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RESUMO

Tradicionalmente as hidrolises acidas de materiais amilaceos sdo realizadas
utilizando o acido cloridrico. O acido fosforico foi empregado com sucesso,
alternativamente, como agente catalitico nos procedimentos de hidrélise do amido
de mandioca, com a vantagem de diminuir a formagao de produtos de degradacgéo
ou desidratacdo da glucose, como o HMF (hidroximetilfurfural). Além do mais, a
neutralizacdo do hidrolisado fosférico com hidroxido de aménia, gerou
vantajosamente o fosfato de amdnio, um co-nutriente amplamente utilizado nos
processos biotecnoldgicos. Parametros cinéticos, como temperatura / presséao (entre
152 a 176°C / 4 a 8 atm), concentragdo do &cido (entre pH 1,4 a 3,0) e tempo de
hidrélise (entre 5 a 20 minutos), foram aplicados para a depolimerizagdo de pasta
concentrada de amido (40% de sdélidos totais como fécula) em
maltooligossacarideos e/ou xarope de glucose. Os xaropes obtidos da hidrdlise
fosférica do amido foram empregados como fonte de carbono em processos
fermentativos, na producdo da levedura carotenogénica Xanthophyllomyces
dendrorhous (antes, Phaffia rhodozyma) produtora do pigmento intracelular
astaxantina. Cultivos realizados com hidrolisados apresentando DE (equivalente em
dextrose) em torno de 50, revelaram a habilidade bioquimica da Xanthophyllomyces
dendrorhous em metabolizar além da glucose e/ou maltose, maltooligossacarideos,
com grau de polimerizagdo maior do que 3 unidades de glucose, com alto
rendimento de producgéo de astaxantina. Varias fontes de nitrogénio altemativas tais
como alguns aminoacidos, farinha de soja, caseina hidrolisada, uréia, nitrato de
potassio, manipueira e nitrato de aménio foram utilizadas na suplementagéo dos
meios de cultivos. A manipueira, subproduto poluente e definida como a agua
residual do processo de extracdo do amido de mandioca (feculagem), foi adicionada
ao hidrolisado fosforico de mandioca, e proporcionou incremento na produgdo de
biomassa (948mg%). A adicdo de nitrato de aménia ao meio de fermentagao
contendo manipueira resultou em aumento da astaxantinogénese em
Xanthophyllomyces dendrorhous (477ug/g de células secas) obtido com o
hidrolisado fosférico pH 1,75, 152 °C/4atm e 15min. Condicbes mais severas de
hidrolise, como temperatura de 176°C (8 atm), levaram a formacéo de produtos de
degradagdo causadores de inibicdo do crescimento da X dendrorhous.
Experimentos preliminares de produgdo de acido latico pelas bactérias Lactobacillus
plantarum e Pediococcus pentosaceus também foram testados como modelo
biotecnolégico, para os hidrolisados fosféricos de amido de mandioca, onde foram
produzidos aproximadamente 21g/l de acido Iético.

Palavras-chave: amido, hidrolisado fosférico de mandioca, astaxantina,
Xanthophyllomyces dendrorhous



ABSTRACT

Even though starch materials are usually hydrolysed using hydrochloric acid as the
catalytic agent, phosphoric acid has also been used as a suitable catalyst for the
hydrolysis of cassava starch. As such, phosphoric acid has the advantage of reducing
the formation of dehydration by-products such as HMF (hydroxymethyfurfural). In
addition, the neutralization of the reaction mixture with ammonium hydroxide
advantageously generates ammonium phosphate, a co-nutrient largely used in
biotechnology processes. In this work, the kinetic parameters used in this procedure,
such as temperature / pressure (152°C - 176°C / 4 — 8 atm ), acid concentration (pH 1.4
- 3.0) and length of hydrolysis (5 - 20 minutes), were optimized for the conversion of
concentrated starch slurries (40% total solids, w/v) to maltooligossacharides and/or
glucose syrups. The syrup obtained from the starch phosphoric acid hydrolysis was
used as a source of carbon for the production of the intracellular pigment asthaxantin by
the yeast Xanthophyllomyces dendrorhous (formerly, Phaffia rhodozyma). Cultures
resulting from these hydrolysates, showing a DE (dextrose equivalent) of approximately
50, revealed the biochemical ability of Xanthophyllomyces dendrorhous to metabolize,
beyond glucose and maltose, maltooligosaccharides with a DE greater than 3 to
asthaxantin in high yields. Various alternative nitrogen sources such as some amino
acid mixtures, soybean flour, casein hydrolysate, urea, potassium nitrate, “manipueira’
and ammonium nitrate were evaluated as suitable supplements for the culture media.
Manipueira, a pollulant by-product defined as the residual water derived from the
industrial production of cassava starch (fecula), produced an increase of yeast biomass
production (948 mg / %) when added to the fermentation media together with
phosphoric acid-hydrolyzed starch. On the other hand, addition of ammonium nitrate to
the fermentation media containing manipueira resulted in an increase of
asthaxantinogenesis in X. dendrorhous (477ug/lg of dry cell) from phosphoric
hydrolysate (pH1.75, 152°C/4 atm and 15 min). More drastic conditions for hydrolysis,
such as temperatures of 176°C (8atm), triggered formation of degrading subproducts
that inhibited yeast growth. Preliminary experiments for the production of lactic acid by
bacteria such as Lactobacillus plantarum and Pediococcus pentosaceus indicated that,

for the phosphoric acid-hydrolyzed starch, approximately 21g/l of lactic acid was
produced.



1. INTRODUGAO

Polimeros de fitobiomassa primaria, ao par da sacarose de caldo de cana
(Brasil) ou de beterraba (Europa), s&o insumos naturais de sustentacdo da maior
parte dos procedimentos industriais aplicados na biotecnologia classica. E o caso do
amido, seja de gramineas (trigo, milho) ou de tubérculos (mandioca, batata). Dos
quatro produtos agricolas amilaceos, o Parana é o maior produtor nacional de trigo,
milho e mandioca, e o terceiro em batatas, na safra 2001 (SEAB, 2001) .

O processamento enzimatico do amido, as classicas amildlises que requerem
dispéndio energético de pré-gelatinizagdo dos granulos nativos intactos, apresenta
limitagdes econdmicas nas aplicagdes industriais devido os altos custos da enzima.

No Brasil, persiste ainda o emprego de hidrélises acidas minerais classicas
baseadas no &cido cloridrico, com vistas a produgdo de xaropes de glucose ou de
maltose/ maltodextrinas com DE (equivalente em dextrose) igual ou superior a 42.
Exemplos paranaenses s&o as plantas industriais da CPB — Corn Products do Brasil
(Balsa Nova — PR), operando cerca de 500 ton/dia de milho, e da INDEMIL
(Paranavai e Guaira — PR), operando em torno de 300 ton/dia de mandioca, neste
caso gerando aproximadamente 40.000 ton/ano de xarope de glucose. Tal processo
€ sabidamente drastico e inevitavelmente conduz a geragcdo de produtos de
desidratacdo ou degradagdo de agucares liberados na hidrolise, principalmente o
HMF ou hidroximetilfurfural, incolor mas caracterizado por odor e sabor, ou ainda
dependendo da severidade da hidrélise, derivados subsequentes deste, como os
acidos férmico e levulinico. A remogao destes subprodutos requer a utilizagdo de
adsorventes especiais ou resinas, e implica num componente de custos significativo.

Desde 1984, o LQBB - Laboratério de Quimio/Biotecnologia de Biomassa da
UFPR, coordenado pelo Prof. Dr. José Domingos Fontana, tem estabelecido uma
tecnologia inovadora para o processamento de biopolimeros de fitobiomassa, a

tecnologia fosférica, inicialmente explorada em outros polimeros de agucares, tais



como xilanas ou hemiceluloses de baga¢o de cana e sorgo ou como inulina ou
polifrutose de raiz de dalia. A propriedade intelectual esta protegida com o pedido Pl
0002001-0, publicado pelo INPI em 02 de janeiro de 2002 na Revista de Propriedade
Industrial n® 1617, p 132.

A vantagem do emprego do acido fosforico como catalisador alternativo acido
mineral para o tratamento de biopolimeros da fitobiomassa, para a producéo de
xaropes enriquecidos em hexose ou pentose e/ou oligossacarideos, consiste na
producdo de um hidrolisado com teores mais reduzidos de hidroximetilfurfural ou
furfural, ou outros produtos da desidratagao e/ou degradagéo da glucose ou xilose
ou mesmo cor do que aqueles decorrentes da hidrélise cloridrica. Além disso, a
formacdo do fosfato de amoénio, vantajosamente gerado na neutralizagdo dos
hidrolisados fosféricos com o hidroxido de aménia, pode ser utilizado como co-
nutriente em quaisquer processos fermentativos.

O objetivo do presente trabalho é estender a tecnologia da hidrélise fosférica
ao amido de mandioca, e desenvolver processos biotecnolégicos a partir dos gluco/
malto/ hidrolisados para o crescimento e produgdo de um carotendide oxigenado,

utilizando a levedura astaxantinogénica Xanthophyllomyces dendrorhous.



2. REVISAO DA LITERATURA.

21. OAMIDO

Depois da celulose, o amido € o principal carboidrato fotossintetizado pelas
plantas. E a substancia de reserva para a maioria das plantas superiores e constitui
uma fonte de energia essencial para muitos organismos, especialmente o homem.
As mais importantes fontes potenciais de amido s@o os graos dos cereais (40 — 90%
do seu peso seco), legumes (30 — 70% do seu peso seco) e os tubérculos (65 — 85%
do seu peso seco). O grdo de amido pode ser facilmente isolado através de
procedimentos fisicos e, devido a sua abundancia, possibilitou 0 desenvolvimento de

unidades de processamento industrial de grande capacidade.

2.1.1 Estrutura quimica do amido

O amido esta presente nas plantas como pequenos granulos. Quando
extraido e seco, apresenta-se como p6 branco, insolivel em agua. A forma, tamanho
dos granulos e a resisténcia mecanica variam de acordo com a fonte particular de
amido. Além do mais, durante o crescimento da planta podem ocorrer alteragoes
tanto no tamanho médio e forma dos grdos como na sua composi¢do quimica
(ROBINSEN, 1991).

O amido consiste quimicamente de dois diferentes homopolimeros de
glucose, a amilose e a amilopectina (Figura 1), com a formula geral (CgH100s)n. O
primeiro consiste de cadeias longas, nao ramificadas de unidades de D-glucose
conectadas por ligagdes a (1—4). Tais cadeias variam em massa molecular desde
umas poucas centenas a milhares de unidades (a massa molecular média é de

aproximadamente 500.000). O teor de amilopectina no grédgo de amido varia



dependendo da espécie vegetal (Tabela 1). A amilopectina por sua vez, apresenta
uma molécula de maior dispersdo molecular podendo envolver até 1.500.000
unidades de glucose. A estrutura € altamente ramificada. As ligagdes glicosidicas
unindo os residuos de glucose nas cadeias basicas de amilopectina sédo o(1—-4),
mas os pontos de ramificagdo, que ocorrem a cada 24 e 30 residuos, sao ligagdes
a(1-6) (LEHNINGER et al.,1995) (BLANCHARD, 1992). A propor¢ao dos pontos de
ramificacdo varia de acordo com cada espécie vegetal. De maneira sinoptica, a
amilose tem a maltose como unidade estrutural basica enquanto para a amilopectina
coexistem a maltose e em menor propor¢cao a isomaltose.

Os dois componentes sao faciimente diferenciaveis através da cromogenia
frente ao lugol (I2K> / 1:10), em meio neutro ou levemente acidificado: a amilose

cora em azul profundo enquanto a amilopectina cora em violeta.

TABELA 1 - CONTEUDO DE AMIDO E PERCENTUAL DE AMILOSE EM VARIOS VEGETAIS

Origem botanica Amido (% base seca) Amilose (% amido seco)

Trigo 67 - 68 26 - 28
Milho 71-74 28
Sorgo 32-79 21-34
Mandioca 85 - 86 17
Batata 65 - 85 23

FONTE : GUILBOT (1985)



FIGURA 1 - REPRESENTAGCAO DOS COMPONENTES DO AMIDO - AMILOSE

(LINEAR) E AMILOPECTINA (RAMIFICADA)
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2.1.2 Hidrdlise do amido

O amido pode ser hidrolisado através de processos cataliticos acidos,
tratamentos enzimaticos, ou através da combinacdo de &cido e enzimas
amiloliticas. O resultado da hidrélise reune um espectro amplo de produtos que vao
desde mondmeros como a glucose, a maltose e uma série de maltoligossacarideos

(misturas de maltose , maltotriose, maltotetraose e maltoligossacarideos de maior



grau de polimerizacdo) até- maltodextrinas com grau de polimerizagdo maior do que
20. Os hidrolisados encontram uma grande aplicagdo na industria nos setores de
alimentos, bebidas, surfactantes, farmacéutico, cosmético e polimeros auxiliares
para as industrias papeleira, téxtil e petrolifera.

A hidrélise de cada ligacdo na cadeia envolve a quebra de uma ligagdo
glicosidica (prévia protonagéo do oxigénio do anel piranosidico) e a incorporagédo da
molécula de agua nos fragmentos remanescentes (BLANCHARD, 1992). Com isto,
cada ligagao que é quebrada resulta no aumento da massa dos solidos presentes e,
para o caso hipotético da hidrélise comple<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>