dieta de animais de corte, ou sdo transformados em adubos
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2013; FREITAS et al., 2008;
PRADO et al., 2000; SRIROTH et al., 2000). Os residuos gerados pelas fecularias quando ndo
si0 doados, sdo vendidos a precos irrisérios, na faixa de centavos a tonelada.” Como
alternativa é possivel transformar os residuos em produtos diversos, como por exemplo,
acidos organicos, aromas, compostos aromaticos, substratos para cultivo de cogumelos,
amido, acUcares, etanol ou energia elétrica (PANDEY et al, 2000; SILVA; SILVA; ROCHA,
2002; SRIROTH et al., 2000).

Uma aplicagdo viavel para a casca e bagaco de mandioca, que possuem grande
quantidade de amido (50 a 60%), seria a producéo de xarope de maltose, de grande utilizagao
na indastria alimenticia, em especial na industria cervejeira, agregando-se assim valor
econdmico a esses residuos (CALDAS NETO et al., 2000; PANDEY et al., 2000; PRADO et
al., 2000; SRIROTH et al., 2000).

! Informag&o enviada por e-mail por Fabio Isaias Felipe, analista do setor de mandioca do Centro de Estudos
Avancados em Economia Aplicada - ESALQ/USP no dia 03 de outubro de 2014.

2 Informac#o verbal cedida por Maria Luiza Gongalvez Santos, responsével pelo controle de qualidade da
fecularia Flor de Lotus, no dia 24 de outubro de 2013.
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A utilizacdo exclusiva de enzimas o-amilases pode gerar produtos com até 60% de
maltose (DP2)* e elevados teores de glicose (DP1). Para maiores porcentagens de DP2 e
menores de DP1 é aplicada uma a-amilase maltogénica ou B-amilases para a hidrélise do
amido. A utilizacdo de enzima pululanase aumenta ainda mais o teor de DP2 no xarope
(NOVOZYMES, 2005). Uma planta de grande porte chega a gerar cerca de 850 toneladas de
xarope de maltose por dia”.

A conversdao do amido em xarope de maltose geralmente é conduzida em reatores de
mistura perfeita encamisados por trocadores de calor em processo batelada com enzimas
soluveis. Ao final da hidrolise, as enzimas sdo carregadas juntamente com o produto para fora
do reator, necessitando para um novo processo novas enzimas’. A imobilizacdo enzimatica é
uma alternativa para se diminuir 0s custos do processo relacionados com as enzimas, uma vez
que as tornam insolGveis no meio, possibilitando sua separacdo, e pode ainda melhorar sua
estabilidade operacional. Uma configuracdo de reator que se tem mostrado adequada em
reacOes enzimaticas e cultivos celulares € o reator de fluxo em vortices (RFV). Este reator é
uma opcdo de menor consumo energético e menor forca cisalhante no sistema reacional, em
comparacdo com outros reatores enzimaticos convencionais (GIORDANO, R. C;
GIORDANO, R. L. C., 20086, p. 321).

A utilizacdo mais comum do xarope de maltose é na producéo de cerveja (CARGILL,
2013), para corrigir o teor de agucares do mosto fermentativo (AQUARONE et al., 2001). No
ano de 2012 foram produzidos 13,7 bilhGes de litros de cerveja no Brasil (SISTEMA DE
CONTROLE DE PRODUCAO DE BEBIDAS, 2013). A legislacdo brasileira de 2009 para
bebidas permite a adicdo de aclUcares de origem vegetal distinta da cevada ao mosto
fermentativo, nas porcentagens de 10% para a cerveja clara, 50% para a cerveja escura e 10%
na cerveja extra, em relacdo ao extrato primitivo (BRASIL, 2009). Na industria cervejeira, 0
rendimento em relacdo a matéria-prima: cevada, lGpulo, levedura e adjuntos (sem considerar a
agua adicionada ao processo para preparacdo do mosto), chega a valores préximos a 79% em
massa, devido a existéncia do crescimento da populacdo de leveduras, limites na extracdo de
acUcares da cevada, entre outros fatores que levam a diminuicdo da rentabilidade da matéria-
prima. As perdas de producéo entre o fim da fermentacgdo e a saida de produtos envasados das
fabricas ficam em torno de 7% em volume devido ao processo de brassagem e outras perdas
consequentes da fabricagdo, como retirada de amostras, retencdo de produto em equipamentos
entre outros fatores. Em geral sdo utilizados 10 litros de agua para cada quilograma (kg) de

® DP refere-se ao grau de polimerizagdo da cadeia polisacaridica (Dextrose Polymerization).
* Informac#o obtida durante visita técnica & indUstria do setor.
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matéria-prima.> Foi estimado com base na quantidade de cerveja produzida no ano de 2012,
que por lei, poderiam ter sido utilizados no minimo 187 mil toneladas de agucares de origem
vegetal (como o xarope de maltose) pela indlstria brasileira cervejeira naquele ano
(RECEITA FEDERAL, 2013).

Ao longo da introducdo deste trabalho foi apresentado que os residuos do
processamento da mandioca possuem alto teor amilaceo e baixo, ou até mesmo nenhum, valor
agregado. Estes residuos podem ser processados para gerar produtos diversos com melhor
valor comercial. Um dos produtos destacados foi o xarope de maltose, utilizado
principalmente na indUstria cervejeira no Brasil, responsavel por producdo e receita de
grandes proporcdes. Para se atingir altos teores de maltose, é preciso empregar a enzima -
amilase na degradacdo do amido. Para se evitar perda de enzima ao final do processo e
possibilitar a sua reutilizacdo, reduzindo custos com esse insumo, uma estratégia atraente é a
imobilizacdo enzimatica. Dentre os diversos reatores disponiveis que permitem o uso de
enzimas imobilizadas, o RFV parece ser uma opgao mais econdmica, por ser energeticamente
mais eficiente, e impactar menos negativamente na estrutura da enzima imobilizada, por
exercer menor forga cisalhante no biocatalisador.

Assim, este trabalho teve por objetivos: caracterizar os residuos industriais do
processamento de amido de mandioca; determinar o melhor método de imobilizacdo da
enzima B-amilase de cevada; e avaliar a utilizacdo de amido recuperado de residuos amilaceos
do processamento da mandioca para a obtencdo de xarope de maltose, utilizando pB-amilase

imobilizada em um reator de fluxo em vértices.

> Informacéo verbal cedida por Ricardo Kenzo Kudo, Mestre Cervejeiro pés-graduado na Universidade Alcala
de Henares, Madrid, Espanha, no dia 23 de outubro de 2013, por telefone.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Mandioca e produtos de interesse

A mandioca é uma raiz tuberosa, de facil plantio e de baixo custo de cultivo, resistente
a adversidades climaticas e de origem sul-americana (SERVICO BRASILEIRO DE APOIO
AS MICRO E PEQUENAS EMPRESAS, 2012). Por ser uma cultura resistente e versatil,
atualmente é encontrada em diversas regides do planeta, sendo um dos principais alimentos
no combate mundial a fome (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE
UNITED NATIONS, 2012). Possui ampla variedade de subespécies, sendo classificadas
como doces ou “de mesas”, quando adequadas ao consumo humano ou animal na forma in
natura, comumente chamadas de mandioca mansa, aipim ou macaxeira; € amargas ou bravas,
quando imprdprias para 0 consumo sem nenhum tratamento prévio. A mandioca possui acido
cianidrico (HCN), venenoso para humanos em grandes concentragdes. Raizes com até 100 mg
de HCN por kg de polpa crua podem ser consumidas in natura. A quantidade de HCN
presente na planta depende do tipo, ambiente em que foi cultivada e seu estado fisioldgico
(FUKUDA,; OTSUBO, 2003). As variedades de mandioca apresentam basicamente trés
coloragbes de cortex, branca, amarela (contendo maior teor de betacaroteno) e rosada
(apresentando maiores concentracdes de licopeno) (SERVICO BRASILEIRO DE APOIO AS
MICRO E PEQUENAS EMPRESAS, 2012) e sdo compostas principalmente por agua e

amido, conforme mostra a Tabela 1.

Tabela 1 — Composicdo média da raiz de mandioca

Agua 65%
Amido 25%
Proteina 3%
Celulose 2%
Outros 5%

Fonte: Servico Brasileiro de Apoio as
Micro e Pequenas Empresas, 2009

A raiz é comercializada in natura com ou sem casca, em pedacos, raspas e lascas,

pellets, chips ou triturada em farinha. Dela, é possivel extrair amido e gerar produtos diversos,
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ou ser utilizada como fonte para fermentacdo alcodlica (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2013).

2.1.1 Amido

O amido é a principal fonte de armazenamento de energia para as plantas superiores, 0
qual € constituido principalmente por dois tipos de polissacarideos (polimeros de glicose) de
elevada massa molecular, a amilose e amilopectina (Figura 1). Na amilose as unidades de
glicose se ligam através de ligacdes a-1,4, 0 que a torna um polissacéarido linear. Ja a
amilopectina possui cadeia ramificada através de ligacdes a-1,4 e a-1,6 (FENNEMA,;
DAMODARAN; PARKIN, 2010).

Figura 1 — Estruturas da amilose (a) e amilopectina (b)
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Fonte: Corradini et al., 2005

Os granulos de amido possuem regides cristalinas e ndo cristalinas dispostas em
camadas alternadas (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010). Os granulos sao
classificados como tipo A, com didmetro entre 10 a 30 pum, lentiformes, encontrados em
cereais; tipo B, com diametro de 2 a 10 um, globulosos, presentes em tubérculos; e tipo C,

uma mistura dos dois anteriores, de ocorréncia em vagens (CORRADINI et al., 2005). A
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condensacgdo das cadeias de amilose e amilopectina dificulta muito a acdo de enzimas nos
granulos, sendo necessario gelatiniza-los para um melhor ataque enzimatico (SNOW,
O’DEA, 1981), sendo para isso usado um agente plastificante, como agua ou glicerol, e calor
(CORRADINI et al., 2005). O aumento da temperatura favorece o inchamento reversivel dos
granulos de amido até certo valor de temperatura. Ultrapassado esse valor, comega ocorrer
lixiviagdo das moléculas de amilose dos granulos de amido (inicio da gelatinizacdo do
amido/formacdo da pasta de amido) e o inchamento se torna irreversivel, como exemplificado
na Figura 2. Com o aumento adicional da temperatura, os granulos incham e perdem mais
moléculas de amilose, até sua ruptura. Ao final do processo de gelatinizacdo, o material
possui aspecto de uma goma viscosa, composta por amilose e amilopectina solubilizada e
fragmentos de gréanulos. Com a diminuicdo da temperatura, comega a ocorrer 0 processo de
retrogradacdo do amido, onde ocorre a reassociacdo parcial de algumas moléculas de amilose
e amilopectina (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010).

Figura 2 — Representacdo da curva de gelatinizacdo do granulo de amido—
viscosidade vs. temperatura.
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T,: temperatura de pasta — temperatura onde se inicia o processo de gelatinizagéo do
amido

Fonte: Fennema, Damodaran, Parkin, 2010.
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O amido presente na mandioca possui granulos que variam de 4 a 35 um de diametro,
sendo constituidos por aproximadamente 17% de amilose e temperatura de gelatinizacdo na
faixa de 52° a 65°C (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010).

A extracdo do amido pode ocorrer por via mecanica, enzimatica ou acida (AMARAL
et al., 2007), sendo no Brasil majoritariamente extraido por via mecanica. Em escala
industrial, as raizes sdo transportadas aos lavadores através de roscas sem fim ou correias
transportadoras, onde ocorrem lavagem e descascamento das raizes simultaneamente. As
raizes limpas e descascadas séo trituradas em lascas de poucos centimetros e desintegradas em
um cilindro rotativo operado a alta velocidade (cevadeira) e equipado com laminas dentadas
na superficie, promovendo o rompimento celular e, consequentemente, liberando o amido. O
material ralado (massa) € bombeado para peneiras conicas rotativas alimentadas com dgua em
contracorrente para promover a separacdo do amido das fibras. O leite de amido, obtido ap6s
a extracdo, € purificado com a adi¢cdo de agua (separacdo dos amidos solUveis e impurezas),
concentrado em centrifugas de pratos e bicos e desidratado até uma umidade de 45% em um
filtro a vacuo. O amido Umido é seco até uma umidade entre 12 a 13% em secador
pneumatico do tipo “spray dryer” e recuperado em ciclones, gerando amido em poé
(SUPERINTENDENCIA DA ZONA FRANCA DE MANAUS, 2003).

2.1.2 Residuos

A mandioca e seus produtos geram residuos diversos. Durante a colheita da raiz,
descartam-se as cepas, hastes, folhas e outros residuos que ndo podem ser comercializados
devido a algum tipo de contaminacdo ou degradacdo. Em geral, estes residuos sao utilizados
para adubacdo, manutencdo da qualidade do solo e para alimentacdo animal (cepas e folhas)
(SILVA; SILVA; ROCHA, 2002). As cepas e hastes possuem elevado teor de amido, em
média 60 e 70% (massa seca), respectivamente; as folhas chegam a conter até 30% de
proteinas (massa seca) (CARVALHO; CEREDA, 2005).

A fabricacdo da farinha e da fécula de mandioca geram efluentes com alta carga
organica, tais como, manipueira e dgua de processo, resultante principalmente da etapa de
decantagdo do amido ou da secagem, quando realizada em equipamentos como o secador de
tambor rotativo. A manipueira, liquido obtido na etapa de prensagem na producdo da farinha,
é um efluente com quantidade consideravel de amido, sendo comercializado como molho para
pratos diversos, ap0s tratamento para reduzir a concentracdo de HCN, ou como pesticida para
controle de pragas e infestagdes. Também sdo gerados residuos solidos como a casca e a
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entrecasca, a farinha de varredura e o bagaco de mandioca. Esses residuos sélidos sdo
normalmente aplicados na adubacdo orgéanica, compostagem, ou para alimentagdo animal
(CARVALHO; CEREDA, 2005; SERVICO BRASILEIRO DE APOIO AS MICRO E
PEQUENAS EMPRESAS, 2009; SILVA,; SILVA; ROCHA, 2002; PANDEY, A. et al., 2000;
SERVICO BRASILEIRO DE APOIO AS MICRO E PEQUENAS EMPRESAS, 2014). A
mistura de casca e entrecasca da mandioca contém em média 60% de amido, em base seca
(b.s.) (CALDAS NETO et al., 2000; PRADO et al., 2000), a farinha de varredura 80%
(CALDAS NETO et al., 2000) e o bagaco de 50 a 70% (dependendo de pardmetros de
processo e da variedade de mandioca utilizada) (CEREDA, 1994 apud PANDEY et al., 2000;
STERZ, 1997 apud PANDEY et al., 2000; VANDENBERGHE et al., 1998b apud PANDEY
et al, 2000; SRIROTH et al., 2000).

Como exemplificado na introducdo do trabalho, existem diversos estudos para se
empregar os residuos gerados em toda a cadeia produtiva da mandioca e seus derivados na
producdo de inumeros produtos, que podem ser comercializados em diferentes setores
industriais, ndo importando se o0s residuos sdo gerados em pequenas quantidades em
agriculturas familiares mais rudimentares ou em grandes quantidades por grandes complexos

industriais.

2.1.3 Maltose

A maltose é um dissacarideo ligado por ligacdo o 1-4 (Figura 3), sendo obtido através
da hidrélise acida ou enzimética da cadeia de amido. A hidrélise enzimatica pode ser
catalisada pela enzima a-amilase, que pode gerar polimeros de glicose de tamanhos diversos,
ou pela enzima B-amilase, que quebra a cadeia de amido somente em moléculas de maltose,
podendo ainda ser utilizada a enzima pululanase, quando se deseja atingir maiores valores de
conversdo do amido em maltose. A Figura 4 ilustra o ataque enzimatico a cadeia de
amilopectina (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010; POLAINA; MACCABE,
2007).
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Figura 3 — Estrutura quimica da molécula de maltose
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Fonte: Murray et al., 2003.

Figura 4 — Interacdo das enzimas a-amilases, f-amilases e pululanases com a cadeia
de amilopectina

.8 0 8 & 0 0 8 6 6 8.0

Fonte: adaptado de Dias, 2012

Geralmente, a maltose é comercializada na forma de xarope com concentraces que
variam de 30 a 90%, contendo quantidades significativas de glicose (DP1) e maltotriose
(DP3), quantidades menos expressivas de maltotetraose (DP4) e tragos de maltodextrinas de
cadeia com mais de dez moléculas de glicose. Também ¢é possivel encontrar maltose
comercializada como um p6 branco de alta pureza.

O xarope de maltose é amplamente empregado na indUstria cervejeira, porém, também
¢ utilizado na producdo de rebucados, confeitos, sobremesas congeladas, paes e bolos,
maltitol (adocante) e refrigerantes, conforme mostra o Quadro 1 (CARGILL, 2013;
FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010; NOVOZYMES, 2005).
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Quadro 1 — Diferentes tipos de xarope de maltose e suas aplicagdes

Xarope de Porcentagem de Aplicacio
maltose maltose
Low até 50% Cervejas e confeitos
High 50 - 55% Cervejas, rebu~gados, sobremesas
congeladas, pées e bolos
. Cervejas, maltitol, confeitos
- 0 ) )

ey gl & = 12 gelatinosos e refrigerantes
Ultra high mais de 80% | Maltitol

Fonte: NOVOZYMES, 2005

A producdo industrial do xarope de maltose consiste na liquefagdo de amido em
suspensdo aquosa, utilizando uma enzima a-amilase termoestavel livre e vapor, em “Jet
Cooker” a uma temperatura proxima de 110°C, gerando um liquido de viscosidade alta. Em
seguida, ocorre a hidrolise enzimatica catalisada por uma maltogenase livre (uma a-amilase
maltogénica), com auxilio da enzima pululanase livre quando se deseja atingir maiores teores
de maltose. A conversdo do amido em maltose ocorre em reator batelada (tanque agitado por
pas) por até 12 horas. Ao final da hidrolise, a solucdo viscosa passa por coluna de carvédo
ativado, filtracdo e evaporacgéo para se atingir a umidade desejada e segue para um tanque de

armazenamento.®

2.2 Enzimas

As enzimas sdo em grande maioria cadeias proteicas constituidas por aminoacidos,
que possuem capacidade catalitica para diversos tipos de reacdo. Existem também as
ribozimas, moléculas de &acido ribonucleico (RNA) compostas por cadeia de carboidrato,
formada pelo monossacarideo ribose, que também catalisam algumas reacdes fundamentais
para os seres vivos (KRUGER et al., 1982).

As proteinas sdo sintetizadas pelos ribossomos a partir da traducdo do acido
ribonucleico mensageiro (MRNA) atraves da leitura de trés nucleotideos correspondentes a
um aminoacido especifico. Grande parte da longa cadeia de aminoacidos ndo possui funcao
catalitica, mas é fundamental para o funcionamento correto da enzima. Somente alguns
pontos especificos das enzimas sdo responsaveis por seu funcionamento, como o sitio ativo e

sitio alostérico. O sitio ativo da molécula é responsavel pela catélise das reacfes enzimaticas,

® Informagéo obtida durante visita técnica & industria do setor.
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podendo ser necessario o auxilio de cofatores ou coenzimas para o seu correto funcionamento.
As enzimas podem ser monoméricas (Unica cadeia polipeptidica) ou multiméricas (mais de
um polipeptidio em sua estrutura) e possuem alta especificidade pelo substrato, fato atribuido
a complexidade da estrutura molecular do sitio ativo. Distor¢cBes causadas na estrutura da
enzima podem distorcer o sitio ativo da enzima, ocasionando em perda de atividade catalitica.
Junto a cadeia enziméatica podem estar associados lipidios, carboidratos, ions metélicos e
outras moléculas organicas (BORZANI et al., 2001; MURRAY et al., 2003).

As condicdes de temperatura e pH que as enzimas operam costumam ser em
temperaturas muito inferiores e pHs menos severos em relacdo as reagdes catalisadas por
outros catalisadores. Grande parte das reacfes enzimaticas ocorre em &gua, podendo,
entretanto, ocorrer também na presenca de solventes organicos. Devido a alta seletividade das
enzimas, as reagGes enzimaticas podem produzir menos produtos secundarios. Assim, a
utilizacdo de enzimas pode reduzir os gastos operacionais de energia e tratamento/descarte de
residuos, atendendo-se assim aos principios da Quimica Verde (BORZANI et al., 2001;
SILVA; LACERDA; JONES Jr., 2005).

As enzimas sdo classificadas conforme as classes de reagdes que catalisam, de acordo
com a Comissdo de Enzimas através de seu nimero EC (Enzyme Commission number),
composto por quatro numeros separados por pontos (exemplo: EC 1.14.99.7), sendo o
primeiro referente & sua classe e os demais referentes a subclasses (NOMENCLATURE
COMMITTEE OF THE INTERNATIONAL UNION OF BIOCHEMISTRY AND
MOLECULAR BIOLOGY, 2015). O Quadro 2 relaciona as classes EC com os tipos de
reacOes cataliticas.
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Quadro 2 — Classificacdo EC de acordo com a classe de cada reacdo enzimatica

Classe Tipo de racdo

Oxidorreducéo
A+Bo A+ B

1 — Oxidorredutases

Transferéncia de grupos
A-X + B & A + B-X

2 — Transferases

Hidrolise
A-B + H,0 & A-H + B-OH

3 — Hidrolases

Adicéo de grupos em dupla ligagdo ou remogéo de grupos

_ resultando em dupla ligacéo
4 — Liases
A-B & A=B + P-Q

P Q

Rearranjo intramolecular

5 — Isomerases A-B < A-B

P Q@ & °p

Condensacao

6 — Ligases
A+ B o A-B

Fonte: Borzani et al., 2001.

2.2.1 Atividade enzimética

A atividade enzimatica é a propriedade referente a velocidade com que a enzima
transforma o substrato em produto, sendo influenciada pela temperatura, pH e forga idnica no
meio, relacdo entre concentracdo de enzima e substrato, acdo de inibidores ou promovedores
no sitio ativo ou sitio alostérico da proteina, presenca e tipo de solvente organico, pressao
hidrostatica e forca cisalhante. Estes fatores tém impactos diversos no meio reacional,
alterando aspectos como difusividade das substancias, energia para promover as reagdes e
equilibrio quimico. Nas enzimas, estes fatores perturbam as conformacGes estruturais
enzimaticas, forcas de ligacdo entre os segmentos da proteina e nos sitios ativos, podendo
causar desnaturacdo reversivel ou irreversivel na molécula (BORZANI et al., 2001
FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010).
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2.2.1.1 Influéncia da temperatura

O aumento da temperatura tem sempre influéncia positiva na constante de velocidade
(k) de qualquer reacdo quimica, pois toda transformacdo quimica obedece a lei de Arrhenius
(Equacéo 1), onde A é a constante de Arrhenius, E, a energia de ativacdo, R é a constante dos
gases ideais e T a temperatura absoluta do sistema (BORZANI et al., 2001):
k=A-g~Ea/RT (1)
Porém, as enzimas sdo termolabeis, ocorrendo desta forma maior velocidade de
inativacdo térmica com o aumento da temperatura, que também segue a lei de Arrhenius
(Equacdo 2), onde kg é a constante de velocidade de desativacdo, Aq é a constante de
Arrhenius para a desativagdo da enzima e Eq a energia de ativagdo para desativar a enzima
(BORZANI et al., 2001).
ky=Aq-e /R )
A influéncia destas duas constantes de velocidades, k e kg, resulta em um ponto de
temperatura de maior atividade enzimética para uma reacdo catalisada por uma enzima. A
Figura 5 exemplifica a influéncia da temperatura na velocidade de uma reacdo enzimatica
(BORZANI et al., 2001).

Figura 5 — Influéncia da temperatura na velocidade de uma reacéo catalisada por enzimas
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O mecanismo de desativacdo térmica da enzima ocorre pela instabilidade
conformacional causada pelo aumento da temperatura. Com a elevacdo da temperatura, a

estabilidade de ligacGes intramoleculares ndo covalentes de carater exotérmico diminui.
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Existe também o aumento da entropia conformacional com a elevacdo da temperatura,
contribuindo para um estado mais desordenado da molécula (FENNEMA; DAMODARAN;
PARKIN, 2010).

2.2.1.2 Influéncia do pH

A atividade enzimatica também depende do estado de ionizacdo em que se encontra a
enzima. O pH do meio influencia nas interagdes intramoleculares da proteina através de
geracdo de forcas de repulsdo eletrostaticas e nos grupos ionizaveis dos sitios ativos
impedindo a ligacdo do substrato. As proteinas possuem maior estabilidade em seu ponto
isoelétrico (pl), que na maioria dos casos é um valor de pH levemente acido, poucas vezes em
valores levemente béasicos e raramente em valores de pH mais extremos. Assim, muitas
enzimas sdo estaveis em meios com pH neutro, pois a energia eletrostatica liquida é baixa
comparada com as forcas de interacdo favoraveis a estabilidade conformacional. De forma
geral, em pHs mais extremos, as forcas eletroestaticas agindo na enzima sdo maiores,
deformando significativamente a molécula, podendo até mesmo causar sua desnaturacdo
irreversivel (BORZANI et al.,, 2001; FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010;
NELSON; COX, 2011).

2.2.1.3 Forga cisalhante

A movimentagdo do fluido provoca o choque mecéanico das moléculas enziméticas no
meio e promove forca de cisalhamento na solugéo. Esta forga atua nas fronteiras da enzima
alterando sua conformacdo, podendo desnaturar a proteina irreversivelmente e causar sua
precipitagdo. Enzimas mais flexiveis desnaturam-se mais facilmente do que enzimas menos
flexiveis quando este pardmetro é aplicavel (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010).

2.2.2 o- Amilase

Presentes em animais, vegetais, fungos e bactérias, as a-amilases pertencem a familia
das hidrolases glicosidicas GH13 e atuam randomicamente sobre as ligacdes o 1-4 no interior
da cadeia glicosidica, como ilustrado na Figura 4. O sitio ativo das a-amilases possui a forma
tridimensional de barril-(B/a)s (TIM-barril), que consiste de oito segmentos de -folhas e oito
de a-hélices que se alternam ao longo da cadeia polipeptidica (Figura 6a). Nessas enzimas,
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um residuo aspartato (da folha p4) atua como base (nucleofilo) e um residuo glutamato (da
folha p5) atua como doador de prétons (catalise acido/base) com o auxilio de um terceiro
residuo (aspartato da folha 7), essencial para a ligacdo do substrato (ARRUDA; SANTANA,
2000; POLAINA; MACCABE, 2007; RIOS et al., 1997).

Figura 6 — Estruturas da a-amilase de Aspergillus oryzae (a) e B-amilase de soja (b)
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Fonte: adabtado de Polaina e Maccabe, 2007
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A cevada possui duas enzimas a-amilases, AMY1 e AMY2. Ambas possuem massa
molecular de 45 kDa e 80% de semelhanca na sequéncia de aminoacidos (AJANDOUZ et al.
1992). Uma diferencga caracteristica entre as duas a-amilases sdo os seus valores do pl; a
AMY1 apresenta pl entre 4,7 e 5,2 e a AMY2 apresenta pl entre 5,9 e 6,1 (SVENSSON et
al.,1985).

2.2.3 P - Amilase

Presente em vegetais superiores ou microrganismos, as p-amilases, pertencentes a
familia das hidrolases glicosidicas GH14, sdo exoenzimas que hidrolisam ligacGes
glicosidicas a-1,4, liberando unidades de maltose a partir da extremidade ndo redutora de
cadeias polissacaridicas (ilustracdo na Figura 4). Também sdo formadas por estrutura barril-
TIM e sitio ativo com forma de barril-(p/a)s, porém possuem algumas diferengas estruturais,
como por exemplo, apresentar um unico dominio (Figura 6b), com auséncia dos dominios B e

C presentes nas a-amilases. Dois residuos glutamato (Glu186 e Glu380 na B-amilase de soja)
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sdo responsaveis pela catalise, os quais estdo posicionados proximos do lado C-terminal das
folhas B4 e B7 do dominio barril-(B/a)s, além da importancia dos residuos Asp101 e Leu383.
Podem apresentar uma ou mais subunidades, dependendo de sua origem. (ARRUDA,;
SANTANA, 2000; FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010; MIKAMI; YOON;
YOSHIGI, 1999; NODA et al., 2001; POLAINA; MACCABE, 2007).

A B-amilase de cevada possui estrutura monomérica, semelhante a da soja (MIKAMI;
YOON; YOSHIGI, 1999). Suas principais caracteristicas sao massa molecular entre 56 e 60
kDa (MA et al., 2000), pl de 5,1 (EGLINTON; LANGRIDGE; EVANS, 1998; EVANS et al.,
1997; MA et al., 2000), alta atividade entre pHs de 4,0 a 7,0, pH 6timo em 4,35 (BAKER,;
SMILEY, 1985), temperatura 6tima em 55°C e baixa estabilidade térmica em temperaturas
acima de 55°C (YOSHIGI et al., 1995).

2.2.4 Pululanase

Encontradas em vegetais e bactérias, as pululanases atuam exclusivamente nas
ligagdes a 1-6 das moléculas de amilopectina, auxiliando na quebra mais completa destas
moléculas (Figura 4). Possui estrutura similar a das a-amilases e também pertencem a familia
GH13 (POLAINA; MACCABE, 2007).

2.3 Imobilizacdo enzimatica

Por serem frageis, as enzimas podem perder facilmente sua atividade. Como foi
descrito anteriormente, fatores de processo afetam a atividade das enzimas através de
mudancas conformacionais ou interagdes com 0s centros ativos das macromoléculas.

Para que as enzimas possam se tornar mais estaveis frente aos parametros de processo
que sdo submetidas, é possivel utilizar técnicas como o uso de aditivos, promover alteraces
quimicas em sua estrutura, manipular geneticamente um organismo produtor, imobilizar a
enzima em suportes ou submeter a enzima a agentes bifuncionais, conferindo maior rigidez a
estrutura enzimatica. E comum o uso de mais de uma técnica para se obter um resultado
satisfatério (BRENA; BATISTA-VIERA, 2006; GUISAN, 2006). Na Figura 7 é possivel
observar algumas técnicas de imobilizacdo em suporte e a imobilizacdo por reticulacdo de

enzimas com uso de agente bifuncional.
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Figura 7 — Métodos de imobilizagdo enzimatica
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Fonte: Fernandez-Ferndndez; Sanroméan; Moldes, 2012 adaptado por Verissimo, 2012

A imobilizacdo de enzimas em suportes solidos refere-se a retencdo do material
enzimatico em um suporte, de carater organico ou inorganico, natural ou sintético. Tem como
finalidade facilitar a separacdo e reutilizacdo das enzimas no processo, conferir maior
estabilidade e robustez as moléculas frente aos fatores desnaturantes por que passam durante
seu uso ou frente aos elementos que possam degrada-las durante seu armazenamento, e
auxiliar no controle do processo, cessando a reacdo pela simples separacdo das fases
(separacdo do biocatalisador sélido do meio reacional liquido) (SCHMIDEL et al., 2001). A
enzima imobilizada pode apresentar menor atividade em relagdo a molécula livre por conta de

problemas de difuséo do substrato no interior do suporte (HOMAEI, 2013).

2.3.1 Imobilizag&o por ligacdo covalente

A imobilizacéo por ligagéo covalente consiste basicamente em ligar uma enzima por
ligacdo covalente a um suporte organico ou inorganico previamente ativado. Este método de
imobilizacdo utiliza grupos funcionais de amino4cidos que constituem a estrutura enzimatica
para aderir a enzima ao suporte. A ligacdo ocorre através de grupamentos amino, carboxilico,
fendlico, sulfidrico, hidroxilico, de imidazol e de indol que interagem com espacadores
reativos inseridos e ativados de um suporte (KENNEDY, 1987; SCHMIDEL, 2001).
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Muitos suportes séo inertes e precisam passar por tratamento para serem ativados e
utilizados na imobilizacdo covalente. S&o introduzidos espacadores (ou bragos) aos suportes
com a finalidade de evitar o impedimento estérico na interacdo enzima-substrato. Estes bracos
podem ser introduzidos ja ativados aos suportes ou serem incorporados e posteriormente
ativados (KENNEDY, 1987).

A imobilizacdo por ligacdo covalente, se bem projetada (suporte com grande area
superficial e grupos reativos moderadamente afastados de sua superficie), pode prover
altissima rigidez e estabilidade as enzimas, evitando alteragdes conformacionais muito
grandes. Porém, podem ocorrer alguns eventos adversos, impactando na diminuicdo da
atividade enzimatica. A posi¢do como a enzima € imobilizada pode dificultar ou até mesmo
impedir o acesso do substrato ao sitio ativo. Também pode ocorrer a ligacdo de grupos
funcionais de residuos de aminoacidos do sitio ativo da molécula com o suporte, além de
rigidez excessiva da molécula, impedindo seu desdobramento (para enzimas que precisam de
conformacGes diferentes para executar suas agdes), resultando na perda da funcdo enzimatica
(BRENA; BATISTA-VIERA, 2006; GUISAN, 2006).

E possivel também executar o entrecruzamento nas enzimas ligadas covalentemente,
criando ligacBes entre as cadeias polipeptidicas, visando estabilizar enzimas multiméricas, ou
criar microambientes para as proteinas suportadas, coimobilizando-as junto de polimeros
hidrofilicos (BRENA; BATISTA-VIERA, 2006; GUISAN, 2006; KENNEDY, 1987).

2.3.2 Imobilizacédo por adsor¢éo

Consiste num método de adsorcdo fisica ou idnica das enzimas. Através de interacdes
hidrofdbicas, forcas de van der Waals, ligacdes de hidrogénio e ligacdes ibnicas (por pontes
salinas), as moléculas enzimaticas interagem com o suporte e sdo adsorvidas. Essa adsor¢édo
pode ser revertida mudando condi¢Ges como pH, temperatura, forca idnica e polaridade do
solvente do meio. Para dificultar a dessorcéo das proteinas é possivel modificar quimicamente
a estrutura do suporte a fim de se aumentar as interagdes ndo covalentes, efetuar a reticulacédo
das moléculas no suporte apds sua adsorcéo ou reduzir o tamanho dos poros (por tratamento
quimico) (BRENA; BATISTA-VIERA, 2006; GUISAN, 2006; HE et al., 2006).

A imobilizacdo por adsorcdo é um procedimento simples, barato, realizado em
condicdes suaves e tem pouco impacto na estrutura conformacional da enzima, pois esta se
orienta em posicdo preferencial e energeticamente favoravel (BRENA; BATISTA-VIERA,
2006; GUISAN, 2006; KENNEDY, 1987).
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2.3.3 Imobilizagéo por confinamento

A imobilizagdo enzimética por confinamento ocorre através da polimerizagdo in situ
do suporte ao redor das moléculas de enzima, resultando em um material poroso que retém a
enzima, porém, existe livre circulagio de substrato e produto. A medida que a formagao do
suporte ocorre ao redor das proteinas, as particulas proteicas sdo presas na matriz polimérica
formada. A polimerizacdo da matriz acontece através da agregacdo de particulas coloidais
resultando em gel coloidal, ou através de polimerizacdo de cadeias poliméricas longas,
formando géis poliméricos (BRENA; BATISTA-VIERA, 2006; GUISAN, 2006; KENNEDY,
1987).

Este método de imobilizacdo diminui o contato direto da enzima com o meio e nao
altera a conformacdo da enzima. Contudo, podem ocorrer problemas difusionais devido ao
tamanho dos poros formados, encolhimento da matriz devido ao tempo, processos de
condensacdo ou secagem. A diminuicdo do tamanho dos poros pode resultar também na
desativacdo ou lixiviacdo das proteinas. As condi¢cdes de polimerizacdo do suporte podem
também resultar na desativacdo das proteinas (BRENA; BATISTA-VIERA, 2006; GUISAN,
2006; KENNEDY, 1987).

2.3.4 Reticulagao

A técnica de reticulacdo consiste em agregar e precipitar enzimas (utilizando um
agente precipitante) com a finalidade de reticular por ligacdes cruzadas (com uso de um
agente bifuncional) os agregados formados, visando torna-los permanentemente insollveis no
meio reacional. Este método ndo utiliza um suporte, somente proteinas, podendo conter ou
ndo proteinas inertes junto as enzimas de interesse. A agregacdo e precipitacdo ocorrem
principalmente pelo uso de sulfato de amdnio (o mais utilizado), polietilenoglicol ou um
solvente organico, agregando as moléculas através de interagdes ndo covalentes. O agente
reticulador mais utilizado é o glutaraldeido que interage principalmente com grupos amino
(NH;) presentes nas enzimas, fazendo com que os agregados ndo se dispersem quando
inseridos em meio aquoso. Nos casos em que a enzima de interesse possua poucos grupos
NH, disponiveis para o entrecruzamento, é possivel adicionar uma proteina inerte com alta
densidade de grupos NH; para facilitar a reticulagio (SHELDON; SCHOEVAART; VAN
LANGEN, 2006; SHELDON 2011; TALEKAR et al., 2013).
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E possivel realizar a reticulagio das enzimas por quatro maneiras diferentes, como
ilustradas na Figura 8 (CAO; VAN LANGEN; SHELDON, 2003; MAFRA et al., 2014;
SHELDON; SCHOEVAART; VAN LANGEN, 2006):

Figura 8 — Reticulacdo de enzimas em auséncia de suportes
enzima solubilizada
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(a) cristalizacdo, (b) agregacdo; (c) secagem por atomizacdo; (d) reticulacdo direta. CRY:
cristais de enzima; AGG: agregados enzimaticos; SDE: enzima atomizada. CLEC: cristais
de enzima reticulados; CLEA: agregados enzimaticos reticulados; CSDE: enzimas
atomizadas reticuladas; CLE: enzimas solubilizadas reticuladas.

Fonte: Cao, van Langeny e Sheldon 2003 adaptado por Verissimo, 2012

e CLE (cross-linked enzyme): se procede com a reticulagdo das enzimas sem sua
agregacdo e precipitacdo. Gera um material muito fragil e de baixa atividade (Figura 8d).

e CSDE (cross-linked spray-dried enzyme): a agregacdo das proteinas ocorre através de
atomizador em spray, com posterior reticulacdo (Figura 8c).

e CLEC (cross-linked enzyme crystal): apds purificacdo da enzima de interesse,
adiciona-se agente precipitante formando cristais de alta pureza, que posteriormente sdo
reticulados com agente bifuncional (Figura 8a). E possivel realizar a precipitacdo controlada
focando somente a enzima de interesse. O processo de purificacdo ou precipitacdo controlada
é muito caro, tornando este método muitas vezes economicamente inviavel em escala
industrial.

e CLEA (cross-linked enzyme aggregate): com o auxilio de agentes precipitantes, as
moléculas proteicas em solucdo sdo agregadas e precipitadas. Depois é utilizado um agente
bifuncional para reticular os aglomerados (Figura 8b). Também é possivel inserir proteinas

inertes no meio para serem aglutinadas junto a enzima com a finalidade de auxiliar na
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formacgdo de CLEAs e garantir que as proteinas ndo se solubilizem no meio. E um método
facil e relativamente barato.

Com excecdo do CLE, a reticulacdo produz sélidos com alta atividade especifica,
diminuindo o volume ocupado pela molécula imobilizada no meio reacional. O tamanho dos
CLEAs pode variar de 1 a 100 um. As enzimas imobilizadas pelas técnicas de CLEC e CLEA
apresentam seletividade similar as enzimas livres e podem ter a atividade e
enantiosseletividade aprimoradas variando-se as condi¢des de cristalizagdo ou agregacdo. A
técnica de CLEA é mais simples de ser realizada e demanda menos tempo do que muitas
outras técnicas de imobilizacdo utilizando suportes sélidos, que muitas vezes necessitam ser
ativados ou polimerizados. (CAO; VAN LANGEN; SHELDON, 2003).

2.3.4.1 Proteinas inertes

Como descrito anteriormente, a adicdo de proteina inerte auxilia na obtencdo de
CLEAs de enzimas com poucos grupos NH, disponiveis. A proteina albumina de soro bovino
(BSA) é rica em grupos NH_, facilitando o processo de entrecruzamento, e possui alta massa
molecular (MM = 66 kDa) (TALEKAR et al., 2013).

A BSA é uma proteina de alto valor comercial. Visando buscar op¢des de proteina
inerte com valores mais acessiveis, foi levantada a possibilidade de se utilizar a proteina
isolada de soja (PS), que é gerada como subproduto da extracdo do 6leo de soja, sendo
comercializada como suplemento alimentar. A PS chega a ser 250 vezes mais barata que a
BSA (valores consultadas em marco de 2015) (PERKINS, 1995).

2.3.5 Quitosana

A escolha de um suporte deve se basear no custo do material, condi¢cdes de processo,
assim como o0 meio em que serd utilizado, afinidade das proteinas, grupos funcionais
disponiveis para interagir com a enzima ou para modificacBes quimicas, facil preparacdo,
estabilidade mecanica e rigidez, facil manipulagdo conformacional, regenerabilidade,
hidrofilicidade, toxicidade, biocompatibilidade e degradabilidade. Uma opcdo que atende
grande parte dos requisitos mencionados é a quitosana (KRAJEWSKA, 2004).

A quitosana é proveniente do tratamento basico da quitina. A quitina (Figura 9a) € um
polimero natural com grande disponibilidade na natureza, geralmente obtido como subproduto
do processamento de crustaceos. Por ser um subproduto e de grande disponibilidade, possui
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baixo custo. A quitosana (Figura 9b) possui muitas das qualidades mencionadas no paragrafo
anterior, como baixo custo, afinidade as proteinas, possui grupos aminos e hidroxilas
disponiveis, insolivel em &gua (solivel em solucdes com pH abaixo de 6,5), é atoxica,
biocompativel, fisiologicamente inerte, fungistatica e biodegradavel. Os grupos NH, sdo de
pK, proximo de 6,5, 0 que torna a quitosana um polieletrolito catibnico, possibilitando a
interacdo da matriz de quitosana com grupos funcionais anidnicos presentes em enzimas ou
com agentes bifuncionais como o glutaraldeido, formaldeido, glioxal, entre outros, tornado
possivel usar a quitosana como suporte para diversas técnicas de imobilizacdo, como por
adsorcdo, adsorcdo seguida de reticulacdo, ligacdo covalente com ativadores ou incluséo
(KRAJEWSKA, 2004).

Figura 9 — Polimeros de a) quitina e b) quitosana

e

Fonte: Krajewska, 2004.

Por ser estavel, ndo téxico e relativamente barato quando comparado com outros
polimeros, a quitosana pode ser utilizada como suporte para imobilizagdo de diversas enzimas
de interesse dos setores farmacéutico e alimenticio. Além de suporte enzimatico, a quitosana é
empregada como adsorvente para inumeras finalidades, sendo aplicada tanto em escala
industrial como laboratorial (ARRUDA e SANTANA, 2000; ROY; GUPTA, 2006;
KRAJEWSKA, 2004).
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2.3.6 Imobilizacédo de B-amilases de diferentes origens

Diversos trabalhos reportam a imobilizacdo de B-amilases de diferentes fontes
bioldgicas para a producdo de maltose a partir de fontes amilaceas.

Srivastava, Roy e Kayastha (2015) imobilizaram [-amilase de fenacho (feno-grego)
em copolimero de quitosana e polivinilpirrolidona (PVP), e em esferas de cloreto de polivinil
(PVC) tratadas com quitosana e ativadas com glutaraldeido, obtendo 85,2% e 81,0% de
atividade recuperada, respectivamente, em condi¢bes 6timas de operacdo. A adsorcdo da
enzima em suporte com quitosana-PVP durou 48 horas. O suporte de quitosana-PVC levou
dias para ser preparado, 4 horas para ser ativado e a imobilizacdo enziméatica demorou uma
noite para ser realizada.

Poddar e Jana (2011) utilizaram gelatina nas concentracbes de 10% e 5% para
imobilizar B-amilase de Bacillus subtilis, entrecruzando a enzima com 0,8% e 1,0% de
glutaraldeido, respectivamente. As atividades recuperadas, em relagdo a inicialmente
oferecida, foram de 66,6% e 63,2%, respectivamente. O periodo de preparo das gelatinas com
enzimas imobilizadas foi de uma noite.

B-amilase de batata-doce foi imobilizada por adsorcdo simples em suporte de silica
Celite-545® por Khan, Khan e Husain (2011), onde foram disponibilizadas 1232 U/Gsuporte de
enzima livre, das quais foram adsorvidas 292 U/Qsuporte (23,7% de atividade imobilizada) pela
Celite-545®, que apresentou atividade recuperada de 244 U/Gsuporte (19,8% em relacdo a
atividade inicialmente disponivel e 83% em relacdo a atividade adsorvida). A adsorcdo da
enzima foi realizada pelo periodo de uma noite.

Tavano e colaboradores (2013) imobilizaram p-amilase de batata-doce em agarose
ativada com grupos glioxil (aldeidos alifaticos), monoaminoetil-N-aminoetil (MANAE) e
glutaraldeido, imobilizando 42,2%, 100% e 100% da atividade disponibilizada para cada
método, respectivamente. As atividades recuperadas foram de 20,6%, 7,3% e 16,6%,
respectivamente para cada metodo de ativacdo. A baixa atividade recuperada foi atribuida a
problemas difusionais do substrato, que possui estrutura molecular muito grande, além de
problemas de impedimento estérico relacionados ao posicionamento da enzima e a relagéo
entre o pequeno tamanho dos espacadores e ao grande volume da B-amilase, interagdes entre
ligantes e residuos de aminoacidos de sitios ativos e a fragilidade da enzima quadrimérica.

Noda e colaboradores (2001) conseguiram recuperar somente 7,1% de atividade
adsorvendo B-amilase de batata-doce em esferas de quitosana Chitopearl BCW 3505. A
adsorcdo da enzima em suporte ocorreu por apenas uma hora. A baixa atividade aparente foi
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atribuida a dificuldade difusional do substrato devido ao seu grande tamanho. A enzima
imobilizada mostrou-se estavel frente a temperatura e o pH: a temperatura étima da enzima
aumentou de 50°C (livre) para 70°C (imobilizada), houve um aumento de 10°C na
estabilidade térmica, e retencdo de 70,9% de atividade até o 14° dia de uso em reator rotatorio
de coluna horizontal em pH 6,0 e 60°C.

Vretblad e Axen (1973) imobilizaram B-amilase de cevada por ligagdo covalente em
Sepharose (matriz de agarose) ativada com 4,4-metilenodianilina, recuperando 35% de
atividade. Houve aumentos significantes na estabilidade da enzima em condicdes de operagédo
a 45°C e condigdes de armazenamento.

Martensson (1974) imobilizou B-amilase de cevada por adsor¢do em copolimero de
acrilico-acrilamida seguida de entrecruzamento com CMDI recuperando 23%, 20% e 19% de
atividade, utilizando solucdo contendo proteinas somente de B-amilase de cevada, solucéo
contendo proteinas de B-amilase e glutationa reduzida, e solucdo contendo proteinas de B-
amilase e a albumina de soro bovino (BSA), respectivamente. A adsorc¢do da enzima (com ou
sem os aditivos) no copolimero durou 30 minutos, sendo introduzido em seguida o0 CMDI,
que reagiu por 18 horas. As enzimas imobilizadas na presenca dos aditivos obtiveram maior
estabilidade operacional do que a enzima livre ou imobilizada sem os aditivos.

E possivel observar que a imobilizagdo da enzima B-amilase pode trazer beneficios
como aumento significativo da estabilidade da enzima frente a parametros de processo e
maior estabilidade para o armazenamento da enzima. Muitas das técnicas de imobilizagéo
citadas neste item demandam tempo excessivo de preparo dos biocatalisadores imobilizados.
As imobilizagbes de B-amilase de cevada observadas anteriormente apresentaram baixa

atividade recuperada.

2.4 Fluxo em vortices de Taylor—Poiseuille

Os vortices de Taylor ocorrem em fluidos contidos em secbes anulares quando
submetidos a rotacdo de um ou dos dois cilindros. Os vortices toroidais surgem a partir de um
valor rotacional suficiente para criar instabilidade no sistema linear do regime Couette,
passando de um escoamento tangencial (regime de Couette descrito na Figura 10a) para um
escoamento com movimentos tangenciais e axiais (vortices de Taylor descrito na Figura 10b).
A movimentacdo axial do fluido, promovida pelo regime de Taylor, auxilia na fluidizacdo e
suspensdo de particulas. O nimero de Reynolds critico (Reyc) para que essa condicdo seja
atingida é dado pela equacéo obtida por Esser e Grossman (1996).
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onde n é razdo de raios (n=R;,/Rey) € o um fator de valor igual a 0,1556. Superado o regime
de Couette, os vortices de Taylor se apresentam de forma laminar, ondulatéria ou turbulenta,
conforme ilustrado na Figura 10 (GIORDANO et al., 1998; GIORDANO et al., 2000;
GIORDANO, R. C.; GIORDANGO, R. L. C., 2006, p. 321; RESENDE, 2002).

Figura 10 — Regime de Couette laminar (a), regime de Taylor laminar (b), ondulatério
(c) e turbulento (d)

L
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Fonte: ilustracdo obtida no site <https://www.tvt.Kit.edu/21 1899.php>.

2.4.1 Reator de fluxo em vortices de Taylor-Poiseuille

O reator de fluxo em vortices de Taylor—Poiseuille (RFV) é constituido basicamente
por dois cilindros de didametros diferentes, sendo o0 de menor didmetro centralizado no interior
de um cilindro de maior didmetro, com distancia minima entre o fundo dos dois cilindros,
evitando contato e atrito entre as partes e a maceracao de particulas suspensas no meio. O
cilindro interno é submetido a movimento rotacional e o cilindro externo se mantém fixo
(GIORDANO et al., 1998; GIORDANO et al., 2000; GIORDANO, R. C.; GIORDANO, R. L.
C., 2006, p. 321; RESENDE, 2002). E possivel visualizar um esquema contendo as
dimensdes de um RFV na Figura 11.


https://www.tvt.kit.edu/21_1899.php
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Figura 11 — Esquema das dimensdes de um reator
de fluxo em vortices de Taylor—Poiseuille

w

Fonte: Fonte: SALHI et al., 2012.

E possivel operar o RFV em regime batelada, semi-continuo ou continuo, controlando
diversos parametros operacionais, como: temperatura, pressdo, pH e agitacdo. Quando
operando de forma continua, 0 RFV pode se comportar de forma similar a um reator tubular
ou de mistura, apenas variando a rotacdo do cilindro interno, consequentemente, variando os
regimes de vértices de Taylor—Poiseuille de laminar para turbulento. O RFV apresenta
agitacdo eficiente para baixos valores de cisalhamento no meio reacional, sendo vantajoso
quando empregado para cultivos de células frageis ou com particulas sensiveis, como matrizes
gelatinosas de enzimas imobilizadas, em reacfes ou separacGes bioquimicas. Quando
comparado a um reator do tipo STR, 0 RFV é energeticamente mais eficiente para um mesmo
valor de rotagdo, porém o cilindro interno pode ocupar um volume muito grande do reator
(COHEN; MARON, 1983; GIORDANO, R. C.; GIORDANO, R. L. C., 2006, p. 321;
MOORE, 1994; RESENDE, 2002; FUNDA(;AO UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO
CARLOS - FUNDACAO UFSCar, 2002; FUNDACAO UFSCar, 2008).

As dimensbdes do RFV geralmente compreendem razdo de raios de 0,1 <n<0,9 e
razdo de aspecto (I'= L/d) de 0,5 <T" <100, sendo L a altura do cilindro interno e d a se¢do
anelar (d = Rgx — Ry,) entre os dois cilindros. O regime de fluxo de Taylor turbulento promove
a melhor homogeneizacdo do meio, garantindo trocas térmica e massica mais eficientes
(RESENDE, 2002). Em valores de Rey/Rey. =25 (n=0,875), 0 sistema se encontra em
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regime turbulento (DI PRIMA; SWINNEY, 1985). Para se determinar a rotagdo do cilindro

interno (o) € utilizada a equacdo adimensional para o nimero de Reynolds.

(4)

onde v é a viscosidade cinematica do fluido.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Fontes amilaceas

Neste trabalho foram utilizados casca e bagaco residuais da manufatura de amido de
mandioca doados por duas unidades industriais do interior do Estado de Sdo Paulo, a Tereos
Syral de Palmital (Ind. 1) e a Fecularia Flor de Lotus de Candido Mota (Ind. 2), e amido
soltvel grau P.A. da Sigma-Aldrich.

3.1.2 Enzimas

A enzima a-amilase termoestavel de Bacillus licheniformis (Termamyl 120L) foi
utilizada para a caracterizacdo dos residuos amilaceos industriais. Para a extracdo enzimatica
do amido dos residuos amilaceos e conversdo do amido em maltose foram empregadas,
respectivamente, a-amilase de Bacillus amyloliquefaciens (BAN 480 LS) da LNF Latino
Americana e B-amilase de cevada Tipo 1I-B (A7130-10KU e A7130-50KU) da Sigma-
Aldrich.

3.1.3 Suportes de imobilizagdo e proteinas inertes

Foram utilizados quitosana em pd da Polymar (Fortaleza, Brasil), alginato de sédio
grau P. A. da Dindmica Quimica Contemporanea, albumina de soro bovino (BSA) 96% da
Sigma-Aldrich e proteina de soja (PS) 90% (com 7% de carboidratos) da Doremus

Ingredientes.

3.1.4 Padrdes e outros reagentes

Foram utilizados glutaraldeido 25% da Vetec Quimica, padrdo de proteina Novex
SeeBlue Plus2 da Life Technologies, gel de SDS-PAGE Amersham ECL Gel 10% e tampéo
de corrida Amersham Running Buffer 10x da General Electrics Healthcare Life Science.

Todos os outros reagentes empregados eram de grau analitico.
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3.2 Métodos

Todos os ensaios foram realizados no minimo em duplicata e 0s que apresentaram
resultados mais significativos foram refeitos no minimo em triplicatas. Duplicatas de ensaios

com desvio médio superiores a 10% foram refeitos em duplicatas.

3.2.1 Caracterizacdo dos residuos

3.2.1.1 Quantificacéo do teor de amido dos residuos industriais

Amido foi extraido dos residuos industriais por método enzimatico, consistindo na
suspensdo de 1 g de residuo amilaceo, base seca (b.s.) (umidade determinada em balanga
Marte modelo D50, com aquecimento elétrico a temperatura de 105°C), em 50 mL de &gua e
0,625 mL de Termamyl 120 L. A suspenséo foi mantida em reator termostatizado a 90°C sob
agitacdo de 540 rpm por 2 horas. Apos filtracdo, a solucdo de amido foi submetida a hidrdlise
acida em autoclave por 30 minutos, utilizando 1 mL de &cido sulfurico (H2SO4) 72% (Vv/v)
para 22,5 mL de solucdo de amido. Os produtos da hidrdlise (glicose) e degradacdo
(hidroximetilfurfural) foram quantificados por cromatografia liquida.

Glicose foi quantificada em cromatdgrafo Shimadzu equipado com bomba LC-10AD
VP (vazdo de 0,6 mL/min), degaseificador de membrana DGU-20A 5R, valvula seletora
FCV-10AL VP, forno CTO-20A, injetor automatico SIL-10AD VP, detector RID-10A (a
45°C) e controladora CBM SCL-10A VP, utilizando uma coluna Biorad Aminex HPX 87H
(7,8 x 300 mm) a 45°C com solu¢do de H,SO4 5 mM como fase mével, sendo injetados 20 pL
de amostra.

Hidroximetilfurfural (HMF) foi quantificado em cromatégrafo Shimadzu equipado
com bomba LC-6AD (vazdo de 0,8 mL/min), degaseificador de membrana DGU-20A 5R,
forno CTO-10A VP, injetor automatico SIL-10AF VP, detector UV SPD-10AV VP
(comprimento de onda de 274 nm) e controladora CBM SCL-10A VP, utilizando uma coluna
Sunfire C18 (4,6 x 150 mm, 5 um) a 35°C com acetonitrila e agua Milli-Q (razdo volumétrica
1:8, contendo 1% de acido acético) como fase mével, sendo injetados 20 uL de amostra.

O percentual de amido (Xa) nos residuos amilaceos foi determinado a partir da
Equacao (5):
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0,90mg;i+1,20mpm¢

Xp (%)= ()

onde mg; € a massa de glicose, mn,s @ massa de hidroximetilfurfural e m, a massa de amostra

Ma
(b.s.), expressas em gramas.
3.2.1.2 Determinacdo de celulose, hemicelulose, lignina solGvel, lignina insolivel e cinzas

O ensaio seguiu 0 método de caracterizacdo para bagaco de cana-de-agUcar de
Gouveia et al. (2009), sendo utilizadas as amostras dos residuos industriais apés a extracdo do
amido residual. Apos secagem por 1 dia do material sélido residual da extracdo de amido, 1 g
de amostra (b.s.) foi pré-digerida com 10 mL de solugdo H,SO4 72% (v/v) em banho a 45°C
por 10 minutos sob agitacdo e maceracdo em béquer de 100 mL. A suspensdo contendo a
amostra foi transferida para um Erlenmeyer de 500 mL, sendo adicionados 225 mL de agua
destilada e o Erlenmeyer foi autoclavado por 30 minutos para realizar a hidrélise acida dos
compostos lignoceluldsicos. Depois, o meio foi filtrado em um filtro previamente tarado para
um baldo volumétrico de 500 mL, retendo lignina insoltvel no filtro. A lignina insolavel no
filtro foi lavada com 1,5 L de agua destilada. O contetido do baldo de 500 mL foi utilizado
para determinar as concentracdes de glicose, xilose, arabinose, celobiose, acido acético, acido
formico e &cido glucurénico por HPLC em coluna Biorad Aminex HPX 87H, da mesma
forma que no item 3.2.1.1, e as concentracdes de furfural e HMF foram quantificadas em
coluna Sunfire C18, também descrito no item 3.2.1.1. Foram transferidos 5 mL da solucéao
contida no baldo de 500 mL para um baldo volumétrico de 100 mL, sendo adicionados 40
gotas de solucdo hidroxido de sédio (NaOH) 6,5 M e o volume de 100 mL completados com
agua destilada, para quantificacdo de lignina solivel em espectrofotdmetro (Pharmacia
Biotech, modelo Ultrospec 2000, em cubeta de polietileno de 1,5 mL e caminho 6tico de 10
mm) no comprimento de onda de 280 nm.

As concentracdes de celulose (Cc) e hemicelulose (Cyc) no baldo volumétrico de 500
mL foram calculadas de acordo com as Equacgdes (6) e (7):

Cc (9/L)=0,90C4;;+0,95C 1o +1,20Cmi+3,09C4c for (6)
Chc (9/L)=0,88C,;;+0,88C, a5 +0,72C4c acet +1,37Cryr (7
onde Cy; é a concentragdo de glicose, Celo @ concentragéo de celobiose, Chye & concentragéo
de hidroximetilfurfural, Cscfor @ concentracdo de &cido férmico, Cy; a concentracdo de xilose,
Caab @ concentracdo de arabinose, Csicacet @ concentracdo de acido acético e Cpr a
concentracédo de furfural, sendo todas as concentragdes expressas em g/L. As porcentagens de
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celulose (Xc) e de hemicelulose (Xuc) nas amostras foram determinadas a partir das Equacoes

(8) e (9):

X¢ (%)=100 Oizc (8)
Xic (%)=100-% (9)

onde m, € a massa da amostra (b.s.) isenta de amido, expressa em gramas.
A concentragéo de lignina soluvel (Ciig.s01) contida no baldo volumétrico de 100 mL foi
quantificada a partir das Equacdes (10) e (11):

Ciigsol (9/L)=4,187-107 (Ar —Ayg) — 3,279-10 (10)
Apd: C1'81+ C2 §) (11)

onde, Ar é a absorvancia medida em 280 nm da amostra do baldo de 100 mL, Ay € a
absorvancia medida em 280 nm dos produtos da degradacdo dos acgucares, C; e C, sdo
respectivamente as concentragdes de furfural e HMF medidas do baldo de 100 mL por HPLC
e €1 e & absorvidade de furfural (146,85 L/g.cm) e HMF (114,00 L/g.cm).

A porcentagem de lignina soltvel na amostra (Xiig.so1) foi calculada a partir da Equagao
(12):

20:0,5-Cjigsol

Xjigsol (%0)=100- (12)

a

O filtro previamente tarado contendo lignina insoltvel foi seco a temperatura ambiente
por 12 horas, sendo posteriormente colocado em pesa-filtro e mantido em estufa & 105°C até a
massa (Miig.in) Permanecer constante. Depois o material foi calcinado em cadinho previamente
tarado para se determinar massa de cinzas residual (mc). O cadinho contendo a amostra foi
submetido respectivamente as temperaturas de 400°C por 30 minutos e 800°C por 1 hora em
mufla EDG 7000 (com controlador EDG 3P-S). A porcentagem de lignina insoluvel (Xjig.in) €
de cinzas (X.) foram calculadas pelas Equacgdes (13) e (14):

Xiigin (%0)=100r m"%a_mc' (13)
X (%)=100- T4 (14)

A porcentagem de lignina total na amostra corresponde a soma de Xjig.sol € Xiig.in-

3.2.1.3 Determinacdo de teor de proteinas

O teor de proteinas foi determinado pelo método de Kjeldahl, descrito por Association

of Official Analytical Chemistry (2002). Para este ensaio foram utilizados 0,2 g de amostra de
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residuo de bagaco ou de casca (b.s.), 1 g de mistura catalitica s6lida de sulfato de cobre
(CuSQ,) e sulfato de potassio (K,SO4) na razdo de 1:10 (m:m) e 10 mL de H,SO,
concentrado em tubo digestor que foi submetido a bloco digestor (Buchi 435) por 2 horas e
meia a 250°C. Apoés esfriar até temperatura ambiente, o tubo digestor foi colocado em
destilador de nitrogénio (Tecnal TE-0363), sendo adicionada solucdo NaOH 10 M até
mudanca de coloracdo do meio para preta. O contetido do tubo foi destilado por 8 minutos
para um Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de solucédo de &cido bérico 20 g/L e 3 gotas
de indicador misto (vermelho de metila e verde de bromocresol). O conteido do Erlenmeyer
foi titulado com solucdo de &cido cloridrico (HCI) 0,01 M até mudanca de coloracdo para
rosa-avermelhado. A quantidade de proteina presente em amostra foi calculada através das
Equacdes (15) e (16):

_ (VHC|'Vb) *Chcl - 14

C
N 1000 - m,

(15)

%P=Cy - 6,25 - 100 (16)

onde Cy é a concentragdo de nitrogénio em amostra (9/g), Vuci 0 volume de HCI utilizado na
titulacdo (mL), Vy, 0 volume da titulagdo em branco, Cyc a concentracdo do HCI (M), 14 a
massa molecular do nitrogénio, m, a massa de amostra (g, b.s.), %P a porcentagem de
proteina em amostra (m/m) e 6,25 é o fator de conversdo do nitrogénio total para nitrogénio

proteico.

3.2.2 Caracterizagdo da p-amilase de cevada livre e imobilizada

Os ensaios de estabilidades ao pH e térmica foram realizados com B-amilase de cevada
imobilizadas armazenadas por no méaximo 5 dias em geladeira. Os demais ensaios utilizando

enzimas imobilizadas foram realizados com enzimas imobilizadas no mesmo dia.

3.2.2.1 Atividade enzimética

As atividades enzimaticas de B-amilase livre ou imobilizada foram determinadas de
acordo com Bernfeld (1955) e Sigma-Aldrich (2014). B-amilase livre ou imobilizada foi
adicionada em 5,0 mL de solucdo de amido soluvel 1% (m/v), preparada em tampao acetato
de sédio 16 mM, pH 4,8, a 20°C sob agitacdo. A reacdo de hidrolise foi monitorada por 12

minutos retirando-se aliquotas de 0,15 mL em intervalos regulares para a quantificacdo de
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maltose por medida de ART (agUcares redutores totais) pelo método do &cido dinitrosalicilico
(DNS - MILLER, 1959), usando uma curva construida com maltose padrdo. A quantidade de
enzima (livre ou imobilizada) usada na medida de atividade era suficiente para obter-se uma
relacdo linear entre ART (equivalente em maltose) vs. tempo. Uma Unidade enzimatica de -
amilase (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 mg de maltose

por minuto nas condigdes do ensaio.

3.2.2.2 Teor de proteina soluvel

A quantidade de proteina soluvel foi determinada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976) utilizando BSA como proteina padrdo em diferentes concentracdes para
a construgdo da curva padrdo. A leitura das absorbancias das amostras foi realizada em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 595 nm.

3.2.2.3 Eletroforese SDS-PAGE

Eletroforese SDS-PAGE foi realizada de acordo com o protocolo estabelecido em GE
Healthcare - Life Sciences (2011), utilizando tampdo de corrida Amersham Running Buffer
10x, gel SDS-acrilamida Amersham ECL Gel 10% em cuba de corrida eletroforética
Amershan ECL Gel Box da GE Healthcare com voltagem de 160 V por 60 minutos. Foi
utilizado reagente de Laemmli (LAEMMLI, 1970) para o tratamento das amostras. O gel foi
revelado com solucédo reveladora de Coomassie Brilliant Blue. Para se determinar o tamanho
das moléculas, foi construida uma curva padrdo de mobilidade eletroforética relativa (Urel,
Equacdo 17) pelo logaritmo das massas moleculares (log MM) das proteinas padroes,
permitindo-se assim a determinagdo da massa molecular de uma proteina de interesse (SILVA
JUNIOR, 2001).

— distancia percorrida pela proteina 17
rel distancia percorrida pelo corante ( )

3.2.2.4 Potencial hidrogeniénico étimo

O ensaio de pH 6timo (pH,) foi realizado de forma semelhante ao item 3.2.2.1, porém
variando a condicdo de pH do meio. Os tampdes utilizados para cada valor de pH foram os
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mesmos utilizados por Baker e Smiley (1985). Para a faixa de pH de 3,0 a 5,0 foi utilizado
tampdo acetato de sddio; de 6,0 a 8,0, tampdo fosfato de sddio; para pH 9,0 foi utilizado
tampdo carbonato de sodio.

3.2.2.5 Temperatura 6tima

A temperatura 6tima (T,) da enzima foi determinada de maneira semelhante ao item

3.2.2.1, variando somente a temperatura de 30° a 60°C.

3.2.2.6 Estabilidade ao pH

A B-amilase, solivel ou imobilizada, foi incubada em pHs de 4,0 a 8,0 na temperatura
de 25°C sob agitacdo de 200 rpm em shaker por 12 horas’, sendo determinada as atividades
inicial e final (residual). Os biocatalisadores foram encubados nos mesmos tipos de tampdes
do item 3.2.2.4, respeitando as mesmas faixas de pH.

3.2.2.7 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica de p-amilase, solivel ou imobilizada, foi avaliada no pH de
maior estabilidade para cada caso, com temperaturas de 40° a 60°C em shaker sob agitacéo de
200 rpm por 12 horas’, medindo as atividades iniciais e finais (residual) de cada condicAo.

3.2.3 Imobilizacdo enzimatica

A imobilizacdo enzimética foi realizada utilizando técnicas com ou sem suportes.
Foram realizadas imobilizaces com suporte de quitosana através dos métodos por ligacdo
covalente, adsorcdo fisica (simples e com entrecruzamento) e encapsulamento, imobilizacdes
sem suporte pelo método de CLEA e também através do encapsulamento de CLEA em
suporte alginato de calcio. As imobilizagdes foram avaliadas com base nos parametros
rendimento de imobilizacdo (R;) e atividade recuperada (A), calculados de acordo com as
Equacdes (18) e (19).

" O periodo de 12 horas foi adotado para o teste por ser similar ao periodo de conversdo de amido em maltose
utilizado pela industria de xarope de maltose. Informagao obtida durante visita técnica a industria do setor.
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atividade inicial da solugdo enzimatica — atividade final da solu¢do enzimatica, (U/mL) (18)

R; (%)=100-

atividade inicial da solu¢do enzimatica (U/mL)

atividade total medida na enzima imobilizada (U
A, (%)=100- o (19)

atividade total oferecida para imobilizagdo (U)

3.2.3.1 Imobilizagcdo em quitosana

Os métodos de imobilizacdo utilizando quitosana foram baseados em Vieira et al.
(2013), sendo realizadas as imobilizagdes em quitosana por ligacdo covalente (ativada com
glutaraldeido), por adsorcdo simples, por adsorcdo e entrecruzamento (utilizando
glutaraldeido como agente entrecruzante), e por encapsulamento. Para todos 0s ensaios foram
disponibilizados 0,526 mg de proteinas do extrato bruto de p-amilase de cevada por grama de

suporte.
3.2.3.1.1 Ligagdo covalente com glutaraldeido

A imobilizacdo da B-amilase em quitosana ativada com glutaraldeido (por ligacdo
covalente) foi feita em 3 etapas: coagulacdo e formacdo dos flocos de quitosana 2%; ativacao
dos flocos por glutaraldeido; e imobilizagdo da enzima em suporte.

Quitosana em pé foi solubilizada em solucdo de acido acético (HAc) 2% (v/v) para
uma concentracdo final de 2% (m/m), seguida de coagulacdo em solucdo de hidréxido de
potassio (KOH) 0,5M (razdo volumétrica 2:3 — solucdo de quitosana:solucdo de KOH) a
temperatura de 50°C sob agitagdo moderada por 30 minutos. A ativacdo dos flocos foi
realizada adicionando glutaraldeido suficiente para se atingir uma concentracao de 0,8% (v/v)
no meio, mantendo-se suave agitacdo por 30 min. Ao final, os flocos de quitosana 2%
ativados foram filtrados, lavados com &gua Milli-Q e tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0. A
imobilizacdo da enzima foi realizada adicionando-se os flocos de quitosana 2% ativados a
solucdo enzimatica em tampao fosfato de sddio 0,1 M pH 7,0 na razdo sélido/liquido de 1:5,
sendo disponibilizado 0,526 mg de proteina do extrato bruto de p-amilase por grama de
suporte. A suspensdo foi mantida a 25°C sob agitacdo de 100 rpm em shaker. A imobilizacao
foi acompanhada por medidas de atividade da suspensdo, sobrenadante do meio de
imobilizacdo e solucdo enzimatica sem suporte (controle para monitor desativacdo da enzima

livre nas condigdes de imobilizagcdo). Ao final da imobilizacdo enzimética (atividade do
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sobrenadante constante), a enzima imobilizada era recuperada por filtracdo e lavada com agua

destilada para medida de atividade enzimatica e calculo de A..

3.2.3.1.2 Adsorcéo simples e adsor¢do com entrecruzamento

Os flocos de quitosana 2% para a imobilizacdo por adsor¢édo simples foram preparados
como descrito no item 3.2.3.1.1, exceto pela ativacdo com glutaraldeido. A imobilizacdo da
enzima em suporte por adsorgéo simples foi realizada como descrito no item 3.2.3.1.1, exceto
pela concentracdo da solugdo tampéo fosfato de sodio pH 7,0 que foi reduzida para 5 mM. Ao
fim da imobilizacdo, a enzima imobilizada foi recuperada por filtracdo e lavada com agua
destilada e solugdo fosfato de sddio 5 mM pH 7,0 para medida de atividade enzimatica e
célculo de A..

O entrecruzamento com glutaraldeido da enzima adsorvida em quitosana foi realizado
ressuspendendo a enzima imobilizada em tampéo fosfato de sédio 5 mM pH 7,0 na razédo
solido/liquido (m/v) de 1:20. Com a suspensdo mantida suavemente agitada, glutaraldeido foi
adicionado em quantidade suficiente para uma concentragdo final de 0,15% (v/v). Ap6s 1 h de
suave agitacdo mecanica a temperatura ambiente, a enzima imobilizada foi recuperada por
filtracdo e lavada com agua Milli-Q e com tampao fosfato de sddio 5 mM pH 7,0 para medida
de atividade enzimaética e calculo de A..

3.2.3.1.3 Encapsulamento

B-amilase foi encapsulada em quitosana 1% e reticulada com glutaraldeido. Quitosana
em po foi solubilizada em solucéo de acido acético (HAC) 2% (v/v) para uma concentragdo de
1% (m/m), seguida de homogeneizacao a temperatura ambiente por 1 h. Apos esse periodo de
tempo, o pH foi ajustado para 4,35, B-amilase foi adicionada em quantidade suficiente para se
atingir a concentracgéo proteica de 0,0526% (m/m) e a atividade da solucao foi determinada. A
solugédo de quitosana 1% contendo a enzima foi lentamente adicionada, com monitoramento
do pH, em solucdo tampdo Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 na razdo volumétrica solucao
enzimatica/tampdo de 1:10 sob suave agitacdo em banho de gelo por 30 min. Depois, a
suspensdo foi retirada do banho de gelo e ap6s atingir a temperatura ambiente foi adicionado
glutaraldeido suficiente para se obter concentracdo final de 0,1% (v/v). Apds 2 h de agitacao

suave a temperatura ambiente, a enzima imobilizada foi recuperada por filtracdo e lavada com
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agua destilada e tampao fosfato de so6dio 0,1 M pH 7,0 para medida de atividade e céalculo de
Ar.

3.2.3.2 Reticulacdo de proteinas agregadas (CLEA)

A priori foram definidos os reagentes e suas quantidades necessarias para a
imobilizacdo de B-amilase por CLEA, bem como tempo, temperatura e agitacdo para a
realizacdo do ensaio. Com base em Mafra et al. (2014) e Sheldon (2011), a principio foi
estabelecido o uso de solucdo tampao fosfato de sodio 0,1 M pH 7,0 para solubilizar a enzima,
BSA como proteina inerte, sulfato de aménio 5 M como agente precipitante e glutaraldeido
como agente reticulador. Posteriormente, proteina de soja (PS) foi avaliada como proteina
inerte.

O ensaio para determinar as melhores condi¢des para a producdo de CLEAs de -
amilase (CLEA-B) baseou-se no procedimento descrito por Mafra et al. (2014). A solucao
proteica (solucdo contendo enzima e proteina inerte) foi preparada de acordo com a Figura 12,
onde foram misturados volumes iguais (1:1, v:v) de solucdo enzimatica (2 mg/mL de
proteinas do extrato bruto de B-amilase solubilizadas em tampéo fosfato de sédio 100 mM pH
7,0) e de solucdo aquosa de BSA ou PS com concentragdo variavel. Apds a mistura, a solucao
proteica continha 1 mg/mL de proteinas do extrato bruto de p-amilase e a forca idnica do
tampdo era de 50 mM. Sulfato de aménio 5 M foi adicionado na razdo 1:1 (v:v) a solucgéo
proteica para promover a precipitacdo das proteinas. Depois, foi acrescentada quantidade
suficiente de glutaraldeido para se atingir as concentracdes de 30 ou 60 mM na suspensdo
proteica. As relacbes de concentragdo de BSA em solucdo proteica, concentracdo de
glutaraldeido em suspensdo proteica e quantidade de glutaraldeido por massa de proteinas
estdo descritas na Tabela 2. As mesmas relagdes para PS séo descritas na Tabela 3.

As suspensoes proteicas foram colocadas em shaker a temperatura de 4°C e rotacao de
200 rpm por 3 horas para a formacdo dos CLEAs. Apds isto, as suspensdes foram
centrifugadas a 14.800 min™ e 4°C para separacdo dos CLEAs, que foram lavados com
solucdo tampdo fosfato de sdédio 100 mM pH 7,0. Os CLEAs foram ressuspendidos em
tampédo fosfato de sdédio 100 mM pH 7,0 para medida de atividade enzimatica e calculo de Ay.



Figura 12 — Relagdes entre os componentes para a formagéo dos CLEAS

V, Solugdo Enzimética |

4>| V, Solugdo Proteica

V, Solugdo
Proteina Inerte

V, Glutaraldeido

V, Solugdo Sulfato
de Amoénia5 M

V; +V, Suspensdo Proteica
30/60 mM de Glutaraldeido

Fonte: Autor

Tabela 2 — Condigdes experimentais da imobilizacéo de f-amilase pela técnica CLEA usando
BSA como proteina inerte.

Ensaio Conc. de BSAemsol. Conc. de glutaraldeido  Conc. de glutaraldeido por

proteica® (mg/mL) susp. proteica” (mM)  massa de proteina (mM/mg)
1 0 30 60,0
2 80 30 0,74
3 60 30 0,98
4 40 30 1,46
5 30 30 1,93
6 20 30 2,86
7 0 60 120,0
8 60 60 1,97
9 40 60 2,93
10 20 60 5,71

o4

% sol. proteica contendo 1 mg/mL de proteina de extrato bruto de p-amilase em tampéo fosfato de sodio 50 mM

pH 7,0.
® susp. proteica composta por 1:1 (v:v) de sol. proteica e sol. sulfato de aménio 5 M.
Fonte: Autor

Tabela 3 — Condigdes experimentais da imobilizacdo de B-amilase pela técnica CLEA usando PS

como proteina inerte

Ensaio  Conc. de PSemsol.  Conc. de glutaraldeido  Conc. de glutaraldeido por

proteica® (mg/mL) susp. proteica” (mM)  massa de proteina (mM/mg)
1 40 30 1,46
2 30 30 1,93
3 20 30 2,86
4 15 30 3,75
5 10 30 5,45
6 30 60 3,87
7 20 60 571
8 15 60 7,50
9 10 60 10,91
% sol. proteica contendo 1 mg/mL proteina de extrato bruto de B-amilase em tampao fosfato de sddio 50 mM
pH 7,0.

® susp. proteica composta por 1:1 (v:v) de sol. proteica e sol. sulfato de aménio 5 M.
Fonte: Autor
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3.2.3.3 Encapsulamento de CLEA de p-amilase-BSA em alginato

Os CLEAs de B-amilase-BSA (CLEA-B-BSA) formados eram muito pequenos,
dificultando sua recuperagdo e manipulacdo. Visando facilitar o manuseio desses CLEAS,
encapsularam-se os mesmos em alginato. Para isso, CLEA-B-BSA preparado a partir de 1 mg
de proteinas do extrato bruto de B-amilase nas melhores condic@es avaliadas neste trabalho foi
ressuspenso em 1 mL de solucdo tampdo acetato de sédio 50 mM pH 4,35 ou solugdo tampéo
fosfato de s6dio 100 mM pH 7,00. A essa suspenséo, adicionou-se alginato de sédio suficiente
para se atingir a concentracdo de 1% (m/m). Essa suspensdo foi homogeneizada e gotejada em
excesso de solucdo de cloreto de calcio 250 mM com o auxilio de um sistema constituido de
agulha de ponta fina e soprador, mantida sob agitacdo suave pelo préprio soprador, como
demonstrado na Figura 13. As esferas de alginato de calcio formadas foram mantidas nessa
mesma solugdo por 20 minutos para cura. O meio foi filtrado, 0 CLEA-B-BSA encapsulado
em alginato foi lavado com agua destilada para medida de atividade enzimatica e célculo de
A:. O material foi armazenado a 4°C em agua destilada.

Figura 13 — Sistema para a formagéo das esferas de alginato de calcio

Fonte: Autor

3.2.3.4 Caracterizacdo do tamanho das proteinas presentes em PS

A distribuicdo dos tamanhos (em kDa) das proteinas que constituem a PS foi

determinada por SE-HPLC em cromatografo Shimadzu com coluna BioSep-SEC-s3000
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(Phenomenex) a 25°C, detector UV modelo SPD 10AVvp com detecgdo em comprimento de
onda de 214 nm, utilizando tampdo fosfato de s6dio 50 mM pH 6,8 na vazdo de 1,0 mL/min

como faze movel. A amostra de PS foi tratada com solucdo de SDS 2% e 3,0 g/L de DTT.

3.2.4 Producédo de maltose a partir de amido comercial e residual

Amido comercial e amido residual do bagaco de mandioca da Ind. 1 e da casca de
mandioca, apos extracdo enzimatica com BAN 480 LS, foram utilizados como substrato para
a producdo de maltose. A dextrose equivalente (DE) foi determinada utilizando a Equacéo
(20):

DE=100-(

quantidade de ag¢tcares redutores equivalente em massa de glicose ) (20)

massa seca de sélidos

onde a quantidade de acucares redutores foi determinada pelo método de DNS (MILLER,
1959) e quantificada a partir de curva padréo de glicose. A DE é uma forma de analisar o grau
de hidrolise da molécula de amido, onde os valores proximos de zero indicam cadeias com
altas massas moleculares (grandes polimeros de glicose e, consequentemente, poucas pontas
redutoras); com o aumento do valor da DE a massa molecular média da solugdo diminui,
indicando que as grandes cadeias de amido foram hidrolisadas em cadeias menores,
acarretando no aumento de pontas redutoras; os valores proximos de 100 indicam que o
amido foi totalmente hidrolisado a glicose (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010).

3.2.4.1 Extragdo do amido residual

O amido residual do bagacgo da Ind. 1 ou da casca foi gelatinizado em tampao fosfato
de sédio 50 mM, pH 7,0, utilizando 28,0 g de amido por L em banho fervente sob agitacéo
por 10 minutos. Apoés ajuste da temperatura para 60°C e do pH para 6,0 com solucdo de HCI,
12,6 uL de BAN 480 LS por kg de amido foram adicionados para a extracdo do amido, sendo
interrompida a reacdo ap6s 5 minutos pela adi¢do de HCI 50% (v/v) na razdo volumétrica de
HCI 50%/meio reacional de 1:333%. O meio foi filtrado a quente, a concentracdo de amido em
solucdo foi quantificada e caso necessério era diluido ou concentrado (em rota-evaporador
Heidolph Laborota 4000) até se atingir a concentracdo desejada.

¥ Metodologia desenvolvida por Mayerlenis Jimenez Rojas durante seu doutorado.
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3.2.4.2 Producéo de maltose em RFV

Em 50 mL de solucdo de amido comercial ou amido residual do bagaco ou casca de
mandioca (13,6; 30,0 e 45,7 g/L) foram adicionadas 36,0 U/L de B-amilase livre ou
imobilizada. A reacdo foi conduzida em condi¢c6es de pH e temperatura de maior estabilidade
da enzima em um RFV (dimensdes do reator no Anexo 1) com razdo de raios (n) de 0,24,
razdo de aspecto (I') de 6,32 e rotacdo do cilindro interno de 900 rpm. A conversdo do amido
em maltose (fator de conversdo igual a 0,957 Qamido/Umaltese ) TOi acompanhada com o tempo
quantificando-se maltose por HPLC. Para isso, amostras do meio reacional eram tratadas com
HCL 1 M (razdo 50:3, v:v) para interrupcéo da reacdo e as concentragdes de maltose e glicose
eram quantificadas por cromatografia liquida usando uma coluna Biorad Aminex HPX 87H
(metodologia descrita na secdo 3.2.1.1). Algumas amostras também foram analisadas pelo
método de DNS para 0 acompanhamento da reacdo em tempo real.

A produtividade (p) e a produtividade especifica (q) foram calculadas de acordo com
as equacdes 21 e 22.

p=" (21)

4=Py (22)
onde pr é a concentracdo final de maltose, p;i € a concentracdo inicial de maltose, t € o tempo

de reacdo necessario para se obter conversdo constante, V € o volume reacional e A; € a

atividade enzimatica total disponibilizada para a reacéo.
3.2.5 Ensaios de reuso da -amilase imobilizada

O ensaio de reuso de B-amilase imobilizada visou verificar a perda de atividade e o
decréscimo na conversdo a cada batelada. As condi¢des do ensaio foram as mesmas descritas
na secdo 3.2.4.2, utilizando solucdo de amido extraido do bagaco da Ind. 1 nas concentracfes
de 8,2 e 13,2 g/L, fixando o tempo de batelada em 12 horas (periodo de conversao similar ao
utilizado pela indUstria do setor) e a carga enzimatica no reator de 36,0 U/L. No inicio de cada
batelada foi determinada a atividade da B-amilase imobilizada pelo método de DNS. Ao final
de cada batelada, uma amostra do meio reacional foi submetida a tratamento &cido (HCI 1 M,
razdo volumétrica 50:3) para quantificacdo da concentracdo de maltose por HPLC (coluna

Biorad Aminex HPX 87H) e célculo da conversdo do amido em maltose. A separacdo da
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enzima imobilizada foi realizada de duas maneiras diferentes, por centrifugacdo e decantacéo,

para verificar a melhor maneira de se separar a enzima imobilizada do meio reacional.

3.2.5.1 Separacdo do biocatalisador por centrifugacéo

Ao final de cada batelada, apds a retirada de amostra para analise de maltose por
HPLC, o meio era cuidadosamente transferido para um frasco de centrifuga, o reator era
lavado com agua destilada (visando remover todo material solido do reator), sendo esta dgua
de limpeza colocada junto com o meio no frasco de centrifuga. O frasco era colocado em uma
centrifuga e submetido a rotacdo de 12.000 rpm a 4°C por 10 minutos. Depois, a fase liquida
era descartada, os solidos eram ressuspendidos em &gua destilada para lavagem e submetidos
a centrifugacdo novamente. Apds a lavagem, o liquido era descartado, os solidos eram
ressuspendidos em 50 pL de agua destilada e adicionados ao RFV contendo 50 mL de solucéao
de amido (sendo o frasco de centrifuga lavado com 5 mL de solugdo de amido do RFV),

dando inicio a uma nova batelada.

3.2.5.2 Separacdo do biocatalisador por sedimentacéao

Ao final de cada batelada, apds a retirada de amostra para analise de maltose por
HPLC, os so6lidos sedimentavam por 10 minutos e a fase liquida era retirada do RFV com o
auxilio de uma pipeta automatica. Os solidos eram lavados com &gua destilada sob rotagdo
por 2 minutos, sedimentavam por mais 10 minutos e a agua de lavagem era drenada. 50 mL
de solucéo de amido sob as condigBes de ensaio eram adicionados ao RFV, dando inicio a

uma nova batelada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicao dos residuos de mandioca

O teor de amido dos residuos de mandioca que foram utilizados neste trabalho se
mostraram dentro dos limites reportados nos trabalhos de Caldas Neto et al. (2000), Pandey et
al. (2000), Prado et al. (2000) e Sriroth et al. (2000). Na Tabela 4 é possivel visualizar que 0s
teores de amido foram superiores a 45% para todos os residuos. A composicdo dos bagacos
das duas industrias se mostraram semelhantes. Os altos teores de amido dos bagagos da
producdo industrial de fécula de mandioca por via mecanica indicaram que 0 processo de
extracdo mecanica é muito limitado. Sriroth et al. (2000) cita que a limitacdo na extracdo
mecanica do amido de mandioca pode ser devido ao alto conteudo fibroso da raiz, retendo os
granulos de amido em sua estrutura. Com base na alta quantidade de amido presente ainda nos
residuos é possivel utiliza-los para a producdo de diversos produtos de interesse comercial,
dentre eles o xarope de maltose, objeto de estudo nesse trabalho. A umidade dos residuos
mostrou-se alta, acima de 80% para 0s bagacos e proximo de 60% para a casca.

Tabela 4 — Composicdo dos residuos industriais (%, massa seca)

Parametros Bagago Ind. 1 Bagaco Ind. 2 Casca
Amido 45,69 + 0,82 48,86 + 2,43 55,3+14
Celulose 22,47 £0,98 21,74 £ 0,49 17,70 £ 0,12
Hemicelulose 14,16 £ 0,42 13,16 + 0,85 2,89 £0,02

Lignina 2,31+0,12 1,79 + 0,06 0,88 + 0,32
Proteina 0,27 + 0,04 0,36 + 0,08 2,76 + 0,04
Cinzas 0,08 + 0,02 0,110 £ 0,01 0,23 +0,01

Umidade”| 87,02 +1,23 82,51 + 0,75 61,66 + 2,17
“massa timida (MU)
Fonte: Autor

Apos a extragdo enzimética do amido, os residuos apresentaram alto teor de material
lignocelulésico e baixa umidade, como mostrado na Tabela 5. As amostras de bagaco e casca
apresentaram por volta de 40% de celulose, 26% e 6% (bagaco e casca, respectivamente) de
hemicelulose, menos de 5% de lignina e umidade inferior a 12%. Este material ainda poderia
ser utilizado para a producdo de outros produtos, como alcool de segunda geracdo ou ser
utilizado para a geracdo de energia através da queima direta em caldeiras ou gaseificacdo do
material e posterior queima dos gases em caldeiras (CHAVES, 2007; CHEMMES et al.,
2013)
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Tabela 5 — Composicdo dos residuos industriais apos extracdo enzimatica do amido (%, massa seca)

Pardmetros | Bagaco Ind. 1 Bagago Ind. 2 Casca
Celulose 41,37 + 1,80 42,51 £ 0,96 39,60 £ 0,30
Hemicelulose 26,07 £0,78 25,73 £1,67 6,46 + 0,03
Lignina 4,26 + 0,22 3,50+0,11 1,97 £0,71
Proteina 0,52 £ 0,08 0,62 £ 0,15 6,18 + 0,08
Cinzas 0,14 £ 0,03 0,21 +£0,02 0,51 +£0,02
Umidade* 11,26 £ 1,11 10,64 + 0,56 8,37 £ 0,10

“massa timida (MU)
Fonte: Autor

4.2 Caracteristicas da p-amilase

Neste trabalho foram utilizados dois lotes de B-amilase comercial. A andlise de
proteina sollivel pelo método de Bradford (1976) indicou variacbes nos teores proteicos
desses lotes, 0,5259 MQproteina/ MGextrato bruto € 0,3280 MQproteina/Myextrato bruto- A atividade
especifica, determinada pelo método de Bernfeld (1955), variou de 11,5 U/mgproteina para 7,8

U/mMgproteina, respectivamente.

4.2.1 Andlise eletroforética SDS-PAGE

A eletroforese desnaturante da B-amilase de cevada, Figura 14, apresentou 7 bandas
proteicas, além de uma banda referente a frente de corante (usada nos célculos de distancia
relativa).

Figura 14 — SDS-PAGE de B-amilase de cevada comercial nas
concentragdes de 1, 2, 4 e 5 MQproteina/ML.

kDa Bandas
250

148

- . |
50
- 4
S 5
6
- -
4
o— — — - corante

Fonte: Autor
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Com os calculos de distancia relativa (Ure) € 0 logaritmo das massas moleculares (log
MM) dos padr@es proteicos (Tabela 6), foi possivel construir um grafico Uy vs. log MM para

calcular as massas moleculares de cada banda, listadas na Tabela 7.

Tabela 6 — Dados referentes aos padrdes
proteicos do gel de SDS-PAGE.

Urel log MM

0,05042 2,3979
0,08824 2,1703
0,24790 1,9912
0,36975 1,8062
0,49160 1,6990
0,66387 1,3424

0,97059 0,6021
Fonte: Autor

Tabela 7 — Massas moleculares de cada
banda presente no gel de SDS-PAGE da
Figura 14.

Bandas | MM (kDa)
56,23
38,90
27,54
14,45
10,96

9,12

6,31

~N O OB~ W

Fonte: Autor

Com base na massa molecular de B-amilases reportadas na literatura, a banda 1 (56,23
kDa) corresponde a enzima B-amilase de cevada. As demais bandas sdo outras proteinas

menores que compdem o extrato bruto.
4.2.2 pH e temperatura 6timos
Este ensaio teve como objetivo determinar as condigdes de maior atividade catalitica

da enzima livre. Esta atividade foi relativizada em funcdo da maior atividade obtida, sendo

expressa em porcentagem.
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No perfil de atividade catalitica relativa em fungdo do pH, mostrado na Figura 15, é
possivel observar que valor de pH onde se obteve maior atividade catalitica da enzima livre
(seu pH,) foi em 6,00, diferente do valor reportado por Baker e Smiley (1985) para a -
amilase de cevada purificada (pH 4,35). Esses autores reportaram que a utilizacdo de 5
umol/mL de cisteina alterou o pH, da B-amilase de cevada purificada de 4,35 para 7,0 e,
ainda, que a enzima com este aditivo apresentava 93% de atividade em pH 8,0 e 14% em pH
9,0 contra 56% e 0%, respectivamente, para a enzima sem aditivos. Baker e Smiley (1985)
também reportam que na presenca de EDTA 1 mM a enzima apresentava maior atividade em
pH 7,0 do que em pH 4,35. Assim, a presenca de certos aditivos na preparacdo enzimatica
pode alterar o perfil da curva pH-atividade. A enzima utilizada neste trabalho é um extrato
bruto comercial de B-amilase de cevada, o qual possui outras proteinas contaminantes de
menor massa molecular, as quais poderiam ter contribuido para o aumento de atividade em
pH 6,0. Além disso, o extrato comercial pode conter aditivos para aumentar o seu tempo de
armazenagem.

Figura 15 — Perfil de atividade de B-amilase de cevada a 20°C em diferentes
valores de pH.
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pH
Ensaio realizado com solu¢do de amido soltvel 1% (m/v), preparado em
tampéo 16 mM.
Fonte: Autor

O perfil de atividade relativa em fungdo da temperatura, ilustrado na Figura 16, mostra
que a T, encontrada foi de 57°C, valor bem proximo dos 55°C reportados por Yoshigi et al.
(1995) para a enzima pura.
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Figura 16 — Perfil de atividade de f-amilase de cevada em pH 4,8 em fungéo da temperatura.
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Ensaio realizado com amido 1% (m/v), preparado em tampéo acetato de sodio 16 mM
pH 4,8.
Fonte: Autor

4.2.3 Estabilidade ao pH e a temperatura

Este ensaio teve como objetivo verificar a estabilidade da p-amilase livre em
diferentes valores de pH e temperatura apds o periodo de 12 horas. Primeiramente,
determinou-se o pH de maior estabilidade, o qual foi usado nos ensaios de estabilidade
térmica.

O teste de estabilidade ao pH (Figura 17) revelou alta estabilidade da enzima livre na
faixa de pH testada. Nos pHs de 5,0 e 7,0 a enzima apresentou ap6s 12 horas atividades
residuais de 94% e 96%, respectivamente.
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Figura 17 — Atividades residuais de p-amilase apds 12 horas de encubacdo em diferentes
valores de pH a 25°C
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Fonte: Autor

O pH de 7,0 foi adotado para a realizacdo do teste de estabilidade térmica por ter
apresentado a maior atividade residual apds 12 horas de encubacdo. Na Figura 18 nédo foi
detectada atividade enzimatica nas amostras encubadas em temperaturas de 55° e 60°C ap6s 0

periodo de 12 horas. A temperatura de maior estabilidade da B-amilase de cevada foi em
45°C.

Figura 18 — Atividades residuais de p-amilase apds 12 horas de encubacao em diferentes
valores de temperatura em tampé&o fosfato 16 mM pH 7,0
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Fonte: Autor
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4.3 Resultado das imobilizagdes

4.3.1 Imobilizacdo em géis de quitosana

Os valores de atividade recuperada (A;) obtidos pelos métodos de imobilizacdo

utilizando quitosana ndo foram satisfatorios, como listados na Tabela 8.

Tabela 8 — Rendimento de imobilizagdo (R;) e atividade recuperada (A,) para os diferentes

métodos de imobilizacdo utilizando géis de quitosana

Métodos de imobilizacdo Ri (%) A (%)
Ligacdo covalente 100,0 £ 0,0 6,69 + 0,75
Adsorcéo simples 21,44 + 3,36 23,34 £ 3,77
Adsorcdo entrecruzamento - 0,00
Encapsulamento - 1,06 + 0,47

Fonte: Autor

A imobilizacdo da p-amilase por ligacdo covalente em quitosana-glutaraldeido obteve
Ri de 100% em 1 hora. Porém, a enzima imobilizada apresentou somente 6,69 + 0,75% de A..
Tavano e colaboradores (2013) também reportam baixa atividade recuperada (em torno de
17%) para B-amilase de batata-doce imobilizada em agarose ativada com glutaraldeido.
Problemas difusionais do substrato macromolecular, impedimento estérico associado ao
método de imobilizacdo e mudanca conformacional da estrutura tridimensional da proteina
podem estar associados a baixa recuperacdo de atividade.

A adsorcdo em gel de quitosana 2% foi lenta, sendo necessario um tempo entre 5,5 a
6,75 h para se atingir o equilibrio, com um baixo R; (21,44 + 3,36% da atividade oferecida). O
pH de reacdo (pH 7,0) deveria ser favoravel a adsorcdo de B-amilase em gel de quitosana, pois
0 pl da enzima é de 5,1 (EGLINTON; LANGRIDGE; EVANS, 1998; EVANS et al., 1997;
MA et al., 2000) e em pH 7,0 a enzima apresenta carga liquida negativa. Além disso, em pH
7,0 os grupos aminos da quitosana (pKa entre 6,3 e 7,2, de acordo com Gonsalves et al.
[2011]) estdo parcialmente protonados. Assim, a interacdo entre grupos carboxilicos de
residuos Glu e Asp da enzima e grupos aminos da quitosana deveriam ser favoraveis.
Portanto, o que poderia explicar o baixo rendimento de adsor¢éo seria a glicosilacdo da -
amilase, na qual oligossacarideos se ligam a proteinas, formando glicoproteinas. A
glicosilacdo pode ser N-ligada (aclcares ligados ao NH, de residuos de asparagina) ou O-
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ligada (acucares ligados ao OH de residuos de serina ou treonina) (NELSON; COX, 2011).
Esses oligossacarideos (muitas vezes grandes) poderiam impedir estericamente o acoplamento
amino(quitosana)-carboxil(proteina). A atividade recuperada (A,) foi de 23,34 + 3,07%, 0 que
mostra que toda enzima imobilizada manteve-se ativa. Entretanto, apds a f-amilase adsorvida
em quitosana ser submetida a reticulacdo com o glutaraldeido houve inativacdo total da
atividade enzimatica.

O encapsulamento da B-amilase em quitosana 1% apresentou A, de apenas 1,06 +
0,75%. Esse baixo valor de A, pode ter sido em parte devido a fragilidade do gel de quitosana,
pois durante a filtracdo e lavagem do gel observou-se deformagdo do mesmo, o que poderia
ter acarretado em lixiviagdo da enzima das cépsulas de gel. Entretanto, novos ensaios
precisariam ser realizados a fim de se confirmar essa hipétese. Além disso, podemos atribuir
parte da perda de atividade a problemas difusionais do substrato macromolecular nos poros do

gel.

4.3.2 Imobilizacdo pela técnica CLEA

Como alternativa aos métodos utilizando suporte de quitosana, que apresentaram
baixas atividades recuperadas, foram realizadas imobilizacbes pela técnica CLEA,
primeiramente utilizando BSA como proteina inerte e, posteriormente, PS para a mesma

finalidade.

4.3.2.1 CLEA utilizando BSA como proteina inerte

Grande parte dos CLEA-B-BSA apresentaram atividade maior do que os métodos de
imobilizacdo utilizando quitosana. Na Tabela 9 é possivel notar que a condi¢do utilizada no
ensaio 4 (solugéo proteica contendo 40 mg/mL de BSA e suspensdo proteica com 30 mM de
glutaraldeido) gerou um CLEA-B-BSA mais ativo, denominado daqui em diante de CLEA-pB-
BSA-4. A atividade do CLEA-B-BSA-4 foi em torno de 3,5 vezes maior do que a obtida pela
imobilizacdo por adsorcdo simples em quitosana, observada na Tabela 8, e tdo alta quanto a
obtida por Srivastava, Roy e Kayastha (2015), porém levando muito menos tempo para ser
realizada. Todos os CLEAs formados nos ensaios de 1 a 10, apresentados na Tabela 9, eram

de dificil manipulacéo e separagdo por centrifugacdo devido ao seu tamanho micrométrico.
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Tabela 9 — Atividade recuperada (A,) de B-amilase imobilizada pela técnica

CLEA na presenga de BSA como proteina inerte.

Ensaio A, (%) Desvio (%)
1 34,19 3,33
2 54,53 0,86
3 43,24 0,38
4 82,67 5,82
5 53,12 0,08
6 33,61 0,48
7 25,75 1,20
8 0 0
9 0 0
10 0 0

Condicdes de imobilizacdo: sol. proteica contendo 1 mg/mL de proteina de
extrato bruto de B-amilase em tampdo fosfato de sédio 50 mM pH 7,0; susp.
proteica composta por 1:1 (v:v) de sol. proteica e sol. sulfato de aménio 5 M.
A concentragdo dos demais reagentes se encontra na Tabela 2. Reacdo em
shaker a 4°C e 200 rpm por 3 horas.

Fonte: Autor

Visando melhorar as caracteristicas relacionadas a manipulacdo e separacdo, foi
realizado o encapsulamento das particulas de CLEA-B-BSA em alginato de célcio. Essa
técnica poderia facilitar a separacdo do biocatalisador por filtracdo, além de proteger
estruturalmente as particulas de CLEA-B-BSA contra for¢as de cisalhamento. Entretanto, a A
para esta combinacdo de técnicas foi muito baixa. O encapsulamento a partir de uma
suspensdo CLEA-B-BSA-4 e alginato de sédio 1% em tampdo acetato de sédio 50 mM pH
4,35 rendeu A, de 13,9% e 0 mesmo procedimento realizado em tampédo fosfato de sddio 100
mM, pH 7,0 rendeu A, de 19,4%.

Como B-amilase possui boa estabilidade na faixa de pH de 4,0 a 8,0 (Figura 14), o que
poderia ter contribuido para a reducéo na atividade do biocatalisador é um provavel problema
difusional do amido (substrato macromolecular) na membrana constituida pelo polimero de
alginato de calcio, pois essa permite que somente substratos de baixa massa molecular atinjam
as moléculas de enzima encapsuladas (WEETALL, 1975).

4.3.2.2 CLEA utilizando PS como proteina inerte
Como os resultados obtidos através da utilizacdo do método CLEA para imobilizar a

B-amilase de cevada foram muito satisfatrios do ponto de vista da atividade recuperada (A;),

foi proposto o uso de PS como proteina inerte em alternativa ao uso da BSA.
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Na Tabela 10 sdo apresentados os valores de A, da imobilizacdo pelo método de
CLEA de p-amilase na presenca de PS (CLEA-B-PS), onde se observa que a condicdo
utilizada no ensaio 2 (solucdo proteica contendo 30 mg/mL de PS e suspensdo proteica com
30 mM de glutaraldeido) rendeu CLEA-B-PS mais ativo, denominado daqui em diante de
CLEA-B-PS-2.

Tabela 10 — Atividade recuperada (A,) de B-amilase imobilizada pela técnica

CLEA na presenga de PS como proteina inerte

Ensaio A (%) Desvio (%)

1 45,24 2,12
2 53,26 2,42
3 47,97 2,31
4 47,48 1,54
5 38,18 5,22
6 31,00 1,82
7 28,44 2,91
8 24,44 0,46
9 28,61 0

Condicdes de imobilizacdo: sol. proteica contendo 1 mg/mL de proteina de
extrato bruto de B-amilase em tampdo fosfato de sédio 50 mM pH 7,0; susp.
proteica composta por 1:1 (v:v) de sol. proteica e sol. sulfato de aménio 5 M.
A concentragdo dos demais reagentes se encontra na Tabela 3. Reacdo em
shaker a 4°C e 200 rpm por 3 horas.

Fonte: Autor

A PS apresentou limite de solubilidade quando misturada em agua (solucéo aquosa de
proteina inerte) e em tampdo fosfato de sodio 50 mM, pH 7,0 (solucdo proteica),
permanecendo parte do material insolivel nas solugdes. A PS é composta por mistura de
proteinas com diferentes tamanhos, como demonstrado na Tabela 11, e diferentes padrdes de
solubilidade, sendo as albuminas sollveis em agua e as globulinas soliveis em solugéo salina.
As principais proteinas que constituem a PS sdo a B-conglicinina (35% do total, massa
molecular variando de 140 a 350 kDa, dependendo da forga idnica do meio, pl de 4,64) e a
glicinina (25-35% do total, massa molecular média de 350 kDa, pl dos polipeptidios &cidos
4,75-5,4 e pl dos polipeptidios basicos 8,0-8,5). A maior parte das proteinas que comp®e PS é
insolvel em &gua no seu ponto isoelétrico (MIRANDA, 2012). Ao contrério, a BSA (massa
molecular de 66,5 kDa e pl de 4,7, segundo Peng, Hidajat, Uddin [2005]) foi totalmente

solivel em &gua.
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Tabela 11 — Composicédo da PS em relacdo ao tamanho das proteinas

tamanhos (%)

Faixa de tamanho das 057a 124a 29,0a 66,0a 200 a
oroteinas (kDa) | ~9°7 1240 200 660 200 669 909 ‘
Distribuigdo dos ‘ 2383 598 1968 3319 14,97 0 236 ‘

Fonte: Analise realizada por técnicos do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Sédo
Carlos

Embora o CLEA-B-PS-2 tenha apresentado atividade recuperada 1,6 vezes menor
comparado ao CLEA-B-BSA-4, todos os CLEAs preparados com PS eram mais facilmente
manipulados do que aqueles preparados com BSA. Os CLEA-B-PSs possuiam aspecto
gelatinoso e eram visivelmente maiores que os CLEA-B-BSAs. Além disso, sedimentavam
em alguns minutos e quando submetidos a centrifugacdo, agregavam-se facilmente em uma

Unica unidade, sendo 0 mesmo ndo observado para 0s CLEA-B-BSAs.

4.4 Influéncia da temperatura e pH nos CLEA-B-BSAs e CLEA-B-PSs

Por apresentarem as melhores atividades recuperadas (A;), decidiu-se estudar as
influéncias do pH e da temperatura na atividade catalitica e na estabilidade do CLEA-B-BSA-
4 e do CLEA-B-PS-2.

Os perfis de atividade enzimatica dos CLEAs de B-amilase em funcdo do pH foram
similares ao perfil da enzima livre, como mostra a Figura 19. Os valores de pH, do CLEA-j-
BSA-4 e CLEA-B-PS-2 foram respectivamente 6,0 e 7,0. O leve deslocamento do pH, de 6,0
(referente & enzima livre) para 7,0 no CLEA-B-PS-2 pode ter ocorrido devido a uma alteracdo
do microambiente préximo a enzima imobilizada, promovida pela PS (por ser uma mistura
heterogénea que contém proteinas de diferentes tipos e tamanhos), de forma que a
concentragdo de fons H* nesse microambiente fosse diferente da concentragdo no seio da
solucdo ou no macroambiente (efeitos eletrostaticos ou de particdo). Se o microambiente da
enzima imobilizada é carregado negativamente, a concentragdo de ions H* ser4 maior que a
do macroambiente, deslocando o perfil pH-atividade para valores mais alcalinos (BLANCH;
CLARK, 1997). Entretanto, os perfis de pH e as barras de erros mostrados na Figura 19
sugerem estudos adicionais para a comprovacdo deste fendmeno, pois, outros trabalhos,
Srivastava, Roy e Kayastha (2015) e Tavano et al. (2013), também reportam deslocamento de
pH, para B-amilases imobilizadas.
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Figura 19 — Perfis de atividade de p-amilase livre, CLEA-B-BSA-4 e CLEA-B-PS-2 em

funcéo do pH
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Ensaio realizado com solugdo de amido soltvel 1% (m/v), preparado em tampdes de
concentracdo igual a 16 mM a 20°C.
Fonte: Autor.

A temperatura 6tima (T,) dos CLEAs foi inferior a da enzima livre, como apresentado
na Figura 20. Os valores de T, para 0 CLEA-B-BSA-4 e o CLEA-B-PS-2 foram
respectivamente 55° e 50°C. A diferenca entre os valores de T, dos CLEAs em relacdo a
enzima solivel poderia ser atribuida aos diferentes microambientes das enzimas imobilizadas,
pois nesses o pH deve ser diferente ao pH da solugdo (pH 4,8) no qual a enzima soltvel foi
avaliada (ELDIN et al., 1999; SOMERO, 1978). Outros motivos para a diminuigdo da T, em
relacdo a enzima livre serdo discutidos mais adiante, depois de serem analisados 0s
comportamentos dos CLEAs em relacdo a estabilidade ao pH e térmica.
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Figura 20 — Perfis de atividade de f-amilase livre, CLEA-B-BSA-4 e CLEA-B-PS-2 em
funcdo da temperatura.
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Ensaio realizado com solugdo tampé&o acetato de sodio 16 mM pH 4,8 contendo 1% (m/v)
de amido solGvel.
Fonte: Autor

Apo6s 12 horas de encubacéo, 0 CLEA-B-BSA-4 mostrou maior estabilidade ao pH no
valor de pH 6,0 e apresentou perfil similar ao da 3-amilase livre (Figura 21). O CLEA-B-PS-2
apresentou alta estabilidade em pH 7,0. Fora de seus valores de pH mais estaveis, 0s CLEAs
apresentaram estabilidade ao pH inferior ao da enzima livre. Este fato pode ser também
consequéncia da perda de cofatores ou/e coenzimas contidas no extrato bruto da p-amilase de
cevada, que auxiliavam na estabilidade da enzima, possivelmente causada durante a etapa de
lavagem do processo de obtencdo dos CLEAs. E possivel notar também que no valor de pH
5,0 a estabilidade da enzima livre (94,2%) é maior que a do CLEA-B-BSA-4 (75,7%), que é
maior que a do CLEA-B-PS-2 (45,1%), o que pode ter contribuido para os valores de T,
apresentados na Figura 20, ja que o ensaio foi realizado em pH 4,8 (valor muito préximo do
pH de 5,0 do ensaio de estabilidade ao pH).
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Figura 21 — Atividades residuais de p-amilase apds 12 horas de encubacdo em diferentes
valores de pH a 25°C
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Fonte: Autor

Para o0 ensaio de estabilidade térmica, cujos resultados se encontram na Figura 22, o
CLEA-B-BSA-4 foi encubado em tampdo fosfato de sédio pH 6,0 e o CLEA-B-PS-2 foi
encubado em tampdo fosfato de sédio pH 7,0, ambos por 12 horas em shaker a 200 rpm.
Assim como observado na comparacédo dos perfis de temperatura da Figura 20, onde a enzima
livre teve T, maior que os CLEAS, a temperatura de maior estabilidade térmica da enzima
livre também foi maior que a temperatura dos CLEAs. O CLEA-B-BSA-4 apresentou maior
valor de atividade recuperada (80,7%) na temperatura de 40°C, assim como o CLEA-B-PS-2
(96,1%). Na temperatura de 55°C é possivel perceber um aumento na estabilidade térmica
promovida pela técnica de CLEA (SHELDON, 2011), ja que a enzima livre se encontrava
completamente inativada nesta temperatura. Este fato pode ser atribuido a uma rigidificacao

supramolecular das cadeias proteicas da B-amilase e da proteina inerte empregada (BSA ou
PS), causada pela reticulacdo com o glutaraldeido.
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Figura 22 — Atividades residuais de p-amilase livre e imobilizada ap6s 12 horas de
encubacdo em diferentes valores de temperatura e pH 6,0 (CLEA-B-BSA-4) e pH 7,0 (B-
amilase soltvel e CLEA-B-PS-2).
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Fonte: Autor

4.5 Producgdo de maltose a partir de amido

A producdo de maltose a partir de amido foi catalisada por p-amilase livre e
imobilizada (36 U/L) em reator de fluxo em vortices (RFV) operando em regime turbulento
(agitacdo de 900 rpm do cilindro interno, suficiente para que ocorresse a suspensao total das
particulas de CLEA) e em condicGes 6timas de temperatura e pH.

A escolha do CLEA para essa etapa teve como base os resultados de atividade
recuperada, os testes de influéncia do pH e temperatura no biocatalisador (dados resumidos e
apresentados na Tabela 12), e sua facilidade de manipulacdo. A atividade recuperada de
imobilizacdo (A;) do CLEA-B-BSA-4 foi maior que a do CLEA-B-PS-2. Entretanto,
comparando os valores de atividade residual apresentados pelos CLEAs nos testes de
estabilidade, € possivel visualizar maior estabilidade ao pH e térmica do CLEA-B-PS-2. Alem
disso, 0 CLEA-B-PS-2 era de mais facil manipulacdo e separacdo do que o CLEA-B-BSA-4,
como comentado no item 4.3.2.2. Assim, foi escolhido o CLEA-B-PS-2 para ser utilizado na

producéo de xarope de maltose a partir de amido catalisada por p-amilase imobilizada.
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Tabela 12 — Comparativo dos melhores resultados para a B-amilase livre,
imobilizada em CLEA-BSA e CLEA-PS

Livre CLEA-B-BSA-4 CLEA-B-PS-2
Atividade imobilizada (%) - 82,67 + 5,82 53,26 + 2,42
pH 6timo 6,0 6,0 7,0
Temperatura 6tima (°C) 57 55 50
pH mais estavel 50e7,0 6,0 7,0
Atividade ap6s encubacdo por 12h | 94,19 + 0,02 e
em pH mais estavel (%) 95,99 + 0,60 e
Temperatura mais estavel (°C) 45 40 40
Atividade apos encubagio por 12| e 47, 597 g075+075 96,12 %550
em temperatura mais estavel (%)

Fonte: Autor

As condicdes de pH e temperatura para a reacdo de hidrélise do amido catalisada por
B-amilase livre foram pH 7,0 e temperatura de 45°C. A hidrolise catalisada pelo CLEA-B-PS-
2 foi realizada em pH 7,0 e 40°C. Para a condi¢édo de pH 7,0 foi utilizado tampéo fosfato de
sodio 50 mM. Foram realizados ensaios de hidrolise utilizando como substrato amido soluvel
comercial, amido residual do bagaco da Ind. 1 e amido residual da casca da mandioca. As
conversdes foram calculadas com base na concentracdo de maltose, quantificada por HPLC
(exemplos de cromatogramas sé@o mostrados no Apéndice I1).

Inicialmente, o desempenho do biocatalisador CLEA-B-PS-2 foi comparado ao da
enzima livre na producdo de maltose a partir de amido comercial solavel (30 g/L), com carga
enzimatica no reator de 1,2 U/g de amido. A Figura 23 mostra que os perfis de hidrolise foram
similares, atingindo conversdes maximas ap6s 12 h de 51,5 + 2,9% e 46,4 = 5,4%,
respectivamente para p-amilase solivel e imobilizada. Yoshigi e colaboradores (1994)
reportam conversdo de amido solivel (solugcdo 5,0 g/L em tampdo acetato 50 mM, pH 5,5 e
37°C) em maltose de 57,7% utilizando p-amilase de cevada (335 U%/g de amido).

® Uma Unidade (U) foi definida por Yoshigi e colaboradores (1994) como a quantidade de enzima necesséria
para liberar 1 pmol de 2,4-diclorofenol por minuto a partir de 2,4-diclorofenil-B-maltopentosideo.
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Figura 23 — Conversdo de amido comercial em maltose em RFV (900 rpm)
utilizando B-amilase livre (45°C e pH 7,0) e CLEA-B-PS-2 (40°C e pH 7,0),
solucéo de amido comercial 30 g/L e 1,2 U/g de amido.
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Fonte: Autor

As conversdes de amido de bagaco da Ind.1 extraido por via enzimatica (amido
hidrolisado por a-amilase) foram superiores aquelas obtidas com amido soltvel comercial, ou
seja, 67% e 46,4% em 12 h, respectivamente (Figura 24) ou num curto periodo de tempo (4 h)
66% e 29,5%, respectivamente. Esse melhor desempenho pode ser explicado pela dextrose
equivalente (DE) de cada substrato. O amido soltuvel comercial possui DE muito baixa,
préxima de zero, indicando cadeias polissacaridicas de alta massa molecular, enquanto a DE
do amido extraido por via enzimética era de 15,88 (valor calculado de acordo com a Equacéo
20), indicando cadeias polissacaridicas de menor massa molecular e, portanto, mais
disponiveis para a atuacao da enzima B-amilase.

Utilizando amido hidrolisado com menor concentracdo (13,6 g/L, DE de 15,88) e
maior carga enzimatica (2,65 U/g de amido), conversdo de aproximadamente 70% foi obtida
em 4 h de reacdo, valor muito préximo ao obtido com amido hidrolisado 30 g/L.

Esses resultados mostram o potencial de aplicacdo do biocatalisador CLEA-B-PS-2 na
producéo de xarope de maltose a partir de amido residual do bagaco de mandioca.
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Figura 24 — Conversdo de amido em maltose em RFV (900 rpm) utilizando CLEA-
B-PS-2 a 40°C, pH 7,0.
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Fonte: Autor

Foi realizado também um ensaio de producdo de maltose utilizando amido residual da
casca de mandioca na concentracdo de 45,7 g/L (DE de 7,07) e CLEA-B-PS-2, sendo
observada uma conversdo de 45,7% de amido em maltose em 20 horas. A menor conversao
comparada a obtida com amido extraido do bagaco deve-se, provavelmente, a menor DE do
amido extraido da casca de soja e a menor carga enzimatica por grama de amido (0,79 U/g).
Esses resultados evidenciam a importancia em se avaliar a DE do substrato, bem como a
relacdo enzima/substrato (U/g de amido), na producéo de xarope de maltose, pois as maiores
produtividades de maltose (2,5 a 5,2 kg/m®-h, Tabela 13) foram obtidas com amido extraido
de bagaco de mandioca, que possuiam valores mais altos de DE (15,88).

Em todos os ensaios realizados com B-amilase (livre ou imobilizada) ndo se detectou
liberacdo de glicose (como € possivel observar nos cromatogramas de HPLC apresentados no
Apéndice Il), confirmando a alta especificidade da enzima na producéo de xarope de maltose
de alta qualidade.
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Tabela 13 — Produtividades e produtividades especificas de producédo de xarope de maltose

a partir de amido em RFV catalisada por -amilase livre ou imobilizada (CLEA-B-PS-2)

Conversao Tempo de - Produtividade
. . ~ Produtivida e
Enzima e substrato considerada conversao de (kg/me.h) especifica
(%) considerado (h) grm- (kg/U.h)
B-amilase livre e amido 5
comercial 30 g/L (DE = 0) St 1z Lasle S
CLEA-B-PS-2 e amido 5
comercial 30 g/L (DE = 0) 46,38 12 121 3,37x10
CLEA-B-PS-2 e amido 5
bagaco 30 /L. (DE = 15,88) 66,00 4 5,17 14,37 x 10
CLEA-B-PS-2 e amido 5
bagaco 13,6 g/L(DE = 15,88) 0077 4 2,49 6,91x10
CLEA-B-PS-2 e amido casca 45,69 20 1.0 3,03 x 10°

45,7 g/L (DE = 7,07)
Fonte: Autor

4.6 Ensaios de reuso do CLEA-B-PS-2

Para os ensaios de reuso do biocatalisador, foram realizados ciclos de 12 horas em
RFV usando amido extraido do bagaco de mandioca da Ind. 1 nas concentracfes de 8,2 e 13,2
g/L, usando cargas enzimaticas de 4,39 e 2,73 U/g de amido, respectivamente. A recuperacao
do biocatalisador foi realizada de duas formas, centrifugagéo e sedimentacédo, respectivamente
para 0s ensaios com amido nas concentracgdes de 8,2 e 13,2 g/L.

A Figura 25 mostra as conversdes de amido em maltose para cada reuso do CLEA-j-
PS-2, onde se observa uma reducdo significativa da conversdo da primeira para a segunda
batelada. Parte dessa reducdo pode estar associada a perda de biocatalisador entre as
bateladas, pois com a recuperacéo por centrifugacdo observou-se reducdo em torno de 40% na
conversdao da primeira para a segunda batelada, e com a recuperagdo por sedimentacédo
observou-se reducdo em torno de 65% na conversdo. Fica evidente, que a melhor forma de
recuperacdo dos CLEAs de B-amilase é por centrifugacdo, pois a sedimentacdo, no tempo
considerado (10 minutos) pode levar a perda de biocatalisador, principalmente as particulas de
menor tamanho. Entretanto, aumentando-se o tempo de sedimentacdo pode-se reduzir perda
de biocatalisador.

Para as demais bateladas, as conversdes se mantiveram aproximadamente constantes,
particularmente para recuperacao do biocatalisador por sedimentacdo (conversdo em média de
20%), na qual as particulas menores poderiam ter sido perdidas na primeira etapa de
recuperacdo do biocatalisador, preservando somente as particulas maiores, mais facilmente

sedimentaveis no tempo de 10 minutos. De fato, observou-se que entre as bateladas,
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recuperando o biocatalisador por sedimentacdo, a quantidade de sdlidos no reator se mantinha
aparentemente constante. Com a recuperacdo do biocatalisador por centrifugacéo, a conversao
para as demais bateladas sofreu uma reducéo gradativa, atingindo aproximadamente 38, 33 e
26% para a segunda, terceira e quarta bateladas, respectivamente. Neste caso, observou-se que
a centrifugacdo removia, além do biocatalisador, outras particulas suspensas no meio
reacional, ocasionando um pequeno acumulo de material insolvel no reator.

Além dos problemas reportados anteriormente, outra possivel causa para a reducdo da
conversdo com o reuso do biocatalisador deve-se, eventualmente, a lixiviacdo de moléculas de
enzima do CLEA para o meio reacional. Esse problema, se existente, podera ser corrigido
otimizando a etapa de entrecruzamento com glutaraldeido na preparacdo do CLEA-B-PS-2
para evitar perda de enzima por lixiviacdo. Entretanto, independentemente dos problemas
levantados acima, esse trabalho mostrou que a técnica de CLEA é muito eficiente para a
imobilizacdo de B-amilase, apresentando alta eficiéncia na producdo de xarope de maltose a
partir de amido residual de bagaco de mandioca.

Figura 25 — Ensaios de reuso do CLEA-B-PS-2 na producdo de maltose a partir de amido
extraido do bagaco de mandioca em RFV a 40°C, pH 7, em ciclos de 12 horas.

70

EEmsg2g, /L 439U/g . Recup. CLEA-B-PS-2 - centrifugagéo

I 1329 /L; 2,73 U/g__ :Recup. CLEA--PS-2 - sedimentagio

amido amido’

Connverséo (%)

1 2 3 4
Ciclo de 12 horas

Recuperacédo do biocatalisador por centrifugacdo ou sedimentacao.
Fonte: Autor
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5 CONCLUSOES

Os bagacos e a casca de mandioca utilizados neste trabalho exibiram elevado teor de
amido (respectivamente, 46-49 e 55%, massa seca), o qual pode ser extraido por via
enzimatica e transformado em produtos com alto valor agregado. Além disso, apds a extracdo
do amido, os residuos solidos gerados ainda apresentavam potencial de aplicacdo industrial
devido ao elevado teor de material lignoceluldsico. Dessa forma, os residuos da extracao
mecanica de amido da mandioca poderiam ter outras aplicaces além das atuais, que sdo 0 uso
como fonte amilacea em ragdes animais, fertilizantes naturais ou compostagem em aterros
sanitarios.

A enzima selecionada para este trabalho (B-amilase de cevada), na forma de extrato
bruto, apresentou massa molecular de 56,23 kDa, temperatura em 57°C, pH 6timo de 6,0 e
boa estabilidade em uma faixa de pH de 4,0 a 8,0 (25°C) e na temperatura de 45°C (pH 7,0).

Dentre os métodos de imobilizacdo estudados, a técnica de CLEA mostrou-se mais
promissora para a imobilizacdo de B-amilase de cevada. Variando-se a concentragdo de
proteina inerte (BSA ou PS) e a concentracdo de glutaraldeido, pode-se obter B-amilases
imobilizadas com atividades recuperadas de aproximadamente 83% e 53% (usando BSA e PS,
respectivamente).

Os biocatalisadores CLEA-B-BSA-4 e CLEA-B-PS-2 apresentaram perfis de pH-
atividade similares ao da enzima soltvel, com pH 6timo ao redor de 6,0 e 7,0. Os CLEAs
apresentaram valores de temperatura Otima inferiores ao da enzima livre, 55 e 50°C,
respectivamente. Os CLEAs foram mais sensiveis a variagdo de pH, mostrando-se mais
estaveis em pH 6,0 (CLEA-B-BSA-4) e pH 7,0 (CLEA-B-PS-2). Quanto a temperatura, 0s
CLEAs mostraram-se mais estaveis do que a enzima livre, apresentando atividade a 55°C apds
encubacdo de 12 horas, enquanto a enzima livre era totalmente inativada. Comparando as
duas condi¢Bes estudadas de sintese de CLEAs, o CLEA-B-BSA-4 obteve melhor atividade
recuperada de imobilizacdo (A;) e maior valor de temperatura 6tima, jA o CLEA-B-PS-2
perdeu menos atividade nos seus valores de temperatura e pH mais estaveis, e possuia
caracteristicas fisicas que facilitavam sua manipulacdo e separacdo, sendo escolhido para 0s
ensaios de producdo de maltose a partir de amido residual do processamento de mandioca.

CLEA-B-PS-2 e B-amilase livre apresentaram desempenho similar na converséo de
amido comercial em maltose, mostrando que a enzima imobilizada ndo apresentava (ou muito
pouco) limitacdo difusional intraparticula. A producdo de maltose a partir de amido residual
do bagaco em reator de fluxo em vortices (RFV), catalisada por CLEA-B-PS-2, atingiu altos
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valores de conversio (até 70% em 4 horas) e elevada produtividade (5,2 kg/m>.h). Além do
bagaco, a casca de mandioca mostrou-se um substrato em potencial para a producdo de
maltose.

Apesar de alguns problemas de separacdo e recuperacdo do biocatalisador, tanto por
centrifugacdo como por sedimentacgéo, os resultados desse trabalho mostraram a possibilidade
de reuso do CLEA-B-PS-2 na producdo de maltose a partir de amido extraido do bagaco de
mandioca. Entretanto, ainda é necessario um trabalho de otimizacdo da etapa de
separacao/recuperacdo do biocatalisador por sedimentacdo ou centrifugacdo para o seu reuso.

Neste trabalho foi possivel mostrar que o emprego de um reator de fluxo em vortices
(RFV), a utilizacdo do bagaco e casca de mandioca como fonte amilacea e o uso de CLEA-pB-
PS-2 como biocatalizador na producdo de maltose sdo alternativas altamente viaveis.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Ainda existem questdes que ndo puderam ser abordadas neste trabalho e poderiam ser
estudadas em futuros trabalhos, dentre eles:

a) Determinacdo dos parametros de temperatura e pH étimos da B-amilase purificada;

b) Determinacdo dos pardmetros cinéticos dos CLEAs de B-amilase e da enzima livre;

C) Determinagdo do tamanho e da porosidade dos CLEAs de B-amilase, preparados com
e sem proteina inerte (BSA e/ou proteina de soja);

d) Estudo da influencia na atividade imobilizada do CLEA-B-PS das diferentes proteinas
contidas na proteina isolada de soja variando as faixas de tamanho de proteinas usadas
para compor 0os CLEA-B-PSs;

e) Estudo da influéncia da técnica de CLEA em camada utilizado BSA e proteina isolada
de soja na atividade imobilizada, nos parametros de temperatura, pH e cinéticos da
enzima imobilizada;

f) Comparacdo do uso do reator de fluxo em vértices com o uso de reator batelada
convencional frente a conversdo do amido em maltose e a diminui¢do do tamanho dos
CLEA-B-PS antes e depois da operacéo;

g) Estudo do desempenho do reator de fluxo em vortices operando de forma continua na
converséo do amido catalisada por CLEA-B-PS.
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Os cromatogramas deste apéndice foram obtidos com o uso de coluna Biorad Aminex

HPX 87H (7,8 x 300 mm) a 45°C com solucdo de H,SO, 5 mM como fase moével a uma

vazdo de 0,6 mL/min.

Cromatograma de padrdes de polimeros de glicose com ligacdo a-1,4 solubilizados em tampéao fosfato de sddio

50 mM pH 7,0
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DP1 - glicose; DP2 — maltose; DP3 — maltotriose; DP4 — maltotetraose;
DP5 — maltopentose; DP6 — maltoexaose.

Fonte: Autor

Tempos de retencéo dos polimeros de glicose e do tampao fosfato de sodio

Composto

Tempo de Retencéo (min)

Glicose (DP1)
Maltose (DP2)
Maltotriose (DP3)
Maltotetraose (DP4)
Maltopentose (DP5)
Maltohexaose (DP6)

Tampdéo Fosfato
Fonte: Autor

8,939
7,457
6,848
6,554
6,430
6,378
8,274
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Cromatograma de amostras de hidrélise de amido comercial 30 g/L catalisada por B-amilase livre (1,2 U/g de
amido) em RFV a 45°C, pH 7,0.

50000 ] om L
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Cromatograma de amostras de hidrélise de amido comercial 30 g/L catalisada por CLEA-B-PS-2 (1,2 U/g de
amido) em RFV a 40°C, pH 7,0.
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Cromatograma de amostras de hidrélise de amido residual de bagaco da Ind. 1 13,6 g/L catalisada por CLEA-B-
PS-2 (2,65 U/g de amido) em RFV a 40°C, pH 7,0.
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Cromatograma de amostras de hidrélise de amido residual de bagaco da Ind. 1 30 g/L catalisada por CLEA-B-
PS-2 (1,2 U/g de amido) em RFV a 40°C, pH 7,0.

160000

140000 —-
120000 —-
100000 —-

80000 —-

60000

Intensidade do Pico

40000
20000

04

5

Fonte: Autor

Tempo de Retencéo (min)



	 
	1 INTRODUÇÃO
	2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	2.1 Mandioca e produtos de interesse
	2.1.1 Amido
	2.1.2 Resíduos
	2.1.3 Maltose

	2.2 Enzimas
	2.2.1 Atividade enzimática
	2.2.1.1 Influência da temperatura
	2.2.1.2 Influência do pH
	2.2.1.3 Força cisalhante

	2.2.2 α – Amilase
	2.2.3 β – Amilase
	2.2.4 Pululanase

	2.3 Imobilização enzimática
	2.3.1 Imobilização por ligação covalente
	2.3.2 Imobilização por adsorção
	2.3.3 Imobilização por confinamento
	2.3.4 Reticulação
	2.3.4.1 Proteínas inertes

	2.3.5 Quitosana
	2.3.6 Imobilização de β-amilases de diferentes origens

	2.4 Fluxo em vórtices de Taylor‒Poiseuille
	2.4.1 Reator de fluxo em vórtices de Taylor‒Poiseuille


	3 MATERIAIS E MÉTODOS
	3.1 Materiais
	3.1.1 Fontes amiláceas
	3.1.2 Enzimas
	3.1.3 Suportes de imobilização e proteínas inertes
	3.1.4 Padrões e outros reagentes

	3.2 Métodos
	3.2.1 Caracterização dos resíduos
	3.2.1.1 Quantificação do teor de amido dos resíduos industriais
	3.2.1.2 Determinação de celulose, hemicelulose, lignina solúvel, lignina insolúvel e cinzas
	3.2.1.3 Determinação de teor de proteínas

	3.2.2 Caracterização da β-amilase de cevada livre e imobilizada
	3.2.2.1 Atividade enzimática
	3.2.2.2 Teor de proteína solúvel
	3.2.2.3 Eletroforese SDS-PAGE
	3.2.2.4 Potencial hidrogeniônico ótimo
	3.2.2.5 Temperatura ótima
	3.2.2.6 Estabilidade ao pH
	3.2.2.7 Estabilidade térmica

	3.2.3 Imobilização enzimática
	3.2.3.1 Imobilização em quitosana
	3.2.3.2 Reticulação de proteínas agregadas (CLEA)
	3.2.3.3 Encapsulamento de CLEA de β-amilase-BSA em alginato
	3.2.3.4 Caracterização do tamanho das proteínas presentes em PS

	3.2.4 Produção de maltose a partir de amido comercial e residual
	3.2.4.1 Extração do amido residual
	3.2.4.2 Produção de maltose em RFV

	3.2.5 Ensaios de reuso da β-amilase imobilizada
	3.2.5.1 Separação do biocatalisador por centrifugação
	3.2.5.2 Separação do biocatalisador por sedimentação



	4 RESULTADOS E DISCUSSÃO
	4.1 Composição dos resíduos de mandioca
	4.2 Características da β-amilase
	4.2.1 Análise eletroforética SDS-PAGE
	4.2.2 pH e temperatura ótimos
	4.2.3 Estabilidade ao pH e a temperatura

	4.3 Resultado das imobilizações
	4.3.1 Imobilização em géis de quitosana
	4.3.2 Imobilização pela técnica CLEA
	4.3.2.1 CLEA utilizando BSA como proteína inerte
	4.3.2.2 CLEA utilizando PS como proteína inerte


	4.4 Influência da temperatura e pH nos CLEA-β-BSAs e CLEA-β-PSs
	4.5 Produção de maltose a partir de amido
	4.6 Ensaios de reuso do CLEA-β-PS-2

	5 CONCLUSÕES
	6 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS
	BIBLIOGRAFIA
	APÊNDICE I – Dimensões do Reator de Fluxo em Vórtices tipo batelada
	APÊNDICE II – Cromatogramas obtidos por HPLC



