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APRESENTACAO

7

O e-book “Tépicos Multidisciplinares em Ciéncias Biol6gicas” é uma obra
composta por estudos de diferentes areas das ciéncias bioldgicas e da saude. Em
seus 16 capitulos o e-book aborda trabalhos de pesquisas, de ensino, relatos de casos
e revisoes da literatura mostrando avancos e atualidades nesse campo.

As ciéncias biologicas englobam areas do conhecimento relacionadas com a vida
e incluem a biologia, a saude humana e a saude animal. Nesta obra, apresento estudos
vivenciados na pratica profissional e na formac¢ao académica relacionados aos cursos
de graduacéao e de pds-graduacao em biologia, biomedicina, biotecnologia, nutricao,
medicina, fisioterapia, quimica, engenharia biomédica, arquitetura entre outros.

Este volume tem objetivo de compartilhar o conhecimento cientifico aplicado
as ciéncias biologicas e suas areas afins, potencializando discussdes e abordagens
contemporaneas em temas variados. Agradeco aos autores que tornaram essa edicao
possivel e desejo uma 6tima leitura a todos.

Prof. Dr. Edson da Silva
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CAPITULO 14

PRODUCAO DE ETANOL A PARTIR DE AMIDO DE
MILHO HIDROLISADO COM AMILASES DO MALTE DE
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RESUMO: Neste trabalho, o amido de milho
foi utilizado para a producéo de etanol através
do processo de fermentacdo alcodlica pela
levedura Saccharomyces cerevisiae e a
hidrélise desse amido foi realizada utilizando
0 malte de cevada como fonte de amilases.
O malte de cevada foi moido previamente e
duas condi¢des de hidrolise enzimatica foram
testadas uma a 50 °C por 24 horas e outra a
60 °C por 2 horas, ambos os testes foram
realizados com 2% (m/V) de amido e 10%
(m/m) de malte. A segunda condic¢ao foi a que
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apresentou maior teor de °Brix e etanol e foi escolhida para a realizacdo do estudo.
Duas concentracées de amido foram testadas e a concentragdo de 10% (m/V) de
amido em 1 litro de agua apresentou um teor alcodlico mais elevado. A variacado na
concentracéo de malte n&o foi um fator significativo no teor de etanol e agucar soluvel,
sendo possivel obter o mesmo teor alcodlico para a menor concentragao (5% m/m) e
para a maior concentracao de malte (15% m/m). A andlise espectroscépica realizada
na regido do infravermelho confirmou a presenca de etanol através das bandas de
estiramento de O-H em 3350 cm™ de alongamento C-O em 1049 cm™.
PALAVRAS-CHAVE: hidrélise enzimatica, fermentacao alcodlica, amido de milho.

ETHANOL PRODUCTION FROM HYDROLYZED CORNSTARCH WITH AMYLASES
FROM BARLEY MALT

ABSTRACT: In this work, cornstarch was used for the production of ethanol through
the fermentation process by yeast Saccharomyces cerevisiae and the hydrolysis of this
starch was carried out using the barley malt as a source of amylases. The barley malt
was ground previously and two enzymatic hydrolysis conditions were tested one at 50
°C for 24 hours and another at 60 °C for 2 hours, both tests were performed with 2%
(w/V) of starch and 10% (w/w) of malt. The second condition was the one that showed
higher °Brix and ethanol content and was chosen for the accomplishment of the study.
Two concentrations of starch were tested and the concentration of 10% (w/V) starch to
1 liter of water had a higher alcohol content and higher °Brix. The variation in the malt
concentration was not a significant factor in the ethanol and soluble sugar contents,
being it possible to obtain the same alcoholic content of the lowest concentration
(5% w/w) and the highest concentration of malt (15% w/w). Spectroscopic analysis
performed in the infrared region confirmed the presence of ethanol through the stretch
bands of the O-H in 3350 cm™ and C-O stretch in 1049 cm™.

KEYWORDS: enzymatic hydrolysis, alcoholic fermentation, corn starch.

11 INTRODUCAO

A energia é o primeiro dentre os 10 maiores problemas a serem enfrentados pela
humanidade no futuro. Sem energia, ndo ha como resolver outros problematicas que
afetam o mundo, como escassez de agua e tratamento de doencgas. Assim, as fontes
de energia renovaveis tém sido o foco de varias pesquisas em todo 0 mundo desde o
inicio do século XXI (SMALLEY, 2005; GOLDEMBERG, 2007).

O bioetanol é uma fonte consolidada de energia renovavel em todo o mundo
devido ao fato de poder ser obtido por muitas matérias-primas, como cana de agucar,
milho, beterraba e materiais lignocelulésicos. Além disso, o etanol possui eficiéncia
proxima a da gasolina e auxilia na reducao de di6xido de carbono na atmosfera. Em
geral, o etanol € produzido pelo consumo metabdlico de agUcares por microrganismos
como leveduras e bactérias. No Brasil, a maior quantidade de etanol é obtida da cana-
de-acglcar, devido a alta produtividade dessa cultura. No entanto, a cana ndo pode
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ser armazenada e processada no periodo entressafra. Assim, é importante usar outra
matéria-prima, como o milho, para expandir a producdo de etanol ao longo do ano
(GOLDEMBERG, 2007; KUUT et al., 2018; MILANEZ et al., 2014).

O principal carboidrato do milho € o amido, um polissacarideo composto por
dois polimeros: amilose e amilopectina. Esses acucares ndao sédo fermentesciveis e
precisam ser convertidos em agucares menores para serem metabolizados pelos
microrganismos. O processo de conversédo é uma hidrélise e pode ser realizado por
meio de catalise &cida ou enzimatica. A catalise enzimatica tem maior seletividade,
gera produtos mais puros e requer menor quantidade de energia para ser realizada.
(BORZANI et al., 2006; CURVELO-SANTANA, J. C.; EHRHARDT, D. D.; TAMBOURG,
2010; WANG et al., 2017)

A hidrélise do amido é geralmente realizada com enzimas comerciais obtidas de
culturas de fungos e os hidrolisados sao fermentados com a levedura Saccharomyces
cerevisiae. CURVELO-SANTANA et al. (2010) obtiveram etanol a partir de mandioca,
onde o amido foi hidrolisado com a-amilase fungica comercial de Aspergillus niger
e submetido a fermentacdo por leveduras. Al et al. (2011) avaliaram a hidrélise do
amido de sorgo em comparacéo ao amido de milho usando a-amilase pancreética
e amiloglucosidase de Aspergillus niger, ambas comerciais. CANTOS-LOPES et al.
(2018) estudaram a producao de etanol a partir de amido de batata-doce hidrolisado
com amilase comercial e amiloglucosidase. BARCELOS et al. (2011) utilizaram
a-amilase de Bacillus licheniformis e glucoamilase de Aspergillus niger para hidrolise
do sorgo, ambas de fontes comerciais.

Nota-se um grande numero de trabalhos que utilizam a enzima pura para a
hidrélise do amido. No entanto, a enzima pura é cara e sua extracdo torna a producéo
de etanol onerosa. Nesse contexto, uma fonte mais barata de amilases € uma boa
maneira de resolver os problemas relacionados a hidrélise enzimatica. O malte de
cevada é uma fonte que pode ser usada para resolver esse problema. Este grao,
quando sujeito a maltagem, produz uma grande quantidade de enzimas amiloliticas.

Assim, neste trabalho, o malte de cevada foi utilizado como fonte dos catalisadores
biolégicos para a hidrélise de amido de milho para viabilizar a fermentacao alcodlica
pela levedura Saccharomyces cerevisiae.

2 | MATERIAS E METODOS

Para todos os processos de hidrOlise e fermentagdo, os aparatos utilizados
para as reacoes foram esterilizados com etanol 70 °GL e depois seco para eliminar
microorganismos que pudessem interferir no processo de hidrélise e fermentacéo.
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2.1 Hidrdlise enzimatica e fermentacao de mosto

Aextracéo das enzimas foi realizada in situ simultaneamente a hidrélise do amido.
A hidrélise enzimatica foi realizada em duas condicbes diferentes de temperatura e
tempo. O amido foi gelatinizado em agua por aquecimento a 70°C e depois o malte foi
adicionado iniciando a hidrélise. Apos a reacgéo, o °Brix foi medido por refratometria.

2.1.1 Teste do efeito do malte de cevada

Para comprovar a atividade catalitica do malte de cevada na hidrélise, foram
realizados dois ensaios sob a mesma condi¢do. A concentragcao de amido foi fixada
em 2% (m/V) para 1 litro de agua e os ensaios foram realizados em duplicata. O
primeiro ensaio utilizou a concentracao de malte de 10% (m/m) em relacdo a massa
de amido. O segundo n&o usou malte.

2.1.2 Condigées de hidrdlise enzimatica

Foram testadas duas condi¢cbes de hidrolise, uma a 50 °C por 24 horas e outra a
60 °C por 2 horas, ambas em pH 5,0.

2.1.3 Estudo da variacdo da concentracdo de amido de milho e malte de
cevada

A condicédo de hidrolise utilizada nesta etapa foi a que produz o maior teor de
°Brix e etanol. Duas concentra¢des de amido foram testadas nesta etapa, 2% (m/V) e
10% (m/V), tanto para 1 litro de agua quanto 10% (m/m) de malte de cevada. Apéds, a
concentracao de amido foi fixada em 10% (m/V), devido aos maiores valores obtidos
para °Brix e teor de etanol com essa concentracao. Foram testadas trés concentracdes
de malte de cevada: 5%, 10% e 15% (m/m), ambas em relacdo a massa de amido
adicionada.

2.2 Fermentacao alcodlica

Todas as fermentagdes alcoodlicas foram realizadas com a levedura comercial
Saccharomyces cerevisiae da marca Lallemand Brewing®. Primeiramente, o fermento
foi ativado de acordo com as especificagcdes do fabricante em 20 mL de agua destilada a
40 °C por 20 min. O produto da hidrélise foi transferido para o fermentador previamente
esterilizado com etanol a 70 °GL, imediatamente ap0s a hidrélise e, em seguida, a
levedura ativada foi adicionada ao fermentador, iniciando a reacdo a 20 °C durante
168 horas. Apés a fermentacéo, o teor de etanol foi medido por refratometria.
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2.2.1 Estudo do grau de atenuagao

O estudo do grau de atenuacéao consiste no estudo da variagdo do teor de etanol
durante a fermentacao, a fim de observar a atividade da levedura. Neste trabalho, o
estudo foi realizado medindo o teor de etanol e o °Brix a cada 24 horas por 168 horas.

2.3 Caracterizacao do produto

Para todos os ensaios, 0 °Brix e o teor de etanol foram medidos usando
refratdmetros especificos. A espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) foi realizada em um espectrometro modelo Cary 640 FTIR da marca
Agilent Technologies® com pastilhas de fluoreto de célcio numa faixa de varredura de
4000 a 400 cm™, a fim de confirmar os grupos funcionais de etanol.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito do malte de cevada e condicoes de hidréolise enzimatica

A Tabela 1 mostra os resultados para o teste do efeito do malte de cevada.
A auséncia de malte na hidrolise foi determinante para a reacao, pois nao houve
formacao de acucares soluveis (°Brix = 0) e etanol (teor de etanol = 0). As amilases
promoveram a hidrélise catalitica do amido, e os fatores tempo e temperatura né&o
foram significativos para a hidrélise sem a presenca de amilases.

Concentracao de Concentracdo de °Brix antes da °Brix apés a Teor de etanol (%

amido de milho malte cevada (%  fermentacao fermentacao m/m)
(% m/V) m/m)
2 10 1,28+0,0353 1,08+0,0353 2,25+0,354
2 0 0 0 0

Tabela 1. Teor de etanol e °Brix obtidos para o teste do efeito do malte de cevada.

Apos verificar se o0 malte pode ser usado como fonte de amilases, foram testadas
duas condi¢bes de hidrélise enziméatica. As condi¢cdes e os resultados s&o mostrados

na Tabela 2.
Condicao 1 2
Temperatura (°C) 50 60
Tempo (h) 24 2
pH 5.0 5.0
°Brix antes da fermentacao 1,28+0,0353 2,100
°Brix apés a fermentacao 1,08+0,0353 1,15+0,0707
Teor de etanol (% m/m) 2,25+0,354 3,00 =0

Tabela 2. Condicoes de hidrélise, °Brix e teor de etanol.
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A condicéo a 60 °C por 2 horas gerou um valor mais alto de acgucares soluveis
e teor de etanol. Assim, essa condicao de temperatura e tempo foi utilizada durante o
restante deste estudo.

3.2 Estudo da variacao da concentracao de amido de milho e malte de cevada

A hidrélise que utilizou a maior concentracdo de amido de milho (10% m/V)
apresentou um maior teor de °Brix e etanol e depois foi fixada para o teste de
concentracéao de malte. As trés concentracdes de malte utilizadas produziram o mesmo
teor de etanol apds a fermentacéo. Os resultados sao mostrados na Tabela 3.

Experimento Concentracdo de Concentracdo de °Brix antesda °Brixapésa Teor de etanol

amido (% m/V) malte (% m/m) fermentacdao fermentacao (% m/m)
1 2 10 2,100 1,15+0,0707 3,010
2 10 10 8,85+0,495 7,400,566 17,56+2,12
3 10 5 9,650,212 7,90+0,141 19,0+1,41
4 10 10 8,85+0,495 7,40+0,566 17,5+2,12
5 10 15 10,4+0,566 7,05+0,354 19,0+2,83

Tabela 3. Teor de etanol obtido em fungé@o da concentragéo de amido de milho e malte de
cevada.

Uma andlise de variancia (ANOVA) foi realizada para verificar se houve diferenca
estatistica entre o teor de etanol obtido para as trés concentragcdes de malte. Os
resultados da Tabela 4 e Figura 1 mostraram que nao ha diferenca estatistica entre os
valores do teor de etanol, segundo o teste de Tukey, no nivel de confianca de 95%.

Concentracao de malte utilizada na Média dos teores de etanol (% m/m)
hidrélise (% m/m)
5 19.0+1.41 a
10 17.5+£2.12 a
15 19.0+2.83 a

Tabela 4. Analise de variancia para o teor de etanol obtido para as concentracbes de malte. Os
valores médios seguidos pela mesma letra ndo apresentam diferencga estatistica.
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Figura 1. Média dos teores de etanol com as barras de erros para cada concentracdo de malte.

A atividade catalitica do malte foi observada para todas as concentracdes testadas
no estudo. Assim, a quantidade de malte adicionada na hidrolise ndo foi um fator
determinante para a clivagem das ligacdes glicosidicas do amido de milho, mas sim a
presenca do malte como fonte de enzimas amiloliticas. As condi¢des de hidrolise (T: 60
°C e pH: 5,0) estédo na faixa de atividade 6tima da a-amilase e B-amilase do malte de
cevada (PALMER, 2006; SANTANA, 2007). Assim, a principal clivagem foi a da ligagao
glicosidica a (1-4) do amido. A a-amilase atua apenas nas ligagdes glicosidicas internas
a (1-4) do amido aleatoriamente e, portanto, os provaveis agucares produzidos por
essa acao enzimatica foram oligossacarideos lineares e ramificados. A 3-amilase atua
na extremidade nédo redutora das cadeias de amido, também na ligacao glicosidica
a (1-4). O acucar produzido por sua agao catalitica é a maltose. Outras clivagens
como a hidrélise de ligagdes a (1-6) poderiam ter ocorrido, mas em uma proporcao
menor, uma vez que as condi¢cdes experimentais ndo favoreciam a acéo das enzimas
desrramificadoras (TESTER; KARKALAS; Ql, 2004).

O maior teor de etanol obtido neste estudo foi superior ao obtido em trabalhos que
utilizam a enzima pura para a hidrélise do amido (CURVELO-SANTANA et al., 2010; LI
etal., 2019). O teor de etanol do mosto obtido foi superior ao relatado por BRINGHENTI
et al. (2007) que usaram enzimas comerciais para hidrolisar o amido e enriqueceram
o mosto com melago de cana. Desse modo, o processo de hidrolise e fermentacao
desenvolvido neste trabalho foi mais eficiente que as reacdes que utilizaram enzimas
comerciais sem a necessidade de enriquecer 0 mosto, porque 0s acucares produzidos
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na hidrolise foram suficientes para obter maiores niveis de etanol.

3.3 Estudo do grau de atenuacao

E possivel observar que o teor de etanol atingiu o valor maximo (21%) apos
24 horas e houve baixo consumo de agucar, pois 0 °Brix diminuiu menos de 1 ponto
percentual. Nestas 24 horas, as leveduras se adaptaram ao fermentador e comecaram
a se multiplicar, passando a metabolizar os acucares de forma anaerdbica. O teor de
etanol de 21% permaneceu 0 mesmo até 72 horas e depois comecou a cair. E possivel
afirmar que, apds 72 horas de fermentacao, o teor de etanol diminuiu devido ao consumo
das leveduras. A concentracéo de etanol € um fator de estresse para a levedura, porque
sua toxicidade para as suas células pode prejudicar a atividade fisioldgica e danificar
a membrana celular. Assim, o consumo de alcool pela levedura pode interromper seu
crescimento e reproducéo ou até levar a morte desses microrganismos16. Portanto,
o teor de etanol ndo aumenta a partir deste momento, pois ha uma diminuicdo das
leveduras ativas no meio fermentativo.
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Figura 2. Grau de atenuacéo da fermentacgéo.

O desempenho da fermentacdo neste trabalho foi mais eficaz quando
comparado a trabalhos similares de producao de etanol, pois o teor alcolico atingiu
um valor maximo e se estabilizou em um periodo menor. CURVELO-SANTANA et
al. (2010) usaram o hidrolisado de mandioca para a producéo de etanol e atingiram
o teor maximo de etanol apdés 144 horas de fermentacdo. YU et al. (2019) utilizaram
milho para a producéo de etanol e obtiveram o maior teor de alcool apds 48 horas de
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