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RESUMU

Estudou-se a influéncia de duas modalidades de alimeg
tacdo de farinha de grdos de sorgo na hidrolise de amido, pre-
sente na mesma, a acglcares redutores, variando-se a concentra-
cio da enzima a-amilase e mantendo-se constante a concentragdo
da amiloglicosidaseﬁ Utilizou-se um reator perfeitamente agita
do com 1 litro de volume de trabalho, provido de controle  de
temperatura. Verificou-se conversao superior para os ensaios em
que o amido foi alimentado de forma intermitente. Observou-se
também, que a velocidade de reagao, para a alimentagdo intermi
tente foi funchdo da concentragdo de n-amilase, ao contrarioc do
que aconteceu com alimentacdo em batelada. Observou-se ainda,
que o efeito da reversibilidade da reagdo de sacarificacdo com
alimentacdo em batelada foi comparativamente maior em relagao

A4 alimentacdo intermitente.
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SUMMARY

The influence of twe ways of sorghum flour feeding on
the hydrolysis of starch to reducing sugar has been  studied.
The wc-amylase concentration has been varied, and the concen-
tration of glucoamylase has been kept constant. Aperfect mixed
batch reactor (1 2 bf working volume)} with temperature control
has been utilized. Higher conversions have been verified  for
tests in which the feeding has been carried out intermittently,
It has been observed alsc, that the reaction rate, for inter-
mittent feeding, was dependent on the o-amylase concentrations,
whereas for the batch feeding this dependence has not occurred.
Furthermore, it has been observed that the effect of the Saccha
rification reaction reversibility was relatively higher for

batch feeding when compared with intermittent feeding.



1. INTRODUGAD

Na década de 70, uma das mais bem sucedidas experién-
cias biotecnoldgicas, ocorreu com o processo de produgdo de

etanol a partir da cana-de-aglcar.

Matérias-primas amiliceas tém também grandes possibi-
lidades de aproveitamento biotecnologico, para a cobtengdo  de
produtos destinados & Agricultura, Salde e Energia, apos trans-
formacdo do amido em aglicares fermentesciveis. Mandioca,  mi-
1tho, sorgo, batata doce, estao entre as matérias-primas que

vem sendo mais frequentemente estudadas nos 01timos anos.

Neste trabalho, utilizando-se amido de sorgo sacarino
e tendo como parametro a conversdo final de amido em agucares
redutores, procurou-se comparar as formas de alimentagaoc em ba

telada e intermitente.



7. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. MATERTA-PRIMA

0 amido & um polimero da D-glicose com alto peso moleg
cular, e é considerado como a principal fonte de energia para
o desenvolvimento das plantas superiores. O amido @ constitul-
do principalmente de dois polimeros, denominados amilase e aml
lopectina. De acordo com a planta de origem o amido pode ter
diferentes propriedades fisicas e quimicas, bem como a proper-

cio de amilase e amilopectina pode variar(ﬁ’”7)n

7.7, REACAO DE HIDROLISE ENZTMATICA

A reacdo de hidrdlise enzimdtica do amido na presenga
das enzimas o-amilase e amiloglicosidase,oCorre por meio de
uma reacio série paralelocﬁ), na qual a a-amilase (endo-enzi-
ma)(s), age sobre as macromoléculas do amido formando reduto-
res {glicose € maltose} e dextrinas (oligossacarideos), e a
amiloglicosidase (exo—enzima}£a) age sobre os finais ndo redu-
tores das moléculas de dextrinas, proporcionando a formagao de
glicose. A agdo da a-amilase se baseia no ataque exclusivo das
ligac¢des a-1,4 e da amiloglicosidase no ataque das ligagoes
a-1,4 e a-1,6; quando © periodo de incubacdo do substrato com
amiloglicosidase & longo, pode ocorrer reagdo reversa de glico

()

se para oligossacarideos

ROELS., J.A. e TILBURG, R.(*?) em 1979, desenvolveram

um modelo cinético de reacdo para hidrdlise de  amido na



presenca de amiloglicosidase. Os ensaios experimentais foram
realizados usando como substrato amido, e glicose, no sentido
de verificagdo da reacdo reversa de glicose em isomaltose e mal
tose. Eles observaram que as constantes de equilibrio para a
hidrdlise das ligagdes a-1,4 e o-1,6 no amido sdo  diferentes,
justificando dessa forma o aparecimentb predominante de isomal
tose, quando sclugoes de dextrinas muito concentradas sio incu

badas na presenca de amiloglicosidase.

KUSUNOKI, K. et alii(za) em 1982, propuseram uma ex-
presséo cinética para hidrdlise enzimitica do amido pela amilo
glicosidase, baseado na equacdo de Michaelis-Menten modifica-
da, com inibig&c pelo produto. Os ensaios experimentais foram
realizédos com dois tipos de amido em diferentes concentracoes,
¢ com maltose a diferentes concentragdes. Os resultados experi
mentais foram utilizados para realizar simulagdo com a expres-
sao cinética proposta, e concluiram que o efeito da  inibicdo

aumentava com o aumento do peso molecular do substrato.

BESCHKOV, V. et alii‘'®) em 1984, estudaram a cindti-
ca de hidrolise de dextrinas (maltose e maltotriose) pela ami-
loglicosidase, e cinética da condensagdo de glicose em isomal-
tose e maltose. Com relac3o a hidrdlise de maltose e maltotrio
se observaram que a conversao da solugdo de maltose (465 g/&)
em glicose era muito rapida, e a reducgdo na concentracio | da
maitotriose era lenta. Para tempo de reagdo superior a 20 ho-
ras, a concentragao de giicose diminuia, havendo formagdo sig-
nificante de isomaltose e o equilibrio da reacdo se dava apbs
150 horas, com concentragGes substanciais de glicose e isomal-
tose, e em muito menores proporgoes as concentracdes de malto-

se e maltotriose. Com relacgao a cinética de condensacio de



glicose, verificaram por meio de ensaios experimentails, com
concentracdes iniciais de glicose variando de 1,1M a 2,5M que
a conversio em isomaltose era lenta. Para concentragdc de gli-
cose mais alta, a concentragac de isomaltose aumentava, ¢ as
concentracdes finais de maltose e maltotriose eram sempre meno

res do que a da isomaltose.

ADACHI, S. et alii'') em 1984, planejaram modelo cind
tico para hidrdlise e sintese da maltose e isomaltose  usando
amiloglicosidases de duas origens Rhizopus ndveus ¢ Asperglllus
nigen. Eles concluiram que a condensagdo de glicose a maltose

A isomaltose ocorria por meio de reacOes paralelas reversi-

L44]

veis para ambas enzimas e que a transferéncia do radical glico
si1 entre maltose e isomaltose ndo era observada. O modele pro
posto pelos autores, considerou que 2 amiloglicosidase possula
2 subsitios, e que o sitio catalitico era localizado entre os
2 subsitios. A amiloglicosidase promovia rapida formagio de
maltose e lenta sintese de isomaltose, porém a quantidade pro-
duzida de isomaltose era surerior a4 da maltose. Sugeriram que
a condensacdo de glicose a dissacarideos, especialmente a 1iso
maltose, eram a causa dos oligossacarideos residuais na sacari

ficacdo do amido.

SHIRAISHI, F. et alii(“Z) em 1985, interessados em in
vestigar os efeitos da concentragdo inicial de amido e a ori-
gem da amiloglicosidase sobre a cinética de reversao da glico-
se em maltose e isomaltose, propuseram um modelo cinético de
reacio, onde consideraram que toda a maltose nroduzida era pro
veniente da condensacio da glicose, e que somente a isomaltose
e maltose eram produzidas devido a reagdo reversa. Foram utili

zadas concentracbes iniciais de amido de 364 g/2 ¢ 104 g/%.

- 04 -



Eles observaram que a formagdo de glicose diminuia e isomalto-
se era revertida com a elevacdo da concentragido inicial de ami
do e com longos tempos de reagdo, devido as reagdes reversas
favorecerem a condensagiao de glicose a maltose e isomaltose.
Com relacdo a natureza da amiloglicosidase, verificaram que a
velocidade de reversao pela amiloglicosidade do AspengdlLlus
niger era trés vezes maior, significando qe a enzima do Riadzopus

niveus tem atividade menor de a~glicosidase.

FUJII, M. e KAWAMURA, Y. (?°) em 1985, propuseram a mo
delagem de equagbes da cindtica de hidrolise de amido, levando
em conta a acdo sinergistica da a-amilase e amiloglicosidade.
Eles concluiram apds realizacdoc de ensaios experimentais e si-
mulacdo, que o papel da a-amilase era acelerar a  velocidade
de formacio de glicose através de formagao de novas moléculas
de substrato para a acfo da amiloglicosidase no estagio ini-
cial da reacio. Esta & a agdo sinergistica. A agdo acontece ate
que o peso molecular do substrato atinge uma redugaoc no valor
de aproximadamente 5000, Apds este ponto, a agdo da a-amilase
pode ser desconsiderada, e a cinética € expressa somente pela

equacio de velocidade de reagdo da amiloglicosidase.

Varios boletins do NOVO INBUSTRI(S’“0’3“), relataram
sobre a cinética de reacfo de hidrdlise enzimatica de amido,
onde afirmaram que na etapa de sacarificacao do amido, onde
atua a amiloglicosidase, aconteciam reagbes reversas, Promoven
do a formacdo de isomaltose, maltose, e redugaoc na concentra-
cdo de glicose produzida. Alem disso, comunicaram que para S¢
obter xarope de glicose num processo em batelada, a concentra-

¢do mixima de amido a ser manipulada depende da eficiencia do

- 05 -



agitador, e que concentragdes malores de glicose podem ser
atingidas se a reagdo for iniciada com concentragao baixa  de
amido, & o restante do mesmo adicionado gradualmente durante 0

processamento da reagiao.

7.3, AGENTES SACARIFICANTES

Em 1945, UNDERKOFLER, G.M. et al1iil"®) fizeram estu-
dos comparativos com relagio 3 produgao de alcool a partir de
material amildceo, testando como agentes sacarificantes o mal-
te, o farelo fingico, e a combinagao de ambos. Eles concluiram
que a producdo de alcool utilizando material amilaceo sacarifi
cado com farelo fingico era aproximadamente 2% maior que quan-

do eram utilizados os outros agentes sacarificantes.

CORMAN, J. e LANGLYKKE,A.F. ('?) em 1948, investiga-
ram a acio de enzimas flngicas na sacarificacido do amido para
fermentacido alcodlica, comparando com a utilizacaoc domalte com
o mesmo objetivo de produzir dlcool. Os resultados obtidos mos
traram que certas linhagens de fungos onde ocorria ndo s0 a
presenca da enzima o-amilase como também de enzimas glucogéni-
cas de alta atividade forneciam resultades de aproximadamente
40% maior em acilicares redutores em relagao a utilizagao do mal

te como agente sacarificante.

Porteriormente‘em 1953, POOL, E.L. e UNDERKOFLUR, L.
A. 37} gesenvoiveram um trabalho sobre os agentes amiloliticos
a-amilase e maltase, em algumas linhagens fangicas cultivadas
em farelo e em cultura submersa. Observaram um nivel Otimo de

produgdo de dlcool para uma determinada linhagem flingica, tanto



para a cultura submersa como para o cultivo no farelo, mostran
do que a atividade da maltase era superior em relacdo &s  ou-

tras linhagens.

CORMAN, J. e TSUCHIVA, H.M.U%) en 1951, confirmaran
atraves de estudos que a produgdo de dlcool a partir de mate-
rial amiliceo utilizando amilase filingica era fungao da ativida
de da maltase, desd¢ que houvesse quantidade adequada de c-ami
lase presente. Verificaram ainda que a amilase fangica com al
to teor de maltase e baixo teor de w-amilase, se suplementada
com malte, reduzia substancialmente a quantidade de amilase

flingica necessdria para a hidrdlise do amido.

DENAULT, L.J. e UNDERKOFLER, L.A.(17) em 1963 e
CADMUS, M.C. et alii£n) em 1966, estudaram a produgdo de xavro-
pe de milho, fazendo a liquefacio do amido por meio de G-amila-
se bacteriana, acompanhada da sacarificagac até glicose utili-

zando enzima fiingica amiloglicosidase.

ASCHENGREEN, N.H. () em 1969, relatou as vantagens da
utilizacdo das enzimas comerciais w-amilase bacteriana e ami-
loglicosidase fingica como substitutas do malte, na hidrdlise
de material amildceo, bem como a forma de agdo das enzimas na
‘moldcula de amido visando a produgdo de dlcool, concluindo que
o uso da a-amilase bacteriana formece uma produgao de alcool
de 1 a 3% maior do que quando se usa o malte. Além disso verd
ficou que para a hidrdolise de 1000 kg de amido, € necessirio
apenas 5 kg da enzima. Outra vantagem & gue as preparagoes Co-
merciais de enzimas amiloliticas sdo produzidas con atividades
padronizadas, permitindo uma produgio maxima de alcool. As en-

zimas sio oferecidas no mercado a pregos competitivos com

- 07 -



relacdo ac malte, o que representa uma grande economia. E, com
relacio a qualidade do produto e quanto a caracteristica orga-

noléptica, ndo difere do alcool produzido com o malte.

LUTZEN, N,W.(zs}; em 1980, apresentou um estudo sobre
o desenvolvimento de um novo processo para produgdoe de Aalcool
a partir de material amilaceo, onde realizou a .liquefagﬁo e
sacarificacio do amido com enzimas c-amilase e amiloglicosida
se em temperatura inferior & convencional, isto &, & temperatu
ra de *#30°C, que € a exigida para a fermentacdo, acontecendo
uma reducgido no consumo de energia térmica, comparado com o pro
cesso convencional. Em funcao disso, o autor sugere que seja
otimizado este processo, j& que o mesmo apresenta uma economia

de 10% da energia de combustio do alcool produzido.

HAGEN, H.A.(zl) em 1981, realizou um trabalhc sobre
produgio de adlcool a partir do amido, onde ele testou ~varios
procedimentos na etapa de liquefagao e sacarificacdao do ami
do, usando como agentes sacarificantes a-amilase e amilogli-
cosidase, com o objetivo de reduzir o consumo de energia. 0
autor fez ensaios com processo em batelada e continuo. Dos pro
cedimentos realizados com processo continuo ele verificou que
a economia de vapor era fungdo direta ndo sG dos percen-
tuais de material amiliceo seco, bem como de aumente da tempe-
ratura de pré-aquecimento na etapa do "cozimento" {gelatiniza
cao e liquefacdo), apresentando ha tabela os resultados obti-

M

dos.,



CONSUMC DE ENERGIA NO COZIMENTO DO GRAC

% material Temp.de en | Temp.de | Energia

Processoc amilaceo | trada no fkozimento lconsumida
seco  lcozedor(’C) {°cH (MJ/ 2 etanol)

Ratelada 20 20 150 5,3
Continuo/Pré
liguefacao 30 85 150 1,7
Continuo/Alta
temperatura 33 85 150 .4
Cont Inuo/Baixa 3 85 100 0,45
temperatura

EL-SAIED, H.M. et alii ') em 1978, interessados na
hidrdlise enzimdtica de amido, fizeram determinacgdes das velo-
cidades de reacio usando amilases bacterianas variadas. Dentve
as ensimas ensaiadas, a o-amilase produzida pelo BacLlLfus
Lichendiformis fol a que forneceu 0S melhores resultados quanto
'3 estabilidade de sua atividade e resisténcia a altas tempera-

turas.

KEARSLEY, M.¥W. et alii(zz) em 1980, visando o estudo
da producdo e propriedades do xarope de glicose, estudaram o
influéncia de certos Ions metadlicos como cloretos de Ca ¢ In,
nitrato de chumbo, ligas de niquel/aluminio, nas atividades das
enzimas a-amilase e amiloglicosidase, que sdo usadas para a de

gradagio do amido. Eles conseguiram determinar que enguanto d
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amiloglicosidase ndo & susceptivel a agdo dos jons citados, a

a-amilase & bastante influenciavel.

2.4. FONTES AMTLACEAS

2.4.1. Sonrgo

ARAKAKI, T. et a1iif2), em 1976, apresentaram uma pes
quisa sobre a produgdo de Alcool a partir do sorgo sacarino,
utilizando nio sd o caldo do colmo como também o grdo como ma-
téria-prima, chegando a resultados interessantes quando compa-
rados 3 cana-de-aglicar. Enquanto a produgao média com a cana-
de-aclcar & de 70 litros de ilcoel por tonelada de cana, a pro
ducio com o sorgo (colmo e grio hidrolisado) fornece 110 1i-
tros de @lcool por tonelada de planta. Eles afirmaram ser ne-
cessirio uma majior vivéncia do ponto de vista agronomicc para
o cultive do sorgo, com o objetivo de se selecionar uma varie-

dade de sorgo com elevada produtividade.

DAVIS. A.B. e HOSENEY, R.C. (1), em 1979, trabalhando
com trés variedades de sorgo, verificaram que o teor de tanino
presente no vegetal, era inversamente proporcional ao grau de
maturacgaoc da planta. Eles evidenciaram este fato guando reall-
saram testes de inibicdo da a-amilase pelo tanino, utilizando

grios de sorgo com graus de maturagao distintos.



BAUR, M.C. e ALEXANDRE, R.J.(%) en 1979, desenvolveram
uma metodologia para determinac@o do amido presente 1os cereais
rvealizando hidrdiise enzimatica & amido com enzimas comerciails
da NOVO INDUSTRI, e enzimas da Miles, em substituigio & hidro-
lise Acida. A gelatinizacZo do amido foi feita a 100°C num cur
to espago de tempo, a liquefagdo na presenga da o-amilase rea-
lizada a 85°C, e a sacarificagdo por agdo da _amilogiicosidase
a temperatura de 60°C. Os autores compararam esta metodologia
com a metodologia da AACC "American Association of Cereal Che-
mists”. Dentre os cereais testados, o sorgo foi um dos cereais
utilizados, e os valores obtidos com relagdo a determinagdo do
amido com o métode da AACC e o método proposto pelos autores,
forneceram 44,6% (base seca) e 44,0% (base seca) de amido, res

pectivamente.

SUBRAMANIAN, V. et alii®*®) em 1980, desenvolveram um
método para identificag@io dos aglicares presentes nos graos de
dez variedades de sorgo, onde a quantidade de acglicares solQ~
veis contido no extréto da farinha do grdo de sorgo fol estima
da pelo método de DUBOIS et atii(t®) (1956}, Fenol-acido sulfd
rice. Os acglicares identificados por elui¢io numa coluna Biogel,
foram "stachyose”, rafinose, sacarose, glicose e frutose, sen-
do que a ocorréncia da sacarose era predominante nas varieda~
des testadas. Os autores realizaram este trabalho visando a

utilizagdo mais adequada do sorgo para alimentacao humana.

NEUCERE. N.J. e SUMRELL, G.*?) em 1980, realizaram
um estudo sobre a composigdo de cinco variedades de graocs  de
sorgo, visando a possibilidade de utilizacdo dos mesmos para

nutricio humana. Os teores de Adcidos graxos, aclicares livres o



taninos, eram diferentes para cada variedade, apesar destas
terem sido cultivadas sob ponto de vista agronomico, em condi-

¢Ges semelhantes.

MAXSON, E.D. et alii(z?) em 1873, conduziram um estu-
do de inibicdo de c-amilase pelo tanino presente em algumas va
riedades de gric de sorgo, afirmando que a inibigao da w«-amila
se ocorria,em maiores proporgbes nas variedades de sorgo em qe

os graos apresentavam ccloragdo marrom.

A presenga de tanino nos grios de diversas variedades
de sorgo, bem como a ag¢do do tanino come inibidor da c-amilase
foi pesquisada por DAIBER, €. H. ('3} em 1975. 0s resultados ob
tidos mostraram que o grau de inibicdo da enzima presente  no
malte do sorgo, era fungdo da concentragde do tanino, tendo si
do desaconselhado a utilizagdo das variedades de sorgo com al-
to teor de tanine nas indistrias de bebidas, bem como no uso

para nutrigaoc animal.

SERRA, G.E. (+2) en 1976, interessado em reduzir a ocio
sidade das usinas de dlcool no periodo da entressafra da cana-
de-agficar, sugeriu o desenvolvimento de estudos a respeito da
caracterizacio do sorgo sacarine estabelecendo dados de cultu-
ra, produgio, composigdo, fisiologia e maturagdo no Brasil, ja
que o sorgo {colmo e grac) pode ser utilizado como matéria-pri
ma para producdo de dlcool, chegando a atingir uma eficieéncia

de 85%, a transformacdo de amido em alcool.
-

Da mesma forma MENEZES, T.J.B. et alii{3°) em 1977,
bem como ARAUJOC, N.Q. et a111(3) e 1977, também se posiciona
ram a favor do desenvolvimento de pesquisa sobre o sorgo (col-

mo ¢ grdo), visando a utilizacgdo do mesmo como matéria-prima



para produgao de 3icool, com a finalidade de aproveitar as ins
talagdes das usinas de dlcool de cana-de-agiicar no periodo de
entressafra, uma vez que o sorgo (colmo e grao) pode fornecer

110 1itros de alcool por tonelada de sorgo.

?2.4.7, Mandicea

BANZON, J. et alii(7), em 1948, interessados na produ
cao de dlcool a partir de mandioca, desenvolveram um trabalho
comparativo envolvendo varias alternativas para liquefacao @
sacarificacio do amido da mandioca. Foram utilizadas as seguin
tes alternativas para converter o amido: hidrdlise em meio aci
do, malte de cevada ou enzimas bacterianas pars a ligquefacgao
do amido e malte de cevada ou farelo flingico para a sacarifi-
cacao. Os autores concluiram que a utilizacdo de enzimas bacte .
rianas e do farelo fingico forneceram resultados superiores na
producgao de alcool guando comparados com a utilizac@o do malte

de cevada.

TEIXEIRA, C. et alii(“ﬁ}5 em 1950, empregando enzimas
provenientes de cultura submersa de fungos em mosto de mandig
ca, conseguiram uma conversao de 90% do amido, e realizando um
estudo comparativo para a produgdo de dlcool, a partir da man-
dioca, ﬁtilizando farelo fiingico, malte de cevada e hidrdlise
dcida, obtiveram a conversao de amido a etanol de 80 a 85%; 70

a 74% e 43 a 74%, respectivamente.

PARK, Y.K. e PAPINI, R.S.'33) em 1970, desenvolveram
um estudo para produgdo de xarope de glicose provenicnte de
amido de mandicca pelo processo enzima-enzima empregando a-ami

lase bacteriana de Baciffus subtifis NRRL B-941 para a liguefagio



e a amiloglicosidase flngica para a sacarificacio do amidoe. A
amiloglicosidase fol produzida por Asperngillus nigen NRRL 3112
e Aspengillus awamori NRRL 3112 que apresentavam alta ativida-
de de amiloglicosidase e baixa atividade de transglicosidase.

Os autores concluiram que, como a temperatura Stima para 4gao
da amiloglicosidase estava entre 60 e 70°C, a conversao efetua
da a 70°C era incompleta devide 3 gradual inativagio enzimati-
ca em relagdo ao teﬁpo prolongado de incubagao a essa tempera-

tura.

. (s6)

PARK, Y.K. et alii , em 1971, desenvolveram um €s-
tudo para verificar a relagdo entre entumescimento de gridos de
amido em suspensac aquosa com & elevagiao da temperatura, para
entio comparar a suscetibilidade do amido proveniente de 2 ve-
getais distintos, milho e mandioca, a agdo da g-amilase bacte-
riana obtida de Bacilflus subtilis. Eles observaram que O amido

de mandioca & mais susceptivel ao atanque da a-amilase.

A utilizacio da mandioca como mateéria-prima para pro-
ducdo de dlcool etilico também foi estudada por MENEZES, T.
J«B.(ze), em 1978, gue descreveu as etapas necessarias para ob
tencdo de aglicares fermentesciveis, a partir do amido, por via
Zcida-enzimdtica. O autor ainda se referiu @ possibilidade da
utilizacio da celulase aginde sobre os componentes lignoceluld
sicos presentes na raiz da mandioca, facilitando a agdo da o~

amilase.

NIELSEN. B.H. e ROSENDAL, P. (337 em 1981, seleciona-
ram & mandioca e o milho como fonte de amido, para estudar um
processo alternativo para obtencao de @lcool carburante, visan

do a reducgho do consumo de energia para liquefacgao do amido,



utilizando enzimas microbianas, em substituigio ac malte.

BARBOSA, V.(a), em 1981, realizou uma pesquisa para
obtencao de Zlcool a partir da mandioca, usando enzimas micro-
bianas para a transformagdao do amido em agiicares fermentesci~
veis, O autor observou a possibilidade de realizagdo da lique-
facdo e sacarificacdo do amide simultaneamente com a fermenta-
cdo alcodlica a tem?eratura de 30°C, como também otimizou &

concentracdo de o-amilase necessdria para liquefagao do amido.

UEDA, S. et alii(“?), em 1980, realizaram ensaios de
fermentacdo alcoGlica a partir de amido de mandioca, utilizan-
do um processo alternativo, em que a liquefagdo e sacarifica-
¢do do amido ocorriam em paralelo com a fermentagdo, tendo con

seguido atingir um nivel de produgio de alcool de *90%.



3. MATERTAIS E METODOUS

3.1.1. Enzimas utifizadas

Foram utilizadas as enzimas TERMAMYL 120-AAN 1264 (o-
amilase bacteriana termoestavel) e AMYLOGLICOSIDASE NOVQ Z0O0L-
ASN 5128 (amiloglicosidase fingica termoestavel}, fornecidas

pela NOVO INDUSTRI DO BRASIL.

3.1.7. Atividades das enzimas

Foram consideradas as atividades formecidas pela NOVO

INDUSTRI.

. o~amilase: atividade declarada : 120 KNU/g

atividade real 133,4 KNU/g

amilogiicosidase:atividade declarada: 200 AGU/m¢

atividade real 215 AGU/mi

3.1.3. Definigdo das atividades

1 KNU € a quantidade de enzima que dextriniza 5,26g
por hora de amido solilvel da MERCK nas condigdes de pH 5,65
temperatura de 37°C; tempo de reagido de 7 a 20 minutos, com

0,0043M de calcio presente.

1 AGU & a quantidade de enzima que sacarifica 1 umol
de maltose por minuto, nas condigles de pH 4,3; temperaturd de
25°C: substrato de maltose a 10g/¢ e tempo total de reaciv e

50 minutos.

YRICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
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3.2, MATERIA-PRIMA

Para os ensaios realizados utilizou-se farinha de
grio de sorgo, variedade BRANDES, obtido na Estaglo Experimen-
tal "Presidente Médici"-Lageado em Botucatu, S.P., fornecido
pelo Departamento de Agricultura da Faculdade de Ciencias Agro

nomicas da UNESP, Campus de Botucatu.

A caracterizacio da farinha foi realizada no laboratd
rio do Instituto Adolfo Lutz, secdo de doces e amildceos em

Sao Paulo.

ANEALISE QUANTITATIVA DA FARINHA valor
| medioc

teor de amido .iviirrcaanienranson 81,45%
teor de fibras cveecaovserooscacass 4.,04%
, te0oY 4€ CINZES cuicesesaansvsossnssrn 1,31%
UMLAAde v o iievrerrosrsesvnsanssnso 5,00%

ANALISE QUALITATIVA DA FARINHA

. Maltose .L.eaeninae presente
rafinose ...... 0 tragos
SACATOSE o vsoonvas tracgos
frutose ...vnoxons presente
glicose ...envsons tragos

3.3. EQUIPAMENTOS

- Espectrofotometro MICRONAL B29511.
- Agitador FANEM - mod. 256/E - KW 0.4.

- Centrifuga FANEM - mod. 204 NR



~ Medidor de pH PROCYON - mod. PHN-4.

~ Banho termostatico FANEM-UNITEMP, mod. 112 - KW

1,000,
~ Balanca semi-analitica METTLER P1210.
- Balancga analitica METTLER H35AR.
- Viscoamildgrafo BRABENDER. |
~ Tanque de ago inox.

-~ Materiais usuais de laboratldrio.

3.4. DETERMINACAO D0S ACUCARES REDUTORES {AR) DURANTE A REACAD

DE HIDROLISE

Utilizou-se o método de redugdo do 3-5 acido dinitros

salicilico (ﬂNS)cal).

3.4.1. Procedimento analiltico

A Imf da amostra de AR adequadamente diluida, foram
adicionados 2m¢ da solucio de DNS num tubo de ensaio follin-wu
de 25mi. Esta mistura foi colocada num banho-maria em sbuligdo

por 5 minutos e em seguida foi resfriada em agua corrente.

0 volume da mistura contida no tubo follin-wu foi ele

vado até 25m& com igua destilada e homogeneizado.

Fez-se a leitura da transmitdncia da solugdo de AR em
espectrofotometro a 540 nanometros. Para calculo da concentra
gao, foi realizada uma curva de calibragao utilizando solugdes

de glicose P.A. com concentragdo de 0,1g/2 a 1,0g/%.
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3.5, DETERMINACAOQ DA CONCENTRACAQ MINIMA DA a-AMILSE PARA LT1-

QUEFACAD DO ANIDO

Foram realizadas diversas medidas operando~se um vis-
coamildgrafe, com diferentes concentragoes de o-amilase e para
lelamente foram obtidas a temperatura de gelatinizagao do ami-
do contido na farinha e a viscosidade em fungdo do ﬁempo. De
acorde com SADDY, M. e FILHO, A.S.O”) nas reagoes de liquefa-
cao de amido, o aumento da concentragio de n-amilase resulta
em aumento da conversio de amido, e portanto, a determinagao da
concentracgio minima € necessiria, por se tratar de enzimas li-

vres no meio reacional, nfo recuperaveis e de alto custo.

3.5.1, Operacdo de Viscoamilighrafo

No recipiente do viscoamildgrafo foram colocados 450
mé¢ de suspensio aquosa de farinha, a concentracao de 200g/4.,
sendo o pH ajustado em 6,5. Adicionou-se a enzima em concentra
cio determinada. A agitag@o do visceamilégrafo fol fixada  enm

75 rpm e a temperatura inicial do banho ajustada em 25°C.

Uma vez acionado o equipamento, a temperatura foi au-
mentando a velocidade de 1,5°C/min, obtendo-se simultaneamente
as medidas da viscosidade, que aumenta em relagdo ao tempo,
atd um certo valor, apds é qual, a viscosidade comeca a dimi-
nuir. Para cada concentragdc da enzima empregada, as viscosida

des maximas atingidas foram registradas.

3.6. CONDICUES DE pH E TEMPERATURA NO METOQ DE REACAD

Para realizacdo da reagdo enzimatica, na etapa da li-

quefacido do amido pela agldo da o-amilase,o pH 6,5 fol mantido.

- 19 -



Na etapa de sacarificacdo do amido, pela acido da amiloglicosi-
dase foi mantido pH 4,0 e a temperatura do banho a 60°C. Bstes
valores de pH foram usados tomando por base especificagdes das

enzimas fornecidas pelo proprio fabricante.

Para a etapa de liquefacgio do amido, além de terem si
do utilizadas as especificagdes fornecidas pelo fabricante das
enzimas, foram realizados testes preliminares, para verifica-
¢ao da velocidade de gelatinizacgao do amido contido na fari-
nha, na ausencia de o-amilase, mantendo a suspensdo aquosa de
farinha a 200g/4% sob agitagao, em banho com temperatura contro
lada, onde se testaram alguns valores de temperatura,. Dentre
as temperatura testadas, a de 80°C foi a que propercionou

maior velocidade de gelatinizacgao.

De acordo com CIACCO, C.F. e CRUZ, R.(lzj, a eficién-
cia da hidrdlise enzimitica também depende da temperatura  de
gelatinizagio do amido. Como a susceptibilidade do granulo au-
menta com a gelatinizagao, deve-se hidrolisar o amido a  uma
temperatura acima da temperatura de gelatinizagao, desde que
adequada 2 resisténcia térmica da enzima. Neste trabalho, 083
ensaios foram realizados a 80°C:x1°C, sendo que a temperatura
de gelatinizacfo obtida com o uso do viscoamilbgrafo foi  de

70°C,

3.7. PREPARO DO MEIO DE REACAOQ

Para os ensaios realizados utilizou-se suspoensio aquo
sa de farinha de grao de sorgo sacarino a concentragdo de

200g/ %,



Para a primeira hora de reagdo, correspondente a agao
da o-amilase, utilizou-se hidroxido de sddio 2N para o ajuste
do pH em 6,5, e a temperatura mantida em 80°C+1°C. Apds a acdo
da a-amilase, o pH era ajustado para 4,0 com H,S80, 10% V/V, e
é-temperatura para 60°Cx1°C, condigdes necessarias para a acdo

da amiloglicosidase.

A reacido fol realizada num tanque de ago inox agita-

do, de capacidade de 1300mf, imerso em banho termostatizado.

3.8, PROCEDIMENTOS ADOTADOS

Foram realizados varios testes preliminares com ali-
mentacdo de matéria-prima em batelada usando diversas concen-
tragGes da enzima em diferentes etapas, a fim de selecionar o0s

procedimentos experimentals mals favoraveis.

Para a liguefagdo ou dextrinizacgao foram adotados os
procedimentos I e II, e para a sacarificagdo o procedimento

TIf.

5.8.1. Procedimento 1, alimenfacac em bafelada

0 tanque com 1000mg de suspensaoc a 200g/e e pH 6,5,
acrescido de metade do volume de o-amilase a ser utilizada, foi
colocado em banho-maria & temperatura de 80°C:1°C, e no instan
te em que houve o aumento da viscosidade (aproximadamente 1o
minutos) o restante da s-amilase foi adicionada, e a recagioc se
processou por uma hora. O tempo necessario para que a viscosi-
dade comecasse a reduzir (observagio visual) foi de aproximadd

mente 15 minutos.



As concentracgdes de g-amilase utilizadas foram as se-
guintes: 4,9110.107'm% enzimas/g amido; 9,8220.107"me enzima/g

amido e 6,1387.10 %*m2 enzima/g amido.

2.8,2. Procedimento 17, alimentacaoc {inteamitente

0 tanque contendo &dgua e c-amilase, num pH 0,5, foi
colocado no banho-maria a 80°C. A farinha foi alimentada de
maneira intermitente em porcdes de 10 gramas em cada Z minutos
aproximadamente, até atingir a concentragao de 200g/%. A 7rea-
cio se processou por uma hora, contada a partir do tempo em
que foi adicionada a primeira porg8oc de farinha. Foi observado
visualmente, que a viscosidade maxima atingida pela suspensao
foi menor que a ocorrida no procedimento I, ficando garantida
a homogeneidade do meio de reacdo. As concentragoes de oc~amila
se empregadas foram as seguintes: 3,6832.107"m? enzima/g amido;

9,8220.10 " *mL enzima/g amido e 6,1387.107 'm& enzima/g amido.

2.8.3, Procedimentfe 111

Apés uma hora de agao da o-amilase, tanto para o pro-
cedimente I como para o procedimento II, a temperatura do ba-
nho foi ajustada para 60°C, o pH para 4,0 e a amiloglicosidase
na concentracio de 2,4555.107°m% enzima/g amido fol adiciona-
da, processando-se a reagdo por 20 horas. Todos os ensaios fo-
ram realizados para as trés diferentes concentragbes de c-ami-
lase, mantendo-se inalterada a concentragado de amiloglicosidu-

5€.

A concentracio minima de w-amilase empregada, fol re-

sultante do estudo realizado guando se operou o viscoamilografo.



Acompanhou-se a reagdoc de todos os ensaios a partir do instan-
te em que foi adicionada a amiloglicosidase, por meio da deter
minacdo de aglicares redutores provenientes da conversao do ami
do, contra o tempo. As amostras coletadas foram tratadas com
hidrdxido de sbddio 2N, para inativagdo das enzimas, e em seguil

da centrifugadas,

A formacdo dos agucares redutores fol detectada medi-
ante dosagem dos mesmoes, no sobrenadante proveniente da centri
fugacdo, com o método do DNS e a concentragido de amido no de-
correr do processo foi calculada pela expressao: F.AX-AR.0,9,
onde F & a concentracdo inicial da suspensao aquosa de fari-
nha, AX & o teor de amido ma farinha e AR concentragio de agu-

Go)

cares redutores, 0,3 & o fator de conversao de AR para amido

3.8.4. Condigues utidizadas nos ensatos

3.8.4.1. Alimentacao em batefada

a-amilase amiloglicosidase teor de amido [suspensaode fal
en . . . . -
s m& enzima mf enzima na farinha rinha em agua
g amido g amido (%) {g/%)
1 | 4,9110.107" 2,4555.107° 81,45 200
2 9,8220.107% 2.4555.107° 81,45 200
3 6,1387.107° 2,4555.,107° 81,45 200




3.8.4.2. Alimentacdoe {nfexmifenie

g-amllase

amiloglicosidase

teor de amido

suspensacde fa

;E% mi enzima m enzima na farinha jfrinha em agua
g amido g amido (%) {g/ 2}

4 | 3,6832,107" 2,4555.,107° 81,45 200

5 §,8220.,107" 2,4555.10_3 81,45 200

& 6,1387.1G"é. -2,4555,19"3 81,45 200




4. RESULTADOS E DISCUSSAD

4.1. EQCOLHA DA CONCENTRACAO MINIMA DE o-AMILASE

A fim de escolher a concentracdo minima de a-amilase
para dextrinizagdo do amido foi utilizado o viscoamildgrafo Bra-
bender, operando nas seguintes condigobes: concentragao da sus-
pensio aquosa de farinha 200g/%, temperatura inicial 25°C, vo-
luma da suspenscio 450m%, agitacao 75 rpm e pH 6,5, Obtiveram

se 0s resultados apresentados na tabela 1 e figura 1.

TABELA 1 : Ensaios para escolha da concentracao minima de o
amilase necessiaria para dextrinizacic do amido, usando viscoa-

Viscoamilografo Brabender

volume idiluigap[conc. a-amilase viscos. temp.de.temp. &

°n enzima da mf{ enzima maxima pasta VisCos.mE

S210 1 (m2) | enzima Tg amido (UB) (°C)  Ixima(®C)
1 0,2 pura 2,7657,107°3 40
2 3,0 1:500 8,29?0;10'5 860
3 4,0 1:500 1,1063.107" 510

4 §,0 1:500 2,2125.107% 390 t 62 + 70

5 10,0 1:500 2,7656.107" 310
6 13,0 1:500 3,5954,107" 220
7 15,0 1:500 4,1485,10°" 180

0 critério adotado para decidir sobre concentragao

minima de a-amilase a ser empregada, foi o se tentar utilizar
uma concentracgio inferior ou igual as recomendadas por SADDY,

M. e FILHO, A,S. 0 ¢ pelo Boletim Informativo por Trazoes
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j& citadas anteriormente no item 3.5, porém garantindo um melo
reacional de baixa viscosidade, facilmente manipuldvel e de

composicao uniforme.

Dentre as concentragbes de o-amilase testadas, a Con-
centracio 4,1485.107°m& de o-amilase por grama de amido fol es
colhida como limite inferior de utilizagdo para reagdo de hi-

drdlise enzimatica.

Foi observado também que nas condigdes realizadas, as
temperaturas de pasta {(temperatura do inicio da gelatinizacgao)
¢, as atingidas quando a viscosidade atingiu valor maximo, in-
dependeram das concentragles de g-amilase nas condigoes reali-

zadas {tabela 1).

4.7. RESULTADOS DE CONVERSAQ MAXIMA OBTIDOS PARA ALTMENTACAD

EM BATELADA, COM TRES DIFERENTES CONCENTRAQUES DE a-AMILA

St

Na figura 2, apresentam-se os resultados obtidos atra
vés dos tres ensaios cujas concentragles de a-amilase foram
4,9110.10"*m2 enzima/g amido; 9,8220.107"me enzima/g amido e
6,1387.107*mt enzima/g amido. Observa-se que a conversdo mixi-
ma atingida para estas concentragdes, foi praticamente a mes-
ma .

A velocidade de reagido para a concentragdo inferior
de a-amilase foi menor que a velocidade de reagao pcoryida pua-

ra as outras duas concentragoes.



4.3. RESULTADOS OBTIDOS PARA ALIMENTACAQ INTERMITENTE

Nos experimentos realizados com as concentracgoes de
a-amilase de 3,6832.10 %m% enzima/g amide; 9,8220.107"m2 enzi-
ma/g amido e 6,1387.107°m2 enzima/g amido, observa-se na figu~
ra 3 que houve um acréscimo na conversdo e na velocidade de

reacgdo com a elevagdo da concentracio de o~-amilase.

4.4. ANKLISE DA INFLUENCIA DA FORMA DE ALTMENTACAO NA CONVER-

SE0 E NA VELOCIDADE DE REACAO ENZIIMATICA DO AMIDO

Os graficos das figuras 4 e 5 mostram que para uma
mesma concentragdo de o-amilase, 0 nivel de conversao e veloci
dade de reacio enzimitica atingiu maiocres valores nos casos em
que foi feita a alimentagdo intermitente. A figura 6 confirma
este resultado, tendo sido usada concentragdo de w-amilase no
ensaio com alimentacBo intermitente, inferior.é concentracao de

o~amilase usada quando a alimentagio era em batelada.

Observa-se a partir destes resultados que a mudanga
de procedimento para alimentacdo do tanque de reagdo nas condi
cBes estudadas, de batelada para intermitente, influenciou de
forma significante o equilibrioc quimice da reacio.

Os autores ADACHI, S. et a1ii{J); BESCHKOV, V. et
2111 (19). SHIRAISHI, F. et aliii*2) e BUJIT, M. e KAWAMURAY!,
observaram que junto com a formagao de glicose a partir da
reagio de hidrdlise de amido pela amiloglicosidase, acontecia
formacio também de outros produtos, Este fenomeno foi verifica
do, promovendo-se a reacac para tempos grandes, até alcangar o

eouilibrio, quando se cobservava uma reducio na concentragio de

glicose. Este fato foi explicado considerando que a reagac de
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hidrdlise enzimatica pela amiloglicosidase & reversivel. No
. - . s e -

inicio da reagdo acontece rapida formagao de glicose, e a par-
tir de uma certa concentracidoe de glicose acumulada acontece a
reversibilidade da reacio aparecendo isomaltose e maltose. ADA
CHI, et alii(2) provam por meio de experimentos que as reagoes
reversas de glicose a maltose e isomaltose sdo paralelas, sen-
do gue a quantidade de isomaltose formada € bem superior a

guantidade de maltose.

Neste trabalho, observando-se as curvas obtidas expe~
rimentalmente e comparando com as obtidas pelos autores cita-
dos, conclui-se que para a alimentacgdo em batelada, a concentra
cdo de amido era alta e constante desde o inicio da reag@o, o
que possibilitou uma rapida formagao de glicose num valor tal
gque propiciou de maneira positiva a reversibilidade da reagao
e, portanto, a conversdc de amido em glicose para as trés con-
centragdes de awamiiase utilizadas, atingiram aproximadamente um
mesmo valor, por volta de 146g/¢ de aclcares redutores. Com =
alimentagéa intermitente, apesar da concentragao de amido uti-
lizada ter sido a mesma, o inicio da reacdao se deu com baixa
concentracac de amido, que foi aumentando gradativamente em re
lac3o aoc tempo; desta maneira, o efeito da reversibilidade foi
retardado, possibilitando uma conversdc superior de amido, por
volta de 180g/% para a mais alta concentragac de g-amilase uti
lizada. Estes dados estao de acordo com SHIRAISH&,F.m;alii(kE)
e boletins da NOVO INDUSTRI(S’Bh’HOJ que apresentam curvas ex-
perimentais de hidrdlise de amido, variando as concemtragoes ini

ciais de amido. Para a concentragido superior de amido utiliza-

da, ele obteve maior concentragaoc de glicose.

As concentracgdes de AR no tempo zero encontradas nas
figuras 2 e 3, si@o diferentes, devido as diferentes concentra-

¢bes de g-amilase empregadas.



5. CONCLUSOES

Dentro das condic¢des experimentais e com os resulta-
dos obtidos no trabalho, concluimos que a alimentagdo intermi-
tente quando comparada com a alimentagao em batelada, propi-
ciou:

1. Velocidades de reagdo de hidrolise superiores e  dependentes

da concentracao de a-amilase.

2. Conversdo superior de amido em aglGcares redutores, devido
ao retardamento do efeito da reagdo de reversibilidade da

reacio de hidrdlise enzimdtica na etapa de sacarificagdo.

%3, Meio reacional uniforme e de baixa viscosidade, na fase da

liquefacio do amido. Bsta cbservacao fol feita visualmente.



1.

6, SUGESTUES

Novos experimentos deverao ser realizados uniformizando 2
metodologia de adigdo da a-amilase para os procedimentos da

alimentagao.

2. A influeéncia de inibidores, presentes em algumas variedades

de sorgo, na atividade da c-amilase, deve ser estudada.

Estudos reoldgicos devem ser realizados, visando a economia

de enzima, i3 que & um biocatalisador n2o recuperavel.

Deve ser incentivado o programa agrondmico de produgdo do

sorgo, para utilizagdo como material amiliceo.
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