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Concentracgdo de enzimas amiloliticas na hidrolise do amido de gengibre

Amylolitic enzymes concentration in the starch hydrolisis of ginger

Livia Maria Torres' Magali Leonel" Martha Maria Mischan'!

RESUMO

Uma possibilidade de incremento na cadeia
produtiva do gengibre seria o uso de rizomas desclassificados
para comercializa¢do in natura, ou mesmo o residuo da extragédo
de 6leos, como matérias-primas para a obtenc@o de bebidas
destiladas. O amido ndo é diretamente fermentével,
necessitando de uma hidrélise prévia de suas cadeias para a
obtencé@o de glicose. Neste trabalho, objetivou-se avaliar o
efeito das concentragdes de amilases sobre o perfil de aglcares
e rendimento no processo de hidrélise-sacarificacdo de
gengibre. O processo seguiu o delineamento central composto
rotacional para dois fatores, totalizando 11 tratamentos. Os
resultados obtidos mostram o efeito das concentragbes da a-
amilase (Termamyl 2X) e da amiloglucosidase (AMG 300L)
sobre o teor de glicose do hidrolisado e efeito da concentracéo
de amiloglucosidase sobre o teor de dextrina. Os maiores
rendimentos de hidrolise da suspensdo de gengibre foram
obtidos nas condiges de elevada concentragdo de a-amilase e
amiloglucosidase.

Palavras-chave: Zingiber officinale, amido, enzimas, glicose,
rendimento.

ABSTRACT

The use of disqualifies ginger rhizomes as raw
material for fresh fruit market is a way to allow the increase of
ginger production . The starch is not directly fermentable, which
requires prior hydrolysis to obtain glucose. This study aimed to
evaluate the effect of concentrations of a-amylase and
amyloglucosidase on the yield and sugar profile in the process
of hydrolysis-saccharification of ginger. The process followed
the central composite design for two factors, totaling 11
treatments. The results showed the effect of concentrations of a-
amylase (Termamyl 2X) and amyloglucosidase (AMG 300L)

on the glucose content and amyloglucosidase concentration
effect on the content of dextrin. The higher yields of hydrolysis
of the ginger suspension were obtained under conditions of
high concentration of a-amylase and amyloglucosidase.
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INTRODUCAO

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe),
planta da familia Zingiberaceae, ¢ originario do
sudoeste asidtico. E comercializado internacionalmente,
na forma seca, além dos rizomas, sob a forma de
produtos derivados, tais como o 6leo essencial ¢ a
oleorresina.

A area de cultivo mundial de gengibre ¢ de
aproximadamente 320 mil hectares, com uma produgéo
média de 800.775 toneladas e valor comercial estimado
em 185 milhdes de dolares (NEGRELLE et al., 2005;
HERBS & SPICES, 2008). Atualmente, india e China sdo
os maiores produtores mundiais. Segundo ALMEIDA
(2007), o Brasil produz cerca de 7 mil toneladas ano™, ao
preco médio de US$ 0,7 kg'!, cuja produgdo é orientada
para exportagdo. Os principais estados brasileiros
produtores de gengibre sdo: Espirito Santo, Sdo Paulo,
Paran4 e Santa Catarina (GARCIA, 20006).

Frente ao conteudo de amido presente no
rizoma, uma possibilidade de incremento da cadeia
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produtiva do gengibre seria a produgdo de bebida
destilada, a qual poderia ser obtida a partir de rizomas
de baixa qualidade para exportacdo e/ou a partir do
residuo da extragdo dos dleos essenciais por industrias
processadoras desse rizoma.

O amido ndo ¢é diretamente fermentavel,
necessitando de uma hidrolise prévia de suas cadeias
para a obtengdo de glicose. No processo de hidrdlise,
além de agua, ha necessidade de agentes quimicos ou
enzimaticos capazes de romper as liga¢des glicosidicas
(ZANIN et al., 2000).

A hidrélise enzimatica tem sido muito
utilizada pelas industrias na produgdo de etanol de
amilaceos. Uma das caracteristicas mais importantes
da catélise enzimatica é sua especificidade, muito maior
do que a da catalise quimica, quanto a reagdo e quanto
ao substrato.

As enzimas amiloliticas representam o grupo
enzimatico de grande aplicacdo industrial. A alfa-amilase é
uma endoenzima carboidrase com atividade hidrolitica das
ligagcdes a-1,4 em polissacarideos dispersos em meio
aquoso, contendo, pelo menos, trés residuos de glicose na
cadeia. Algumas alfa-amilases apresentam atividade de
hidrolise das ligagdes glicosidicas 0-1,6, mas com eficiéncia
reduzida (LEVEQUE etal., 2000; SUVD etal., 2001).

A amiloglucosidase ¢ uma enzima
sacarificante utilizada para produzir glicose a partir do
amido, hidrolisando ligagdes tipoa-1,4 eo-1,6. A acdo
da amiloglucosidase ¢ lenta no ataque inicial & amilose,
pois, sendo uma exoenzima, sé atua a partir da
extremidade ndo-redutora e ndo penetra no interior da
estrutura helicoidal da amilose (OBEL, 2001).

O processo de hidrolise enzimatica do amido
¢ realizado em duas etapas: a liquefacdo e a
sacarifica¢do. No processo de liquefagdo, os granulos
de amido sdo dispersos em solugdo aquosa, aquecidos
(causando a gomificacdo) e hidrolisados parcial e
irreversivelmente, com auxilio de uma o-amilase
(MAAREL etal., 2002). A temperatura de gomificagdo
varia bastante entre os amidos de diferentes fontes
botanicas, oscilando na faixa de 65 a 105°C, sendo
necessario muitas vezes o emprego de altas
temperaturas para a total gomificagao.

Apos a liquefagio, a solugdo de maltodextrina
¢ hidrolisada em glicose por uma enzima desramificante,
seja endoenzima (isoamilase e pululanase) ou uma
exoenzima ( -amilase e glicoamilase), atuando sobre as
ligagdes glicosidicas o-1,6 da amilopectina(MAAREL
et al., 2002). O resultado dessa segunda etapa é uma
solucdo de sacarideos de baixo peso molecular como
glicose e maltose.

A concentracdo de enzimas é fator
fundamental na hidrdlise de derivados amilaceos e
interfere substancialmente no processo. Encontrar a

concentragdo ideal para o processo caracteriza uma
hidroélise eficiente. Neste trabalho, buscou-se avaliar o
efeito da concentragdo da c-amilase (Termamyl 2X) e
da amiloglucosidase (AMG 300L) sobre o perfil de
agucares no processo de hidrdlise-sacarificagdo de
suspensdo de gengibre, visando a obtengdo de maior
rendimento em agucares fermentesciveis.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados como matéria-prima
rizomas frescos de gengibre do tipo caipira, produzidos
naregido de Tapirai-SP.

Os rizomas de gengibre foram caracterizados
quanto aos teores de umidade, amido, fibras, agucares
totais, cinzas, matéria graxa e proteinas (AACC, 1983;
SOMOGY, 1945).

Para o preparo da suspensdo, os rizomas
foram previamente lavados e triturados em cevadeira
industrial. Em seguida, foi adicionada agua de forma que
a suspenso ficasse com 10% de amido. O processo foi
conduzido em reator em aco inox, com agitagdo e controle
de temperatura e capacidade de 18 litros.

No processo de hidrdlise-sacarificagdo da
suspensao de gengibre, foram utilizadas enzimas
comerciais produzidas pela Novozymes A/S. Na etapa
de liquefagdo, utilizou-se a Termamyl 2X. Esse produto
¢ um preparado enzimatico liquido e concentrado, a
base de a-amilase termo-estavel, produzido a partir de
uma cepa selecionada de Bacillus licheniformes, que
hidrolisa as ligagoes 0-1,4 da amilose e da amilopectina,
convertendo o amido em dextrinas e oligossacarideos
soluveis. O pH 6timo de agdo enzimatica esta entre 6 e
8 e temperatura de 90 a 105°C, devendo-se adicionar no
meio de reacdo de 30 a 60mg kg! de calcio a fim de
otimizar a atividade da enzima (NOVOZYMES, 2003).
Na sacarificagao, utilizou-se a AMG 300L que é uma
amiloglicosidase de grau alimenticio, produzida a partir
de uma cepa selecionada de Aspergillus niger. A enzima
hidrolisa as ligagdes o-1,4 e a-1,6 do amido liquefeito.
O pH otimo de agdo enzimatica estd entre 4 ¢ 4,5 ¢
temperatura de 58 a 60°C (NOVOZYMES, 2004). A figura 1
mostra as etapas do processo de hidrélise e
sacarificacdo do gengibre.

Para a avaliagdo do efeito da concentragdo
das enzimas na obtenc¢do de agucares, foi utilizado o
delineamento ‘central composto rotacional’ para dois
fatores, com um total de 11 tratamentos (BARROS
NETO et al., 2007), a saber: quatro tratamentos
correspondentes ao fatorial 2%, em que os dois fatores
sdo: concentragdo de Termamyl 2X (g kg' amido) e
concentragdo de AMG 300L (mL kg!' amido), cada qual
em dois niveis, codificados como -1 e +1; quatro
tratamentos com niveis minimo e maximo de cada fator,
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Suspensdo de gengibre (pH 6.0)
Adigdo de 1/3 da quantidade de Termamyl 2X (60 ppm de célcio)

Aquecimento e agitagao (60rpim)
até atingir 105°C

v

Manutencdo da temperatura e agitacdo por 1 hora
Abaixamento da temperatura para 95°C

Adicdo de 2/3 da quantidade de Termamyl 2X

v

Manutengdo da temperatura e agitacdo por 1 hora
Resfriamento para 60°C e ajuste para pH 4.5
Adicdo de AMG 300L
Manutencdo da temperatura em 60°C com agitacdo por 24 horas
Filtragio

v
HIDROLISADO

Figura 1- Fluxograma do processo de hidrélise-sacarificagdo da
suspensdo de gengibre.

codificados como -0 e + a, respectivamente, sendo o=
2 %4=1,41; e um tratamento central repetido trés vezes,
no qual os fatores estdo todos em um nivel médio,
codificado como zero (Tabela 1).

Os hidrolisados obtidos foram
caracterizados quanto aos agucares em cromatografo
liquido Varian, modelo Pro-Star, com duas bombas
binarias e indice de refragdo (detector) com amostrador
automatico, sendo a coluna BIORAD modelo AMINEX

HPX 87P (fase estacionaria Pb) 300x0,25mm, utilizando
como fase movel agua e fluxo da amostra de 0,6ml
minuto!, na temperatura de 80°C, o que permite a
quantificac@o de sacarideos de grau de polimerizagio
(Dp)de 1 a9. Os perfis em area foram convertidos em
concentragdo (g L) a partir de curvas padrdes.

O rendimento do processo de hidrolise foi
determinado pela razio entre o conteudo de glicose no
hidrolisado (g) apos a separagdo das fibras e o

Tabela 1 — Delineamento experimental do processo de hidrolise-sacarificagdo do gengibre.

Variaveis independentes

Tratamentos Codificadas Reais
X1 X2 Term_&limyl' 2X AM? 300L'
(gkg" amido) (mL kg de amido)

1 -1 -1 0,80 1,50
2 -1 1 0,80 3,00
3 1 -1 1,60 1,50
4 1 1 1,60 3,00
5 0 0 1,20 225
6 0 0 1,20 225
7 0 0 1,20 225
8 -1,41 0 0,50 225
9 1,41 0 1,88 225
10 0 1,41 1,20 0,97
11 0 1,41 1,20 353
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contetido tedrico de glicose calculado através do
conteudo inicial de amido e glicose em gramas na
suspensdo de gengibre.

O processamento dos dados e a andlise
estatistica foram realizados com o auxilio do RSREG e do
STEP-WISE do sistema SAS (SAS, 2003). A significancia
do modelo foi testada pela analise de varidncia (ANOVA).
Foi adotado o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas analises de
caracterizacao fisico-quimica dos rizomas de gengibre
mostraram elevado teor de umidade (83,09%), com
consideravel teor de amido (67,41%) e 6,44% de cinzas,
10,29% de proteinas, 8,69% de fibras, 1,95% de matéria
graxa e 4,73% de agucares soliveis, em base da massa
seca. Os resultados obtidos estdo proximos aos
relatados por TAVEIRA et al. (1997) que, analisando
dois tipos de gengibre cultivados no Brasil, observaram
composi¢do quimica variavel para rizomas de gengibre
caipira: 80 a 90% de umidade e 76,3 a 84,8% de
carboidratos totais, 5,6 a 13,8% de proteina, 3,6 a 8,4%
de extrato etéreo, 5,5 a 11,7% de fibras ¢ 4,3 a 8,0% de
cinzas (massa seca).

A analise cromatografica dos agucares
presentes nos hidrolisados de gengibre mostrou a
presenca de glicose e dextrinas nas diferentes
condi¢des experimentais testadas. Ndo foram
detectados outros acucares nos hidrolisados.

A analise dos coeficientes de regressao
mostrou ter ocorrido efeito das concentragdes das
enzimas sobre o teor de glicose e da concentragdo da
AMG 300L sobre o teor de dextrina nos hidrolisados
(Tabela 2).

Os teores de glicose nos hidrolisados
variaram entre 79,87g L' e 109,06g L. As maiores

concentragdes de Termamyl 2X e AMG 300L permitem
a obtencao de maiores teores de glicose no hidrolisado
(Figura 2).

A formacdo de dextrinas se da a partir da
quebra das ligagdes o-1,4 da molécula do amido,
aleatoriamente, pelas enzimas denominadas a-amilases.
Os teores de dextrina nos hidrolisados variaram de
0,179gL"'a1,432g L-!. Quanto maior a concentragdo de
amiloglucosidase, menor a concentragdo de dextrina
encontrada no extrato hidrolisado (Figura 2).

As amilases, de uma maneira geral, agem na
superficie do granulo de amido, provavelmente em uma
imperfeicdo estrutural ou fissura e, depois, estendem-
se lateralmente formando cavidades conicas. A agdo
continua da o-amilase causa erosdo nos granulos que
podem ser, eventualmente, dissolvidos completamente.
A a-amilase se caracteriza tanto por atacar a amilose
quanto a amilopectina. O complexo enzima-substrato
formado possui uma conformacao ideal para a catélise.
Como a a-amilase ndo consegue quebrar as
ramificagdes, a hidrélise da amilopectina ¢ limitada,
fazendo com que sejam produzidas dextrinas limites ou
oligossacarideos, que possuem todos os pontos de
ramificagdo. Sao as amiloglucosidases que vao terminar
de quebrar as cadeias maiores (dextrinas) em glicose e,
quando a concentragdo dessas enzimas ndo ¢
suficiente, o processo de hidrélise é parcial (LEVEQUE
etal.,2000; SUVDetal.,2001).

Através da analise de regressdo, pdde-se
observar efeito significativo (P<0,05) dos fatores
concentracdo de Termamyl e da AMG sobre o rendimento
pratico do processo de hidrolise. Os valores de rendimento
variaram de 55,41%a 75,66%. E preciso salientar que esses
rendimentos expressam os agucares presentes no
hidrolisado apos a filtragdo, sendo que parte dos agticares
obtidos pode ter ficado no residuo fibroso.

Tabela 2- Coeficientes de regressio (modelo yy = Bo + B1 x; + B2 Xo +B1ixixa + Paaxexat Br2 XiX2 ) para os teores de glicose e dextrinas nos

hidrolisados de gengibre, e rendimento do processo.

Variaveis respostas

Parametros

Glicose Dextrina Rendimento
Bo 81,45 0,305 56,46
i 8,40%** 0,07 5w
B, 3,21 -0,311* 2,22
B 5,45% 0,110 3,80*
B2 7,81%* 0,166 5,42%%*
B2 0,75 0,098 0,52
R? 0,9330 0,7263 0,9327

Bixi= Termamyl 2X (efeito linear) ; Bro= AMG 300L (efeito linear); Byix1y= Termamyl 2X (efeito quadratico); Baaxxe= AMG 300L (efeito
quadratico); R? = coeficiente de determinagdo; * P<0.05, ** = P< 0.01, ***= P<0.001
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Figura 2 - Efeitos das concentragdes de enzimas sobre os teores de
glicose (a), dextrinas (b) e rendimento do processo (c¢) de
hidroélise-sacarificagdo do gengibre.
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LEONEL & CEREDA (1999), estudando o
processo de hidrolise-sacarificagdo de farelo de
mandioca, relatam que parte dos agucares obtidos fica
retida nas fibras ap6s o processo de prensagem para
obtengdo do hidrolisado. Estes autores descrevem que
no processo enzimatico utilizando Termamyl 120L (0,5kg
t! amido) e AMG 300L (1,13L t' amido), 26,02% dos
agucares obtidos ficaram retidos no residuo e o
rendimento do processo foi de 67,8%, sendo

considerados, no calculo do rendimento, os agucares
retidos no residuo.

De acordo com o modelo ajustado, os
menores rendimentos de hidrélise da suspensdo de
gengibre sdo obtidos nas condi¢des de baixa
concentragdo de o-amilase e concentragdes
intermediarias de amiloglucosidase (Figura 2).

A necessidade de elevadas concentracdes
de enzimas no processo de hidrolise-sacarificacdo de
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suspensdo de gengibre pode ser devido a presenca de
significativa quantidade de fibras, o que dificulta a
transferéncia de calor no reator e, consequentemente,
afeta a atividade enzimatica.

Outro fato a ser considerado sdo as
caracteristicas do amido deste rizoma. As propriedades
da pasta do amido de gengibre, avaliadas pelo Rapido
Visco Analisador (RVA) por LEONEL et al. (2005),
mostraram temperatura de pasta (91,1°C) muito superior
as observadas em amido de outras tuberosas como a
batata (64,8°C) eamandioca (66,7°C) (LEONEL etal., 2002).

A quebra de viscosidade do amido de
gengibre ¢ proxima de zero, evidenciando elevada
estabilidade térmica e mecanica, ou seja, em
temperaturas elevadas e sob agitagdo mecénica, os
granulos deste amido resistem a quebra e, portanto, a
redugdo de viscosidade (VIEIRA & SARMENTO, 2008;
LEONEL etal.,2005). REYES et al. (1982) atribuiram
esta elevada resisténcia do amido de gengibre a
presenca de forcas de ligagdes homogéneas ¢ a um
elevado grau de associagdo entre os componentes
deste amido, mantendo a estrutura granular, o que pode
interferir na agdo das enzimas, diminuindo o rendimento.

CONCLUSAO

As concentracdes de enzimas amiloliticas
interferem no perfil ¢ rendimento de carboidratos
durante o processo de hidrélise-sacarificagdo de
suspensdo de gengibre, sendo necessarias
concentragdes elevadas de enzimas para a obtengdo
de maiores rendimentos.
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