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Il Resumo

Este trabalho teve como objetivo purificar as amilases do malte de milho
em resina de troca idnica por cromatografia em leito expandido e, depois, usar
essas enzimas na hidrélise do amido de mandioca para obter o alcool apdés a sua
fermentac&o. As resinas idnicas usadas foram as Amberlites nas formas aniénica
IRA410 e catidnica IRA120 e, para sua fluidizac&o, utilizou-se o tampao fosfato
0,05 a pH 7, o qual expandiu o leito de 4 cm para 8, 12 e 16 cm. Estas enzimas
foram usadas na hidrélise de uma solucéo a 3% de amido de mandioca, a pH 7
e 60 =5 °C. Este xarope foi fermentado sob ag¢éo das leveduras S. cerevisae. Os
resultados mostraram que a resina aniénica é mais eficiente na purificagéo das
amilases do malte de milho do que a catidnica, e a 8 cm de altura se obteve um
fator de purificag&o maior do que 500. Durante a hidrélise do amido de mandioca
observou-se um rendimento de apenas 9%, enquanto a fermentacao teve um
rendimento de 50%, o que é considerado bom, j& que 0 maximo tedrico € 51,11%;
0 que demonstra a viabilidade deste processo.

Palavras-chave: Malte de milho; Hidrdlise; Amido de mandioca;
Adsorcdo em leito expandido,; Fermentacdo; Alcool.

B Summary

In this work aimed to purify the amylases from corn malt by ion-exchange
expanded bed chromatography and after, to use of these enzymes in hydrolysis and
fermentation of manioc starch. The Amberlite 410 anion-exchange and 120 cation-
exchange resins were used as an adsorbent and the 0.05 M phosphate buffer at
pH 7 was used to fluidize the resin bed from 4 cm until 8, 12 and 16 cm. Purified
enzymes ware used to hydrolysis of a 3% starch solution at 7 and 60 + 5 °C. This
syrup was fermented by S. cerevisae yeast to obtain the alcohol. Results show
that Amberlite IRA 410 anion-exchange resin obtained the higher purification
factor than Amberlite IR 120 cation-exchange resin, where the 8 cm a purification
factor valor was more than 500 time. A yield of 9% could be obtained in hydrolysis
process and a 50% of alcohol yield in fermentation process, this valor is consider
high due to maxim theoretical yield to be of 51.11%. This results show the viability
of this process, expanded bed adsorption, fermentation, alcohol.

Key words: Corn malt; Hydrolysis; Manioc starch; Expanded bad adsorption;
Fermentation; Alcohol.
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Il 1 Introducao

Os crescentes reajustes que vém sofrendo o
preco do petréleo e a crise energética iminente anun-
ciada pelo governo norte-americano desencadearam a
busca por novas fontes de combustiveis que pudessem
substituir o petroleo. No Brasil, a utilizacdo do alcool
combustivel mostrou-se benéfica, tanto do ponto de
vista ambiental como também pela eficiéncia na geracao
de trabalho mecénico, além de sua caracteristica reno-
vavel e, portanto, praticamente inesgotavel (FERREIRA
et al., 2005). A producéo de alcool por via fermentativa
€ uma tecnologia muito desenvolvida neste pals, sua
transferéncia renderia muitas divisas e colocéa-lo-ia em
condigdes muito favoraveis no panorama energético,
principalmente se forem consideradas as constantes
oscilagdes do preco do petrdleo internacional.

Comumente utiliza-se a cana-de-aguUcar
(Saccharae spp.) para a obtencéo do etanol, mas sua
cultura exige solos com elevada pluviosidade e ferti-
lidade, aléem de possuir um limitado periodo util de
industrializacdo (safra). Entretanto, qualquer produto
que contenha carboidratos constitui matéria-prima para
a obtencéo de alcool. O amido, depois da celulose, é o
carboidrato mais encontrado na natureza. Apés hidrélise
torna-se fermentavel, possibilitando a producéo de alcool
(FERREIRA et al., 2005).

A maioria dos produtos biotecnolégicos de impor-
tancia comercial é produzida em meio fermentativo, como
os biorreatores. Estes se encontram misturados a células,
enzimas, sais e a produtos gerados durante a fermen-
tacdo, necessitando de um tratamento que possibilite a
sua isolacao destes materiais (muitas vezes indesejaveis),
0 que acaba elevando os custos na purificacdo destes
produtos (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, 1990).

A adsorcéo em leito expandido (ALE) é originaria
da cromatografia de proteinas, e € baseada na fluidizacao
do leito de adsorventes cromatograficos. O acréscimo
de intersticios pelo aumento dos vazios no leito permite
a aplicacéo direta de uma alimentacéo bruta contendo
suspensdo de material biolégico (ex: células, detritos,
substratos insoltveis, etc.). Isto reduz as etapas de
purificacdo destes materiais diminuindo também seus
custos. A fluidizac&o do leito promove uma maior inte-
racao das particulas do leito e as moléculas alvo 0 que
pode elevar a afinidade do meio cromatografico, por uma
maior exposicdo da éarea superficial das particulas do
adsorvente (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, 1990;
FERNANDEZ-LAHORE et al., 2001).

Em seu trabalho Chang e colaboradores (1994)
purificaram a glicose 6-fosfatodehidrogenase produzida
a partir da S. cerevisiae num biorreator, sendo este mate-
rial bioldgico bruto alimentado diretamente na coluna
de adsorcdo em leito expandido contendo o adsorvente
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STREAMLINE™ vermelho H-E7B. Utilizaram dois padrdes
para fluidizar o meio, o tampé&o fosfato 0,05 M pH 6,0 e
uma solucao de glicerol a 25% no mesmo tampéo fosfato
anterior, sendo que este segundo propiciou uma maior
expanséo do leito, um fator de purificacao de 12 vezes e
uma recuperacéao de 86% da enzima alvo, apos eluicéo
em duas fases: a primeiracom 10 mM de NADPem 0,1 M
de TRIS/ HCI pH 8,0 e a segunda com 2 M de NaCl em
0,1 M TRIS/ HCI pH 8,0.

Dentre as enzimas utilizadas comercialmente,
merecem destaque as a-amilase (EC 3.3.1.1; a-1,4 glicano,
4 - glicanohidroxilase) e B-amilase (EC 3.2.1.1, a-1,4,
glicanomaltohidrolase) por sua variada aplicabilidade
em processos industriais, na hidrélise do amido (Aguilar
et al., 2000; Nirmala e Muralikrishna, 2003). Tais enzimas
s&o obtidas comumente de malte de cevada ou de micro-
organismos e seus precos, apés purificagéo, alcangcam
US$ 1500,00/g (SIGMA, 1996).

O milho (Zea mays) é um produto agricola muito
difundido no Brasil, comercializado in natura ou proces-
sado a baixo valor econdmico. Sendo assim, a obtencao
das enzimas o e B-amilases de malte de milho geraria
um produto de alto valor agregado.

Este trabalho teve como objetivo purificar as
amilases do malte de milho em resina de troca idnica
por cromatografia em leito expandido e depois, usar
essas enzimas na hidrélise do amido de mandioca para
se obter o é&lcool apés a sua fermentacdo. As resinas
ibnicas usadas foram as Amberlites nas formas anibnica
(IRA410) e catidnica (IRA120).

I 2 Material e métodos

2.1 Materiais

Utilizou-se para fluidizar o leito de resinas adsor-
ventes, o tampao fosfato 0,05 M a pH 7, preparado a
partir da mistura de solugdes preparadas com fosfatos
de potassio mono basico e de sédio di basico, ambos
fornecidos pela VETEC (Rio de Janeiro, Brasil); as resinas
anidénica Amberlite IRA 410 e catibnica Amberlite IR 120, 0
acido dinitro salicilico (DNS), o azul brilhante de comassie,
o0 acido fosforico e o tartarato duplo de sddio e potassio
foram fornecidos pela VETEC (Rio de Janeiro, Brasil); o
alcool etilico foi fornecido pela Synth (Sao Paulo, Brasil);
o hidréxido de sédio e 0 amido soltvel foram fornecidos
pela Merck (Darmstedst, Alemanha).

2.2 Obtencao do malte de milho

As sementes foram selecionadas, pesadas,
lavadas, postas a absor¢cdo de umidade entre 40 e
45% e colocadas em meio germinativo em escala
laboratorial por aproximadamente 4 a 5 dias. O malte
foi seco nas temperaturas do planejamento, triturado,
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armazenado e guardado a 5 °C (BIAZUS et al., 2006b;
CURVELO-SANTANA, 2003).

2.3 Ensaios enzimaticos

A 20 mL de uma solucéo de amido soluvel a 2%
em tampao acetato 0,1 M a pH 4,8 foram adicionados
500 pyL de amostra enzimatica e a concentracédo de
glicose gerada foi medida apds 10 min de incubacgéo a
30 £ 2 °C. Uma unidade de atividade enzimatica é dada
como sendo a quantidade de glicose gerada em pmol
por 1 min sob as condi¢cbes do ensaio (BIAZUS et al.,
2006a; b; NIRMALA e MURALIKRISHNA, 2003; REGULY,
1996). A atividade especifica é dada pela atividade por
mg de proteina. A concentragdo de proteina foi medida
pelo método de Bradford (1976).

2.4 Purificacdo das amilases

Uma coluna de vidro com dimensdes de 1 x 30 cm,
contendo um pistdo de altura ajustavel foi usada na parte
superior e uma tela de mesh 60 entre as juncdes inferiores
da coluna e na parte inferior do pistao para evitar perda
de adsorventes. Uma régua foi usada na lateral da coluna
para possibilitar o ajuste da altura do leito. A adsorcées
de enzimas foram realizadas com o sistema em leito
fixo (4 cm) e expandido (8, 12, 16 cm) em temperatura
ambiente (22 °C) e pH 7. O leito de adsorventes foi pré-
equilibrado na altura de trabalho (4, 8, 12 ou 16 cm) com
o tampé&o fosfato 0,05 M, entdo, 5 mL da solucao de malte
de milho a 2% no tampé&o usado foram injetados abaixo
do leito da coluna para promover a adsor¢éo das enzimas
sobre a resina Amberlite IRA 410. A elui¢ao foi feita pelo
uso de uma solugéo de NaCl 0,25 M a 14 mL.min™" de
fluxo descendente (BIAZUS et al., 2006a; KALIL, 2000;
SANTOS, 2001, YAMAMOTO et al., 2001) (Figura 1).

O rendimento do processo foi avaliado por dois
parametros, dados pelas Equacdes 1 e 2. A primeira é a
recuperacao da atividade enzimatica (RA) que compara a

Saida

Pistdo

_T— Entrada

Figura 1. Esquema da coluna de ALE usada.
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atividade total no material purificado com a atividade total
no material bruto (dado em porcentagem), e a segunda
€ o fator de purificacédo (FP) que compara a atividade
enzimatica especifica total no material purificado com a
atividade enzimatica especifica total no material bruto,
como seguem:

_ AtividadeEnzimaticaRe cuperada ,
~ AtividadeEnzimaticalnicial

RA 100 (1)

_ AtividadeEnzimaticaEspecificaRe cuperada
AtividadeEnzimaticaEspecificalnicial

FP

()

2.5 Hidrdlise do amido de mandioca

A escala de purificacdo de enzimas foi ampliada de
forma a se obter um volume suficiente para ser utilizado
na hidrolise em 1 L de solucdo de amido, no biorreator
na propor¢cdo de 1 mL de enzimas para cada 25 mL
de solucdo de amido. Neste processo, utilizou-se uma
soluc&o de amido de mandioca a 30 g.L™', em pH 7, na
temperatura de 65 °C.

As concentracdes de acgucares redutores (AR,
dada em glicose) foram medidas de tempo em tempo
para se obter a curva cinética para as devidas tempera-
turas e concentracGes de amido usadas. O rendimento
do processo de hidrélise (%R, ,..) foi obtido pela
concentragao de amido hidrolisado (C, . iaoisado) € @
concentragéo de amido inicial (C, ) ou a relagéo entre
a glicose gerada (C,...)e @ concentragao de glicose
teorica (Cyowmeorica = 1 111°C o iiomcia): COMO segue na
Equacado 3 (CADOGAN e HANKS, 1995; FERREIRA et al.,
2005):

()/ORHidrélise - (CAmidoHidrolisado ] * 100 — ( CGlicose J * 1 00 (3)
GlicoseTedrica

Amido

2.6 Fermentacao do xarope de amido de mandioca

Ao xarope obtido da hidrolise do amido de
mandioca no biorreator foram adicionados 1 g.L™" de
NH,H,PO, , 0,1 g.L" de MgSO, e chaptalizados com
até 100 g.L-' com sacarose, para facilitar adaptacéo da
levedura. O mosto, com pH corrigido entre a faixa de 4-5,
foi esterilizado por choque térmico (100 °C por 15 min e
posterior resfriamento). Trés diluicdes das dornas princi-
pais foram feitas para facilitar a adaptacao da levedura
(do género Saccharomyces) que foram inoculadas no
menor destes recipientes. A cada dia de fermentagéo,
todo o volume do recipiente fermentado foi transferido
para o seguinte (do menor para o maior), até a inoculagéo
na dorna principal, onde ficou até o final da fermentagéo.
O teor alcodlico e de AR (em g glicose.100 mL™") foram
medidos regularmente para acompanhar o desenvolvi-
mento da fermentacdo (ASCAR, 1985; FERREIRA et al.,
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2005; REGULY, 1996). O rendimento da fermentacéo foi
obtido pela Equacao 4 (FERREIRA et al., 2005).

Rendimento =

°GL ou %(v/v)dofermentado

0,795(g/mL)

2*180
342

100 (4)
(@]*(gamidoHOOmLH(
162

)(g Sacarose /100mL)

I 3 Resultados e discussao

3.1 Estudo da purificacdo das enzimas do malte

A seguir, nas Tabelas 1 e 2 estéo apresentados
os resultados da purificacdo das amilases do malte de
milho por adsor¢do em leito expandido, usando as resinas
Amberlite IRA 410 e Amberlite IR 120, respectivamente,
com tampao fosfato 0,05 pH 7 como fluidizador. Obser-
VOU-se uma boa afinidade de adsorcéo entre aresina e as
amilases, o que indica que o tampé&o fosfato nao interferiu
na interac&o entre as enzimas e as resinas.

Pela Tabela 1 percebe-se que houve um decréscimo
do fator de purificacdo com a altura do leito expandido e
qgue na altura do leito de 8 cm ocorreu a melhor condicéo
de purificacdo destas enzimas usando a adsorcao por
leito expandido, sobre a resina de troca iénica IRA 410, em
que um fator de purificacéo superior a 500 foi alcancado.
O fator de purificagdo foi muito alto, o que comprova a

boa afinidade existente entre a resina usada e as amilases
(MENDU et al., 2005; KALIL, 2000).

Pela Tabela 2, nota-se que a medida que se
expandiu o leito (aumentando-se a altura), elevou-se o
fator de purificagdo da enzima. Comportamento inverso
ao obtido pela resina aniénica. Outro acontecimento que
chamou a atencao foi que somente no maior grau de
expansao o fator de purificacao do processo cromatogra-
fico usando adsorgdo em leito expandido superou o fator
de purificacédo da cromatografia tradicional.

Comparando-se os fatores de purificacdo das
amilases de malte de milho por adsor¢éo em leito expan-
dido utilizando-se a resina catidnica Amberlite IR 120 com
os fatores de purificacdo das mesmas enzimas utilizando
a resina aniénica Amberlite IRA 410, percebe-se que a
resina anidnica € dez vezes mais eficiente que a resina
catiénica. Isso pode ter acontecido, provavelmente, pelo
fato das amilases possuirem metais em sua estrutura (Ca2
para a o-amilase e Mg? para a -amilase) (HALPERN,
1997; WISEMAN, 1987). Assim sendo, estas enzimas
s8o carregadas negativamente, enquanto que a resina
contém cations derivados de amonio em suas estruturas,
0s quais possuem afinidade por anions (BIAZUS et al.,
2006a; MENDU et al., 2005; KALIL, 2000; TOLEDO et al.,
2007).

Embora os fatores de purificacdo obtidos
com a Amberlite IR 120 sejam considerados bons,

Tabela 1. Purificagcdo das amilases de malte de milho por adsorcao em leito expandido utilizando a resina catiébnica Amberlite
IRA 410, a pH 7 € 22 °C.

Leitos H Amostras  Atividade Proteina Atividade Recuperacao Fator de
(cm) (U) (ng) especifica (U.mg-') da atividade purificagao
Fixo 4.2 Malte 2087,0 885,43 2357,0 100 1
Eluido 1229,0 8,7175 140980 58,89 59,81
Expandido 8,0 Malte 1894,5 893,28 2120,8 100 1
Eluido 3905,5 3,2650 1196144 206,1 564,0
12,0 Malte 36,500 832,49 43,844 100 1
Eluido 38,500 18,128 21177 105,5 48,30
16,0 Malte 36,500 832,49 43,844 100 1
Eluido 32,500 16,658 1951,0 89,04 44,50

Tabela 2. Purificacdo das amilases de malte de milho por adsorcado em leito expandido utilizando a resina catiénica Amberlite
IR120, apH 7 e 22 °C.

Leitos H Amostras Atividade Proteina Atividade Recuperacao Fator de
(cm) (V) (Hg) especifica (U.mg-') da atividade purificacao
Fixo 4,2 Malte 54,06 282,311 5222,374 100 1
Eluido 0,9015 170,353 188963,2 60,34 36,18
Expandido 8 Malte 54,06 388,407 7185,002 100 1
Eluido 1,922 191,387 99565,47 49,27 13,86
12 Malte 54,06 143,663 2657,577 100 1
Eluido 2,480 107,504 43351,98 74,83 16,31
16 Malte 54,06 143,663 2657,577 100 1
Eluido 0,7247 104,389 144035,3 72,66 54,20
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pois diversos autores obtiveram valores menores
que estes (CURVELO-SANTANA, 2003; NIRMALA e
MURALIKRISHNA, 2003), é perceptivel que a Amberlite
IRA 410 foi muito mais efetiva na purificacao das amilases
de malte de milho do que a primeira, ja que na melhor
condicdo o seu fator de purificacdo supera em dez vezes
o da Amberlite IR 120. Assim sendo, indica-se que para
se purificar as amilases de malte de milho deve-se usar
0 processo de adsorcdo em leito expandido com as
Amberlites IRA 410 em uma altura que seja o dobro da
altura do leito fixo, utilizando-se o tampéao fosfato no pH 7,
para expandir o leito.

3.2 Uso das enzimas purificadas na obtencao do
alcool

As Figuras 2 e 3 séo, respectivamente, as curvas
de hidrélise de amido de mandioca pelas enzimas do
malte de milho purificadas em Amberlite IRA 410 e leito
fluidizado, e as curvas de alcool, acucar redutor (AR)
e redutor total (ART), obtidas durante o processo de
fermentag&o do mosto oriundo do xarope obtido do amido
de mandioca.

Pela primeira figura, nota-se que a hidrdélise foi alta
até a primeira hora, tornando-se constante e lenta, logo
apos. Esse comportamento pode ser traduzido como
uma baixa resisténcia da enzima livre a temperatura a
que foi exposta (65 °C) por um extenso tempo. O estudo
de termo estabilidade apresentado para a enzima do
malte de milho ndo imobilizada ja havia comprovado a
reducdo brusca da atividade enzimatica com o tempo
de exposicao. Essa reducéo néo foi percebida para as
enzimas imobilizadas.

A partir da segunda figura, sobre a fermentacéao,
nota-se a elevacao do teor de AR no inicio da fermentacéo,
mostrando que o amido continua sendo transformado,
pelas amilases, em acucares, hidrolisados pelas inver-
tases presentes no meio, e que constantemente foram
convertidos em alcool.

Durante a hidrélise do amido de mandioca obser-
vou-se um rendimento de apenas 9%, considerado baixo
com relacéo aos citados pela literatura e bem menor do
que foi obtido pelas enzimas do malte de milho nas formas
livres ou imobilizadas. Entretanto, durante o processo de
fermentacédo, observou-se que a hidrélise do amido, pelas
enzimas purificadas, teve continuidade. Isso ocorreu
porque a medida que sua massa celular aumentava as
leveduras aumentavam o consumo de acucares. E como
estes acucares séo inibidores das amilases, a reducgéo
na sua concentracio reativou as enzimas no meio. Em
cinética, o produto inibe o catalisador quando a reacéo
atinge o equilibrio, por isso um valor de 100% de hidrélise
é dificilmente alcangado.

Braz. J. Food Technol., VIl BMCFB, dez. 2008
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Figura 2. Ampliacdo de escala do processo de hidrélise do
amido de mandioca utilizando amilases de malte de milho
purificadas por adsorcao em leito expandido. A hidrélise foi
realizada em um biorreator de 1L, com pH 7 e 65 °C.
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10

Teores de alcool (°GL)
AR e ART (g.100 mL™")
»

A A
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2
0 — n n
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—— Alcool (°GL) -= ART (g.100mL) & AR (g.100 mL")

Figura 3. Curva de fermentagao do mosto contendo amido de
mandioca e hidrolisado por enzimas de malte de milho purifi-
cadas por adsorgéo em leito expandido.

Assim, as enzimas continuaram contribuindo
durante o processo de fermentacéo e isso levou a um
rendimento em producao de alcool maior do que 50%, o
que foi considerado muito bom e o rendimento foi superior
aos obtidos por Ferreira et al. (2005) e por Neves et al.
(2006).

Il 4 Conclusoes

O tampé&o fosfato n&o interferiu na afinidade entre
estas enzimas com a resina € a resina aniébnica Amber-
lite IRA 410 possui dez vezes mais afinidades com as
amilases do malte de milho que a resina catiénica Amber-
lite IR 120. Quando se expandiu o leito até 8 cm com as
resinas de troca anidnica Amberlite IRA 410, obteve-se
um fator de purificagao superior a 500.

A hidrélise do amido de mandioca pelas enzimas
purificadas alcancou um rendimento de apenas 9%,
entretanto, a contribuicdo das enzimas continuou sendo
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dada durante o processo de fermentacao, e isso levou a
um rendimento em producéo de alcool maior do que 50%.
Assim, conseguiu-se obter as condi¢des 6timas de puri-
ficac&o de amilases de malte de milho e demonstrou-se
que 0 seu uso na producgao de éalcool a partir do amido
de mandioca é viavel.
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