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RESUMO

Nos ultimos 30 anos, 0s processos industriais de fermentacdo alcodlica aumentaram,
significativamente, a rentabilidade global das destilarias brasileiras de 75-80% para 90-
92% e reduziram os custos de producdo. Varios fatores contribuiram para a melhoria
dos processos industriais, incluindo a identificagcdo, monitoramento e selecédo de
linhagens de leveduras. Materiais amilaceos representam uma fonte muito importante e
promissora de biomassa renovavel. Para transforma-los em aclcares fermentaveis, a
degradacdo do mesmo depende da acdo das enzimas que realizam a bioconverséo desse
material e € um dos principais fatores que devem ser considerados. A estratégia adotada
para desenvolver esse trabalho foi a otimizacdo dos meios de cultura para a producéo
das amilases recombinantes através da metodologia de superficie de resposta (RSM)
baseada no Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) que foi usada também
para otimizar os sélidos e as cargas enzimaticas para aumentar a liberacdo de glicose e o
rendimento da hidrolise enzimatica;, concentracdo por sistema de ultrafiltracdo
tangencial em membranas; avaliacdo da hidrolise atraves das fermentacdes e analise do
produto final por cromatografia gasosa (CG). Neste contexto, o estudo em questdo teve
como objetivo otimizar a producdo de amilases recombinantes para hidrolise de fontes
amilaceas visando producdo de alcool de amido. O hidrolisado da fécula de mandioca
Manihot esculenta Crantz, fonte amilacea utilizada, foi obtido com a utilizacdo de
amilases recombinantes, sendo uma a-amilase clonada de Bacillus licheniformis e uma
glicoamilase clonada de Aspergillus awamori ambas expressas em Pichia pastoris
GS115, advindas de trabalhos anteriormente desenvolvidos em nosso grupo de
pesquisa. O hidrolisado obtido foi fermentado pela levedura Saccharomyces cerevisiae
comercial em sistemas conhecidos como fermentdmetros (airlock). As cargas 6timas de
solidos e carga de mistura enzimatica estabelecidas com RSM foram de 458,1 g/L e
19,15 uL/g de amido de fécula, respectivamente, e nessas condi¢bes (330 + 4) g/L de
glicose foram obtidos, correspondendo a um rendimento de hidrélise de 89,36%. O
hidrolisado resultou em uma concentracdo de 64,62 g/L de etanol correspondendo 86%
de conversdo em 10 h de fermentagdo, com eficiéncia de hidrolise fermentativa (HF)
igual a 86,16%, produtividade volumétrica (Qr) 6,46 g/Lh e fator de rendimento em
substrato consumido (Yrss) de 0,431 g/g.

Palavras-chave: Etanol; biomassas; amilases recombinantes; fermentacéo.



ABSTRACT

Over the last 30 years, the industrial alcoholic fermentation processes have,
significantly, increased the global profitability of Brazilian distilleries from 75-80% to
90-92% and reduced its production costs. Several factors contributed to the industrial
processes improvement, including the identification, monitoring and the selection of
yeast lineages. Starchy materials represent a very important and promising source of
renewable biomass. To transform them into fermentable sugars, their degradation
depends on the action of enzymes that can make the bioconversion of this material and
it’s one of the main factors to be considered. The adopted strategy to develop this work
was the culture medium optimization to the production of recombinant amylases
through the Response Surface Methodology (RSM) based on the Rotational Central
Composite Design (RCCD) which was also used to optimize the solids and the
enzymatic loads to increase the glucoses releases and the enzymatic hydrolysis yield;
concentration by tangential ultrafiltration in membranes; evaluation of the hydrolysis
through the fermentation and analysis of the final product by gas chromatography. In
this context, the present study aimed to optimize a production of recombinant amylases
for hydrolysis of starchy resources aiming the starch alcohol production. The
hydrolyzate of the cassava starch Manihot esculenta Crantz, the used starch source,
have been obtained by the recombinant amylases utilization, being a cloned a-amylase
from Bacillus licheniformis and a cloned glucoamylase from Aspergillus awamori both
expressed in Pichia pastoris GS115, derived from previous works of our research team.
The obtained hydrolyzate was fermented by a commercial Saccharomyces cerevisiae
inside commercial systems named fermentometers. The optimal solid loads and enzyme
blend loads set by RSM was 458,1 g/L and 19,15 pL/g of starch, respectively, and by
these conditions was obtained (330 £ 4) g/L of glucose, corresponding to a hydrolysis
yield of 89,36%. The hydrolyzate resulted in a concentration of 64,62 g/L of ethanol
corresponding to 86% of conversion in 10h fermentation, with the fermentative
hydrolysis (FH) at 86,16%, volumetric productivity (Qr) 6,46 g/Lh and a yield factor in
consumed substrate (Yrpss) of 0,4319/g.

Keywords: Ethanol; biomass; recombinant amylases; fermentation
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INTRODUCAO

Até 2040 o aumento da demanda de energia do planeta deve chegar a 30%. Os
motivos para essa estimativa estdo diretamente ligados a economia global que cresce a
taxa média de 3,4% ao ano; a populacdo que se expande de 7,4 bilhdes hoje para mais
de 9 bilhdes em 2040 e o processo de urbanizagdo. Essa demanda crescente confere
novos desafios que repercutem a geracdo e consumo de energia. Atualmente as fontes
renovaveis de energia atendem apenas a 40% desse aumento de demanda. O uso do
petroleo continua a crescer até pelo menos mais duas décadas, embora a um ritmo cada
vez menor, pois a busca de estudos e aplicacBes de fontes de energia de matérias-primas
alternativas renovaveis se intensificaram como, por exemplo, as biomassas.
Simultaneamente, estudos revelam elevacdo das concentracbes de gas carbonico na
atmosfera acarretando provavelmente o aquecimento global, e como consequéncia, as
regides da Terra apresentam mudancas climaticas bastante rigorosas (EPE, 2018).

O Brasil, com sua agigantada extensdo territorial, associada as excelentes
condicdes edafoclimaticas, € considerado um paraiso para producdo de biomassa para
fins alimentares, quimicos e energéticos.

Ainda segundo a Empresa de Pesquisa Energética (EPE) (2018), para 2030 a
demanda de etanol no Brasil é de 24,7 bilhdes de litros, no entanto tdo-somente o alcool
produzido a partir do caldo de cana, o chamado etanol de primeira geracdo, ndo sera
capaz de suprir essa demanda, confirmando a necessidade do uso de outras fontes para
que seja alcangada.

Em 1997, foi estabelecido um acordo que visava a reducdo das emissdes
gasosas, o Protocolo de Kyoto, que em 2015 foi substituido pelo Acordo de Paris, 0
tratado foi o pioneiro que comprometeu os paises industrializados com a reducdo dos
gases de efeito estufa, incentivando largamente a utilizacdo de biomassas como fonte de
energia alternativa ao petréleo. Nesta conjuntura, a Pesquisa e Desenvolvimento acerca
dessas matérias-primas foram intensificadas e bastante diversificadas, para a devida
substituicdo as fontes fosseis, em particular as chamadas biomassas residuais. Com a
finalidade de minimizar esta realidade, o uso de matérias primas como amido ou outros
produtos da biomassa, oriundos de residuos agroindustriais para a producao de etanol,
tem sido bastante impulsionado.

O amido e um substrato renovavel, biodegradavel e ndo toxico amplamente

utilizado nas indastrias alimenticias, téxtil, para a elaboracdo de compostos
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farmacéuticos, na producdo de resinas naturais e materiais termoplasticos
biodegradaveis. Sendo possivel também sua utilizagdo na producéo de &lcoois finos
para o preparo de bebidas e de alcool carburante. Este substrato tem demonstrado
possibilidade de proporcionar bons rendimentos do produto quando tratados com
enzimas, em detrimento dos tratamentos quimicos. Assim 0 uso de enzimas é de
considerdvel importancia e atrativo, por estas serem produzidas por uma diversidade de
microrganismos e industrialmente por diferentes técnicas incluindo fermentagdo
submersa, continua e a fermentacdo em estado solido, numa quantidade e qualidade
desejada, utilizando os microrganismos naturais ou 0s bioengenheirados.

Enzimas sdo bastante exploradas pela industria biotecnolégica, onde sé&o
amplamente utilizadas em varias aplicacfes. Estes biocatalizadores de origens
microbiana, possuem vantagens sobre equivalentes de origem animal ou vegetal, tais
como: menores custos de producado, producdo em larga escala industrial, amplo aspecto
de caracteristicas fisico-quimicas e elevada especificidade da acdo biocatalisadora. O
emprego de enzimas amiloliticas na producéo de etanol a partir de substratos amilaceo,
mostra-se vantajoso, por trazer reducdo dos custos, permitindo que as etapas de
sacarificacdo (hidrolise do amido em glicose) e fermentacdo sejam realizadas
concomitantemente, melhorando a eficiéncia da conversao do amido.

Embora a hidrélise enzimatica tenha se consolidado como o procedimento mais
efetivo pelos rendimentos observados, por ndo gerar inibidores formados na hidrélise
acida e pelas vantagens ambientais, a sua viabilidade econémica esta relacionada aos
custos das enzimas, que no Brasil sdo obtidas em sua grande maioria pela importacéo,
elevando, portanto, os custos do tratamento enzimatico.

Devido a esta forte dependéncia do setor de producédo de proteinas brasileiro ao
mercado internacional, faz-se necessario o desenvolvimento de processos e formas
variadas de producdo interna. Para tanto, 0 emprego da biotecnologia é indispensavel na
tentativa de se desenvolver meios modernos e satisfatorios, que potencializem o
desenvolvimento e a consolidagcdo do mercado de produgéo de enzimas no Brasil.

As enzimas se fazem necessarias para a degradacdo de algumas biomassas, por
exemplo, os tipos de amidos.

Segundo Buckeridge et al. (2009) o amido é um polimero composto por
unidades de glicose repetidas denominadas ligagdes glicosidicas a (1,4) esta dentre as

biomassas que s&o utilizadas para obtengdo do etanol. As plantas utilizam o amido
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como principal reserva de energia, armazenando os carboidratos na forma de granulos
nas sementes, frutos, tubérculos e raizes; dependendo da planta.

Amidos de plantas diferentes divergem em estrutura, assim como amidos de uma
mesma planta podem ser diferentes. Trata-se de um substrato renovavel, biodegradavel
e ndo tdxico, amplamente utilizado nas industrias de alimentos, téxtil, para a elaboragéo
de compostos farmacéuticos, na producdo de resinas naturais e materiais termoplasticos
biodegradaveis; nestas Ultimas aplicaces utiliza-se 0 amido modificado, acetilacéo,
eterificacdo e a esterificacdo, sdo alteracfes que vem sendo usadas para 0s amidos na
industria de alimentos, papéis e filmes, essas alteracdes conferem ao amido
modificagdes estruturais que podem ser aplicadas, como por exemplo na producéo de
eletrolitos solidos poliméricos. (CEREDA; VILPOUX, 2003d; HONORATO et al.,
2015).

Uma grande quantidade e variedades de enzimas encontram-se envolvidas na
mobilizagdo do amido, séo as chamadas hidrolases. Essas enzimas atacam a estrutura do
amido no centro da molécula (endo-enzimas) ou na por¢do terminal ndo redutora da
molécula (exo-enzimas) (BUCKERIDGE et al. 2004). Sendo que a clivagem endo é
realizada pela a-amilase (EC 3.2.1.1) na quebra das ligacdes do tipo o (1,4) interna ao
polissacarideo, ressaltando que a a-amilase atua junto ao granulo de amido intacto;
seguidamente oligossacarideos, que sdo produzidos apds a ac¢dao da a-amilase, séo
clivados pelas exo-enzimas, resultando em monémeros de glicose.

A conversdo de glicose a etanol é conhecida como fermentacédo alcodlica e pode
ser considerada, na maioria das vezes, como a oxidacao anaerobica, parcial, da glicose,
pela acdo de leveduras, onde o produto final é alcool etilico e anidrido carbdnico, porém
alguns produtos secundarios também sdo gerados. Esse € um processo de grande
relevancia, pois todo o alcool industrial assim como todas as bebidas alcodlicas sejam

elas destiladas ou ndo, sdo obtidas através dessa conversdo (VICENZI, 2009).

Portanto, faz-se justificar este trabalho, a busca permanente por insumos que
possam colocar o Brasil em situagdo competitiva frente aos enormes desafios do
mercado industrial consumidor de volumosas demandas de enzimas, cuja maior parte
deste volume € importado aumentando o custo dos processos e, consequentemente, dos
produtos finais. Neste estudo especifico, vislumbrou-se a oportunidade de usar a
biomassa da mandioca, para a producédo de etanol, que possui requisitos importantes que

ofereceram respostas positivas a esta pesquisa, com capacidade de oferecer
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enfrentamento mercadoldgicas frente a demanda industrial existente. Ressalta-se que
durante o processo de beneficiamento da mandioca produz-se um grande volume de
refugo, que é uma das matérias primas usadas para a producdo do alcool de amido.

No Amazonas, local onde este trabalho foi realizado, a geracdo de refugo é
grande, assim, inciativa deste estudo demonstra a oportunidade de solucionar também o
problema de lixo ambiental evidenciado, principalmente, com descarte das sobras das
casas de farinha no interior, aproveitando este residuo como matéria prima para a
producdo de energia limpa. Os resultados alcancados neste estudo foram pujantes, e a
otimizacdo dos meios de producdo das enzimas leva a incrementacdo dos processos
industriais minimizando e/ou solucionando o problema da baixa producdo de enzimas
no Brasil, possibilitando equilibrar a balanca de oferta e procura no territério nacional.
Além de contribui¢bes para o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico regional e
nacional através da geracdo dos produtos desenvolvidos ou de novas tecnologias, esse
estudo tem a notdria importancia e primordial contribui¢cdo na formacdo e capacitacao

de recursos humanos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. O amido

As caracteristicas quimicas e fisicas do amido o destacam dos demais
carboidratos. Ele € a reserva alimentar predominantes dos vegetais, fornecendo 70-80%
das calorias de consumo no mundo. O amido e seus respectivos hidrolisados séo
constituidos principalmente por carboidratos digeriveis e/ou fermentaveis. Os amidos
comerciais sdo obtidos a partir de sementes de cereais, principalmente de milho comum,
milho ceroso, milho de alto teor de amilose, trigo, arroz, tubérculos e raizes, em especial
a batata e a mandioca (FENNEMA, 2010). Os amidos modificados apresentam
numerosas aplicacdes, incluindo a promocdo de adesdo e a funcdo ligante, turbidez,
polvilho, elemento de recobrimento (filme de cobertura), reforcador de espuma,
gelificante, vitrificante, retentor de umidade, estabilizante, texturizante e espessante
(MORAES, 2004; GORGENS & BRESSLER, 2015).

Estes polissacarideos participam de varios processos vitais, sendo a mais
importante fonte de energia dietética para 0s animais e para 0S seres humanos.
Estruturalmente, o amido pode ser considerado como uma homoglucana (ou
homopolissacarideo), pois apresenta como Unica unidade constitutiva, a glicose como
pode ser observada na figura 1 (FENNEMA, 2010).

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH

| I I I I I
Lodd Lodd Lodd Lod® Lod

Figura 1: Esquema da Estrutura Quimica do Amido mostrando as unidades monoméricas de glicose —
adaptado (FENNEMA, 2010)

O amido distingue-se entre 0s carboidratos por ocorrer, na natureza, em
particulas caracteristicas denominadas granulos. Os granulos de amido sdo insollveis;
eles se hidratam muito pouco em &gua fria. Desse modo, eles podem ser dispersos na
agua, formando uma suspensao de baixa viscosidade que pode ser facilmente misturada
e bombeada, ainda que em concentragdes superiores a 35%. A capacidade de aumento

de viscosidade (espessante) do amido é obtida apenas quando a suspensao de granulos é
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cozida. Aquecendo-se uma suspensdo de 5% dos principais granulos de amidos nativos
a 80 °C, sob agitacdo, obtém-se uma dispersdo de alta viscosidade que pode ser
chamada de goma, ou gelatinizacdo. Uma segunda particularidade é que a maioria dos
granulos de amido é composta de uma mistura de dois polimeros: um polissacarideo
linear chamado amilose, e um polissacarideo ramificado, chamado amilopectina
(DENARDIN & SILVA, 2008; CINELLI, 2012).

As moléculas de amido, como todas as outras moléculas de polissacarideos,
podem ser despolimerizadas por acidos a quente, porém para hidrolisar o amido em
glicose, sdo usadas trés ou quatro enzimas, sendo elas a-amilase, B-amilse, glicoamilase
e pipulanase (FENNEMA, 2010). Diversos organismos apresentam capacidade de
produzir enzimas que clivam o amido e assim liberando glicose que é utilizada no
metabolismo energético dos mesmos.

A glicose, que € o mondmero que estrutura o amido, apresenta-se organizada em
dois homopolissacarideos, a amilose e a amilopectina. De acordo com Ball et al. (1998)
a amilose se dispde linearmente praticamente com a auséncia de ramificagdes ao longo
de sua cadeia apresentando ligacdes glicosidicas do tipo o (1,4) e uma parte minima que
ndo chega a 1% da estrutura tem ramificagdo a (1,6). Enquanto que a amilopectina ¢
considerada uma das maiores biomoléculas conhecidas, apresenta um nimero elevado
de ramificacdes e possui cadeias de residuos de glicose ligados entre si por ligacoes

glicosidicas do tipo a (1,4) com aproximadamente 5% de ramificacdes a (1,6).

2.1.1. Amilose

Embora a amilose seja essencialmente uma cadeia linear de unidades de a-D-
glicopiranosil unidas por ligagoes (1—4), muitas moléculas de amilose contém um
pequeno numero de ramificacBes ou radicais conectados por ligagdes a-D-(1—6), nos
pontos de ramificacdo (figura 2). E possivel que, uma em 180 a 320 unidades, ou 0,3-
0,5% das ligacdes, sejam ramificacbes. As ramificacfes sdo separadas por longas
distancias, de modo que as propriedades da amilose sdo aquelas da molécula linear. As
moléculas de amilose apresentam massa molecular média de 10° kDa (DENARDIN &
SILVA, 2008; XU et al., 2016).
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Figura 2: Esquema da estrutura quimica e helicoidal da molécula de amilose (NELSON &
COX, 2011)

A posicao axial — equatorial de acoplamento da unidade a-D-glicopiranosil, na
cadeia de amilose, confere a molécula uma forma helicoidal, voltada para a direita. O
interior da hélice contém predominancia de &atomos de hidrogénio e é
hidrofébico/lipofilico, enquanto no externo da hélice estdo posicionados 0s grupos
hidroxila. A vista inferior do eixo da hélice € muito parecida com a vista inferior de uma
sequéncia de moléculas de a-ciclodextrina, uma vez que cada volta da hélice contém
cerca de seis unidades de a-D-glicopiranosil unidas por ligacGes (1—4). A maioria dos
amidos contém cerca de 25% de amilose (SALGADO, et al., 2005).

Seu grau de ramificacdo depende principalmente do vegetal de origem e do
estagio de crescimento (tabela 1). Nos granulos de amido co-existem moléculas de
amilose estritamente lineares e outras que apresentam ramificagdes, sendo ambas

insollveis em agua.

Tabela 1: Teores de amilose e amilopectina em diversas fontes amilaceas.

Origem Amilose (%0) Amilopectina (%)
Milho 27 73

Milho Ceroso (“Waxy”) 0-6 94-100
Mandioca 17 83

Batata 20 80

Arroz 17 83

Trigo 25 75

Fonte: Alexander, 1995
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2.1.2. Amilopectina

A amilopectina é uma molécula de cadeia longa e altamente ramificada. Seus
pontos de conex&o das ramificagdes constituem entre 4 a 5% do total de ligagdes, sendo
um carboidrato constituido de uma cadeia que contém apenas grupos redutores terminal,
nos quais estdo ligadas numerosas cadeias ramificadas, sendo que nessas ultimas, estdo
ligadas a varias camadas de cadeias ramificadas. As ramificacbes das moléculas de
amilopectina sdo agrupadas e apresentam-se como hélices duplas (figura 3). A massa
molecular de 10 (DP~60.000) até, possivelmente, 5 x 108 (DP~3.000.000) faz com que
a amilopectina esteja entre as maiores, se ndo a maior, das moléculas encontradas na

natureza.

Figura 3. Esquema da estrutura quimica da amilopectina (ramificada) apresentando ligagdes a-
1,4 e 0-1,6 (NELSON & COX, 2011)

A amilopectina esta presente em todos os amidos. Ela constitui mais ou menos
75% da maioria dos amidos comuns. Alguns amidos sdo constituidos inteiramente de
amilopectina, sendo denominados como cerosos ou amidos de amilopectina. O milho
ceroso, primeiro grdo reconhecido entre os que contém amido constituido apenas por
amilopectina, é assim denominado porque, quando cortado, a superficie do miolo do

grdo apresenta aparéncia vitrea ou cerosa. A maioria dos outros amidos constituidos
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apenas de amilopectina é chamada de ceroso, embora, no caso do milho néo haja cera
em sua constituicdo. A amilopectina de batata é a Unica, entre os amidos comerciais, a
possuir mais do que quantidades-traco de grupamentos éster fosfato. Esses grupos éster
fosfato encontram-se ligados com mais frequéncia (60-70%) a uma posi¢cdo O-6, com
outro terco na posicdo O-3. O grupo éster fosfato ocorre aproximadamente uma vez a
cada 215-560 unidades de a-D-glicopiranosil (DENARDIN & SILVA, 2008).

2.2 Fécula de mandioca (Manihot esculenta Crantz)

A Manihot esculenta Crantz, conhecida como mandioca, é uma cultura de
grande importancia socioecondmica no Brasil, cultivada sob as mais diversas condigdes
edafocliméticas em todas as regides do territorio nacional, conforme expresso na
tabela 2.

Tabela 2: Producdo, rea colhida e rendimento da Mandioca — Brasil - 2017

Area Quantidade Rendimento  Participacdo na
Colhida (ha) Produzida (t) (t/ha) Producdo (%)
Brasil 1.314.851 18.876.470 14,36 -
Norte 473.872 7.212.771 15,22 38,21
Nordeste 454.157 3.881.931 8,55 20,56
Sul 220.575 4.765.265 21,60 25,24
Sudeste 101.018 1.830.266 18,12 9,70
Centro-Oeste 65.229 1.186.237 18,19 6,28

Fonte: Produgdo Agricola Municipal- 2018- IBGE

A importancia dela em algumas regides e localidades nacionais define a
subsisténcia de muitas populagdes, povoados e comunidades, sendo a mandioca nessas
localidades responsavel pela renda de inimeras familias que praticam a agricultura de
base familiar. A mandioca também possui um destacado lugar na alimentagdo basica
dessas populacbes e para a alimentacdo de animais, sendo também utilizada como
materia-prima pela industria para produgéo de inumeros produtos usados pela sociedade
no cotidiano. Essa cultura tem sido plantada em pequenas propriedades rurais de base

familiar para atender principalmente a alimentacéo de subsisténcia para humanos e para
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a producédo artesanal de goma e polvilho azedo e, as grandes propriedades produzem
para fecularias, industrias de farinha e producdo de combustivel. Sendo requisitada em
diversos setores e atendendo uma gama de atividades de grande importancia
socioeconémica, esta cultura ndo é estavel produtivamente, apresentando ao longo dos
anos uma oscilacdo bastante significativa em relacdo ao preco e a area cultivada
(EMBRAPA, 2018).

Em 2018, o Brasil produziu aproximadamente 18,9 milhdes de toneladas, numa
area de 1,31 milhGes de hectares, com o rendimento de 14,36 t/ha, podendo ser
observada uma diminuicdo de 10,47% na producdo em relacdo ao ano de 2017. A
mandioca é produzida em todo o territdrio nacional, mas é na Regido Norte que se
concentra a maior parte da producdo e dos consumidores derivados dessa cultura.

Em 2018, nacionalmente falando, a participacdo do Norte na producéo de foi de
38,21%. Em seguida, vé-se a regido Sul com 25,24% e a Nordeste com 20,56% (IBGE
2018).

A producdo estd primordialmente concentrada em quatro estados, que juntos
somam 52% da producdo brasileira, cada um deles numa regido diferente. O IBGE
(2019) identifica a contribuicdo do Norte com o equivalente a 4,2 milhdes de toneladas,
trabalhando com milhares de casas de farinha de porte pequeno, mas que responde pela
maior producdo de farinha do Brasil. Embora o Norte apresente aquela produgédo de
mandioca, essa producdo esta aqguém do enorme potencial da cultura, devido aos baixos
niveis de tecnologia e de insumos utilizados no cultivo e raras tecnologias utilizadas no
processo de beneficiamento que, juntos, se utilizados, poderiam proporcionar melhores
resultados que os atuais. Depois, tem-se 0 Parana (Sul) com pouco mais de 3,3 milhdes
de toneladas, o estado do Maranhdo (Nordeste) com 1,3 milhdes de toneladas e o estado
de S&o Paulo (Sudeste) com 1,0 milhGes de toneladas.

Essa cultura é muito rica em carboidratos (cerca de 30%), dos quais 25-40% é o
amido (MARTINEZ; FEIDEN, 2017). Em cada tonelada de raiz processada nas
fecularias produz-se em torno de 930 kg de farelo e a umidade chega a 85% no produto
desse processo. ApOs a secagem, este residuo pode apresentar, em média, 11,5% de
fibras e 75% de amido.

Por forca da Lei 12.651/2012 as éareas destinadas ao plantio, também
denominadas areas uteis, foram reduzidas nas propriedades agricolas buscando

recuperacio de APP (Area de Preservacdo Permanente) e ARL (Area de Reserva
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Legal). Este fator legal contribuiu para a diminuicdo do plantio dessa cultura que,
especialmente, na regido Norte, € uma cultura ndmade.

Com o avangar dos estudos, é possivel perceber que, comparada a outras
culturas igualmente importantes, a mandioca (Manihot esculenta Crantz) possui alta
produtividade e grande eficiéncia biologica como fonte de energia (EMBRAPA, 2018),
é de facil cultivo, possui baixo custo de producéo, de facil adaptabilidade nos diversos
climas e solos das Regides do Pais, sendo cultivada de Norte a Sul no Pais, sendo
resistente ao ataque de pragas, (MARTINEZ; FEIDEN, 2017).

De acordo com Otsubo e Farias (2002) a mandioca desempenha importancia
fundamental na alimentacdo humana e animal, serve de matéria-prima para a industria
em varios segmentos, representando ampla geracdo de emprego e diversidade de renda
no campo, em especial para os produtores rurais de base familiar.

De acordo com Del Bianchi (1998), a mandioca utilizada na industria gera um
enorme volume de residuos que impactam o meio ambiente de forma significativa e
danosa. Pode-se apontar como 0s principais residuos causadores desse impacto, dois
tipos de residuos: a) solidos: a casca marrom, entrecasca, descarte, crueira, fibra, bagaco
e varredura; b) e residuos liquidos como: a dgua de lavagem; manipueira (dgua vegetal

ou &gua de prensa) e agua de extracdo de fecula.

2.2.1 A mandioca e sua agroindustrializacdo

Com 0s novos conceitos econdmicos, um produto passou a ser visto como um
todo, sendo cada etapa do processo significativa para sua aceitagdo no mercado, que
descarta praticas abusivas ao meio ambiente, assim como, determinadas partes do
processo passaram a ser vistas ndo mais como descartes, mas como potenciais receitas,
passando a serem aproveitadas em outros produtos, processos e nichos de mercado,
buscando-se alto aproveitamento dos residuos gerados em determinados segmentos
(CEREDA, 1996).

Ainda conforme Cereda (1996), dependendo do tipo de processamento das raizes
de mandioca no Brasil, a industria gera residuos tanto solidos como liquidos, entre os
liquidos, destaca-se a manipueira, residuo altamente toxico e poluente por possuir acido
cianidrico. Entre os residuos solidos, encontra-se o farelo que é o principal residuo
produzido nas fecularias, geralmente, é jogado em rios ou cursos de agua ou até mesmo
deixado em valas que extravasam e carregam grande carga organica para 0S mesmos, 0

que representa um grave problema ambiental e social.
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A partir das observagdes quanto as potenciais caracteristicas da composicédo da
mandioca e da quantidade de residuos gerados durante seu processo, inimeras pesquisas
sdo iniciadas com expectativas de se dar nobre destino aos seus residuos que nédo seja o
lixo e criacdo de problemas sociais e ambientais. Cereda (1996) caracterizou o farelo da
mandioca e observou nele um percentual 85% de umidade inicial, 80% de amido, 15%
de fibras, 2% de proteina, 1,6% de cinzas, 1% de acucares e 0,8% de matéria graxa
expressos na base seca, observou ainda que seu pH e acidez apresentam varacOes
importantes relacionadas a fermentacdo natural do residuo.

O que torna a producdo de etanol por fermentacdo a mais econémica € a
disponibilidade da matéria—prima (residuos) existente em todo o Pais, contendo em sua
constituicdo carboidrato e acgucar, que sdo os fatores potenciais para a produgdo do
etanol, (MARTINEZ; FEIDEN, 2017).

Mesmo que uma matéria-prima contenha carboidratos compativeis para a
fermentacdo alcoolica como glicose, sacarose, celulose, amido, entre outros, é
necessario verificar alguns pontos de impacto econémico que poderdo viabilizar ou néo,
um negocio ou processo.

Neste quesito, as analises recaem sobre o custo de aquisi¢do do insumo (matéria-
prima), facilidade durante o processo de transformacdo (pré-tratamento), ter alta
capacidade de rendimento de &lcool, disponibilidade de matéria-prima no mercado,
possibilidade de expandir a producdo fonte da matéria-prima, fonte de energia
empregada no processo e energia disponivel enquanto durar o processo (ZI1M,2010).

Os amidos provenientes da mandioca possuem alta capacidade de aplicabilidade
em diversos segmentos industriais, em especial a de alimentos, levando-se em
consideracdo suas caracteristicas fisicas e quimicas, que sdo influenciadas também por
disposicdes ecoldgicas ou agrondmicas. As aplicacBes industriais dos amidos séo,
entretanto, dependentes de suas propriedades fisicas e quimicas, as quais variam de uma
cultura para outra, ou sdo influenciadas por fatores ecoldgicos ou agrondmicos
(EMBRAPA, 2018).

2.2.2 A mandioca e a producéo de bioetanol
Historicamente em momentos de crises econdmica, de guerra e energética o
Brasil ja utilizou a mandioca para a producdo de alcool. Porém, de acordo com

Ostrowski et al. (2006), passado esses momentos abandonou-se essa pratica onde a
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mandioca era a matéeria-prima e prevaleceu o uso da cana-de-acUcar para a producao do
etanol.

A fermentacdo da glicose ¢ a forma mais comum de obtengdo de bioetanol,
industrialmente. Sendo assim toda matéria-prima que apresente carboidrato derivados
da glicose podem ser transformados em bioetanol por via fermentativa, no entanto a
glicose deve estar disponivel para que a fermentacdo alcoolica ocorra. Ja que na
fermentacgdo sdo utilizadas leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae e as mesmas
ndo apresentam capacidade de converter o amido diretamente em bioetanol, com isso o
amido precisa passar por algumas etapas até que o amido seja convertido em agucares
fermenteciveis, etapas essas denominadas de hidrélise ou dextrinizacdo e sacarificacdo,
realizadas por a-amilase e glucoamilase, respectivamente (CUNHA, 2009 e ZIM,
2010).

Quimicamente o alcool etilico hidratado ndo apresenta diferenca quanto as
matérias-primas utilizadas como a cana-de-agUcar, cereais, beterraba e mandioca, as
diferengas estéo restritas as impurezas que acompanham o alcool, que so caracteristicas
de cada matéria-prima e o grau de purificacdo pelo qual passou o produto. O alcool fino
constitui-se principalmente em bem de producdo intermediario, ou seja, é a matéria-
prima para as industrias de bebidas, perfumaria, farmacéutica e eventualmente
indUstrias quimicas e alimenticias (FENNEMA, 2010).

De acordo com Camili (2010), a producdo de bioetanol em escala comercial se
sustenta por duas plataformas tecnoldgicas: a) utiliza matérias-primas doces,
fermentéveis, a exemplo da cana-de-acUcar e a beterraba acucareira, b) ou matérias-
primas de base amilacea como a mandioca, o milho e o trigo, cujo amido deve ser
convertido em aguUcares (sacarificado) em etapa anterior a da fermentacdo.

Gongcalves et al. (2007), afirmam que a mandioca possui um alto teor de
carboidratos, podendo substituir a prépria cana de acglcar na producdo de alcool, assim
como é esperado um elevado teor de agucar na mandioca dada a existéncia de alta
guantidade de amido, cujo resultado final da hidrolise se constitui basicamente em
glicose. Esses autores afirmam ainda que é possivel que a producdo de alcool carburante
compense o0 investimento realizado.

Saito et al, (2006), afirmam que a mandioca processada contém de 60 a 70% de
farelo em peso seco, e que, em média, uma agroindustria de producdo de fécula de
mandioca produz em torno de 930 kg de farelo contendo, aproximadamente, de 88 a

90% de umidade para cada 1000 kg de raiz processada, e apresenta concentracdo de
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amido residual que varia entre 55,8 e 78,1 kg. Muitas pesquisas tém sido realizadas com
0 objetivo de recuperar o amido residual a partir de tratamento bioldgico ou fisico, com
0 intuito de agregacdo de valor a matéria-prima de consumo, visando a ampliacdo da
capacidade de producéo de biocombustiveis de segunda geracao.

A recuperacdo deste amido residual por tratamento fisico ou bioldgico é que tem
sido objeto de pesquisas visando & melhoria dos processos, com o objetivo de agregar
valor & matéria prima consumida e possibilitando ampliar a producdo de
biocombustiveis de primeira e segunda geracdo, cuja principal vantagem em
comparacdo aos de primeira geracao é a utilizacdo de insumos (matérias-primas) nao
comestiveis, portanto, ndo concorrem com o setor de alimentos, (NIGAM; SINGH,
2011).

Outra vantagem € que a matéria-prima a ser usada no processo pode ser criada
somente para fins de geracdo de energia, e, se, caso usado tecnologias como as
desenvolvidas pela Embrapa (2018), sendo uma delas a tecnologia de processo que
preconiza a adocdo de préaticas simples de manejo, e tem comprovado ser capaz de
aumentar a produtividade da cultura da mandioca, sendo orientada apenas para
mudancas nos procedimentos de cultivo, ha a possibilidade real da obtencdo de uma
maior produtividade por area plantada, onde uma maior quantidade de material organico
pode ser transformada para producéo de biocombustiveis, o que torna eficiente o uso do
solo.

Diversos estudos estdo sendo desenvolvidos a favor da cultura da mandioca pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA). Ha pelo menos 20 anos
alguns pesquisadores da EMBRAPA em viagens de coletas de algumas espécies de
plantas na Amazoénia depararam-se com uma variedade de mandioca diferente, essas
raizes apresentam acucares prontamente disponiveis, porém necessitam de amilases para
que a fracdo amilacea presente nas raizes seja também transformada em aclcar e 0
mesmo fique disponivel fazendo com que a rentabilidade de material fermentavel
aumente. Sendo que dos acUcares presentes o de maior quantidade € a glicose; a
utilizacdo dessa mandioca que recebeu o nome de agucarada, doce ou mandiocaba para
a obtencg&o de alcoois, tornaria o processo de hidrolise do amido desprezivel eliminando
assim etapas do processo de transformacdo de acucares em alcoois (ERENO, 2008;
SOUZA, 2014). Na regido Norte, a oferta de alcool apresenta muitos problemas quanto
a logistica e transporte, visto que a maior parte das usinas estdo concentradas no Centro-
Sul.
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Uma solucdo viavel seria a producdo de alcool a partir da mandioca doce
variedade essa que possui uma boa quantidade de agUcares na raiz e menor quantidade
de amido que também podem sofrer acdo das amilases aumentando a quantidade de
matéria acucarada, tornando-se assim, ideal para producdo deste combustivel. Além
disso, a diversidade de solos em que essa mandioca é plantada demonstra que essa
espécie estd bem adaptada as condi¢des climaticas da regido Norte uma vez que a
mandioca doce € uma planta mutante da mandioca comum. Contudo, sdo necessarias
mais pesquisas tanto no aspecto industrial quanto no agrondmico, pois, mesmo sendo
origindria da Amazonia, as mandiocabas ainda precisam ter algumas de suas
caracteristicas aprimoradas a fim de se tornarem mais efetivas na conversdo dos
acucares em alcool combustivel. H& ainda o beneficio de introduzir cultivares coletadas
na regido Norte, em razdo de serem plantas bem adaptadas e tolerantes a grande parte de
pragas e doencas regionais (EMBRAPA, 2018).

De acordo com os Relatorios produzidos pela CONAB (2019), apesar da
pressdo de baixa no preco da mandioca, os produtores insistem no seu plantio,
responsavel por um aumento de area plantada em 2019 de 1,6% em relacdo ao ano
anterior, dados do IBGE (2019), demonstrando que os produtores entendem que a
cultura é mais que importante para sua economia familiar e, consequentemente para o
pais de modo geral. Conforme mostra a figura 4 é necessario soerguer a cultura para
desenvolver novos projetos que envolvam seus potenciais, em especial, o de matriz
energética, pois, neste momento, até a producdo de farinha e fécula estdo

comprometidos.

28 18
= 26 16 o
= [ g [
§24-'*!!!lt!1' ‘.’14E
w 22 12 &
- 5
g 20 10 &
16 6
=T O " IO IO - o ¥ T T~ T U - - N = = T T o O IO - ol ¥ N T - T o S - = B - 4 |
SBSSSSSSSSEEEEEEEEEE
o I o Y o I o R o | o I o7 I o I o I o B o | o I o I o I |

e Quantidade preduzida «== Produtividade média

Figura 4. Evolucdo da producéo da raiz de mandioca no Brasil
Fonte: CONAB. (2019) e IBGE (2019)
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Pode-se dizer que a producao de mandioca com fins especificos para a producéo de
etanol € insignificante neste momento. Segundo o CONAB (2019) a maior parte da
mandioca produzida no Pais de acordo com a figura 4 s&o destinadas a produgéo de farinha
e fécula, porém, dado uma alta taxa de retorno do investimento, entende-se ser viavel o
plantio da cultura para este fim, pois as pesquisas e estudos de viabilidade econbmica
apontam para grandes beneficios tanto sociais, como econdmicos e ambientais envolvendo
toda a cadeia produtiva do etanol a partir da mandioca, especialmente, o gerado a partir e
residuos agroindustriais que é rico em amido e com cadeia produtiva estabelecida e
consolidada em todo o Pais, o que possibilita que este insumo (mandioca) e seus residuos
formem uma cadeia completa e fechada com inicio (produtores rurais), meio (agroindustrias
- farinheiras e fecularia que geram residuos — e, industrias de transformacdo — que
produzem o etanol ) e por fim os consumidores, completando e fechando este circuito que
acena com grandes perspectivas de éxito.

Fermentados ou n&o, os principais produtos da mandioca sdo ricos em amido
constituinte que se apresenta como principal fonte de energia da mandioca. Na tabela 3,
apresenta-se a composicdo quimica da raiz de mandioca (CEREDA & VILPOUX,
2002; JARDINE (2009).

De modo geral, o amido de mandioca constitui-se do polissacarideo
praticamente puro, contendo aproximadamente 0,34 % de proteina, 0,22 % de gordura e

0,06 % de cinzas.

Tabela 3: Composicao quimica da raiz de mandioca

Componentes Composicao
Amido 82,50 %
Aculcares 0,20 %
Fibras 2,70 %
Proteinas 2,60 %
Matéria graxa 0,30 %
Cinza 2,40 %

Fonte: Adaptado de CEREDA & VILPOUX (2003).

Segundo a ABAM (2018) uma tonelada de mandioca, com rendimento de 20%
de amido, pode produzir 104 L de alcool, enquanto que a cana-de-agtcar com 140 kg de

Acucar Total Recuperavel (ATR) pode produzir 85 L de alcool.
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2.3 Enzimas amiloliticas ou modificadoras de amido

Desde o inicio do século, o estudo da viabilidade de aplicacdo das enzimas em
processos biotecnoldgicos tem tido um grande destaque em nivel mundial. Dentre estas
enzimas, podemos destacar como as mais importantes para a biotecnologia; até o
momento, as enzimas o ¢ 3 amilases, amiloglucosidase e pululanase. O uso fundamental
das amilases esta na hidrolise do amido, principalmente, na industria de panificacdo; no
pré-cozimento de cereais, nas industrias de fermentacdo, para a producdo de alcool e
bebidas alcodlica; na fabricacdo de xaropes de glicose, via hidrolise pelas amilases; no
preparo de gomas de dextrinas, usadas para acabamento de papéis e tecidos, dentre
outros (BINOD et al., 2013).

As enzimas que atuam sobre o amido s&o usadas principalmente para aplicagdes
em mercadorias, tais como producdo de xaropes de milho, dextrinas, xaropes de milho
ricos em frutose, e outros adogantes como xaropes maltose e glicose. As transformacoes
do amido também sdo desejaveis em uma extensdo mais limitada em produtos de
panificacdo; as glicosidases exdgenas sdo adicionadas com o objetivo de retardar a
retrogradacéo e facilitar a fermentacao por leveduras (FENNEMA, 2010).

Diversas sdo as fontes de obtencdo das amilases, como plantas, microrganismos
e animais. Segundo Guandalini (2007) encontra-se uma grande quantidade de amilases
microbianas disponiveis comercialmente o que estd fazendo diminuir sensivelmente a

hidrélise quimica do amido.

2.3.1 a-amilases

A enzima com co6digo e nome sistematico EC 3.2.1.1; a-1,4 glicano 4-glicano-
hidroxilase, respectivamente, é comumente conhecida como a-amilase. E uma
endoenzima, de agdo retentora o, — o responsavel, em especial, por reduzir rapidamente
a massa molecular média de polimeros de amido (JUJJAVARAPU, 2019).

Ela é o membro representativo da familia 13 das glicosidases ou glicosil-
hidrolases, sendo que varias delas sdo usadas no processamento de amidos. Essa familia
¢ caracterizada por ter pelo menos trés dominios separados na proteina, um para
catélise, outro para servir de sitio de ligacdo para amido granular e o terceiro para
fornecer ligacdo para o calcio e ligar os outros dois dominios. Mais de 70 sequéncias
foram relatadas, o tamanho molecular da enzima de diversas fontes esta no intervalo de
50-70 kDa; embora algumas possam chegar a 200 kDa (FENNEMA, 2010).
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A a-amilase € definida por Pandey et al (2005) como sendo a enzima que quebra
as ligacdes a (1,4) dos polissacarideos que apresentam trés ou mais unidades de D-
glucose em unido a-1,4. O ataque ocorre de forma randdmica, e ndo seletiva, sobre
varios pontos da cadeia a0 mesmo tempo, e o produto dessa hidrolise sdo geralmente,
oligossacarideos de 5 a 7 unidades de glicose. Entende-se que esse ataque €
preferencialmente feito sobre cada passo da hélice, da cadeia espiral da amilose ou da
amilopectina.

Muitos pesquisadores ha anos dispensam atengdo as a-amilases por elas
apresentarem alta termoestabilidade, no entanto a liquefacdo do amido por essas
enzimas faz com que o custo na unidade operacional seja a mais cara dentro desse
processo, por isso a biotecnologia empenha-se na produgdo de a-amilases termoestaveis
de menor custo (CUNHA et al., 2009).

Existem diversas fontes de a-amilases, a maioria microbiana, embora amilases
de malte (cevada ou trigo) estejam disponiveis. Os produtos finais tipicos da agdo das a-
amilases sdo a-dextrinas-limite ramificadas e malto-oligossacarideos de 2-12 unidades
de glicose, predominantemente na parte superior desse intervalo. A viscosidade do
amido é reduzida com rapidez devido a natureza randdémica da hidrolise, diminuindo em
pouco tempo a massa molecular média das cadeias de amilose/amilopectina. A figura 5
representa 0 mecanismo de degradacdo prolongada dos componentes do amido pela
acdo da a-amilase (WHITAKER, 2003; WHITEHURST, 2002).
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Figura 5. Mecanismo de acdo da a-amilase sobre os componentes do amido.
(A) Amilose; (B) Amilopectina (BARCELQOS, 2010 - adaptado)

Entre as amilases microbianas, os parametros étimos sdo encontrados em
intervalos de pH entre 4 - 7 entre 30 - 130 °C (PANDEY et al., 2005).

As fontes comerciais comuns para transformacdo de amido incluem as o-
amilases de espécies dos géneros Bacillus e Aspergillus. Aquelas de Bacillus séo
termoestaveis e podem ser usadas entre 80 — 110 °C em pH entre 5 - 7 e 5 - 60 ppm Ca?*
(WHITEHURST, 2002). As enzimas de fungos Aspergillus funcionam em condicdes
6timas entre 50 — 70 °C, pH 4 - 5 e ~ 50 ppm Ca?" (PANDEY, 2000; WHITEHURST,
2002).

Como as a-amilases de fungos também sdo endoglicosidases, elas tendem a
favorecer a acumulacdo de malto-oligossacarideos menores (n = 2 - 5) como produtos
finais da liquefagdo do amido (TUCKER, 1995). Uma a-amilase “maltogénica” tnica
de Bacillus (EC 3.2.1.133) também foi identificada (CHRISTOFERSEN et al., 1998) e,
enquanto a produgdo de maltose é mais associada a agdo de B-amilases, as B-amilases
maltogénicas parecem resultar em maiores niveis de maltose como por diversos
episddios hidroliticos sobre uma cadeia de amilose antes de sua dissociagdo completa
do sitio ativo (DAUTER, 1999).

2.3.2 Glicoamilases

A glicoamilase (1,4-a-D-glicano glicano-hidrolase, EC 3.2.1.3), também
conhecida como amiloglicosidase, ¢ uma exoenzima o—f inversora incluida de forma
isolada na familia 15 das glicosidases, que hidrolisa unidades de glicose a partir da

extremidade ndo redutora de fragmentos lineares de amido. Embora a glicoamilase seja
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seletiva para ligacdes a-1,4-glicosidica, ela pode agir lentamente sobre as ligagdes a-1,6
caracteristicas da amilopectina e da pululana. Logo, o produto exclusivo da digestdo
exaustiva da glicoamilase é a glicose. Ela tem propriedades estruturais e mecanismo
similares aos da a-amilase, incluindo os residuos cataliticos respectivos acido e base
GLU179 e GLU400 (tendo-se a enzima de Aspergillus spp. como referéncia), um dominio
separado para ligacdo de amido e um dominio de unido curto. Algumas glicoamilases
podem agir sobre amido nativo (cru) granular; dois residuos (LAGZOULL, 2017).

O dominio catalitico tem cinco subsitios diferentes do residuo de hidrdlise da
glicose em -1, e os subsitios +1 a +5 exibem -AG para ligacdo (favoravel),
especialmente no subsitio +1. Como AG € incremental para os subsitios, a enzima tem
maior seletividade de reacdo para o maior dos glico-oligossacarideos lineares C2-C6+.
Esse padrdo de seletividade é condutivo para a obtencdo de hidrélise exaustiva de
segmentos curtos de amilose para glicose. Os substratos oligoméricos devem entrar em
um “pogo” para ter acesso ao sitio ativo e, devido a essas limitagdes espaciais, a
dissociacdo e a nova ligacdo do resto do substrato é a etapa limitante da velocidade da
reacao, em detrimento da etapa de hidrélise (FENNEMA, 2010).

As glicoamilases sdo enzimas liquidificantes e sacarificantes, que atacam as
ligaghes o (1—4) a partir das extremidades ndo redutoras liberando moléculas de D-
glicose. A hidrolise ocorre também nas ligagdes a (1—6) (atividade desramificadora)
mas em propor¢do menor do que ocorre nas ligagdes o (1—4). Estas enzimas sdo raras
em bactérias e de grande ocorréncia em fungos dos quais sdo produzidas
comercialmente. A figura 6 apresenta 0 mecanismo de degradacdo da amilose a
amilopectina pela acéo da glucoamilase (BARCELOQS, 2010).

rapido |

rapido
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Figura 6. Mecanismo de acdo da glucoamilase sobre os componentes do amido.
(A) Amilose; (B) Amilopectina (BARCELOS, 2010 - adaptado)

As fontes primaérias de glicoamilases sdo fungos e em raras bactérias (PANDEY
et al., 2005); elas apresentam massas no intervalo de 37 a 112 kDa, podem existir sob
mdaltiplas isoformas, ndo tém cofatores, e exibem pHs 6timos no intervalo de 3,5 - 6,0 a
40 — 70 °C. A glicoamilase de Aspergillus € comumente usada, sendo mais ativa e
estavel em pH 3,5 - 4,5, com temperatura étima entre 55 - 60°C (WHITAKER, 2003). A
enzima de Rhizopus é de interesse, pois uma isoforma também pode hidrolisar com
facilidade os pontos de ramificag¢ao a-1,6 (PANDEY et al., 2005). As glicoamilases séo
relativamente lentas em relacdo a outras envolvidas na transformacgdo de amido, sendo
gue os esquemas de processamento tém evoluido no sentido de acomodar essa
propriedade.

As fracdes de amilose e amilopectina do amido nédo sdo as Unicas moléculas que
podem ser hidrolisadas pelas glicoamilases, segundo Costa (1996) a enzima ainda
hidrolisa outras moléculas como maltose, dextrinas e glicogénio, pois a mesma também
atua sobre as ligagdes a-1,3. A glicoamilase é uma enzima de inducdo, sendo importante
a presenca de maltose ou amido no meio para sua alta produgdo. Como a enzima €
chamada de inducdo ndo tipica, o microrganismo a sintetiza, mesmo se crescer em
glicose como fonte de carbono, ainda citando Costa (1996). Em 1977 Park & Santi ja
haviam constatado a presenca da enzima no sangue, no malte da cevada e também em
meios de crescimento de bactérias; porém como ja citado anteriormente também sao
produzidas por fungos dos géneros Aspergillus e Rhizopus, j& que a enzima produzida
por esses fungos aponta menos formacao de produtos de reversdo que a hidrolise acida,

bem como a sua alta taxa de conversdo do polissacarideo em glicose, por isso cada vez
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mais essas enzimas vem assumindo grande importancia industrial. Assim, a
glicoamilase € usada em amidos liquefeitos com a-amilase para chegar a produtos que
serdo usados como substratos para fermentacGes, ou para a obtencdo biotecnoldgica de

glicose e dextrinas.

2.3.3 o amilase recombinante utilizada neste trabalho

Segundo Magalhdes e Souza (2010) a a-amilase de Bacillus licheniformis
apresenta uma utilizacéo bastante expressiva nas industrias de processamento de amido,
pois a mesma tem a capacidade de hidrolisar o amido em temperaturas relativamente
amenas, podendo ultrapassar os 60 °C. Pichia pastoris é uma levedura metilotréfica
com um sistema de expressdo de escolha de sucesso para fins académicos e industriais.
Neste modelo a expressdo heterdloga é realizada sob o controle de um promotor forte e
altamente regulavel, o promotor AOX1, além de possuir um eficiente sistema de
expressao/excrecdo da proteina sintetizada, diante dessas caracteristicas esta levedura
torna-se um hospedeiro bastante satisfatério quando se pretende expressar proteinas
recombinantes de interesse industrial (KEHAROM et al., 2016).

A a-amilase deste estudo, originada de B. licheniformis foi clonada e expressada
em Pichia pastoris. O gene da a-amilase isolado da bactéria B. licheniformis foi
inserido no genoma da levedura P. pastoris utilizando o vetor pPIC9 e cultivada sob
agitacdo constante para a producdo e secrecdo da enzima. Os transformantes de P.
pastoris se mostraram estaveis frente a semeaduras sucessivas em meio ndo seletivo,
caracteristicas importantes em processos industriais. Sua estrutura possui trés dominios:
A, B e C (figura 7). O dominio A é formado por uma tipica estrutura em barril (B/a)8, o
dominio B € estabelecido como uma protrusdo a partir do dominio A, e o lado C-
terminal do barril contém o sitio ativo e conservados sitios de ligagdo para o célcio
(MACHIUS et al., 1998).
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Figura 7. Representacdo da estrutura terciaria da a-amilase de B. licheniformis. O célcio e os
ions de sddio ligadas a proteina em sua forma nativa sdo mostrados. Dominio A, mostrado em vermelho,

0 dominio B é de cor azul e o dominio C na cor verde (MACHIUS et al., 1998).

2.3.4 Glicoamilase recombinante utilizada neste trabalho

A glicoamilase ¢ uma das principais enzimas responsaveis pela hidrdlise do
amido para a formacdo de xarope de glicose, matéria-prima utilizada pela industria de
alimentos e como fonte de carbono em processos fermentativos diversos (BON et al.,
2008). A levedura metilotrofica Pichia pastoris tem sido utilizada com sucesso para
expressdo de varias proteinas de interesse biotecnoldgico (AYED et al., 2008).

Segundo CARMO (2010) que avaliou o sistema de expressdo heterdloga
utilizando a levedura P. pastoris para a producdo da referida enzima; o cDNA da
glicoamilase isolado do fungo Aspergillus awamori 2B 361 U2/1 foi inserido no
genoma de P. pastoris utilizando o vetor de expressdao pPIC9, baseado no promotor
AOX, gerando clones recombinantes de fenétipos Mut™ e Mut® cultivados sob agitacdo
constante para a producdo e secrecdo da proteina. As atividades das enzimas foram
avaliadas utilizando o método DNS para a quantificacdo dos agUcares redutores
resultantes da clivagem das moléculas de amido. A enzima em questdo apresentou
maxima atividade enzimatica, no sobrenadante bruto do clone com fen6tipo Mut* e do
clone transformante Mut®, de 7.7 U/mL e 6.9 U/mL, respectivamente. Ambos os clones

secretaram glicoamilases com 116 kDa, e mesmo apresentando diferentes poder
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catalitico, bioquimicamente mostraram-se semelhantes, tendo como temperatura de
atividade 6tima 60°C, elevada acdo catalitica em pH acido que varia de 4.5 a 2.5 com
atividade méaxima em pH 3.5 e suas estabilidades frente ao pH do meio de reacional,
possuindo, portanto, caracteristicas desejaveis para uso em alguns processos
bioindustriais. Os produtos mantém-se estaveis quando os extratos brutos permanecem
incubados a temperatura de 4 °C por 60 dias, mantendo perto de 100% da atividade
méaxima. A figura 8 apresenta a estrutura glicosilada da glicoamilase de Aspergillus

awamori.

Figura 8. Representacdo da estrutura da glicoamilase de Aspergillus awamori var. X100
(ALESHIN, 1994)

2.4 Mercado global de enzimas

A biotecnologia tem se aprimorado em suas praticas, técnicas e produtos de
acordo com o desafio mundial do desenvolvimento sustentavel em revolucionar a
industria de forma mais ecoldgica, segura, saudavel e, asseguradamente, eficiente,
constituindo a bioeconomia como uma crescente solucdo aos setores que abastecem 0s
mais diversos nichos dentro da sociedade (LOKKO et al., 2017).



41

Os bioprocessos adentraram em setores industriais que se utilizam de recursos
renovaveis produzindo perspectivas maiores em biorrefinarias, agroindustrias e
reaproveitamento de residuos, onde o espagco para estas tecnologias é intimamente
ligada ao crescimento econdmico (PAPADAKI, 2020).

Seguindo estes propdsitos, tem-se a utilizacdo, producdo e otimizacdo de
enzimas, como um produto melhor aproveitavel, mais eficiente e de demanda
abrangente, tanto em quantidade, quanto na qualidade dos servigos que as requerem.
Tendo suas aplicacdes no mercado de agroinddstria, alimentacdo — humana e animal,
bebidas, biocombustiveis, biorremediacdo, cosméticos, couro, engenharia genética,
farmacéuticos, limpeza, medicina, vestimenta, papelaria, pesquisa, dentre outras
aplicacdes (BINOD et al, 2013; SANTOS et al, 2016; GUERRAND, 2017).

Com tantas funcionalidades, a industria de enzimas movimenta a economia
mundial de forma dindmica com exportacfes e importacbes. Em 2012, Sarrouh et al.,
afirmam que a turbuléncia econémica vivida entre 2008 — 2009 ndo foi sentida no
mercado mundial de enzimas, que crescia moderadamente e se manteve estavel em
paises de primeiro mundo como o Canad4, Estados Unidos, Europa Ocidental e Japéo, e
se ampliava em continentes como a Africa, Asia e parte da Europa Oriental, estimando
que em 2010 este mercado moveu 3,3 bilhdes de ddlares, estimando o crescimento de
6% por ano e alcancando 4,4 bilhdes de dblares em 2015. As pesquisas de Singh et al.,
em 2016, afirmam que no ano de 2014 o valor movimentado foi de 4,2 bilhdes de
ddlares — valor esperado e dentro do previsto para 2015 — com a taxa composta de
crescimento anual (TCCA) prevista em 7% - maior que a estudada anteriormente — entre
0s anos de 2015 e 2020, chegando ao montante de 6,2 bilhGes de ddlares. Um outro
estudo engendrado por Prasad & Roy, 2018, elucida que o mercado global podera
atingir 6,3 bilhGes de dolares em 2021 e que a TCCA seria de 4,3% durante 2016 —
2021, cujo valor aferido em 2016 ficou entre 5 — 5,5 milhdes de dolares (GUERRAND,
2017).

Na América Latina, o Brasil se mostra como consumidor majoritario do mercado
global de enzimas (60%) e o percentual de importacOes (86%) é bem maior que o de
exportacdes (14%), evidenciando um atraso tecnoldgico, apesar da biodiversidade e de
estudos concentrados na area de fermentacdo e bioprocessos necessarios, que
conseguem manter o pais inserido no mercado mundial. Para tanto, os métodos e
tecnologias utilizados estdo cada vez mais otimizados e alinhados com a

sustentabilidade, visto que o valor inestimavel do meio ambiente brasileiro demanda
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atencdo e o0 processo de producdo dos biocatalisadores estd se assentando
gradativamente, principalmente no setor de biocombustiveis — maior representatividade
do pais no mercado, equilibrando os custos de produgdo, manutencdo, pesquisa,
desenvolvimento a fim de emplacar a competitividade neste mercado (SANTOS et al.,
2016), cuja demanda tende a aumentar com TCCA em 5,7%, vislumbrando valores de
10,5 bilhdes de ddlares em 2024 (PAPADAKI, 2020).

Entdo a partir desses dados, é possivel compreender que o Brasil é um pais
essencialmente importador, mostrando a ocorréncia de exportacdes de matéria-prima e
importacdes de produto ja industrializado. Isso se deve ao fato de o pais possui uma
grande quantidade e variedade de matérias-primas renovaveis que podem ser
transformadas. Com isso, o0 incentivo a tecnologia enziméatica no pais aumentaria a
representatividade comercial e econémica do Brasil no cenario internacional, que ainda

se apresenta pouco expressiva.

2.5 Os meios de Cultivo

O meio de cultura é um apanhado de nutrientes fundamentais ao crescimento do
microrganismo a ser estudado, contendo a fonte de energia e de todos os elementos
indispensaveis a manutencao das células que 14 estardo (PRADO et al., 2004).

No processo fermentativo, o uso do meio € semelhante, mas com a condicéo de
gue o microrganismo serd induzido a produzir a enzima de interesse para consumir 0s
substratos solubilizados no caldo liquido, quando a fermentacdo for submersa (SILVA
etal., 2017).

Dentre os diversos meios que se pode utilizar, no caso particular da P. pastoris,
recomenda-se 0 meio YPD para manutencdo de colonias e o meio BMGU para
crescimento celular (INVITROGEN, 2014).

O meio YPD sdlido conta com as seguintes quantidades (g/L): 1% extrato de

levedura, 2% peptona, 2% dextrose — glicose e 2% &gar.

O substrato principal deste meio é a glicose, que junto as fontes de nitrogénio
extrato de levedura e peptona, influencia significativamente para o crescimento celular
da coldnia, uma vez que a fonte de carbono propicia o crescimento e a de nitrogénio, a

rapidez deste crescimento, assim como ajuda na formacéo e estabilizacdo de proteinas
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excretadas, como as enzimas. Ja o agar é um polissacarideo utilizado em meios de
cultura solidos, pois além de ter pouca adesdo na alimentacdo dos microrganismos, nao
se funde nas temperaturas usualmente empregadas no cultivo, como a gelatina, seu
similar, faria (SILVA et al., 2012; SILVA FILHO e VIDOR, 2000; SILVEIRA et al.,
2010; VIEIRA 2012).

O meio BMGU é um meio utilizado para o crescimento rapido da massa celular.
Sua composicdo é: 10 (g/L) de extrato de levedura, 20 (g/L) de peptona, 100 mM de
tampao fosfato de potassio pH 6,0, 1,34% de ureia, 4e°% de biotina e 1% de glicerol.

Este meio rico em fontes nitrogenadas — extrato de levedura, peptona e ureia -
proporciona o crescimento acelerado de micélio. A biotina é uma vitamina amplamente
utilizada para enriquecer 0 meio e ajudar na digestdo das fontes de carbono ali
presentes, tais como o glicerol, que combinado com o extrato de levedura e da peptona
tém forte efeito neste objetivo. O tampédo é uma forma de garantir o ambiente ideal para
0 crescimento da levedura e (BARBOSA e TORRES, 2005; BLACK, 2002;
MONTARROYOS, 2007; TABOSA, SOARES e SAAVEDRA, 2009).

2.6 Hidrolise Enzimética do Amido

Os amidos apresentam ampla utilizacdo industrial na sua forma nativa, porém
cada vez mais, vém sendo utilizados apds modificacbes na sua estrutura. Tais
modificacdes podem ser feitas por dois processos: bioldgicos ou quimicos. A hidrélise
de amido por processos bioldgicos, a etapa subsequente a gelatinizacdo é conhecida
como liquefacdo. O processo bioldgico prevalece frente aos processos quimicos por
apresentar menor consumo de energia, pouca geracdo de compostos secundarios,
simplificacdo na linha de producdo com reatores unitarios que séo utilizados de forma
concomitante tanto para liquefacdo quanto para a sacarificacdo e, principalmente, a
disponibilidade cada vez maior de enzimas amiloliticas (BARCELOS, 2010).

A hidrélise enzimatica do amido comega com a quebra limitada das ligagdes
glicosidicas produzindo entre 15 e 30% de agUcares de pequena massa molecular,
chamados de dextrinas. Esta primeira etapa € catalisada pelas endoamilases, como a a-
amilase (L1U, 2005).

Apos a liquefacdo ocorre a sacarificacdo, que é a hidrdlise total das moléculas
em unidades de glicose. Esta reacdo € catalisada pelas exoamilases, como a

glicoamilase, que retira os monémeros de glicose das extremidades néo redutoras da
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cadeia. O periodo de tratamento enzimatico e a concentragdo de enzimas para a
sacarificacdo do amido vao depender do tipo de hidrolisado que se pretende obter.

No entanto, a classificacdo de amilases requer a utilizacdo de substratos
especificos e andlise dos produtos finais formados. Como  para  outras  enzimas,
atividades podem ser quantificadas avaliando-se as quantidades de substratos
hidrolisados ou de produtos finais formados. Em geral, sdo utilizadas, para
determinacdo de atividades amiloliticas, as propriedades de decréscimo da viscosidade
da solucdo de reacdo; aumento do poder redutor da solucdo de reacdo; e a variacdo da
intensidade de cor de reacdo, resultante da formacdo de complexo iodo-amido. Tais
atividades podem ser expressas em poder liqueficante; poder sacarificante; e poder
dextrinizante (BARCELOS, 2010).

Os principais tipos de enzimas envolvidas na hidrolise do amido e as respectivas
caracteristicas estdo apresentados na tabela 4. Alguns compostos aromatizantes também
se complexam como amido, resultando em reducdo da percepcdo, em alimentos
amilaceos. Na ligacdo de alguns compostos ao amido, principalmente a amilose, as
moléculas parecem estar complexadas com efeitos competitivos, sinérgicos e
antagbnicos. Entretanto, a principal razdo de todos os polissacarideos (amidos e gomas
alimenticias) reduzirem a percep¢do de sabores e aromas é a limitacdo da difusdo de
moléculas de aroma e sabor para a superficie, devido ao aumento de viscosidade

conferido por amidos e gomas (FENEMMA, 2010).

Tabela 4. Enzimas envolvidas na hidrélise do amido

Tipo Nome comum Microrganismos Substrato otimo
produtores pH T°C
Endoamilase  Amilase B. subtilis a-1,4-glicosil 6,0 65-70
Bacteriana B. licheniformis a-1,4-glicosil 50-7,0 90
Amilase fangica A.oryzae a-1,4-glicosil 4,5 50-60
Exoamilase A. niger a-1,4-glicosil 4.0-6.0 60
Amiloglucosidade a-1,6-glicosil
Bacillus sp a-1,4-glicosil 5.0 55-60
a-amilase Clostridium sp a-1,4-glicosil 5.5-6.0 75-85
Bacteriana
o-1,6 amilase Pululanase K. aerogenes o-1,6-Maltotriosil 50 60
Isoamilase Pseudomonas sp. a-1,6-Heptasac 4.0 50-55
Isomerase Glicose isomerase  A. circulans Aldo/ceto 8.2 65
pentose

Aldo/ceto hexose

Fonte: FENEMMA, 2010.
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2.7 Fermentacdo alcoolica

A fermentacédo alcodlica é uma transformacdo bioquimica de glicidios a etanol
onde o CO; é eliminado pela célula viva, principalmente por células de leveduras e
fungo amplamente distribuido na natureza e com capacidade de sobrevivéncia tanto em
condicdes aerdbias ou anaerdbias. Esta caracteristica classifica estes microrganismos
como facultativos para o oxigénio (XU et al., 2016).

A levedura do género Saccharomyces cerevisiae € industrialmente o principal
agente biologico da fermentacdo alcoodlica. Na auséncia de oxigénio, esses
microrganismos apresentam um desvio da via glicolitica (Embden-Meyerhof-Parnas) ao
nivel do piruvato, descarboxilando-o para formacéao de acetaldeido que posteriormente é
reduzido a etanol. Porém a levedura é capaz de fermentar mesmo em presenca de
oxigénio, mas o0 meio precisa de concentracOes altissimas de aglcares fazendo com que
ocorra o efeito Crabtree onde em alta concentracdo glicose, ha repressdo da respiracao e
a levedura fermenta (HOMMES, 1965; VENTURINI FILHO et al., 2013). O agente
bioldgico mais apropriado para a fermentacéo alcodlica deve ser selecionado, quando se
tenciona transferir o bioprocesso para a escala industrial, em funcdo das seguintes
propriedades: elevada atividade, ou seja, ser capaz de converter rapidamente o substrato
em produto com altos rendimentos, conduzindo a altos valores de produtividade;
estabilidade sob condicbes ambientais extremas (elevada pressdo osmética do meio,
elevada temperatura, elevada forca ionica), devendo, ainda, ser tolerante e resistente a
substancias toxicas, que podem ser geradas no processo de tratamento da matéria prima
ou encontradas em residuos e efluentes (VENTURINI FILHO et al., 2013; MULLER,
2008).

Os microrganismos mais indicados para producao de etanol a partir de acucares
sdo as leveduras dos géneros Saccharomyces e Kluyveromyces e a bactéria Zymomonas
mobilis. No género Saccharomyces destacam-se as espécies Saccharomyces cerevisiae e
Saccharomyces uvarum (S. carlsbergensis) (NELSON & COX 2011) (INGLIS et al
2020).

O setor alcooleiro no Brasil e nos Estados Unidos da América utiliza as
leveduras do género Saccharomyces, predominantemente a espécie Saccharomyces
cerevisiae e suas diversas linhagens de grande adaptacdo as condic¢Ges industriais
(CEREDA, 2003).
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S. cerevisiae € um microrganismo “domesticado” ha milhares de anos e seu uso
na producdo de vinho, cerveja, pdo e, mais recentemente, de proteinas heter6logas
permitiu a selecdo de inimeras linhagens que geram diferentes subprodutos, que
contribuem para o aroma e sabor de bebidas e alimentos, além de apresentarem muitas
delas grande produtividade e tolerdncia ao etanol. A competitividade de S. cerevisiae
deve-se a uma combinagcdo de muitas propriedades incluindo crescimento répido,
eficiente utilizacdo de glicose e boa habilidade de produzir etanol, bem como alta
tolerancia a alta concentracdo de etanol e requerimento de baixos niveis de oxigénio
(MULLER, 2008; BARCELOS, 2010; VENTURINI FILHO et al., 2013).

Segundo Nelson & Cox (2011) e INGLIS et al. (2020) a primeira etapa da
fermentacdo alcoodlica, uma vez efetuada a entrada de D-glicose ou de D-frutose na
célula, é a fosforilacdo do acucar. As enzimas hexoquinase fosforilam estes acucares,
porém com rendimentos diferentes (razdo de 3:1 em favor da D-glicose) enquanto que a
glucoquinase fosforila exclusivamente a D-glicose. Estas diferencas explicam porque a
D-glucose é consumida a uma velocidade maior que a D-frutose no decorrer da
fermentacdo, e como consequéncia, ao final da fermentacdo, a concentracdo relativa da
D-frutose é mais elevada que a da D-glicose. O mecanismo metabdlico dos agUcares
fosforilados é baseado na sua transformacdo em piruvato através da via classica da
glicolise. O piruvato estéd principalmente orientado a producédo de etanol para regenerar
o cofator NAD* consumido ao nivel de gliceraldeido-3-fosfato. O piruvato é entdo
descarboxilado a acetaldeido pela enzima piruvato descarboxilase, depois este é
reduzido a etanol pela enzima alcool desidrogenase. O balanco global da fermentagédo
alcodlica é dado pela equacdo (1) da conversao estequiométrica da molécula de glicose

em etanol e anidrido carbdnico

1 Hexose (CsH1206) + 2ADP + 2 Fosfatos — 2 Etanol (C;HsO) + 2 CO, + 2 ATP (D)

Durante a fermentacdo alcoolica também sdo produzidos outros metabdlitos
fermentativos e biomassas. Nesta condicdo, a producdo de células é sempre pequena
quando comparada com a quantidade de acucares convertidos em etanol e gas
carbonico. Quando o meio é inoculado com uma levedura, a producdo de etanol nao é
imediata. Certas enzimas essenciais na fermentacéo alcoolica (piruvato descarboxilase e
alcool desidrogenase 1) sdo induzidas pela D-glicose e ndo estdo em seus niveis

maximos no principio da fermentacdo alcoodlica. Em consequéncia, alguns compostos
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além do etanol sdo formados no comeco da fermentacdo (glicerol, piruvato, succinato e
outros acidos organicos). A sintese dos elementos carbonados (aminoacidos e agucares)
necessarios na formacao de biomassa se d& a partir do metabolismo das hexoses e nédo

conduz a formacao de etanol (XU et al., 2016).

2.8 Producéo de etanol no Brasil
2.8.1 Uso e Produgéo de Etanol no Brasil

O etanol, € amplamente aplicado na inddstria quimica, producdo de bebidas e
também como carburante, é hoje uma das principais bioenergias utilizadas no mundo.
Os maiores fabricantes e consumidores do etanol sdo o Brasil e os Estados Unidos.
Tendo em consideracdo o alcool combustivel (bioetanol) e a cogeracdo de eletricidade
advinda do bagaco da cana-de-agucar, esta se apresenta como a segunda maior fonte de
energia renovavel do Brasil tendo participacdo de 12,6% na matriz energética do pais
(JARDINE, 2009)

O custo de producdo e o valor de venda do bioetanol depende da matéria-prima
qgue o mesmo é produzido que deve conter guantidade significativa de carboidratos,

geralmente trata-se de amido ou agucares como sacarose, glicose, frutose e maltose.

Estudos e testes com combustiveis alternativos e renovaveis, tais como o alcool
de cana-de-acUcar, foram realizados no Brasil desde a década de 1920. Em 1903 uma
infraestrutura para a producdo e uso de alcool, foi proposto pelo 1° Congresso Nacional
de Aplicacdo Industria do alcool, de fato durante a Primeira Grande Guerra seu uso foi
compulsério em muitas areas do Pais. Em 1923, foi alcancada uma marca de 150
milhGes de litros por ano. A partir de 1927 o etanol passou a ser misturado com éter
dietilico (etilico) e 6leo castor (MOREIRA & GOLDENBERG, 1999; CAMPOS, 2003;
NEGRAO & URBAN, 2005).

De acordo com os diversos autores ja citados nesta pesquisa, 0 interesse em
biocombustiveis varia entre 0s paises e a época em que se vive. Os fatores que mais
influenciam esses interesses podem ser discutidos como: seguranga e suprimento,
diminuicdo da dependéncia por petréleo externo, impactacdo na balanca de pagamentos,
minimizar efeitos de poluentes atmosféricos durante as emissdes a partir de veiculos

especialmente, nas grandes cidades, controlar e monitorar os danos ocasionados pela
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concentracdo de gases do efeito estufa na atmosfera. Além da reafirmacdo de que uma
infinidade de combustiveis que podem ser produzidos com biomassa, tais como

biodiesel, diesel, metanol, etanol, hidrogénio e metano.

2.8.2 Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL)

Na década de 1970 o Governo Federal tomou uma série de decisGes politicas
para enfrentar a Crise do Petroleo que se configurava em nivel mundial, representava
um alto custo nas importacdes do Pais, além de representar um colapso na energia
consumida no Brasil de modo geral. Dessa forma, em 1975 instituiu 0 PROALCOOL
(Programa Nacional do Alcool) que visava basicamente substituir a gasolina, fazendo
com que a producdo de cana-de-agucar e alcool no Brasil entre 1975 e 1985

quadruplicasse e, isso fez com que o etanol se tornasse o mais importante combustivel.

De acordo com os estudos de Moreira & Goldenberg (1999) varias decisbes
politicas e econdmicas envolviam incentivos a producdo de cana-de-aglcar em larga
escala visando a producdo de alcool combustivel e aglcar — no caso do aglcar 0 preco
decaia, ficando atrativo produzir para a industria do alcool combustivel. Ao mesmo
tempo em que incentivam a producdo de automdveis que funcionassem a base de alcool

combustivel (etanol).

Segundo Goldenberg et al. (2004) este programa passou a se desenvolver em
trés fases, onde o alcool combustivel seria introduzido aos poucos no mercado: 1) ser
usado como aditivo a gasolina na proporcdo de uma parte de alcool para quatro partes
de gasolina, para movimentar veiculos de pequeno porte; 2) num segundo momento,
com a mudanca dos motores para absorver o alcool produzido, esperava-se que a frota
de pequenos veiculos fosse plenamente atendida por este combustivel alternativo; 3) na
terceira etapa, mais ou menos por meados dos anos 80, o Programa mostrava-se
completo com a plena produgdo ndo so6 de alcool e agucar, mas com perspectiva de
explorar a0 méximo os subprodutos que eram gerados durante o processo de producdo

do alcool.

Em sua primeira década o Proalcool apresentou resultados positivos.
Automdveis movidos a alcool eram preferéncia entre os consumidores, a ponto de em

1983, as vendas desses veiculos dominarem o mercado brasileiro, sendo que em 1991
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essa fonte de energia ja movia aproximadamente 60% dos carros do pais (cerca de 6
milhGes de automoveis).

Apesar de substituir em parte o petréleo, o Programa Nacional do Alcool carreou
uma série de problemas sociais e econémicos: elevacdo da divida publica pelos
beneficios fiscais concedidos as empresas; aumento dos latifindios monocultores de
cana-de-acucar; elevagdo dos precos de alguns géneros alimenticios (pois ocorreu a
reducdo do cultivo de alimentos em substituicdo a cana-de-agucar), entre outros.

O PROALCOOL mostrava exceléncia e auto-suficiéncia, mas dependia de
investimentos que advinham tambeém do Petréleo cujos precos continuavam em baixa,
fazendo com que o Programa tivesse dificuldades por varios anos. Assim, a terceira

etapa do programa foi abandonada pelo governo (PEREIRA JR, 2012).

De acordo com os estudos de Tosta (2004) a producdo de etanol no Brasil por
meio de processos fermentativos ndo era significante antes do PROALCOOL, mas que

durante o Programa chegou a bater a faixa de 600 milhdes de litros por safra.

No Brasil, apesar da dinamica ascendente que sustentava o consumo e a oferta
carburante, esta situacdo se mantinha sob pressdo pela competicao dos precos oscilantes
do petréleo no mercado internacional e, pela commoditie do aclcar que sempre foi

atraente para os produtores.

Este quadro econdmico culminou com a estagnacdo do programa na década de
90, favorecendo uma marcante diminuicdo da frota de carros que eram movidos 100% a
alcool, o que desarticulou de forma impactante o modelo em sua conjuntura, que exigia
um complexo sistema de regulamentacdo para que o etanol fosse estocado, 0 que as
empresas ndo conseguiram atender, comprometendo a oferta do produto no mercado.
(NEGRAO & URBAN, 2005).

Conforme exp6e Campos (2003), a década de 90 ficou marcada pela instalagéo
de plantas em escala industrial para a producdo de bicombustivel, visando o alto

consumo que fora estimulado.

Segundo Carvalho (2006), a medida eficaz que garantiu a efetiva producdo de
etanol até os dias atuais, foi a mistura do etanol anidro carburante na gasolina, que,
apesar da desaceleracdo do PROALCOOL nos anos 90, compensou a queda no
consumo do alcool hidratado (NEGRAO & URBAN, 2005).
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2.8.3 Programa RenovaBio

Em 2017, o Governo Federal visando reativar a Politica Nacional de
Biocombustiveis no Brasil, criou 0 RenovaBio, que é a nova Politica, instituida pela Lei
n° 13.578/2017.

Esta Politica buscara se basear na previsibilidade, na sustentabilidade ambiental,
econbmica e social para expandir a producao de biocombustivel no Brasil com vistas a
alcancar e expandir o0 mercado desse produto, a fim de reduzir as emissdes de gases de

efeito estufa no Pais.

Para alcancar seus objetivos buscara ampliar seu canal de dialogo com a
iniciativa privada, desenvolvendo quatro eixos estratégicos: 1) discutir o papel dos
biocombustiveis na matriz energética; 2) gerar desenvolvimento baseado nas
sustentabilidades ambiental, econémica e financeira; 3) criar regras de comercializacdo

e, 4) estar atento aos novos biocombustiveis que possam ser desenvolvidos.

O RenovaBio busca ampliar a participacdo dos combustiveis renovaveis de
forma compativel com o crescimento do mercado, de forma a buscar permanentemente
inovacdo e coexisténcia harmonica e de livre concorréncia com combustivel féssil
existente, agregando valor a biomassa brasileira. Trata-se de um programa que visa

estruturar e consolidar uma visao estratégica de Estado para os biocombustiveis.

O RenovaBio tera um importante papel para o0 COP 21, onde o Ministério de
Minas e Energia (MME) é que avaliara e controlara as politicas publicas para a reducao
dos gases de efeito estufa, dessa forma visa ampliar em 18% a participacdo de
biocombustiveis na matriz energética até 2030, conforme compromisso do Brasil no
Acordo de Paris, buscando ainda, reduzir as taxas de emissdes de CO2 dos combustiveis

usados no Brasil.

Com desafios desse porte a RenovaBio traz em seu bojo regulamentagdes que
incentivam a eficiéncia dos biocombustiveis, mas ndo da preferéncia a bicombustiveis
especificos, preferindo induzir o consumo de biocombustiveis que sejam mais eficientes
em termos energéticos e ambientais, independentemente da proveniéncia, mas que
sejam certificados pelo programa entre eles o etanol, biodiesel, bioquerosene e
biometano, sabendo-se que um biocombustivel pode ter niveis de eficiéncia diferentes,

dependendo de como foi produzido, distribuido e consumido.
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Sempre com foco no mercado, pretende gerar 1,4 milhdo de empregos até 2030
na &rea de construcdo civil e nas operacdes das novas capacidades produtivas do setor.

Dessa forma, sob estas perspectivas, espera-se que a economia com importagdes
de derivados seja de 6 bilhdes de reais até 2030 (caindo de 11 bilhdes de reais para 5
bilhGes de reais). Isso ndo elimina as importacdes, mas reduzem significativamente a
dependéncia.

Ressalta-se ainda nos estudos realizados pelo Global Bioenergy Partnership
(GBEP) para a implantacao da politica RenovaBio indicam que, caso o Brasil decidisse
produzir derivados de petroleo para suprir a demanda interna, a producdo de
biocombustiveis ndo expandiria como previsto por motivos de ter que repartir 0s
investimentos entre as duas iniciativas, além de gerar apenas 180 mil empregos no

mesmao periodo, ou seja, até 2030.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral
Otimizar a producdo de amilases recombinantes para hidrdlise de amido de

mandioca visando a producéo de etanol.

3.2 Especificos

1. Otimizar o meio de cultivo para producdo das amilases recombinantes em
fermentacdo submersa em frascos agitados para obtencdo de maiores atividades
enzimatica;

2. Produzir amilases no meio otimizado em volumes de semi-escalonamento;

3. Analisar a utilizacdo do caldo enzimatico concentrado na hidrolise de amido de
mandioca por Delineamento Composto Central Rotacional;

4. Avaliar a fermentabilidade do hidrolisado aplicando diferentes tamanhos de
indculos em fermentdmetros para obtencdo de alcool; utilizando Saccharomyces
cerevisiae;

5. Determinar os processos fermentativos em termos de rendimento em produto
(Y P'5) e produtividade (QF);

6. Avaliar a estabilidade de atividade em condi¢gdes de estoque das enzimas
aplicadas no processo de liquefacgéo, sacarificacéo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Otimizacéo do meio de cultivo para producéo das amilases recombinantes
4.1.1 Microrganismos

As enzimas recombinantes, a-amilase e glicoamilase, utilizadas neste trabalho
para hidrolise de amido, sdo resultantes do projeto “Melhoramento da producdo de
amilases para conversdo de substratos em alcool” (Projeto N° 4600230099 -
PETROBRAS).

Como material de trabalho, se utilizou uma linhagem de levedura Pichia
pastoris produtora de glicoamilase desenvolvida no trabalho de Carmo (2010) e um
vetor de expressdo pPIC9/a-amy para transformacdo de levedura, desenvolvido por
Astolpho (2012)

Carmo (2010), avaliou o sistema de expressdo heterdloga utilizando a levedura
Pichia pastoris para a produgéo da enzima glicoamilase, onde o cDNA da glicoamilase
isolado do fungo Aspergillus awamori 2B 361 U2/1, foi inserido no genoma de P.
pastoris utilizando o vetor de expressdo e secrecdo pPI-3C9, baseado no promotor
AOX, gerando clones recombinantes cultivados sob agitacdo constante para a producéo
e secrecdo da proteina. Os clones secretaram glicoamilase com atividade enzimatica 7,7
U/mL, com massa molecular de 116 kDa, temperatura de atividade 6tima a 60 °C,
elevada acdo catalitica em pH &cido de 4.5 e estabilidade frente ao pH do meio
reacional, possuindo, portanto, caracteristicas desejaveis para uso em alguns processos

bioindustriais.

Enquanto Astolpho (2012) construiu o vetor de expressdo da a-amilase de
Bacillus licheniformis em levedura Pichia pastoris. A regido estrutural do gene da
enzima a-amilase foi isolada por PCR do vetor pHT-Amy e fusionada a sequéncia do
peptideo sinal do vetor pPIC9 para transformacéo de levedura, producdo e secrecdo da
a-amilase recombinante. Para a realizagéo deste trabalho, este vetor recombinante foi
inserido na levedura P. pastoris GS115 por eletroporacéo e clones recombinantes foram
selecionados em meio seletivo contendo amido, analisando a fun¢do de a-amilase de
hidrolisar o substrato e formar halos translicidos em placas reveladas com vapor de

iodo ressublimado.
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Ambos levedura e vetor recombinantes encontram-se criopreservadas sob

refrigeragdo em ultra freezer -80 °C.

4.1.2 Meios de manutencdo e cultivos da levedura P. pastoris

A manutencao das leveduras, depois de identificadas no estogque e selecionadas,
foi realizada por semeadura em placas de Petri contendo Meio YPD (Yeast extract
Peptone Dextrose Medium) (tabela 5) sendo os mesmos renovados a cada 15 dias para
que as células se mantivessem sempre novas.

Tabela 5: Composicdo do Meio YPD para

manutencdo da linhagem das leveduras em placas de
Petri e meio liquido

Componentes Quantidade | Unidade
Extrato de Levedura 10 g/L
Peptona 20 g/L
Glicose 20 g/L
Agar 20 g/L

Em todos os ensaios de otimizagdo do Meio Padrdo estabelecido pela Invitrogen
(Pichia Expression Kit: A Manual of Methods for Expression of Recombinant Proteins
in Pichia pastoris - Catalog no. K1710-01), o preparo do in6culo de cada experimento
deu-se com a reativacdo dos microrganismos, no qual uma col6nia com auxilio de uma
alca de platina, autoclavada e flambada, foi transferida para Erlenmeyer de 250 mL
contendo 25 mL de Meio YPD, sem a adicdo de &gar, e levou-se a incubagdo por 24
horas sob agitacdo em shaker New Brunswick scientific innova 43, com rotacdo de 200
rpm a temperatura de 30 °C, para o crescimento das células. Apds esse periodo 0 meio
(25 mL) foi transferido para Erlenmeyer de capacidade para 1000 mL contendo 200 mL
de Meio Complexo Tamponado com Glicerol BMGU (Buffered Glycerol Complex
Medium) (tabela 6) e levado a incubag¢do nas mesmas condig¢Oes preditas por 48 horas

para 0 aumento de massa celular.
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Tabela 6: Composigdo do meio para aumento de massa celular

Componentes Quantidade | Unidade
Extrato de Levedura 10,00 g/L
Peptona 20,00 g/L
Tampdao Fosfato de Potassio pH 6,0 10,00 mM
Ureia 1,34 %
Biotina 4,00e” %
Glicerol 1,00 %

Em seguida, o meio contendo a massa das células produzidas foi submetido a
centrifugacdo, a baixa temperatura, em tubos tipo Falcon, nas condic¢des de 4000 rpm,
por 15 minutos a uma temperatura de 4 °C, descartou-se o sobrenadante e, as células
foram ressuspendidas com &gua destilada estéril e reservadas para serem inoculadas nos

frascos experimentais.

Os frascos onde ocorreram 0s experimentos dos delineamentos, foram
preparados de acordo com a tabela gerada pelos programas Statistica 10.0, pois cada um
deles apresentava determinada concentracdo de cada variavel, que foi estudada e que
compdem o Meio Complexo tamponado com metanol — BMMU (Buffered Methanol
Complex Medium) (tabela 7) para a inducéo da expressdo da proteina heteréloga, com
os frascos preparados, aquelas células reservadas, foram inoculadas num volume de 1
mL/frasco de pré-inoculo, iniciando o cultivo em ODegoonm de 1. E assim, foram levados
a incubagdo por 72 horas sob agitacdo em shaker New Brunswick scientific innova 43
com rotacao de 200 rpm, a uma temperatura de 30 °C, a cada 24 horas era adicionado a
cada sistema o volume tabelado de metanol, para a inducdo da expressdo, assim como
era retirada uma aliquota de cada frasco para observacdo do crescimento celular e
atividade de forma a acompanhar o andamento do processo.

Tabela 7: Composi¢do do Meio Padréo da Invitrogen estabelecido para
inducdo da expressdo das proteinas heterélogas

Componentes Quantidade | Unidade
Extrato de Levedura 10,00 g/L
Peptona 20,00 g/L
Tampdao Fosfato de Potassio pH 6,0 10,00 mM
Ureia 1,34 %
Biotina 4,00e® %
Metanol 0,50 %
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Em todas as etapas os frascos contendo 0s meios passaram por processo de
esterilizacdo por calor imido, na forma de vapor saturado sob pressdo, em autoclave,

por 15 minutos, 1 atm a 110 °C.

A ureia utilizada para composi¢do dos meios foi preparada em solugéo estoque,
numa concentracdo de 10X, onde foi pesado 67 g de ureia, a mesma foi diluida em
Becker de vidro e, em baldo volumétrico de 1000 mL adicionou-se agua destilada
autoclavada, em quantidade suficiente até esse volume. Apos a homogeneizacdo a
solucdo foi submetida a esterilizacdo num sistema de microfiltracdo, contendo
membrana de 0,22 um da marca Millipore sendo a solucdo estocada sob refrigeracao a
4°C,

O preparo do tampao fosfato de potassio deu-se pelo calculo utilizando pKa dos
compostos fosfato de potassio monobasico (KH2POs) e fosfato de potéssio dibasico
(K2HPO4). Com os valores calculados, pesou-se as massas necessarias, diluiu-se em
primeiramente 500 mL de agua destilada, o pH foi aferido para confirmar o valor de 6,0,
transferiu-se para um baldo volumétrico com capacidade para 1000 mL e avolumou-se,
a solucao foi envasada em frasco ambar e submetido a esterilizacdo, por autoclavagédo

nas condicdes relatadas acima.

4.1.3 Otimizacdo do meio de cultivo

Em procedimentos fermentativos contendo mais de uma variavel, possivelmente
cada uma delas age, de certa forma independente, ou interagindo entre elas e com isso
apresentar influéncia direta ou indireta no efeito de outras varidveis, por isso, deve-se
utilizar um método de otimizacdo que possa identificar essas possiveis interagdes, a fim
de que um ponto 6timo seja revelado, dentro das condi¢bes experimentais estudadas e
preditas, assim como também das analises estatisticas dos dados, sem deixar de
observar que essas analises devem ser feitas levando em consideracdo o tipo de

planejamento realizado.

O meio padrdo apresentava 6 componentes em sua composicdo — extrato de
levedura, peptona, ureia, tampdo fosfato de potassio, metanol e biotina — por isso,
primeiramente foi realizado um planejamento experimental, Plackett & Burman (PB),

que apresenta a capacidade de lidar com um nimero expressivo de variaveis — a partir



S7

de 4 - para serem avaliadas, com a finalidade de obter a avaliacdo da influéncia conjunta
das variaveis em questdo. Tendo como resposta estudada a atividade amilolitica das

enzimas recombinantes.

Em seguida, foi adotado um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) ja que o mesmo apresenta informacdes relativamente razoaveis para determinar
efeitos nas variaveis existentes e a partir dai realizar a otimizacdo. Esse tipo de
planejamento estatistico estuda os efeitos da interacdo dos pardmetros em questdo.
Cada variavel foi estudada em 5 diferentes niveis (-a, -1, 0, 1, +a), cada nivel possui seu
respectivo valor nominal. O parametro o adotado foi o ortogonal 1,41421 de modo a se
obter um planejamento, no qual a matriz de variancia e covariancia é diagonal e 0s
parametros estimados ndo sdo correlacionados entre si (BOX et al., 1978).

Os delineamentos PB e DCCR foram analisados utilizando-se software Statistica
versdo 10.0, para a obtencdo da regressdo dos dados experimentais e 0s pontos de

maximizacéo utilizando um valor de confiabilidade 90%, ou seja, p = 0,1.

4.1.3.1 Otimizacao da producéo da glicoamilase
Os niveis para o inicio e seguimento até a validacdo da otimizacdo do meio

padrdo para a glicoamilase estdo mensurados nas tabelas 8, 9 e 10, respectivamente.

Os parametros utilizados para escolha dos niveis iniciais que geraram o primeiro
PB, tiveram como base as concentra¢es do meio padréo indicado pela Invitrogen para a
levedura P. pastoris.

Tabela 8: Niveis do Plackett & Burman | utilizada para avaliagdo da
influéncia conjunta das variaveis da composi¢cdo Meio Padrdo da
enzima glicoamilase

Variaveis Unidades Nivets

Min (-1) PC (0) Max (+1)
Extrato de levedura (X:) g/L 2,50 15,00 27,50
Peptona (Xz) g/L 5,00 30,00 55,00
Ureia (Xs) g/L 0,34 2,01 3,69
Tampdo fosfato (Xa4) M 0,03 0,15 0,28
Metanol (X5s) % 0,13 0,63 1,13

Biotina (Xs) % 2,00 6,00 10,00
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Tabela 9: Niveis do Plackett & Burman Il utilizada para avaliacdo da
possibilidade da retirada dos componentes gque apresentaram efeito
negativo e ndo significativo em resposta ao PBI da composicédo Meio
Padrdo da enzima glicoamilase

Variaveis Unidades Niveis
Min (-1) PC (0) Méx (+1)

Extrato de levedura (Xi) g/L 000 1375 27,50
Peptona (Xz) g/L 0,00 27,50 55,00
Ureia (X5) g/L 000 185 369
Tampdo fosfato (Xa) M 0,15 0,28 0,41
Metanol (X5s) % 0,56 1,13 1,70
Biotina (Xe) % 6,00 10,00 14,00

Tabela 10: Niveis do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para validagao
da otimizacdo do Meio Padrdo da enzima glicoamilase

Nome da Variavel Unidades  (-a) -1 0 1 (+a)
Extrato de levedura (X1) g/L 1,20 7,00 21,00 35,00 40,80
Biotina (X2) % 2,93 5,00 10,00 15,00 17,07

4.1.3.2 Otimizagdo da producéo da a-amilase

Os niveis para o inicio e seguimento até a validacdo da otimizacdo do Meio

Padréo para a a-amilase estdo mensurados nas Tabelas 11, 12 e 13, respectivamente.

Os parametros utilizados para escolha dos niveis iniciais que geraram o primeiro
PB seguiram o mesmo critério da glicoamilase, ou seja, baseado nas concentracbes do
Meio Padréo indicado pela Invitrogen e utilizado nos trabalhos anteriores em nosso
grupo de pesquisa.
Tabela 11: Niveis do Plackett & Burman | utilizada para avaliacdo da

influéncia conjunta das variaveis da composicdo Meio Padrdo da
enzima a-amilase

Variaveis Unidades Niveis

Min (-1) PC (0) Max (+1)
Extrato de levedura (Xi) g/L 2,50 15,00 27,50
Peptona (Xz) g/L 5,00 30,00 55,00
Ureia (Xs) g/L 034 201 3,69
Tampdo fosfato (Xa4) M 0,03 0,15 0,28
Metanol (X5s) % 0,13 0,63 1,13

Biotina (Xae) % 2,00 6,00 10,00
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Para a continuacdo de otimizacdo da o-amilase foi utilizado o Experimento
Fatorial Fracionado que dentro dos experimentos industrias sdo 0s arranjos mais
utilizados, pois nos oferece uma visdo mais realista das operac¢Ges conjuntas do processo
ja que todos os fatores variam simultaneamente nos dando a oportunidade de obter a
variavel de resposta de forma clara expondo o estudo de interacdo existente entre 0s
fatores ao invés de estudarmos cada fator separadamente. A utilizacdo desses
experimentos também esta relacionada quando se tem um nUmero de fatores
relativamente grande e/ou recursos bastante limitados sendo que o fatorial fracionado
utiliza menos ensaios experimentais que os fatoriais completos (King, 1995). Assim, foi
realizado um delineamento Fatorial Fracionado 2% com os niveis que podem ser vistos

na tabela 12.

Tabela 12: Niveis do Fatorial Fracionado utilizada para avaliagéo da
possibilidade da retirada dos componentes que apresentaram efeito
negativo e nao significativo em resposta ao PBI da composicao Meio
Padrio da enzima a-amilase

Variaveis Unidades Niveis
Min (-1) PC (0) Max (+1)

Extrato de levedura (X1) g/L 500 27,50 50,00
Peptona (Xz) g/L 10,00 40,00 70,00
Ureia (X3) g/L 0,00 1,85 3,69
Tampdo fosfato (Xa) M 0,03 0,15 0,27
Metanol (Xs) % 0,13 0,63 1,13
Biotina (Xe) % 0,00 5,00 10,00

Em seguida passou-se para a metodologia de superficies de resposta que é
composta de duas fases diferentes, sendo elas a modelagem e o deslocamento. Essas
fases podem apresentar a necessidade de serem repetidas diversas vezes até que seu
objetivo seja atingido, ou seja, que os resultados mostrem uma regido 6tima seja ela de
maxima ou minima, da superficie investigada. Fazendo os ajustes dos modelos lineares
ou quadraticos através dos resultados dos experimentos obtidos a partir de
planejamentos fatoriais temos a modelagem. Enquanto que o deslocamento é obtido no
decorrer do caminho em busca da maxima inclinacdo de um determinado modelo. Por
iIsso, a necessidade de prosseguir com os Delineamentos Composto Central para
conseguir a otimizacdo desse processo com 0s niveis apresentados nas tabelas 13 e 14

para continuidade.
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Tabela 13: Niveis do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR I) para
otimizacdo do Meio Padréo da enzima a-amilase

Nome da Variavel Unidades  (-a) -1 0 1 (+a)
Extrato de levedura (Xu) g/L 1,27 4,00 8,00 12,00 14,73
Peptona (X2) g/L 16,36 30,00 50,00 70,00 83,64
Tampdo Fosfato (X3) Mol 0,56 0,70 0,90 1,10 1,24

Tabela 14: Niveis do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR 1) para validagao
da otimizacdo do Meio Padrdo da enzima a-amilase

Nome da Variavel Unidades  (-a) -1 0 1 (+a)
Extrato de levedura (X1) g/L 12,95 15,00 20,00 25,00 27,05
Tampéo Fosfato (X») % 0,62 0,70 0,90 1,10 1,18

4.1.4 Dosagens das atividades enzimaticas
4.1.4.1 Atividade dextrinizante da o-amilase

A determinagdo quantitativa da atividade dextrinizante da a-amilase foi realizada
de acordo com o protocolo descrito por Fuwa (1954). O substrato para a reacgdo
enzimatica foi preparado pela dissolucdo por fervura de 1 g de amido soltvel (Merck)
em 100 mL de tampdo acetato de sédio 50 mM pH 7,0 seguido de resfriamento. O
reagente Fuwa foi confeccionado pela adicdo das solugdes Kl a 10% em agua (m/v), I a
1% em etanol absoluto (m/v) e de dgua destilada nas proporcdes: 1:1:3 (v/v/v). O ensaio
realizou-se como descrito: adicionou-se 60 pL do complexo enzimatico a 140 pL da
solucdo de amido sollvel a 1%, posteriormente a mistura enzima substrato foi incubada
em banho-maria por 10 minutos a 40 °C. Interrompendo a reacdo com a adicdo de
200 pL de &cido acético 1 M. Para a quantificacdo da atividade da enzima na reacéo,
adicionou-se 200 pL do reagente de Fuwa e 9,4 mL de agua destilada, totalizando um
volume final de 10 mL. Homogeneizou-se o sistema por inversao e mediu-se a
degradacdo do amido pela diminuicdo da absorvancia em espectrofotdmetro, a um
comprimento de onda de 660 nm. O branco da reacdo foi preparado com 200 pL de
tampé&o acetato de sédio 50 mM pH 7,0, 200 pL de &acido acético 1 M, 200 uL do
reagente de Fuwa e 9,4 mL de agua. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

Uma unidade de a-amilase foi definida como a quantidade de enzima necesséaria
para hidrolisar 0,1 mg de amido por minuto a 40 °C, partindo de 1,0 mg de amido

presente no inicio da reacdo. Utilizou-se solucBes de amido em concentragdes variadas
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de 0 a 10 mg/mL para a obtencéo da curva padrdo de degradacao do substrato referente

a dosagem de a-amilase.

4.1.4.2 Atividade amiloglicosidasica

A determinacdo quantitativa da atividade sacarificante da glicoamilase foi
realizada apds a obtencdo dos sobrenadantes da fase de inducdo utilizando o método
DNS descrito por Miller (1959). Este reagente é composto por acido 3,5 dinitro-
salicilico, sal de Rochelle, bissulfito de sodio e hidroxido de sodio. O método do DNS
baseia-se na reducdo do acido 3,5 dinitro-salicilico a acido 3-amino-5-nitrosalicilico ao
mesmo tempo em que o grupo aldeido do agUcar é oxidado a grupo carboxilico, com o
desenvolvimento de coloracdo escura. Foi adicionado a 60 uL do sobrenadante da
enzima, 140 pL de solugdo de amido soluvel 1,0% (Merck) confeccionado com tampéo
acetato de sdédio 50 mM pH 4,5, seguido de incubacdo a 60 °C por 30 minutos,
posteriormente, foi adicionado 1500 uL do reagente DNS, para que a reacdo fosse
interrompida. A mistura foi levada a banho fervente por 5 minutos proporcionando a
formacdo de coloracdo, em seguida foi rapidamente resfriada em banho de gelo e o
volume completado para 10,0 mL com &gua destilada. Com material homogeneizado
fez-se a leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540 nm. O branco
para a reacdo foi feito com a adicdo de 200 uL de solucdo de amido solavel 1,0%
(Merck) confeccionado com tampdo acetato de sodio 50 mM pH 4,5, 1500 puL do
reagente DNS e 8,3 mL de agua destilada. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata.

Os valores das absorbancias foram utilizados para medir a atividade da enzima
nos ensaios. A curva padrao para o calculo enzimatico utilizou concentrag6es de glicose
que variaram de 0,1 a 3,0 mg/mL.

Uma unidade de atividade sacarificante de glicoamilase foi definida como a

quantidade de enzima necessaria para produzir 1,0 umol de glicose por minuto.

4.2 Producéo das amilases em frascos agitados em meio de cultura otimizado
O meio de producdo das enzimas recombinantes dessa etapa do processo,

procedeu-se de acordo com o especificado, apos a otimizacdo do meio padrdo, como
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pode ser visto nas tabelas 15 e 16. Com o0s parametros otimizados a producdo das
amilases foi realizada em frascos agitados com volumes nominais de 500 e 1000 mL e
volumes uteis de 160 e 300 mL, respectivamente, caracterizando um processo de semi-
escalonamento. Os frascos foram levados a incubacdo por 72 horas sob agitacdo em
shaker New Brunswick scientific innova 43 com rotacdo de 200 rpm, a uma temperatura
de 30 °C, a cada 24 horas fora adicionado ao sistema o volume otimizado de metanol,
para a inducdo da expressdo e formacdo do produto, uma aliquota de cada frasco foi
retirada para observacdo do crescimento celular e atividade de forma a acompanhar o
andamento do processo. As condi¢des de contorno de rotacdo, temperatura e tempo de
incubacdo foram otimizados pelo grupo de pesquisa.

Tabela 15: Valores das concentracGes do meio
otimizado da enzima a-amilase

Valor
Componentes Unidades otimizado
Extrato de levedura (X:) g/L 22,06
Peptona (Xz) g/L 70,00
Ureia (Xs) g/L 0,00
Tampao fosfato (Xa4) M 1,06
Metanol (Xs) % 0,13
Biotina (Xe) % 2,00

Tabela 16: Valores das concentrages do meio
otimizado da enzima glicoamilase

Valor
Componentes Unidades otimizado
Extrato de levedura (X1) g/L 23,22
Peptona (X2) g/L 0,00
Ureia (Xs) g/L 0,00
Tampéo fosfato (Xa) M 0,15
Metanol (Xs) % 0,63
Biotina (Xs) % 21,24

4.3 Concentracgao do caldo enzimatico

4.3.1 Concentragdo por ultrafiltracdo tangencial em sistema de membranas de fibras
ocas

Ap0s a producdo das bateladas em frascos agitados, o meio fermentado passou
por centrifugacéo refrigerada, em frascos de 400 mL, numa rotagdo de 4000 rpm a uma
temperatura de 4 °C por 30 minutos, para a retirada de células do meio liquido. O

sobrenadante foi reservado sob refrigeracdo de 8 °C £ 3 e passou por filtracdo a vacuo,
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ao sistema foi acoplado membrana de 1,2 um de poro, 47 mm de didmetro (figura 9).
Sendo o complexo enzimatico levado a concentragdo por ultrafiltracdo tangencial, em

membranas de fibras ocas.

=

Figura 9. Volume final da producéo de a-amilase com meio otimizado (A); Volume final da producéo de
glicoamilase (B); Sistema de filtragdo a vacuo (C)

O caldo enzimético amilasico foi concentrado em um sistema de filtracdo
tangencial em membrana de fibras ocas de polissulfona, Hollow Fiber modelo
QuixStand, marca GE Healthcare.

A primeira etapa da concentragdo deu-se por microfiltracdo, que se consistiu em
passar 0 complexo em membranas de 0,2 um mostrado na figura 10 A e B, para a
retirada de células remanescentes e/ou material particulado que, por ventura, estivesse

presente no meio mesmo apos a filtracdo a vacuo.

Com o caldo devidamente filtrado, o mesmo foi levado a concentracdo em
cartucho com membrana de corte (cut-off) de 30 kDa mostrado na figura 10 C e D, a
uma pressao que pode variar de 10 — 15 psi na entrada do cartucho sendo o processo
realizado a temperatura ambiente. Foram coletadas amostras do tanque de alimentacéo
(caldo bruto), do permeado da ultrafiltracdo e do concentrado final, para quantificagdo

das respectivas atividades amiloliticas.
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Figura 10. Sistema de microfiltragdo em membranas de 0,2 um para a retirada de células e/ou material
particulado (A e B); Sistema de concentragdo em cartucho com membrana de corte (cut-off) de 30 kDa
(CeD)
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4.4 Avaliacdo da utilizacdo do caldo enzimatico concentrado na hidrdlise de amido

de mandioca
4.4.1 Quantificacdo do Teor de Amido na Fécula de Mandioca

A fécula utilizada neste trabalho, foi adquirida no mercado da cidade de Manaus
em saco de 25 kg da Fecularia Loanda LTDA do Estado do Parana.

O teor de amido na fécula de mandioca foi determinado através da quantificacdo
de glicose liberada na hidrdlise enzimatica, utilizando a-amilase (Thermamyl) e
glicoamilase (AMG 300) comercial da NOVOZYMES. Secou-se a fécula de mandioca,
em estufa a 100 °C por um periodo de aproximadamente 7 horas até que a massa nao
apresentasse mais variacdo quando aferido, e ressuspendeu-a em agua a fim de se obter
uma concentragdo final de 2,0% (m/v). Ajustado o pH para 6,0, quando se fez
necessario, com adicdo de NaOH 2 M e adicionou-se uma carga de o-amilase de
1 mL/g de fécula. Aqueceu-se a mistura a 90 °C durante 2 h. Decorrido o tempo
reacional, a temperatura do sistema foi reduzida para 60 °C e o pH ajustado para 4,5
com H>SO4 7,5% (v/v), quando necessario. Acrescentou-se uma carga de glicoamilase
de 1 mL/g de fécula e manteve-se a temperatura de 60 °C por 24 h. Quantificou-se a
glicose presente no sobrenadante pelo método enzimatico de glicose oxidase (GOD).
Foi realizado paralelamente duas determinacdes nas mesmas condi¢cdes descritas acima,
a fim de se quantificar a glicose livre presente na mistura agua-amido, sem adicdo de
enzimas (branco) e a glicose presente nos preparados enzimaticos (controle). A
concentracdo de glicose tanto no branco como no controle, foram subtraidas da amostra
hidrolisada para que estes ndo interfiram nos célculos para quantificacdo do teor de
amido presente na fécula de mandioca. O teor de amido foi calculado como descrito

abaixo:

AMIdO pesoseco (%) = (GT - GR)xVx100 ©)
MSGx1,11

Onde,

GT: concentragéo de glicose total (g.L™?);
GR: concentracdo de glicose residual (branco e controles) (g.L™);

Vr: volume total (L);
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MSG: massa seca de fécula (g).

O fator de conversdo 1,11 esta relacionado a incorporacdo de uma molécula de
agua (18 g/mol) para liberacdo de uma molécula de glicose (180 g/mol), para cada
ligacdo covalente rompida durante a hidrélise do amido (BARCELOQOS, 2010).

4.4.2 Estudo da Hidrolise Enzimatica
4.4.2.1 Estudo das cargas enzimaticas na hidrélise do amido da Fécula de Mandioca

Para a avaliacdo e otimizacdo das condicGes de hidrélise do amido da fécula de
mandioca quanto a propor¢cdo das amilases (variaveis), utilizou-se o Delineamento
Experimental de mixtura simplex-centroid, onde foi gerada uma matriz com 10
experimentos. Foram adotadas cargas enzimaticas limites de minimo e méximo de 8,99
e 91,01 uL/g de fécula para o-amilase e, 59,12 e 194,88 uL/g para a glicoamilase,
respectivamente, de acordo com a tabela 17. Sendo a concentracdo de glicose (g/L)
variavel dependente dessa analise. A hidrdlise foi realizada em tubos de ensaio num
volume de 10 mL com a concentracdo de 20% de fécula de mandioca, nas condi¢cbes
reacionais conforme tabela gerada; adotou-se a temperatura de 60 °C, e tempo de
hidrdlise de 180 minutos com o sistema contendo as duas enzimas, antes de serem
adicionadas o meio passou por um periodo de 30 minutos de gelatinizacdo a 90 °C para
haver uma desorganizacdo na estrutura do amido e assim as enzimas pudessem atuar
com mais eficiéncia. Os tubos foram agitados, em shaker para homogeneizacdo do
sistema. Decorrido o tempo reacional, as amostras passaram por centrifugacdo com
rotacdo de 4000 rpm por 10 minutos e, a glicose, como produto final, foi quantificada
pelo método de glicose oxidase (GOD).

Tabela 17: Niveis do Delineamento experimental de mixtura simplex-centroid para o estudo
das cargas enzimaticas na hidrolise do amido de fécula de mandioca para condicdo ideal de
hidrolise

Nome da Variavel Unidades (-a) -1 0 1 (+a)

Alfa (X1) nL/g 899 21,00 5000 79,00 91,01
Glico (Xz) ul/g 59,12 79,00 127,00 17500 194,88
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Um fluxograma do processo da hidrolise enzimatica pode ser observado na

figura 11.

Agua
+
Fécula de Mandioca

l

Gelatinizacado
30 min.; 90 °C

a-amilase
+ e
Glucoamilase

Liquefacdo e Carga de a-amilase

Sacarificagéo Glucoamilase
180 min.; 60°C (de acordo com DOE)

l

Hidrolisado Quantificacdo da
Fécula de Mandioca | 9licose (GOD)

Figura 11. Fluxograma representativo do processo de estudo da hidrélise enzimatica da fécula de

mandioca.

Para calculo da eficiéncia de hidrdlise utilizar-se-a a equacao abaixo:

ARL (4)
EH(0) = —Aroxzir X 1

Onde,

E.H.: Eficiéncia da hidrélise enzimatica dos grdos de fécula de mandioca (%);

ARL: concentracdo de acgucares redutores liberados apos hidrélise enzimatica de fecula
de mandioca (g.L™?);

ARO: concentracdo de aclcares redutores que poderiam ser obtidos de fécula de

mandioca com eficiéncia de 100% (g.L™).
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O fator de conversdo 1,11 esta relacionado a adi¢do de uma molécula de agua
(18 g.mol?), para a liberagdo de uma molécula de glicose (180 g.mol™), apos o

rompimento de cada ligacéo covalente durante a hidrélise do amido.

A resposta apontada como ideal pela analise do programa foi levada para
realizacdo da validacdo, ocorrendo em erlenmeyer de 250 mL sendo o volume de meio

reacional de 25 mL nas condig¢des de contorno citadas anteriormente.

4.4.2.2 Quantificacdo de glicose pelo método glicose oxidase (GOD)

Em tubos de ensaio, adicionou-se 10 pL de amostra obtidas através dos
processos de hidrolise, assim como, o de fermentacdo, 1 mL de reagente enzimatico de
glicose oxidase (GOD) a solucdo foi levada a aquecimento em banho-maria a 37 °C por
15 minutos. Resfriou-se e adicionou-se 1 mL de agua. O sistema foi homogeneizado e
realizou-se a leitura em espectrofotdbmetro, num comprimento de onda de 505 nm. O
preparo da amostra padrdo e do branco foram realizadas nas mesmas condicdes,
substituindo a amostra pelo padrdo e &gua destilada, respectivamente. Todos o0s
procedimentos foram realizados em triplicata. A concentracdo de glicose presente na

amostra foi calculada como descrito na Equacao 2:

Glicose (g/L) = Absorbancia amostra X Diluicéo 2
Absorbancia padrao

4.4.2.3 Estudo da otimizacdo da proporc¢do sélido:liquido para hidrélise do amido da
Fécula de Mandioca pela mistura enzimatica otimizada

Com a mistura das amilases definida passamos ao estudo da hidrolise e, para que
a mesma se tornasse efetivamente eficiente a proporc¢éo de fécula de mandioca em g/L e
a proporcdo de mistura das amilases em U/mL fosse ajustada, foi utilizado o
planejamento experimental DCCR, seguido de validagdo. Na tabela 18 apresenta-se os
niveis estudados neste delineamento, a matriz experimental foi composta de 11 ensaios,
sendo 3 repeticdes no ponto central, tendo como parametro para o ponto central a
proporcao utilizada na literatura de 20% (m:v). Para os ensaios da matriz, o blend

enzimatico otimizado na etapa anterior, foi incubado juntamente com o substrato de
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fécula de mandioca dentro das proporcdes indicadas pela matriz em tubos de ensaio sob
agitacdo de 200 rpm a temperatura de 60 °C por um periodo de 48 horas. Sendo a
producdo de glicose (g/L) dosada pelo método de GOD e a Eficiéncia Hidrolitica (%)
foram determinadas com as variaveis de resposta analisadas pelo programa.

Tabela 18: Fatores e niveis do DCCR para otimizacéo do carregamento sélido:liquido
Fatores (- o) -1 0 1 (+ o)

Substrato sélido (g/L) 12,93 15,00 20,00 25,00 27,07
Volume de mix (uL/g) 258,58 300,00 400,00 500,00 541,42

Com as respostas das analises chegou-se a um novo planejamento como mostra
a tabela 19 com niveis ajustados onde os valores do nivel maximo (+a) passou a ocupar
0 ponto de nivel médio (0) fazendo com que os valores tivessem em nivel maximo o
dobro dos valores utilizados no delineamento anterior conforme a necessidade mostrada
pelos resultados do DCCR | para a otimizagdo da proporcéo sélido:liquido observando-
se as condicBes de contorno adotadas anteriormente.

Tabela 19: Fatores e niveis do DCCR Il para otimizacdo do arregamento sélido:liquido
Fatores (- @) -1 0 1 + o)

Substrato sélido (g/L) 1,72 10,00 30,00 50,00 58,28
Volume de mix (uL/g) 34,31 200,00 600,00 1000,00 1165,69

Com os novos resultados observou-se a necessidade de um novo ajuste nos
niveis e foi gerado um novo delineamento (DCCR III) utilizando os valores preditos
pelo programa sendo eles 4,222926 para concentragdo do solido (fécula de mandioca) e
3,415573 para o volume do blend (mistura das amilases), sendo esses valores
codificados. Transformando-os em valores reais fez-se a tabela 20 onde o nivel do ponto
médio (0) do delineamento anterior foi deslocado para o nivel minimo (-o)) fazendo com
que 0s novos niveis pudessem chegar a uma hidrolise satisfatoria liquefazendo e
também obtendo o aumento da concentragdo final de glicose no mosto e levado a

validacéo.
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Tabela 20: Fatores e niveis do DCCR Il para otimizacdo do carregamento sélido:liquido
Fatores (-a) -1 0 1 (+a)

Substrato sélido (g/L) 30,00 38,70 60,00 81,30 90,00
Volume de mix (U/g) 600,00 774,50 1200,00 1625,50 1800,00

4.4.3 Hidrolise de Fécula de Mandioca

Com a condigdo de hidrolise enzimética determinada na etapa anterior, foi
realizada a hidrélise de 400 mL de mosto. Onde foi pesado 183,24 g de fécula de
mandioca que foi diluido em 290 mL de &gua destilada, a solucdo foi levada a
gelatinizacdo a 90 °C por 30 minutos, apos esse periodo o sistema foi levado a
arrefecimento para que chegasse a uma temperatura de aproximadamente 60 °C e assim
adicionar um volume de 3,5 mL da mistura de enzimas nas concentracGes de 10,15 uL/g
(5897,40 U) de a-amilase e 9,00 pL/g (61,89 U) de glicoamilase, e realizou-se a
hidrolise por 48 horas em shaker numa rotacdo de 200 rpm a 60 °C. Apds o processo de
liquefacdo e sacarificagdo simultdnea uma aliquota de 1 mL foi coletada para
quantificacdo da concentracdo de glicose, no meio fermentativo, pelo método de GOD.

Durante o preparo do hidrolisado, aliquotas de 0,5 mL foram coletadas das
amostras a cada 2 horas para determinar a concentracdo de glicose pelo método GOD,

para a construcao do perfil cinético da hidrdlise enzimatica.

Apbs a sacarificacdo o meio hidrolisado foi autoclavado por 15 minutos huma

pressdo de 1,0 atm e 121 °C para posterior fermentacéo.

45 Avaliacdo da fermentabilidade do hidrolisado em fermentbmetros para
obtencao de alcool utilizando Saccharomyces cerevisiae

4.5.1 Meio de fermentacdo da levedura Sacharomyces cerevisiae

O meio fermentativo para Saccharomyces cerevisiae foi composto de: 1,25 g/L
de ureia, 1,1 g/L KH2PQOg4, 2,00 g/L de extrato de levedura, e 40,00 mL/L da solucdo de
sais minerais e &cido citrico. Sendo a composi¢do da solugdo de sais: 12,5 g/L
MgS04.7H20, 1,25 g/L de CaCl..2H20, 12,5 g/L Acido citrico, 0,9 g/L FeSO4.7H20,
0,19 g/L de MnSOs4, 0,3 g/L de ZnS0O4.7H20, 0,025 g/L de CuSO4.5H20, 0,025 g/L de
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CoCl,.6H20, 0,035 g/L de NaMo004.2H20, 0,05 g/L de H3BO3, 0,009 ¢g/L de Kl e
0,0125 g/L de Al2(SO4)s.

4.5.2 Fermentacdo submersa do hidrolisado de fécula de mandioca pela levedura

Saccharomyces cerevisiae em fermentdémetros (airlock)

Este experimento foi realizado em frascos coOnicos, compondo sistemas
fechados, com aparelhos construidos em vidro, que facilita a saida do CO. sem permitir
que haja entrada de ar, chamados de fermentometros (airlock). A realizacdo do processo
em fermentdmetros possibilita acompanhar a fermentacdo pela perda de peso do
sistema. A perda de peso é decorrente do desprendimento de CO., controlada por um
dispositivo que, por diferenca de pressdo e uma coluna de agua, direciona a passagem
do CO2 e minimiza as perdas por evaporagdo ou por arraste do gas desprendido durante
0 processo. O monitoramento do CO2 com o uso de fermentdmetros permite estimar, de
forma indireta e muito utilizada na pratica, a concentracéo de etanol que foi formado no
sistema, considerando o balanco estequiométrico da conversdo de glicose a etanol como

vemos na equacao 5.
CsH1206 (glicose) = 2 C2HsOH (etanol) + 2 COz (gés carbbnico) (5)

Além da evolucdo de CO, o desempenho da fermentacdo foi avaliado pelas
medidas iniciais e finais das concentracbes de substrato e de produto, de forma a

possibilitar o calculo das principais variaveis de resposta processo (Ypss € Qp).

Apds a autoclavagem do hidrolisado, o sistema passou por resfriamento para a
temperatura de até 30 °C e foi retirado uma aliquota para quantificacdo da concentracao
de glicose e entdo foi inoculada a biomassa de S. cerevisiae comercial Saf-instant uma
concentracdo de indculo de 15 g/L. Apds todos os pardmetros observados e aferidos, foi
acoplado o fermentémetro. Logo ap6s a adicdo da levedura e com o sistema
devidamente montado os frascos foram imediatamente pesados e incubados em shake a

temperatura de 35 °C e 150 rpm.

Em intervalos definidos (inicialmente 30 minutos), houve monitoramento do
processo fermentativo, aferindo a massa do sistema. Quando a diferenga de massa entre

uma medida e outra tornou-se desprezivel, as fermentagbes foram dadas como
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encerradas. Ao término do processo, as amostras foram retiradas para determinacdo de
condicBes finais (concentracdo de acglcares e etanol). A quantificacdo de etanol foi
realizada por sistema de cromatografia gasosa (CG).

Para os célculos de produtividade (Qp), eficiéncia de fermentacéo (E.F.), fator de
rendimento de producéo de etanol (Yepss) e reducdo percentual de substrato (RPS), foram

aplicadas as seguintes equacdes:

a) Produtividade Volumétrica(Qp):

(P —Po) )
tr

p =

Onde,

Qe: produtividade volumétrica em etanol (g.L.h™);
P: concentracdo final de etanol (g.L™);

Po: concentracdo inicial de etanol (g.L™?);

tr: tempo de fermentacdo (h).

b) Eficiéncia de Fermentagéo (E.F.):

Yers )
EF(%) = X 100
ET
Onde,
E.F.: eficiéncia de fermentacao (%);
Yrss: concentracao final de etanol (g.L™?);
ET: concentracéo de etanol tedrico, considerando eficiéncia de 100% (g.L™).
c) Fator de rendimento de producéo de etanol (Yess):
(P —Po) (8)
YP/S I —
(So—S)
Onde,

Yess: fator de rendimento de producéo de etanol (g.g™%);
P: concentragdo final de etanol (g.L™);
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Po: concentragéo inicial de etanol (g.L™);
So: concentragéo inicial de glicose (g.L™);
S: concentragéo final de glicose (g.L ™).

d) Reducéo percentual de substrato (RPS):

S-S 9
RPS(%) = & 1w ®

0

Onde,

RPS: reducdo percentual de substrato (%);
So: concentracdo inicial de glicose (g.L™);

S: concentracéo final de glicose (g.L™).

4.6 Determinacdo do Teor de Etanol
4.6.1 Anélise do alcool

O mosto fermentado foi submetido a centrifugacdo com rotacdo de 4000 rpm por
20 minutos a 4 °C em tubos falcons de 50 mL ap6s centrifugacdo as amostras passaram
por filtracdo em membrana de 0,22 um da marca Millipore sendo a solucéo estocada em
frascos de vidro com tampa de rosca e mantidos sob refrigeracao.

As amostras reservadas apés a centrifugacdo foram submetidas a analise no
Laboratorio de Central de Andlises Quimicas, da Escola Superior de Tecnologia — EST
da Universidade do Estado do Amazonas - UEA. Para as analises qualitativa e
quantitativa do alcool foi utilizada a técnica de cromatografia em fase gasosa (CG) em
Cromatografo em Fase Gasosa Shimadzu, com detector FID e Headspace, coluna SH-
Rtx-1(30m x 0,32mm x 0,25mm) Shimadzu com Padrdo de Etanol Absoluto: Merck
EMSURE -ACS, ISO, Reag. Ph Eur.

A analise qualitativa, com relagdo ao etanol, foi realizada pela comparacdo dos
tempos de retengdo do padréo de etanol com as amostras analisadas, bem como pela

técnica de adi¢do de padrao.
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A analise quantitativa foi realizada pela técnica de padronizacdo externa do

padréo de etanol.

4.7 Avaliacéo da estabilidade das enzimas concentradas

As enzimas concentradas foram reservadas em refrigeragdo com temperatura
com temperatura de 8 (x3) °C, assim como em temperatura ambiente com temperatura
de 22 (x4) °C. Em intervalos regulares de 30 dias foram avaliadas as atividades
dextrinizante e sacarificante das mesmas afim de acompanhar a estabilidade de estoque

e prateleira das mesmas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacéo do meio de cultivo para producéo das amilases recombinantes

Necessariamente para que haja desenvolvimento das tecnologias de producéo de

quaisquer biomoléculas deve-se utilizar a otimizacdo da composic¢do do meio de cultivo.

A otimizacdo do meio se deu quanto a analise dos componentes do mesmo.
Segundo Rocha (2010) para saber se as concentracfes desses nutrientes se encontravam
em quantidades satisfatorias, se sdo realmente necessarias, ou até mesmo em
concentragOes capazes de causar inibicoes, foi utilizado o método de planejamentos de
experimentos sequenciais. Os delineamentos utilizados foram o Plackett & Burman,
Delineamento Composto Central Rotacional, Fatorial Fracionado, Delineamento
Experimental de mixtura simplex-centroid que visa a selecdo de fatores e tem funcéo de
intermediar a orientacdo e encaminhamento para o delineamento final para a validacéo

da otimizagéo.

5.1.1 Otimizacéo da producdo da glicoamilase

Realizou-se inicialmente estudos acerca da otimizacdo dos componentes do
Meio Padrdo de cultivo para a producdo da glicoamilase. Na tabela 21 estdo
apresentados os resultados do delineamento PB-I para glicoamilase. Neste delineamento
pode-se verificar que houve efeito dos componentes do meio com atividade variando de
0,550 a 3,93 U/mL de atividade sacarificante. Por meio do Diagrama de Pareto (figura
12) apenas o tampéo fosfato apresentou significancia. Observando os efeitos (tabela 22)
verificou-se o efeito positivo dos componentes tampao fosfato de potéassio, metanol e
biotina. Os componentes extrato de levedura, peptona, ureia e biotina ndo apresentaram
importancia significativa, p < 0,10, ao contrario do tampdo fosfato que apresentou
significancia. Diante das andlises realizadas foram tomadas as seguintes decisfes para
realizacdo de um segundo delineamento PB-II, os componentes que apresentaram efeito
negativo foram testados em nivel minimo (-1) tendo valor 0 (zero) e mantendo como
méaximo (+1) o valor da tabela anterior essa decisdo foi tomada para verificar se esses
componentes poderiam ser retirados do meio. Com excec¢éo da biotina, pois, apesar de

ndo ter apresentado significancia, expos um efeito positivo, tendo seus valores de niveis
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inalterados. Os demais componentes tiveram seus niveis maximos (+1) aumentados pois

os valores dos pontos centrais apresentaram valores de atividade menores comparadas

com outros pontos fatoriais, 0 que indica uma tendéncia de aumento no sentido do ponto

maximo.

Tabela 21: Resultado da atividade do PBI da enzima glicoamilase para otimizacdo dos
componentes do Meio Padrdo da enzima glicoamilase

Componentes do meio

_ Extrato Peptona  Ureia Tampdo Metanol Biotina Atividade
EXperimento | evedura  (x2) (xs)  fosfato  (xs) (Xe) Glico
(x1) (x4) (U/(rT11L))
1 1(27,50) -1(500) 1(3,69) -1(0,03) -1(0,13) -1 (2,00) 0,783
2 1(27,50) 1(55,00) -1(0,34) 1(0,28) -1(0,13) -1(2,00) 0,904
3 1(2,50) 1(55,00) 1(3,69) -1(0,03) 1(1,13) -1(2,00) 0,955
4 1(27,50) -1(500) 1(3,69) 1(0,28) -1(0,13) 1 (10,00) 1,128
5 1(27,50) 1(55,00) -1(0,34) 1(0,28) 1(1,13) -1(2,00) 0,748
6 1(27,50) 1(55,00) 1(3,69) -1(0,03) 1(1,13) 1(10,00) 1,145
7 -1(2,50) 1(5500) 1(3,69) 1(0,28) -1(0,13) 1 (10,00) 1,214
8 1(2,50) -1(5,00) 1(3,69) 1(0,28) 1(1,13) -1(2,00) 1,870
9 1(2,50) -1(500) -1(0,34) 1(0,28) 1(1,13) 1(10,00) 3,939
10 1(27,50) -1(5,00) -1(0,34) -1(0,03) 1(1,13) 1 (10,00) 0,714
11 -1(2,50) 1(55,00) -1(0,34) -1(0,03) -1(0,13) 1 (10,00) 0,559
12 -1(2,50) -1(5,00) -1(0,34) -1(0,03) -1(0,13) -1(2,00) 0,990
13(C)  0(15,00) 0(30,00) 0(2,011) 0(0,15) 0(0,63) 0 (6,00) 0,697
14(C)  0(1500) 0(30,00) 0(2,011) 0(0,15) 0(0,63) 0 (6,00) 0,610
15(C)  0(15,00) 0(30,00) 0(2,011) 0(0,15) 0(0,63) 0 (6,00) 0,714
Média 1,161
Desvio- 0,814

padréo
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(4)Tampao Fosfato / 2,0062
(1)Extrato Levedura -1;,748 15
(2)Peptona -1,66:042
(5)Metanol 1,615283
(G)Biotilla 1,042929
7
(3)Ureia -,321869
p=.1

Figura 12: Diagrama de Pareto do delineamento Plackett & Burman I utilizada para
avaliagdo da influéncia das variaveis da composicdo do Meio Padrdo da enzima
glicoamilase

Tabela 22: Tabela de efeitos para a resposta do Plackett & Burman | da
Os meios de Cultivo enzima glicoamilase

. Erro t

Fatores Efeito Padrio  calculado p-valor
Média 1245,84 186,86 6,67 0,0003
Extrato Levedura (x1) -684,15 373,72 -1,83 0,1098
Peptona (x2) -649,65 373,72 -1,74 0,1257
Ureia (x3) -126,48 373,72 -0,34 0,7450
Tampao Fosfato (x4) 776,13 373,72 2,08 0,0764
Metanol (xs) 632,40 373,72 1,69 0,1344
Biotina (xe) 408,19 373,72 1,09 0,3109

Os resultados do segundo PB-IlI (Tabela 23) apresentaram um avango nho
aumento das atividades enzimaticas, passando de 3,93 U/mL, valor maximo no primeiro
experimento, para 6,92 U/mL representando cerca de 76% de aumento no rendimento.
Analisando-se os efeitos dos parametros, através do Diagrama de Pareto, no segundo
experimento (figura 13) verifica-se que o extrato de levedura é o componente mais
importante para a atividade para a enzima estudada. Constatou-se, pelo resultado da
tabela 24, também que esse componente apresentou efeito positivo, indicando com isso
que sua concentragdo poderia ser aumentada no proximo planejamento o que ocorreu

com a biotina. A peptona e ureia ndo apresentaram, estatisticamente, importancia
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significativa para a atividade amilolitica da glicoamilase, podendo assim proceder com
sua retirada do meio, apontar a remogdo da peptona do meio é um resultado bastante
satisfatorio, pois essa fonte de nitrogénio apresenta um custo alto quando necesséria sua

utilizacdo. O tampdo fosfato quando aumentado seu nivel maximo apresentou

significancia, porém obteve-se efeito negativo, por esse motivo para o subsequente

fixou-se sua concentragdo no nivel minimo (-1), ja que esse componente atua no

equilibrio do sistema, supre os fosfatos para o metabolismo da levedura e como
apresenta pH 6,0 opera como inibidor das proteases alcalinas.

%
(1)Extrato de levedura

Figura 13: Diagrama de Pareto do delineamento Plackett & Burman Il utilizada para

avaliagdo da influéncia das varidveis da composicdo Meio Padrdo da

enzima
glicoamilase
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Tabela 23: Resultado do PBII da enzima glicoamilase para otimizacdo dos componentes do

Meio Padrdo da enzima glicoamilase

Componentes do meio

Gluco
Experimentos Extrato de Peptona  Ureia Tampao Metanol  Biotina (Ys,
levedura (x) (x) fosfato (x9) x0) (u/mL))
(x1) (x4)

1 1(27,50) -1(0,000 1(3,69) -1(0,15) -1(0,63) -1(2,00) 3,974
2 1(27,50) 1(55,00) -1(0,00) 1(0,41) -1(0,63) -1(2,00) 2,180
3 -1(0,00) 1(55,000 1(3,69) -1(0,15) 1(1,63) -1(2,00) 0,852
4 1(27,50) -1(0,000 1(3,69) 1(0,41) -1(0,63) 1(10,00) 5,974
5 1(27,50) 1(55,00) -1(0,000 1(0,41) 1(1,63) -1(2,00) 3,267
6 1(27,50) 1(55,000 1(3,69) -1(0,15) 1(1,63) 1 (10,00) 1,024
7 -1(0,00) 1(55,000 1(3,69) 1(0,41) -1(0,63) 1(10,00) 3,180
8 -1(0,00) -1(0,00) 1(3,69) 1(0,41) 1(1,63) -1(2,00) 0,507
9 -1(0,00) -1(0,00) -1(0,00) 1(0,41) 1(1,63) 1(10,00) 0,490
10 1(27,50) -1(0,00) -1(0,00) -1(0,15) 1(1,63) 1 (10,00) 5,716
11 -1(0,00) 1(55,00) -1(0,00) -1(0,15) -1(0,63) 1(10,00) 1,404
12 -1(0,00) -1(0,00) -1(0,00) -1(0,15) -1(0,63) -1(2,00) 3,956
13 (C) 0(13,75) 0(27,50) 0(1,85 0(0,28) 0(1,13) 0 (6,00) 6,923
14 (C) 0(13,75) 0(27,50) 0(1,85) 0(0,28) 0(1,13) 0 (6,00) 6,681
15 (C) 0(13,75) 0(27,50) 0(1,85 0(0,28) 0(1,13) 0 (6,00) 6,802
Média 3,529
Desvio- 2,333

padrao

Tabela 24: Tabela de efeitos

enzima glicoamilase

. Err
Fatores Efeito Pa drgo calc:Ia 4o p-valor
Média 2710,43 34,8522 77,7691 0,000165
Curvatura 8183,88 155,8640 52,5066 0,000363
Extrato Levedura (x1) 1957,58 69,7045 28,0840 0,001265
Peptona (x2) -1451,66 69,7045 -20,8258 0,002298
Ureia (xs) -250,09 69,7045  -3,5878 0,069665
Tampao Fosfato (x4) -221,34 69,7045 -3,1754 0,086500
Metanol (xs) -1468,90 69,7045 -21,0733 0,002244
Biotina (Xs) 508,80 69,7045 7,2994 0,018256

para a resposta do Plackett & Burman Il da
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Com a retirada e a fixacdo dos valores de alguns componentes do meio padréo,
foi utilizado para a otimizagdo sequenciada do processo, aumentando as concentracfes
utilizadas correspondentes aos pontos axiais das varidveis que apresentaram efeito
significativo no PB-Il, sendo eles extrato de levedura e biotina. Utilizou-se um
Delineamento Composto Central Rotacional e este apresentou um aumento de 31% na
atividade amilolitica em relacdo ao experimento anterior (PB-I1I), tendo aumento dos
valores de 5,97 para 7,85 U/mL, como pode ser observado na tabela 25.

A andlise de variancia (ANOVA) disponibiliza dados de relevada importancia,
valores de Probabilidade de Ficher, pois indica quédo significativo sdo os valores que
passaram pela avaliacdo, falta de ajuste do experimento, erros, assim como as interacoes
ocorridas. Outros apontamentos destacados sdo interacdes e residuos — lack of fit — que é
somando ao erro puro; a soma dos quadrados dos fatores. Todas essas informacdes sdo
importantes para avaliagdo do experimento e escolha do modelo. O efeito dos fatores
avaliados é diretamente proporcional ao valor da soma dos quadrados expostos nessa
analise.

Tabela 25: Resultado da atividade da enzima Glicoamilase utilizando
Delineamento Composto Central Rotacional para otimizacdo do meio

Componentes
Experimentos El)ef\t/?clitgrge Biotina (X2) g('ffj’/m 0
(x1)

1 -1 (7,00) -1 (5,00) 6,20

2 -1 (7,00) 1 (29,00) 7,07

3 1 (35,00) -1 (5,00) 5,15

4 2 (35,00) 1 (29,00) 5,91

5 -1,41 (1,20) 0 (17,00) 8,40

6 1,41 (40,80) 0 (17,00) 6,13

7 0 (21,00) -1,41 (0,03) 7,52

8 0 (21,00) 1,41 (33,97) 7,85

9 (C) 0 (21,00) 0 (17,00) 7,86
10 (C) 0 (21,00) 0 (17,00) 8,31
11 (C) 0 (21,00) 0 (17,00) 8,17
Média 6455,54

Desvio-padréo 2033,95
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Os resultados obtidos através da analise da ANOVA (tabela 26) é possivel
verificar pelo valor de p que o componente extrato de levedura tanto linear quanto
quadratico foram significativos na atividade da enzima glicoamilase o que pode ser

confirmado pelo diagrama de Pareto (figura 14)

Tabela 26: Analise de ANOVA das atividades a enzima Glicoamilase Resultado da
atividade do Delineamento Composto Central Rotacional

Causas da Somados Grausde Quadrado F Pvator
variacao guadrados liberdade Médio

(1)EL (L) 6815403 1 6815403 21,0129 0,044441
EL (Q) 34061475 1 34061475 105,0165 0,009388
(2)BIO (L) 183595 1 183595  0,5660 0,530328
BIO (Q) 85778 1 85778  0,2645 0,658255
1L by 2L 657116 1 657116  2,0260 0,290615
Lack of Fit 7143320 3 2381107  7,3413 0,122239
Erro Puro 648688 2 324344

Soma Total 51728329 10

Extrato de levedura(Q) | .-3,29315 1
{1)Extrato de levedura(L) - 1,178562
(2)Biotina(L) r 466344
Biotina(Q) -, 132708
1Lby2L -,032736
p=l.1

Figura 14: Diagrama de Pareto do delineamento Composto Central Rotacional para
avaliagdo da influéncia das variaveis da composi¢do Meio Padrdo da enzima glicoamilase

Estdo representados na tabela 27 os parametros lineares (L), as interagdes e 0s
quadraticos (Q) das duas variaveis estudadas. Os valores em destaque da Tabela 18
representam os coeficientes de regress@o das varidveis e suas interacbes com niveis de

significancia (pvaior) inferiores a 10% para a atividade da glicoamilase.
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Tabela 27: Coeficiente de Regressdo para a resposta da enzima Glicoamilase

Coeficiente
de Erro Puro te) Pvalor

Regresséo
Média/interacéo 7210,56 328,8079 21,9294  0,002073
(1) Extrato Levedura (L) 923,00 201,3529 45840  0,044441
Extrato Levedura (Q) -2455,96 239,6579  -10,2478  0,009388
(2)Biotina (L) 151,49 201,3529 0,7524  0,530328
Biotina (Q) -123,25 239,6579 -0,5143 0,658255
1L by 2L -405,31 284,7560 -1,4234  0,290615

O modelo matematico predito para que houvesse a validacdo da otimizacgéo
proposta, o teste F foi significativo sendo o modelo gerado adequado para descrever os
resultados através da superficie de resposta (figuras 15). Para a atividade enzimaética
obteve-se um modelo de segunda ordem. A Equacdo 10 apresenta 0s parametros
significativos e ndo significativos para resposta da atividade amilolitica. Apos a
eliminacdo dos parametros nao significativos com nivel de significancia (pvaior) inferior
a 10%, foi obtida a Equacdo 11, ou seja, 0s parametros estatisticamente né&o
significativos foram eliminados do modelo e adicionados aos residuos. Os valores
preditos pelo 6timo apontado, com confiabilidade de 90%, ficou em valores entre 6,39 e
8,23 U/mL. Sendo as condi¢Bes Otimas da concentracdo da fonte de nitrogénio para
glicoamilase se deu em 23,22 g/L de extrato de levedura e 21,24% de biotina para a
producdo da mesma no meio otimizado. Depois da otimizacdo foi possivel a retirada da

ureia e da peptona fazendo com que os custos relacionados ao preparo do meio sejam

reduzidos.
Z =7210,6 + 923xX1 — 2456,0x X1% + 151,5x Xo — 123,2x X»? — 405,3x X1Xx X2 + 0 (10)
Z =7210,6 + 923x X1— 2456,0x X;? (11)

Onde, X; é concentracdo de extrato de levedura e X, concentragéo de biotina

O coeficiente de correlagio R? foi de 0,85. Este valor de R? indica que os
resultados foram explicados pela equacdo empirica proposta com 85% da variabilidade
dos dados. As superficies de resposta e curvas de contorno sdo apresentadas,

respectivamente, nas Figuras 15 e 16.
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D 0Ty

Figura 15: Superficie de resposta para a atividade amilolitica da glicoamilase do estudo do
DCCR mostrando que tanto as concentracbes de extrato de levedura quanto de biotina
apresentam-se em area amplamente otimizada.

2,0

Biotina

I 6000
I 4000
[ 2000
1o

[ -2000
2,0 [ -4000
Il -6000

05 0,0 0,5

Extrato de Levedura
Figura 16: Curva de contorno para a atividade amilolitica da glicoamilase

Ao se observar a superficie de resposta e as curvas de contorno, nota-se que as
condigdes de maiores atividades sdo obtidas nas concentragdes da condi¢do do ponto
central, conquanto apresenta uma regido nas curvas de contorno que valores um pouco

menores do ponto central levaria as mesmas respostas quanto a atividade amilolitica.
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Por isso, foram realizados experimentos nessas condi¢des nas quais foi possivel validar

a superficie de resposta.

Essa estratégia sequencial, utilizada para otimizacdo do meio padrdo além de
possibilitar a formulacdo da composicdo do meio que nos leva a atingir a méxima
producdo, consegue diminuir o custo final do processo, por nos permitir a realizacdo do
mesmo com um ndmero bastante reduzido de ensaios, sem que 0S MesmMOoS percam a
qualidade de informacdo dos resultados. Ao final da otimizagcdo do meio padrdo para a
enzima recombinante glicoamilase a atividade amilolitica que no inicio era de 3,93
passou para 7,49 U/mL, correspondendo a um aumento de aproximadamente 90,6% sua

atividade sacarificante.

5.1.2 Otimiza¢ao da produgdo da a-amilase

Para a otimizagdo do meio de producdo da a-amilase utilizou-se 0 mesmo
artificio j& mencionado para a glicoamilase, que foi o estudo de delineamentos
sequenciados iniciando com um Plackett & Burman. Na tabela 28 estdo apresentados 0s
resultados das atividades do delineamento PB I para a-amilase. Neste delineamento
houve efeito dos componentes do meio com atividade variando de 306,62 a
310,01 U/mL de atividade dextrinizante. Por meio do Diagrama de Pareto (figura 17)
pode-se observar que todos os componentes apresentaram importancia significativa,
p < 0,10 com excecdo do extrato de levedura. Observando a tabela 29 verifica-se 0s
efeitos sendo positivo nos componentes extrato de levedura, metanol e biotina. Diante
das andlises realizadas foram tomadas as seguintes decisdes para realizagdo do segundo
passo, 0 experimento Fatorial Fracionado, os componentes que apresentaram efeito
negativo, peptona, ureia e tampdo fosfato foram testados em nivel minimo (-1) tendo
valor 0 (zero) e mantendo como mé&ximo (+1) o valor da tabela anterior, essa decisao foi
tomada para verificar se esses componentes poderiam ser retirados do meio padréo. O
extrato de levedura que teve seu p-valor na mesma ordem de grandeza do limite de
significancia, também foi levado para o sequencial, ja que apontou efeito positivo, teve
seu valor de maximo (+1) aumentado, assim como o metanol e a biotina, pois os valores
dos pontos centrais apresentaram valores de atividade menores comparadas com outros
pontos fatoriais, 0 que indica uma tendéncia de aumento no sentido do ponto maximo de

atividade que pode ser alcangada pela enzima.
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Tabela 28: Resultado da atividade do PB | para otimizacdo dos componentes do Meio Padrdo
da enzima a-amilase

Componentes do Meio Padréo

Extrato

Experimento de Peptona  Ureia 1}%22?5 Metanol Biotina Atix:?:de

leriL)Jra (x2) (x3) xy ) (v, u/mL)
1 1(27,50) -1(5,00) 1(3,69) -1(0,03) -1(0,13) -1(2,00) 307,85
2 1(27,50) 1(55,00) -1(0,34) 1(0,28) -1(0,13) -1(2,00) 307,48
3 -1(2,50) 1(55,00) 1(3,69) -1(0,03) 1(1,13) -1(2,00) 308,07
4 1(27,50) -1(500) 1(3,69) 1(0,28) -1(0,13) 1(10,00) 307,74
5 1(27,50) 1(55,00) -1(0,34) 1(0,28) 1(1,13) -1(2,00) 307,56
6 1(27,50) 1(55,00) 1(3,69) -1(0,03) 1(1,13) 1(10,00) 308,04
7 -1(2,50) 1(55,000 1(3,69) 1(0,28) -1(0,13) 1(10,00) 306,74
8 -1(2,50) -1(500) 1(3,69 1(0,28) 1(1,13) -1(2,00) 306,62
9 -1(2,50) -1(5,00) -1(0,34) 1(0,28) 1(1,13) 1(10,00) 308,64
10 1(27,50) -1(5,00) -1(0,34) -1(0,03) 1(1,13) 1(10,00) 310,01
11 -1(2,50) 1(55,00) -1(0,34) -1(0,03) -1(0,13) 1(10,00) 307,85
12 -1(2,50) -1(5,00) -1(0,34) -1(0,03) -1(0,13) -1(2,00) 308,19

13(C)  0(1500) 0(30,00) 0(2011) 0(0,15 0(0,63) 0(6,00) 30741

14()  0(1500) 0(30,00) 0(2011) 0(0,15 0(0,63) 0(6,00) 30811

15(C)  0(1500) 0(30,00) 0(2,011) 0(0,15 0(063) 0(600) 308,19
Média 307,90
Desvio-

~ 0,766
padréo

(4)Tamp&o fosfato - --3.406
(3)Ureia I-3,04161
(2)Peptona | -2,15587
(6)Biotina 2, 116787
(5)Metanol | 2,012575
(1)Extrato de levedura | 1,67389
o=

Figura 17: Diagrama de Pareto do delineamento Plackett & Burman | utilizada para
avaliacdo da influéncia das variaveis da composi¢cdo Meio Padrio da enzima a-amilase
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Tabela 29: Tabela de efeitos para a resposta do Plackett & Burman | da enzima

a-amilase
. Erro t
Fatores Efeito Padrio  calculado p-valor
Média 615800,50 222,9860 2761,616 0,000000
Extrato Levedura (x1) 856,9 498,6118 1,719 0,227832
Peptona (x2) -1105,27 498,6118 -2,217 0,156957
Ureia (x3) -1552,35 498,6118 -3,113 0,089530
Tampao Fosfato (x4) -1751,05 498,6118 -3,512 0,072388
Metanol (xs) 1030,76 498,6118 2,067 0,174650
Biotina (xs) 1080,44 498,6118 2,167 0,162571

Os resultados do Fatorial Fracionado (tabela 30) apresentaram um avango no
aumento das atividades enzimaticas, passando de 310,01 U/mL, valor méximo no
primeiro experimento, para 640,25 U/mL representando mais de 100% de aumento
confirmando que os limites estudados nessa etapa estavam de acordo para seguir a
otimizacdo. Os efeitos dos parametros sdo apresentados no Diagrama de Pareto
apresentado na Figura 18. Constatou-se, pelos resultados dos efeitos da tabela 31, que a
ureia sendo testada em valor nulo ndo apresentou, estatisticamente, importancia
significativa e com efeito negativo nos niveis estudados para a atividade amilolitica da
a-amilase, e assim foi retirada do meio. Os trés componentes mais significativos dessa
etapa, peptona, tampédo fosfato e o extrato de levedura, foram levados para etapa
seguinte, o DCCR, com seus niveis aumentados por apresentarem efeitos positivos para
a atividade sendo que os valores dos pontos centrais apresentaram valores de atividade
menores comparadas com outros pontos fatoriais, indicando possivel tendéncia de
aumento no sentido do ponto maximo de atividade que pode ser alcangada pela enzima.
O metanol apresentando significancia estatistica, mas com efeito negativo foi fixado seu
valor no nivel minimo (-1) estudado o que ocorreu também com a biotina por apresentar

efeito positivo.
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Tabela 30: Resultado do Fatorial Fracionado da enzima a-amilase para otimizacdo dos
componentes do Meio Padréo

Componentes do meio

Extrato

Experimentos de Peptona  Ureia 'fl':;ap;zo Metanol  Biotina (Y'?IIJF/QL)
levedura (x2) (x3) (xs) (Xe) ’
x1) (x4)
1 -1(5,00) -1(10,00) -1(0,00) -1(0,03) -1(0,13) -1(0,00) 633,09
2 1(50,00) -1(10,00) -1(0,00) -1(0,03) 1(1,13) 1(10,00) 633,14
3 -1(5,00)  1(70,00) -1(0,00) -1(0,03) 1(1,13) 1(10,00) 632,08
4 1(50,00) 1(70,00) -1(0,00) -1(0,03) -1(0,13) -1(0,00) 632,98
5 -1(5,00) -1(10,00) 1(3,69) -1(0,03) 1(1,13) -1(0,00) 632,22
6 1(50,00) -1(10,00) 1(3,69) -1(0,03) -1(0,13) 1(10,00) 633,34
7 -1(5,00) 1(70,00) 1(3,69) -1(0,03) -1(0,13) 1(10,00) 632,63
8 1(50,00) 1(70,00) 1(3,69) -1(0,03) 1(1,13) -1(0,00) 632,03
9 -1(5,00) -1(10,00) -1(0,00) 1(0,27) -1(0,13) 1(10,00) 631,37
10 1(50,00) -1(10,00) -1(0,00) 1(0,27) 1(1,13) -1(0,00) 634,04
11 -1(5,00)  1(70,00) -1(0,00) 1(0,27) 1(1,13) -1(0,00) 631,92
12 1(50,00) 1(70,00) -1(0,00) 1(0,27) -1(0,13) 1(10,00) 634,14
13 -1(5,00) -1(10,00) 1(3,69) 1(0,27) 1(1,13)  1(10,00) 631,57
14 1(50,00) -1(10,00) 1(3,69) 1(0,27) -1(0,13) -1(0,00) 633,59
15 -1(5,00) 1(70,00) 1(3,69) 1(0,27) -1(0,13) -1(0,00) 633,49
16 1(50,00) 1(70,00) 1(3,69) 1(0,27) 1(1,13) 1(10,00) 640,25
17 (C) 0(27,50) 0(40,00) 0(1,85) 0(0,15) 0(0,63) 0 (5,00) 632,68
18 (C) 0(27,50) 0 (40,000 0(1,85) 0(0,15) 0(0,63) 0(5,00) 633,34
19 (C) 0(27,50) 0(40,00) 0(1,85) 0(0,15) 0(0,63) 0 (5,00) 632,63
Media 633,19
Desvio-
padrao 1,83

Tabela 31: Tabela de efeitos para a resposta do Fatorial Fracionado da enzima

a-amilase
. Erro t
Fatores Efeito Padrio  calculado p-valor

Média 16407,79 0,48 34080,38  0,000000
Curvatura 312,92 2,42 129,13  0,000060
Extrato Levedura (x:) 217,63 0,96 226,02  0,000020
Peptona (x2) 261,12 0,96 271,19  0,000014
Ureia (x3) -33,88 0,96 -35,19  0,000807
Tampao Fosfato (x4) 254,19 0,96 263,99  0,000014
Metanol (xs) -157,43 0,96 -163,50  0,000037
Biotina (xe) 7,09 0,96 7,36 0,017942




(1)Extrato de levedura |

(4)Tampao fosfato

(2)Peptona

(3)Ureia

(6)Biotina

(5)Metanol
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1,266237

1,02328

9085949

F374475

3744404

p=,1

Figura 18: Diagrama de Pareto do Fatorial Fracionado da enzima a-amilase

Os resultados do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR 1) estdo

expostos nas tabelas 32 os valores das atividades variaram de 316,06 a 330,23 U/mL.

Observando o Diagrama de Pareto (figura 19) nos revela que o tampéao fosfato o extrato

de levedura foram significativamente estatisticamente. Observando a ANOVA desse

experimento (tabela 34), verificamos que os modelos foram adequados para descrever

os dados, uma vez que, a falta de ajuste (Lack of Fit) ndo foi significativa (p>0,1), e a %

da variacdo explicada (R?) pela regresséo foi de 94,5%, evidenciando a significancia dos

modelos.

Tabela 32: Resultado da atividade da enzima a-amilase utilizando Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR 1) para otimizacdo do meio

Componentes do meio

Experimentos Tampao Extrato Peptona ALFA
fosfato Levedura
(x1) (x2) (x3) (Y1, U/mL)
1 -1 (0,70) -1 (4,00) -1 (30,00) 317,25
2 -1 (0,70) -1 (4,00) 1 (70,00) 328,99
3 -1 (0,70) 1(12,00) -1 (30,00) 316,54
4 -1 (0,70) 1(12,00) 1 (70,00) 326,20
5 1(1,10) -1 (4,00) -1 (30,00) 317,58
6 1(1,10) -1 (4,00) 1 (70,00) 330,23



7 1(1,10) 1 (12,00) -1 (30,00) 318,43
8 1(1,10) 1 (12,00) 1 (70,00) 319,44
9 -1,68 (0,56) 0 (8,00) 0 (50,00) 316,06
10 1,68 (1,24)  0(8,00) 0 (50,00) 330,00
11 0(0,90)  -1,68(1,27) 0 (50,00) 330,18
12 0(0,90) 1,68 (14,73) 0 (50,00) 325,19
13 0 (0,90) 0(8,00) -1,68(16,36) 318,40
14 0 (0,90) 0(8,00) 1,68 (83,64) 319,57
15 (C) 0 (0,90) 0 (8,00) 0 (50,00) 320,15
16 (C) 0 (0,90) 0 (8,00) 0 (50,00) 319,69
17 (C) 0 (0,90) 0 (8,00) 0 (50,00) 320,17
Média 322,00
Desvio- 5.5
padréo
Tampéo fosfato(Q) -2,?74172
Extrato de levedura(Q) | -2,6550?1
(2)Extrato de levedura(L) | -1,63575
2Lby3L -1,34311
(3)Peptona(l) 1,321196
1Lby3L - 1577
(1)Tampéo fosfato(L) | 6516866
1Lby2L + -,630438
Peptona(Q) | -, 141625
D:ﬂl

Figura 19: Diagrama de Pareto do DCCR I da enzima a-amilase
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Tabela 33: Tabela de efeitos para a resposta do DCCR | da enzima a-amilase

. Erro t
Fatores Efeito Padrio  calculado p-valor
Média 16226,31 41,44844 391,4818 0,000007
(1)Tampdo (L) 517,86 38,95185 13,2950 0,005610
Tampéo (Q) -13,60 42,91238  -0,3169 0,781351
(2)Extrato levedura(L) -75,39 38,95185 -1,9354 0,192586
Extrato levedura(Q) 233,86 42,91238 5,4498 0,032059
(3)Peptona (L) 1,81 38,95185 0,0465 0,967143
Peptona (Q) -136,44 42,91238  -3,1794 0,086311
1L by 2L -200,77 50,87058  -3,9467 0,058613
1L by 3L -153,49  50,87058  -3,0173 0,094524
2L by 3L -70,28 50,87058  -1,3816 0,301178

Tabela 34: Analise de ANOVA das atividades a enzima a-amilase Resultado da

atividade do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR 1)

Causas da Somados Grausde Quadrado F Puator
variagao quadrados liberdade Médio

(1)Tampéo (L) 914829 1 914829,3 176,7570 0,005610
Tampéo (Q) 520 1 519,7 0,1004 0,781351
(2)Extrato 19387 1 10386,6 37458  0,192586
levedura(L)

Extrato 153718 1 153717,8 29,7003  0,032059
levedura(Q)

(3)Peptona (L) 11 1 11,2 0,0022 0,967143
Peptona (Q) 52319 1 52318,5 10,1086 0,086311
1L by 2L 80616 1 80616,4 15,5761 0,058613
1L by 3L 47120 1 47119,7 9,1041 0,094524
2L by 3L 9880 1 9879,9 1,9089 0,301178
Lack of Fit 61976 5 12395,1 2,3949 0,320323
Erro Puro 10351 2 5175,6

Soma Total 1431700 16

90

Com a retirada e a fixacdo dos valores de alguns componentes do meio padréo,

buscou-se 0 aumentando as concentragdes utilizadas correspondentes aos pontos axiais

das variaveis que apresentaram efeito significativo no DCCR I, sendo eles extrato de

levedura e tampéo fosfato. Os resultados desse novo delineamento estdo demonstrados

na tabela 35 com valores de atividades variando entre 158,02 e 161,99 U/mL.
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Tabela 35: Resultado da atividade da enzima o-amilase utilizando
Delineamento Composto Central Rotacional DCCR Il para otimizacdo do

meio
Componentes
Experimentos  Tampso Elxtrato de a-amilase
(x1) evedura (Y1 UimL)
(X2)

1 -1 (0,70) -1 (15,00) 158,22

2 -1(0,70) 1 (25,00) 158,35

3 1(1,10) -1 (15,00) 161,25

4 1 (1,10) 1 (25,00) 161,72

5 -1,41 (0,62) 0 (20,00) 158,02

6 1,41 (1,18) 0 (20,00) 161,70

7 0(0,90) -1,41 (12,95) 160,58

8 0 (0,90) 1,41 (87,05) 161,83

9(C) 0 (0,90) 0 (20,00) 161,10

10 (C) 0 (0,90) 0 (20,00) 161,99

11 (C) 0 (0,90) 0 (20,00) 161,35

Média 160,56

Desvio-padrao 1,49

Os resultados obtidos através da andlise da ANOVA (tabela 36) é possivel
verificar pelo valor de p que o componente tampdo fosfato tanto linear quanto
quadratico foram significativos na atividade da enzima o-amilase, porém com o
quadratico indicando efeito negativo apontando que o modelo estudado seria de
primeira ordem o que pode ser confirmado pelo Diagrama de Pareto (figura 20); o

sistema ndo apresentou falta de ajuste indicando a otimizagdo do meio.
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Tabela 36: Analise de ANOVA das atividades a enzima a-amilase Resultado da atividade do
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR 1)

Causas da Somados Grausde Quadrado F Pvalor
variacio guadrados liberdade Médio

(1)Tampéo (L) 16850665 1 16850665 106,3466 0,001945
Tampéo (Q) 5636352 1 5636352 35,5717 0,009430
(2)Extrato 702253 1 702253 44320  0,125937
Levedura(L)

Extrato 456640 1 456640 2,8819  0,188145
Levedura(Q)

1L by 2L 31152 1 31152  0,1966 0,687502
Lack of Fit 1182612 3 394204  2,4879 0,236906
Erro Puro 475351 3 158450

Soma Total 24920441 11

(1)Tampéo fosfato(L) | .6,6482?8 .
Tampao fosfato(Q) | -3,2049
(2)Extrato de levedura(L) | 9980502
Extrato de levedura(Q) | - 771417
1lby2L | 2753363
p=,1

Figura 20: Diagrama de Pareto do delineamento Composto Central Rotacional para
avaliagdo da influéncia das variaveis da composi¢do Meio Padrdo da enzima a-amilase

Estdo representados na tabela 37 os parametros lineares (L), as interacdes e 0s
quadraticos (Q) das duas variaveis estudadas. Os valores em destaque representam 0s
coeficientes de regressdo das variaveis e suas interacdes com niveis de significancia

(pvalor) inferiores a 10% para a atividade da a-amilase.
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Tabela 37: Coeficiente de Regressdo para a resposta da enzima a-amilase no

DCCR Il

Coeficiente

de Erro Puro te) Pvator

Regressao
Média/interacdo 161413,9 199,0292 811,0062 0,000000
(1) Tampao (L) 1451,3 140,7349 10,3124  0,001945
Tampéo (Q) -938,4 157,3464 -5,9642 0,009430
(2)Extrato Levedura(L) 296,3 140,7349 2,1052 0,125937
Extrato Levedura(Q) -267,1 157,3464 -1,6976 0,188145
1L by 2L 88,3 199,0292 0,4434  0,687502

O modelo matematico predito para que houvesse a validacdo da otimizacdo
proposta, o teste F foi significativo sendo o modelo gerado adequado para descrever 0s
resultados através da superficie de resposta (figura 21). Para a atividade enzimatica
obteve-se um modelo de primeira ordem ja que o modelo quadratico ndo é efetivo
quando verificado seus coeficientes de regressdo. A equacao 12 apresenta os parametros
significativos e ndo significativos para resposta da atividade amilolitica. Apos a
eliminacdo dos pardmetros nao significativos com nivel de significancia (pvaior) inferior
a 10%, foi obtida a equacdo 13, ou seja, 0S parametros estatisticamente néo
significativos foram eliminados do modelo e adicionados aos residuos. Os valores
preditos pelo 6timo apontado, com confiabilidade de 90%, ficou em valores entre
160,04 e 162,46 U/mL. Sendo as condi¢Bes Otimas da concentracdo da fonte de
nitrogénio para glicoamilase se deu em 23,22 g/L de extrato de levedura e 1,06 M de
tampdo fosfato para a producdo da mesma no meio otimizado sendo ainda a ureia

retirada do meio.

Z =161413,8 + 1451,3xX1 - 938,4xX:%2 + 296,3xX; - 267,1xXz* + 88,2X1xX2 + 0 (12)
Z =161413,8 + 1451,3xX1+ 296,3xX; + 88,2X1xX2+ 0 (13)
Onde, X; é concentragdo de tampao fosfato e X, concentragdo de extrato de levedura

O coeficiente de correlagio R? foi de 0,93. Este valor de R? indica que os
resultados foram explicados pela equacéo empirica proposta com 93% da variabilidade
dos dados. As superficies de resposta e curvas de contorno sdo apresentadas,

respectivamente, nas Figuras 21 e 22.
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Figura 21: Superficie de resposta para a atividade amilolitica da a-amilase do estudo do DCCR

I1 mostrando que tanto as concentragdes de tampdo fosfato e de extrato de levedura apresentam-
se em area amplamente otimizada

Extrato Levedura

Bl 1,62E5

I 1.6E5

[1 1,58E5

] 1,56E5

2.0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0 05 1,0 1,5 2;0- 154E5
Tampéao

Figura 22: Curva de contorno para a atividade amilolitica da a-amilase do estudo do DCCR I

mostrando que tanto as concentragdes de tampdo fosfato e de extrato de levedura apresentam-se
em area amplamente otimizada

94
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Ao se observar a superficie de resposta e as curvas de contorno, nota-se que as
condi¢Bes de maiores atividades sdo obtidas nas concentragdes da condigédo do ponto
central, conquanto apresenta uma regido nas curvas de contorno que valores um pouco
menores do ponto central levaria as mesmas respostas quanto a atividade amilolitica
dextrinizante da a-amilase. Por isso, foi realizado experimentos nessas condi¢fes nas
quais foi possivel validar a superficie de resposta.

Essa estratégia sequencial, utilizada para otimizacdo do meio padrdo além de
possibilitar a formulacdo da composicdo do meio que nos leva a atingir a maxima
producdo, consegue diminuir o custo final do processo, por nos permitir a realizacdo do
mesmo com um ndmero bastante reduzido de ensaios, sem que 0S mesmos percam a
qualidade de informacdo dos resultados. Ao final da otimizagcdo do meio padrdo para a
enzima recombinante a-amilase alcancou atividade amilolitica de 162,60 U/mL. No
inicio da otimizacdo o tempo de incubacdo era de 10 minutos ao final desse processo o
mesmo ficou estabelecido em 2 minutos; levando a uma taxa de converséo do substrato
5 vezes maior que no inicio da otimizacdo fazendo com que a velocidade da reacéo

ocorresse bem mais rapida.

5.2 Producdo e concentracdo por ultrafiltracéo tangencial do caldo enzimatico

A utilizacdo da tecnologia de concentragdo por ultrafiltracdo tangencial em
sistema de membranas de fibras ocas com cut-off de 30 kDa mostrou-se um processo de
profusa eficiéncia na fung¢ao de concentrar os complexos amilasicos. Para a-amilase que
partiu de um volume inicial de 10 L a concentracdo deu-se do valor inicial de atividade
de 333,47 para 31755,71 U/mL; a glicoamilase teve um volume inicial de 18 L e valor
inicial de atividade de 7,85 passando para 409,45 U/mL, demonstrando que ndo houve
perda em relacdo as atividades de liquefacdo e sacarificacdo. No processo ambas foram

concentradas em 100 vezes.

5.3 Avaliagéo da estabilidade das enzimas concentradas

As enzimas concentradas permanecem reservadas, e apos 12 meses temos que a
a-amilase permanece com 100% de atividade preservada tanto a que esta sob
refrigeracdo de 8 °C (x 3) quanto a que ficou em prateleira e 22 °C (£ 4). A glicoamilase

apresentou perda de atividade em aproximadamente 20% na amostra que estd sob
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refrigeracdo de 8 °C (+ 3) e 26,67% na amostra que ficou em prateleira a 22°C (z 4).
Estando as mesmas in natura, ou seja, sem adicdo de estabilizantes mesmo ap6s 12
meses de estocagem e apresentado essa pequena perda de atividade mostra que sdo

estaveis e, portanto, adequadas a serem utilizadas em bioprocessos.

5.4 Avaliacdo da utilizacdo do complexo enzimatico concentrado na hidrolise dea
amido de mandioca

5.4.1 Quantificacdo do Teor de Amido na Fécula de Mandioca

A analise do teor de amido da fécula de mandioca foi fundamental para o
estabelecimento de todas as correlacBes massicas e determinacdo dos rendimentos de
hidrélise e de fermentacdo. A fécula de mandioca apresentou um teor de amido igual a
90,8%. Essa quantidade de amido é essencial para a producéo de bioetanol, que pode ser
empregado na elaboracdo de biocombustiveis e até mesmo na producdo de bebidas
alcoolicas fermentadas ou fermento-destiladas. O amido € composto por centenas de
unidades monoméricas de glicose que é a matéria-prima para producao de etanol.

A concentracdo de amido presente na fécula de mandioca é superior a de outras
matérias-primas como bata-doce (79,9%) (LEONEL et al., 1998), farinha de pupunha
(60,65%) (SOUZA, 2010), sorgo (61,21%) (LOPEZ & STUMPF, 2000) e a torta da
mamona (48%) MELO, 2006). Ao observar os resultados dos estudos citados podemos
constatar que a fécula é uma raiz eminentemente calérica e pode ser uma cultura da
matriz bioenergética, por apresentar uma maior concentragdo de amido a mandioca
industrial apresenta como op¢éo energética a producéo de alcool etilico (etanol), a partir
de seu farelo, abrangendo o alcool carburante; etanol industrial e etanol para bebidas
(CENBIO, 2012); (CNI & IEL, 2008).

5.4.2 Estudo da Hidrdlise Enzimatica
5.4.2.1 Estudo das cargas enzimaticas na hidrolise do amido da Fécula de Mandioca

Para a otimizagdo das condi¢des de hidrolise do amido da fecula de mandioca
quanto a propor¢do das amilases (variaveis), utilizou-se o Delineamento Experimental
de mixtura simplex-centroid, gerando uma matriz com 10 experimentos de acordo com
a Tabela 38 onde estdo dispostos os resultados do produto final variando de 1,47 e
11,68 g/L da concentracdo de glicose ao final da hidrdlise. Por meio do Diagrama de

Pareto (figura 23) gerado em p < 0,05, ou seja, 95% intervalo de confianga, mesmo a
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enzima glicoamilase apontar como ndo significancia ela apresenta efeito positivo assim

como a a-amilase fazendo com que a interacdo entre as enzimas testadas torne-se

fundamental para a realizacdo de uma hidrolise eficiente. Diante do resultado positivo

para essa etapa de estudo levou-se a mistura para ser validada através dos valores

preditos, entre 6,25 e 15,34 g/L, pela analise do programa para se obter niveis mais

elevados de concentracgéo de glicose.

Tabela 38: Resultado da concentragcdo de glicose do design Simplex-centroid para

determinacgdo do volume as amilases para hidrélise da fécula de mandioca

Componentes
Experimentos Replicat A-amilase  Glicoamilase Glicose
(x1) (X2) (Y1g/mL)

1 1 1,0(91,01) 0,00 (59,12) 3,79
2 1 0,0(8,99) 1,00 (194,38) 1,59
3 1 0,50 (50,00) 0,50 (127,00) 8,87
4 1 0,75(79,00)  0,25(79,00) 8,75
5 1 0,25(21,00) 0,75 (175,00) 9,01
6 2 1,0(91,01) 0,00 (59,12) 3,73
7 2 00(899)  1,00(194,88) 1,47
2 0,50 (50,00) 0,50 (127,00) 9,17

9 2 0,75(79,00)  0,25(79,00) 11,68
10 2 0,25(21,00) 0,75 (175,00) 9,72

A ANOVA (tabela 39) do design simplex-centroid, demonstrou que o modelo
quadrético fornece um ajuste adequado aos dados, pois somente ele apresentou
resultado significativo com R? = 87% e falta de ajuste no significativa.

Tabela 39: Anélise de ANOVA design Simplex-centroid para determinagéo do
volume de mistura das amilases para hidrolise da fécula de mandioca

Somados Grausde Quadrado F Palor
Modelo guadrados liberdade Médio
Linear 4,73 1 4,7286 0,30258 0,597285
Quadratico 107,98 1 107,9757 44,35081 0,000288
Cubico especial 0,41 1 0,4132  0,14908 0,712737
Cubico 16,63 0 0,0000
Total Ajustado 129,75 9 14,4163
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Figura 23: Diagrama de Pareto do delineamento design Simplex-centroid para determinagdo do
volume de mistura das amilases para hidrolise da fécula de mandioca

Apés validacdo da mistura otimizada, o blend foi preparado na proporcdo de
53% de a-amilase e 47% de glicoamilase em volume que atendesse aos percentuais de
extrato enzimatico solicitado. Em seguida, o blend foi utilizado para otimizagdo do
carregamento solido:liquido na hidrélise da fécula de mandioca. Aquelas porcentagens
sdo equivalentes a 1.680 e 19,27 U, respectivamente. O valor obtido na validacdo pelo
6timo apontado, com confiabilidade de 95%, foi 12,64 g/L de glicose se encaixando na
faixa de preditos fornecidos pela analise do programa. Desta forma ao observamos na
visualizacdo do grafico de superficie de resposta Figura 24 que o estudo das cargas
enzimaticas para hidrélise da fécula de mandioca obteve um modelo da formulacdo do
blend ideal mostrando a melhor concentracdo de enzimas para degradar determinada
concentracdo de fécula.
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Figura 24: Superficie de resposta do delineamento design Simplex-centroid para
determinagdo do volume de mistura das amilases para hidrdlise da fécula de mandioca

5.4.2.2 Estudo da otimizacdo da proporcao solido:liquido para hidrélise do amido de
fécula de mandioca pela carga enzimatica otimizada

Neste delineamento pode-se verificar uma variagcdo de concentracdo de glicose
entre 14,44 e 26,08 g/L a tabela 40 apresenta os resultados experimentais do
delineamento rotacional. Por meio do Diagrama de Pareto verificou-se que 0s niveis
adotados para realizacdo desse Delineamento ndo apresentaram significancia estatistica,
sendo confirmada através da analise quadratica que mostra efeito negativo indicando

que a superficie de resposta ndo apresenta curvatura como demonstrado nas figura 26 e
27.

Diante das anélises realizadas decidiu-se aumentar os niveis ampliando sua faixa
de concentragdo tanto de solido quanto de liquido ja que o grafico de superficie aponta a
tendéncia de aumento no sentido do ponto de otimizagéo para a hidrélise, tendo um R?

de 72% confirmando que os niveis necessitavam de ajuste.
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Tabela 40: Resultado do Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCRI) para otimizacdo da relacdo Solido:Ligquido

Componentes
Experimentos Sélido Liquido Glicose
(x1) (X2) (Y1g/mL)
1 -1 (15,00) -1 (300,00) 14,44
2 -1 (15,00) 1 (500,00) 17,65
3 1 (25,00) -1 (300,00) 20,39
4 1 (25,00) 1 (500,00) 25,95
5 -1,41(12,93) 0 (400,00) 19,41
6 1,41 (27,07) 0 (400,00) 24,90
7 0(20,00)  -1,41 (258,58) 20,72
8 0(20,00) 1,41 (541,42) 26,08
9(C) 0 (20,00) 0 (400,00) 22,61
10 (C) 0 (20,00) 0 (400,00) 19,41
11 (C) 0 (20,00) 0 (400,00) 24,31
(1)Solido(L) 3,126694
(2)Liquido(L) 2,320605
Solido(Q) -, 135788
1Lby2L 4726488
Liquido(Q) -,142998

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 25: Diagrama de Pareto do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCRI) para
otimizacéo da relacdo Sélido:Liquido
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Figura 26: Superficie de resposta do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCRI)
para otimizag&o da relagdo Sdlido:Liquido
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Figura 27: Curva de contorno Delineamento Composto Central Rotacional (DCCRI)
para otimizacdo da relacdo Solido:Liquido

No DCCR Il foi gerada a tabela 41 que apresenta os resultados obtidos e
analisados nessa etapa para otimizacdo da hidrélise e ajuste do processo sélido:liquido.

Esse delineamento apresentou uma variagdo de concentracdo de glicose entre 0,00 e
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89,14 g/L proporcionando, com o ajuste dos niveis iniciais, um aumento de 3,5 vezes da
concentracdo de glicose ao final da hidrolise, porém, mesmo com esse aumento
podemos verificar atraveés do Diagrama de Pareto (figura 28), segundo Barros (2010),
ambas variaveis apresentaram significancia estatistica quando observadas de forma
linear de forma levar ao entendimento de que com o ajuste dos niveis, comecou a
ocorrer uma reacdo enzimética de primeira ordem entre os fatores e nos aponta nas
figuras 29 e 30 que caberiam ajustes nos niveis afim de chegar a otimiza¢do do
processo, tendo em vista também que este delineamento ndo apresentou falta de ajuste
como mostra a analise de ANOVA descrita na Tabela 41. Vale ressaltar que o R? desse

experimento foi de 96%.

Tabela 41: Resultado do Delineamento Composto Central Rotacional
DCCRII para otimizagdo da relacdo Sélido:Liquido

Componentes
Experimentos Sélido Liquido Glicose
(x1) (X2) (Yig/L)
1 -1 (10,00) -1 (200,00) 7,67
2 -1 (10,00) 1 (1000,00) 22,04
3 1 (50,00) -1 (200,00) 38,02
4 1 (50,00) 1 (1000,00) 89,14
5 -1,41(1,72)  0(600,00) 0,00
6 1,41 (58,28) 0 (600,00) 80,83
7 0(30,00)  -1,41(34,31) 1,60
8 0(30,00) 1,41 (1165,69) 73,80
9(C) 0 (30,00) 0 (600,00) 62,30
10 (C) 0 (30,00) 0 (600,00) 49,20

11 (C) 0 (30,00) 0 (600,00) 46,01
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(1)Salido(L) / //// 8,671103 1

(2)Liquido(L) ///// 6,863298

1Lby2L Z 2,127685
Liquido(Q) -2,02612
Solido(Q) Z -1,6524

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 28: Diagrama de Pareto do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR 1)
para otimizacgdo da relagdo Sélido:Liquido
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Figura 29: Superficie de resposta do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR
I1) para otimizacdo da relacdo Solido:Liquido
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Figura 30: Curva de contorno Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR 1)
para otimizagao da relagdo Solido:Liquido

Tabela 42: Andlise de ANOVA do Delineamento Composto Central Rotacional do
estudo da hidrolise (sélido:liquido) (DCCR 1)

Causas da Somados Grausde Quadrado F Puator
variacao quadrados liberdade Meédio

(1)Sélido (L) 5605,07 1 5605,07 75,19 0,013040
Solido (Q) 203,55 1 203,55 2,73 0,240259
(2)Liquido (L) 3511,54 1 3511,54 47,10 0,020576
Liquido (Q) 306,03 1 306,03 4,10 0,179995
1L by 2L 337,48 1 337,48 4,53 0,167184
Lack of Fit 203,22 3 67,74 0,91 0,561920
Erro Puro 149,09 2 74,55

Soma Total 10203,52 10

Com ajuste nos niveis através da observacdo dos resultados anteriores levou a
validacdo, pelo delineamento DCCR IlIl, da proporcdo ideal para a obtencdo de
concentracdo de glicose satisfatdria, entre 78,22 e 213,19 ¢g/L (tabela 43), através da
liquefacdo e sacarificagédo feita pela mistura das amilases recombinantes. Desde o inicio
do processo até a otimizacdo, essa concentracdo apresentou um aumento aproximado de
8,2 vezes fazendo com que a concentracdo de glicose no meio seja satisfatdria para ser
levada a conversdo a alcool. O Diagrama de Pareto, figura 31, mostra em 95% de
confianca que a concentragédo de solido (fécula de mandioca) tem grande significancia e
efeito positivo assim como a mistura das amilases demonstrando e confirmando que a
tendéncia linear do modelo fornece um ajuste adequado aos dados (p = 0,00), R? = 99%

e falta de ajuste néo significativa (Lack of Fit: p = 0,062) dados dispostos na tabela 44 da
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ANOVA. Observando a superficie de resposta e curvas de contorno nas figuras 32 e 33,
podemos verificar a existéncia de uma regido Otima que mantém o0 processo nessa
condicdo para a hidrolise. O resultado de concentracdo obtido experimentalmente
superou aos preditos pela funcédo, indicando a validacdo das condicdes previstas pelo
modelo. Dessa forma, a tabela 45 com os coeficientes de regressdo confirma que para a
hidrélise da fécula de mandioca o modelo da associacdo sélido:liquido ideal esta

representado pela equacédo abaixo:

Z = 184,05 + 28,72xX1 - 33,07xX12 + 17,04xX; - 0,48xX2*+16,87XX1xX2+ 0 (14)
Z =184,05 + 28,72xX1 + 17,04xXz + 16,87xX1XX2 (15)

Onde, X; é concentragdo de sélido e X, concentragdo mistura das amilases

Tabela 43: Resultado do Delineamento Composto Central Rotacional DCCR
Il para otimizacdo da relacdo Sélido:Liquido

Componentes
Experimentos Selido (x) Liquido (X2) g{lic;/ss)

1 -1(38,70) -1 (774,50) 122,70
2 -1 (38,70) 1 (1625,50) 118,10
3 1 (81,30) -1 (774,50) 144,17
4 1(81,30) 1 (1625,50) 207,06
5 -1,41 (30,00) 0 (1200,00) 78,22
6 1,41 (90,12) 0 (1200,00) 162,58
7 0 (60,00) -1,41 (600,00) 157,98
8 0(60,00) 1,41 (1800,00) 213,19

9(C) 0 (60,00) 0 (1200,00) 184,05

10 (C) 0 (60,00) 0 (1200,00) 185,58

11 (C) 0 (60,00) 0 (1200,00) 182,52
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Figura 32: Superficie de resposta do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR
I1) para otimizacdo da relacdo Solido:Liquido
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Figura 33: Curva de contorno Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR I11)
para otimizacgao da relagdo Solido:Liquido
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5.5 Hidrolise de Fécula de Mandioca

Na figura 34, estd apresentado o grafico do perfil cinético da hidrélise do
substrato pelas amilases recombinantes concentradas que foi realizada através das
condicBes 6timas propostas pelo método utilizado neste estudo. A partir de 382 hora o

sistema j& assinala a converséo total do substrato disponivel no meio em glicose.

Com o objetivo de avaliar o desempenho da mistura otimizadas das amilases
recombinantes foram realizados experimentos de hidrolise enziméatica da fécula de
mandioca. Para um volume de de 400 mL de mosto com carga de fecula em 183,24 g
(45,81% (g/g)) e cargas enziméticas de 5895,5 U (1859,9 uL) de a-amilase e 67,51 U
(1649,16 pL) de glicoamilase. Pode-se verificar que a hidrdlise desse substrato levou a
liberacdo de 174,25 g/L de glicose com 24 horas de processo e concentracdo maxima ao
final das 48 horas de 330 g/L de glicose, valor que corresponde a eficiéncia de hidrolise
de 89,36%. Ao experimento controle ndo foi adicionado a mistura das amilases, sendo o
volume de enzima substituido por tampdo, e como o esperado ndo apresentou liberagao

de glicose.

Cinética da hidrolise
350,0

3000 —— Hidrolise

—&— Controle
2500

[\

00,0
1500
100,0

Glicose [g/L]

50,0

0,0

-50,0

18 28 38 48
Tempo [h]

]
w F

Figura 34: Perfil cinético da eficiéncia de hidrolise da fécula de mandioca utilizando
amilases recombinantes
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5.6 Avaliacdo da fermentabilidade do hidrolisado em fermentémetros para
obtencao de alcool utilizando Saccharomyces cerevisiae

A fermentabilidade dos acucares liberados pela hidrdlise utilizando as amilases
recombinantes otimizadas e concentradas, foi avaliada nesta etapa, a figura 35 esta
representado o perfil cinético da producdo de etanol equivalente produzido no sistema
de fermentdémetro, onde o valor apresentado é estimado estequiometricamente pela
liberacdo de COx.

A concentracdo de etanol equivalente apresentada foi de 75,47 g/L.
Considerando que no meio estava presente 183,24 g/L de fécula de mandioca, com
90,8% de amido em sua composicdo, nao esquecendo do fator de corre¢do 1,11 esta
relacionado a adicdo de uma molécula de agua (18 g/mol) para liberacdo de uma
molécula de glicose (180 g/mol), para cada ligacdo covalente rompida durante a
hidrélise do amido segundo BARCELOS (2010), sendo assim atinge-se uma
concentracdo teodrica de 184,68 g/L de glicose. Com essa concentracdo, o valor maximo
teorico de etanol, poderia ser de 92,34 g/L. O valor de etanol equivalente apontou uma

eficiéncia de fermentacao de 81,73%.

EtOH teorico
160,00

140,00
120,00 —&— Consumo Glicose

EtOH tedrico produzido
100,00
80,00

60,00

EtOH Equivalente g/L

40,00
20,00

0,00
0 2 4 6 8 10 12

Tempo de fermentacao (h)

Figura 35: Avaliacdo da fermentabilidade do hidrolisado das amilases recombinantes de fécula
de mandioca, em fermentdmetro, utilizando levedura comercial
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5.7 Determinacdo do Teor de Etanol

A fermentacdo conduzida com Saccharomyces cerevisiae comercial, teve
completa conversdao dos agucares redutores apés 10 h. A andlise cromatografia gasosa
constatou, que o alcool produzido do hidrolisado de fécula de mandioca pelas enzimas
amiloliticas recombinantes concentradas, tinha uma concentracdo de 64,62 g/L
correspondendo a 86% de conversdo e com isso uma produtividade volumétrica (Qp) do
processo fermentativo foi igual a 6,46 gL h'%, valores observados no (ANEXO 1), com
essa concentracdo chegou-se ao equivalente a um rendimento produto substrato (Yes)
de 0,431 g g. E eficiéncia fermentativa de 86,16%. Cinelli (2012) utilizando amido
granular de milho obteve um teor de 59,15 g/L. Correa (2015) chegou a concentracdes
entre 43,9 e 45,7 utilizando quirera de arroz. Gongalves (2016) fermentando torta e
farelo da mandioca 64,50 g/L, assim como Silveira (2020) fazendo a conversao de casca
de banana a concentracao de 30,99 g/L de etanol (Tabela 46). Levando em consideragéo
os resultados obtidos no presente trabalho, pode-se notar que a eficiéncia de conversdo
da fécula de mandioca em etanol esta equivalente aos valores concernidos na literatura,
comprovando assim a eficiéncia da otimizagdo dos meios otimizados para producao das
amilases recombinantes utilizadas para a hidrélise da fécula de mandioca. Muitos s&o o0s
estudos realizados em busca de novas matrizes energéticas amilaceas, porém a grande
maioria ainda utiliza enzimas comerciais para a hidrélise de seus amidos. A tabela 47
traz os resultados de forma resumida da analise do alcool de amido produzido utilizando
as amilases recombinantes produzidas pelos meios otimizados e concentrados. Apesar
os testes tenham sido realizados somente com a fécula de mandioca como matéria-
prima, tem-se um processo de producédo de etanol e possivelmente uma série de diversos

outros produtos, a partir de diversas matérias-primas amilaceas.

Tabela 46: Tabela comparativa de teores alco6licos obtidos em outras pesquisas

Autor (Ano) Substrato Teor obtido (g/L)
CINELLI (2012) Amido granular 59,15
CORREA (2015) Quirera de arroz 43,9 e 45,7

GONCALVES (2016) Torta e farelo da mandioca 64,5
SILVEIRA (2020) Casca de banana 30,999

ARAUJO (2021) Fécula de mandioca 64,62
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Tabela 47: Resumo com os dados da produgéo do etanol

Fermentdmetro

CG
Produtividade Volumétrica (g.L.ht) 6,46
Eficiéncia de Fermentacéo (%o) 86
Fator de Rendimento de Producéo de Etanol Y(P/S) (g/g) 0,431
Reducdo Percentual de Substrato (RPS)(%b) 100
Concentracéo Inicial de Glicose (g/L) 150
[EtOH] g/L * 64,62

Tempo Fermentado (h) 10
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6. Conclusao

Neste trabalho onde foi proposto realizar a otimizagdo dos meios de cultivo da

producdo de amilases recombinantes (a-amilase e glicoamilase) para hidrolise de amido

de mandioca visando producédo de etanol pelos resultados obtidos, pode-se concluir que

0s objetivos do mesmo foram alcancados:

v"As enzimas amiloliticas recombinantes de Bacillus licheniformis (a-amilase) e

Aspergillus awamori (glicoamilase) ambas expressas em Pichia pastoris GS115,

apresentaram necessidades peculiares dentre as fontes de nitrogénio avaliadas.

Dentre as fontes de nitrogénio avaliadas, o extrato de levedura foi o de maior

importancia para a producdo de ambas amilases recombinantes.

v" As condicdes 6timas das concentracdes das fontes de nitrogénio para a-amilase

foram de 23,44 g/L de extrato de levedura e 1,06 M de tampédo fosfato. Para a

glicoamilase se deu em 23,22 g/L de extrato de levedura e 21,24 de biotina.

v' A otimizacdo das fontes de nitrogénio através do uso da metodologia de

v

planejamento experimental foi bem sucedida, haja visto que se obtivera as
concentragfes Otimas de nitrogénio para as duas atividades amiloliticas. Com o
uso dessa metodologia que apresenta sensibilidade e exatiddo adequadas,
possibilitou eliminar dos meios a ureia das duas enzimas e a peptona no meio da
glicoamilase fazendo com que os custos relacionados com o preparo do meio

sejam reduzidos.

As enzimas, através do meio otimizado, apresentaram capacidade de hidrolisar a
fécula de mandioca quando produzidas nos meios otimizados para fins de
producéo de alcool.

Os modelos matematicos revelados no estudo da hidrolise para proporcdo para
obtencdo do blend das enzimas que mostrou a composi¢édo de 53% de a-amilase
e 43% de glicoamilase. Para a propor¢do substrato:blend chegou-se ao valor de
concentragdo de substrato de 45,81% para o volume de 877,59 L de blend no
meio se mostraram eficiente.

A hidrolise enzimética utilizando as amilases recombinantes apresentou

conversao de amido em glicose com 89,36% de eficiéncia levando em
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consideracdo o teor de amido presente na fécula sendo 90,80% e a concentragéo
de sélidos no meio sendo de 183,24 g/L.

A fermentagdo alcodlica, do hidrolisado, com a levedura Saccharomyces
cerevisiae ap6s 10 horas de processo fermentativo apresentou produtividade
volumétrica Qp de 6,46 g Lh™, eficiéncia fermentativa de 84,34%, fator de
rendimento (Ypss) em substrato consumido de 0,431 gg™ e obteve concentragio
de 64,62 g/L de etanol correspondendo a 86% do etanol equivalente.

As enzimas concentradas continuam a apresentar estabilidade apds 12 meses de
estocagem sob refrigeracdo em temperatura de 8 (= 3 °C) e 22 (= 4 °C) em
prateleira. Sendo que a a-amilase ndo apresentou perda de atividade enzimaética e
a glicoamilase perdeu aproximadamente 20% nas duas formas de
armazenamento, ressaltando que ndo foi adicionado nenhum estabilizante nas
mesmas, 0 que indica boa estabilidade sendo assim adequadas para serem

utilizadas em bioprocessos.
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7. Sugestoes

AN N NN

Realizar o escalonamento da producédo das enzimas;

Comparar 0 método de concentracéo por rotaevaporacao;

Estudar a possibilidade da utilizagdo das enzimas em forma isolada;
Avaliar a utilizacdo das amilases em outras fontes amilaceas;

Verificar integracdo das duas enzimas num mesmo microrganismo;
Utilizar linhagens industriais de S. cerevisiae no processo fermentativo

Testar fermentacéo em escala piloto.
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LAUDO TECNICO
Ne 102/2020

Data de nicio do servigo:
12 de marco de 2020.

I - Caracterizacio do Pedido de Laudo Técnico:
Solicitante:

Lanna Lobo

Natureza do Exame:

Determinagio do teor de etanol em amostra de fermentado.
Produto:

Fermentado alcoodlico

Quantidade:

3 amostras

Identificacio das Amostras:

Amostra |

Amostra 2
Amostra 3
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Il = Coleta ¢ Amostragem:

A coleta das amostras foi realizada pela solicitante do presente laudo,
¢ foram entregues no dia 09 de margo de 2020 em frasco tipo Falcon com

tampa ¢ parafilm com, aproximadamente, 5 mililitros da amostra.

Il = Ensaios Healizados:

As andlises qualitativa ¢ quantitativa das amostras foram realizadas
através da técnica de cromatografia em fase gasosa com detector FID e
Headspace.

A analise qualitativa, com relagio ao etanol, foi realizada pela
comparagio dos tempos de reten¢do do padrio de etanol com as amostras
analisadas, bem como pela téenica de adigio de padrio.

A analise guantitativa foi realizada pela técnica de padronizagio

externa do padrio de etanol.

IV - Materiais Utilizados:

Cromatografo em Fase Gasosa Shimadzu:

Coluna: SH-Rix-1 (30m x 0,.32mm x 0.25mm) Shimadzu
Balanca Analitica;

Vidrarias Diversas;

Padrio de Etanol Absoluto: Merck EMSURE — ACS, IS0, Reag. Ph Eur;
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V = Analise dos Resultados:

A curva analitica foi feita com a média de wés injegdes de cada
concentragio dos padrdes de etanol, sendo que o grafico | obtido esta
apresentado abaixo:
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Grafico 1 — Curva Analitica de Etanol

A curva obtida com os resultados experimentais ¢ descrita pela equagio
da reta: y = 214974.80327 + 817437,0595 . x. com coeficiente de correlagio

igual a 0.991.
A partir dos resultados obtidos foi possivel calcular a concentragio de

etanol na amostra analisada, o resultado esta abaixo apresentado:

Aostra M‘A'd:a das Concentragio, % (v/v)
Amostra | 6907501 8,19
Amostra 2 6728034 7,97
Amostra 3 6648763 7,87
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NOTA: O resultado contido neste documento tém significa¢do

restrita, ¢ se aplicam somente as amostras ensaiadas.

Manaus, 12 de margo de 2020.

CRQ - 14101990



