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RESUMO

Os produtos das hidrélises de amido sdo glicose, maltose e uma série de oligossacarideos e
polissacarideos que encontram utilizacdo principamente na industria de alimentos. Neste
grupo enquadram-se os adocantes gque aditam sabores a produtos que sdo demandados por
consumidores especificos. Atualmente o aglicar mais utilizado no Brasil € a sacarose, produto
extraido da cana-de-aclicar, e 0 mais utilizado mundialmente é a frutose obtida a partir da
hidrélise do milho e posterior isomerizacdo da glicose para frutose. A frutose apresenta
capacidade edulcorante 30% maior que a sacarose, 2,5 vezes maior que a glicose e 2 vezes
mais soluvel que a glicose, com isso, pode ser utilizada em menor quantidade, diminuindo o
poder calorico do dimento e viabilizando sua utilizagdo no tratamento da obesidade. Levando
em consideracdo a importancia dos adogantes para o mercado de alimentos, o presente
trabalho teve como objetivo realizar estudos sobre 0 processo de obtencdo da frutose a partir
de amido de mandioca. Para a execucdo dos ensaios utilizou-se fontes comerciais de o—
amilase e amiloglucosidase, Liquozyme Supra 22X e Saczyme 750 AGUg-1,
respectivamente, aplicadas em substrato de amido de mandioca em reator agitado com
temperatura controlada. Apds o processo de hidrdlise enzimética, o hidrolisado passou por um
processo de purificagdo utilizando terra diatomécea e carvao ativado em quatro temperaturas
(30, 40, 50 e 60°C), com a finalidade de remo¢do de contaminantes origindrios da matéria
prima, que levam a odor, cor e sabores indesgjaveis. Apés o tratamento com carvao ativo e
terra diatomacea foram realizados ensaios para estabelecer os mehores parametros para a
realizacdo do processo de isomerizagdo, buscando a conversdo de parte da glicose a frutose,

utilizando a enzima isomerase. O processo selecionado para os estudos foi em sistema



continuo onde o xarope de glicose, previamente purificado, foi continuamente bombeado para
um reator enzimatico de leito fixo em coluna de vidro contendo jaqueta de circulagdo de &gua
aguecida a 60°C fornecida por um banho termostatizado. Foram desenvolvidos ensaios com 6
diferentes tempos de residéncia no reator e 3 diferentes concentractes massicas de xarope de
glicose, num total de 18 ensaios, mantendo fixa a temperatura na coluna. O resultado médio
obtido de 89,39% de rendimento da hidrdlise caracterizou um bom processo de sacarificagéo.
As melhores combinagdes obtidas nos ensaios de purificagdo foram temperatura de 50°C e
concentracdo de 5g, ou temperatura de 40°C e concentracdo de 10g. A atividade enzimética da
glicose - isomerase foi determinada através da quantificagdo da glicose convertida durante a
reacdo enzimética. No tempo de residéncia 80 e concentracdo de 30% de glicose inicial, 0
valor de frutose obtido foi de 42,9% e 57% de glicose. Esta categoriatem umaligeiradogurae
ndo mascara 0 sabor natural dos alimentos. Assim, € amplamente utilizada em frutas em
conserva, molhos, sopas, condimentos, produtos de panificacdo, e muitos outros alimentos
processados. Também é muito usado pelas industrias de laticinios como iogurte, gemada,
leites aromatizados, sorvetes e outras sobremesas congeladas. O tempo de residéncia 80,
aliado a concentracdo inicia de amido de 24%, foi considerado o melhor resultado para o
processo de isomerizagéo.

Palavras-chaves. amido, glicose, terra diatomécea, carvao ativado, isomerizacao.
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ABSTRACT

The products of starch hydrolyses are glucose, maltose and a series of oligosaccharides and
polysaccharides which have their main utilization in food industry. This group comprises
sweeteners that add flavor to products demanded by specific consumers. Currently the most
used sugar in Brazil is sucrose, a product extracted from sugarcane, while the most used sugar
worldwide is fructose obtained from maize hydrolysis and subsequent glucose isomerization to
fructose. The sweetening capacity of fructose is 30% higher than that of sucrose and 2.5-fold
higher than that of glucose; in addition, fructose is 2-fold more soluble than glucose and thus
can be used in smaller quantities, decreasing the food's caloric potential and making its use
viable in obesity treatment. Considering the importance of sweeteners for the food market, the
present study aimed to investigate the process of fructose production from cassava starch. The
assays were performed by using commercia sources of a—amylase and amyloglucosidase,
Liquozyme Supra 2.2X and Saczyme 750 AGUg-1, respectively, applied to cassava starch
substrate in an agitated reactor at controlled temperature. Following the process of enzymatic
hydrolysis, the hydrolysate underwent a purification process using diatomaceous earth and
activated charcoal at four temperatures (30, 40, 50 and 60°C), in order to remove contaminants
originated from the raw material, which lead to undesirable smell, color and flavor. After the
treatment with activated charcoal and diatomaceous earth, assays were carried out to establish
the best parameters for the isomerization process, aiming at the conversion of part of glucose
into fructose, using the enzyme isomerase. The process selected for the studies was in a
continuous system where the glucose syrup, previously purified, was continuously pumped
into a fixed-bed enzyme reactor in glass column containing jacket for the circulation of water
heated at 60°C and supplied by a thermostatic bath. Assays were developed with 3 different

residence times in the reactor and 3 different mass concentrations of glucose syrup, in atotal



of 9 assays, maintaining the same temperature in the column. The mean result of 89.39%
hydrolysis yield characterized a good saccharification process. The best combinations obtained
in the purification assays were temperature of 50°C and concentration of 5g, or temperature of
40°C and concentration of 10g. The enzymatic activity of glucose - isomerase was determined
by quantifying the glucose converted during the enzymatic reaction. For residence time 80 and
concentration of 30% initial glucose, the obtained value of fructose was 42.9% and 57%
glucose. This category has slight sweetness and does not mask the natural flavor of foods.
Thus, it is widely used in canned fruits, sauces, soups, spice, bakery products, and a large
number of other processed foods. It is also largely used by dairy industries in products such as
yogurt, eggnog, flavored milk, ice-cream and other frozen desserts. The residence time 80,
associated with the initial starch concentration of 24%, was considered the best result for the
isomerization process.

Keywords: starch, glucose, diatomaceous earth, activated charcoal, isomerization.



1. INTRODUCAO

Com o passar dos anos foi surgindo a necessidade de se obter pesquisas
destinadas a obtencdo de edulcorantes para serem utilizados em substituicdo a sacarose. A
utilizacdo de edul corantes oriundos de processos enziméticos do amido de mandioca € pouco
utilizada no Brasil, o qual utiliza geralmente produtos originados da cana de aglcar. Enquanto
nos EUA, por exemplo, bebidas refrigerantes séo adocadas com hidrolisados de amido de
milho.

Inicidmente as industrias de xarope de frutose obtiveram répido
crescimento devido ao ato poder edulcorante apresentado pela frutose. Com o passar do
tempo foram observadas algumas vantagens funcionais em relagdo a sacarose. Estas incluem
barateamento relativo de producdo, maior dogcura, melhor solubilidade e capacidade de
permanecer em solugdo sem cristalizar como acontece com a sacarose sob certas condicoes. E
por ser apresentado na forma liquida, torna-se mais facil de ser transportado e utilizado em
refrigerantes, por exemplo. Além disso, o uso da frutose na aimentacdo humana, em
comparacdo a glicose e sacarose, resulta em efeito glicémico reduzido, podendo ser usada
como adogante em dietas de pacientes com hipoglicemia

Nas industrias, os amidos tem sido utilizados como ingredientes para
melhorar as propriedades funcionais dos alimentos. Com isso, as modificagdes enziméticas
tem contribuido para melhorar as caracteristicas funcionais dos amidos aumentando a sua faixa
de aplicacdo. Os produtos das hidrdlises de amido de mandioca s&o glicose, maltose e uma

serie de oligossacarideos e polissacarideos que encontram utilizagdo em alimentos.



O hidrolisado de fécula de mandioca tem as mesmas propriedades dos
hidrolisados de milho, com a vantagem competitiva de serem elaborados por processo mais
simples e com menor investimento, em razdo dos amidos apresentarem menor temperatura de
gelificagdo e menores teores de proteinas e lipidios, caracterizando a mandioca como uma
matéria-prima potencia paraa producdo de xaropes de frutose.

Os objetivos deste trabalho foram: desenvolver um hidrolisado de
amido de mandioca com alta concentragdo de glicose, estudar o processo de purificagdo do
xarope de glicose através de adsorventes como carvao ativo e terra diatomacea com a
finalidade de definir alguns parédmetros como tempo de reagdo e concentragdo de cada
adsorvente. Avaliar e definir os melhores parametros necessarios para a atividade da enzima
glicose oxidase no processo de conversao de glicose a frutose, estudando o melhor tempo de

residéncia em relacdo a concentracéo de glicoseinicial.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Edulcorantes

Com o passar dos séculos e o desenvolvimento da tecnologia na &rea de
alimentos, 0 agUcar (sacarose), obtido da beterraba ou da cana-de-aglcar, perdeu
sistemati camente a sua participacdo no mercado para outros adocantes derivados do amido de
milho e fontes glicosidicas.

Os anos 70 e 80 foram marcados por um movimento de substituicéo da
sacarose pelos edul corantes extraidos do milho (isoglicose, frutose e glicose). Nessa nova fase
de descoberta, a diminuicdo dos pregos e a consisténcia liquida encontrada nesse tipo de
edul corante proporcionaram vantagens a esse tipo de matéria prima.

A producdo mundia do edulcorante oriundo da hidrélise do amido de
milho aumentou em 374% de 1975 a 1985, passando de 3,26 a 13,2 milhdes de toneladas,
respectivamente; destas, 7 milhdes foram produzidas pelos EUA e 1,9 milhdo, pela CEE
(SOLAGRAL, 1988).

Observando a distribuicdo do consumo dos edulcorantes, no ano de
1988, nos paises economicamente mais desenvolvidos, onde se consome a quase totalidade
dos edulcorantes concorrentes do agucar, verificase que é nos EUA que a substituicdo da
sacarose deu-se com maior intensidade (45,6% para os edul corantes de milho), ultrapassando a
porcdo de mercado do agUcar (40,9%).



Figura 1. Tendéncia de consumo de edulcorante nos EUA. Fonte: Pelaez, (1993)

O consumo de aglcar, de um pico de 9,9 milhdes de toneladas em 1973,
caiu rapidamente para cerca de 6,7 milhdes de toneladas em 1986, quando entdo volta a
crescer ligeiramente (TIPTON e TIPTON, 1991). E assim que a taxa de crescimento do
consumo anual de isoglicose passa de 40%, no periodo 1975-79, a 21%, em 1980-84, e a 3%,
de 1985 a 1989 (FIRS 1993). Esta tendéncia de desacel eracdo da substituicdo do aglcar pelos
edul corantes originados do milho € considerada como um sintoma de saturagdo do mercado
destes ultimos (PELAEZ, 1995).

As quatro culturas que mais se destacam como parte da alimentacéo dos
americanos sdo: milho, arroz, soja e trigo, dentre as quatro, a cultura predominante € o milho.
O milho passou por varias modificagbes genéticas e, com isso, conseguiu aumentar o
rendimento e a produtividade dos agricultores, tornado-se a principa fonte de matéria prima
para a producdo de xarope de frutose. O xarope de milho com ato teor de frutose é conhecido
como HFCS (High Fructose Corn Syrup).

O xarope de frutose de milho é obtido através da hidrdlise quimica e
enzimé@ica do amido de milho e posterior isomerizacdo da glicose em frutose (PARKER,
SALAS E NWOSU, 2010).



S8o produzidos trés categorias de xarope de frutose para fins industriais.
O primeiro € o xarope HFCS-90 (90% de frutose e 10% glicose), essa categoria € destinada a
industria de alimento e serve principalmente como mistura para obtencdo da segunda
categoria, aHFCS-42 (42% frutose e glicose 58%) esta categoria tem uma ligeira dogura e ndo
mascara 0 sabor natura dos alimentos. Assim, é amplamente utilizado em frutas em conserva,
molhos, sopas, condimentos, produtos de panificacdo, e muitos outros alimentos processados.
Também ¢é muito usado pelas indUstrias de laticinios como iogurte, gemada, leites
aromatizados, sorvetes e outras sobremesas congeladas. A terceira categoria € a HFCS-55
(55% de frutose e 45% de glicose), devido a sua maior teor de frutose, HFCS-55 € mais doce
gue sacarose e, portanto, amplamente utilizado como adocante em refrigerantes, sumos e
gasosas. O xarope de frutose foi apresentado a industrias de alimentos e bebidas no final dos
anos 60.A HFCS-42 em 1967 e aHFCS-55 em 1977 (PARKER, SALAS E NWOSU, 2010).

Tabela 1 — Classificagdo dos produtos a base de frutose

Propriedades Estado Descricéo % % Poder
Fisico Quimica Frutose Agua Edulcorante
FIUOSE  igdino  Cetohexose 995 0,2 130-180
cristalina
Dextrose,
HFCS 42% Liguido frutose e 29,8 29 90-95
outros
Dextrose,
HFCS 55% Liquido frutose e 42,4 23 95-100
outros
Dextrose,
HFCS 90% Liquido frutose e 69,3 23 100-106
outros

Frutose e
agua

Frutoseliquida  Liquido 77 23 110-120

Fonte: LORENCO, 2004.

Nos EUA, quatro empresas controlam 85% dos 2,6 bilhdes de dolares
gerados pelos xaropes. Archer Daniels Midland, a Cargill, Staley Manufacturing Co, CPC

Internacional.
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O uso do xarope de frutose tem aumentado desde a sua introdugéo como
um edulcorante. Embora sua utilizacgo tenha atingido seu grau maximo de utilizagdo em 1999,
até os dias de hoje, o xarope de frutose se matém como o principa rival da sacarose na
indUstria de aimentos processados. Os EUA sd0 0s maiores consumidores de xarope de
frutose no mundo, mas ele € produzido e utilizado em muitos paises ao redor do mundo.

No Brasil o edulcorante mais conhecido e utilizado pelas industrias de
aimentos e de bebidas, é originario da cana-de-aglUcar, a sacarose (glicose-frutose). A
sacarose, aém de apresentar um poder edulcorante maior do que o da glicose, também
apresenta outras caracteristicas positivas como contribuir para a producéo de aromas e cores
caracteristicas, valor nutricional adequado e fécil obtencdo. Contudo, outros fatores, levam a
necessidade de se estudar o desenvolvimento de novos edulcorantes, assim como a
necessidade de se buscar novas matérias primas para a obtencdo dos mesmos (ROMAN,
2008).

As necessidades de novos produtos geraram pesquisas com diferentes
matérias primas, como obter edulcorantes a partir do amido mandioca, sendo assim, pesquisar

0 poder edul corante maior ou até menor ao da sacarose, equiparando seu poder nutricional.

2.1.1 Producao de edulcorante

Em 1811, Kirchoff, citado por Roman (2008), agueceu uma mescla de
amido e H,SO,, considerando a primeira tentativa de se obter em escala industria um
hidrolisado de amido como edul corante, com a finalidade de se obter glicose de maior pureza.

No século XX, os caramelos obtidos usando xarope de glicose por
serem menos doces aos obtidos com a sacarose, permitiram um paladar apreciado, com iSso
houve o inicio da industrializacdo de xarope de glicose a partir de amidos hidrolisados nos
EUA e na Alemanha (ROMAN, 2008).

Apbs o aperfeicoamento do processo de hidrdlise para obtencdo da
glicose, foi aperfeicoado o processo de isomerizagdo da glicose em frutose. Sendo assim, essa
descoberta levou a novos estudos, possibilitando o desenvolvimento de novos mercados.

O desenvolvimento relativamente barato dos xaropes tornou-se uma

aternativavidvel a sacarose e outros aguicares naturais em curto espago de tempo. Além disso,
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a sacarose contém frutose e glicose em quantidades iguais ligadas por uma ligacéo glicosidica
Para ser metabolizada no organismo, as moléculas de glicose e frutose precisam ser quebradas.
Nos xaropes de frutose, a frutose estd em maior quantidade e disponivel.

A frutose faz parte do grupo dos carboidratos conhecidos como
aclcares simples ou monossacarideos. E o aglicar mais doce encontrado na natureza, e pode
ser encontrado em frutas, mel e até em vegetais. O poder de dogura é medido usando a

sacarose como 0 agucar de base com um indice de dogura de 1,0.

Tabela 2 — Docura relativa das solucdes de agUcar (5%) e outros adocantes. A dogura é
medida em relacdo a sacarose como o agucar de referéncia, com um indice de dogura de 1,0.

ACUCAR OU ADOCANTE DOCURA RELATIVA
Sacarose 1,0
AcUcar invertido 085-1,0
Frutose 13
Glicose 0,56
Galactose 04-0,6
Maltose 0,3-05
Lactose 0,2-0,3
Xilitol 1,01
Ciclamato 30-80
Acesulfame K (Sunnette®) 200
Aspartame (Equal®, Nutrasweet®) 100 - 200
Sacarina (The Pink Stuff) 200 -300
Stevia 300
Sucralose (Splenda®) 600
Thaumatin (Talin®) 2000 — 3000

Fonte: (PARKER, SALAS E NWOSU, 2010)

O uso da frutose na alimentagdo humana, em comparacdo a glicose e
sacarose, resulta em efeito glicémico reduzido, podendo ser usada como adocante em dietas de
pacientes com hipoglicemia. A frutose também € apontada por Thresher et al. (2000) como
nutriente mediador da resisténcia ainsulinainduzida por sacarose e tolerancia a glicose.

A obtencdo de frutose é feita através de processos que envolvem

hidrélise de sacarose, de amido de milho ou mandioca, com posterior inversdo com glicose
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isomerase e separacdo da frutose e glicose, que também é produzida na reacdo, ou através da

hidrdlise dainulina, em que afrutose € produto principal.

2.1.2 Xarope defrutose

Até o presente estudo o milho é considerado a principa fonte de matéria
prima para obtencéo de xarope de frutose nos EUA.

Para a obtencdo do amido de milho, o gréo de milho passa pelo
processo de maceracdo, em seguida passa pela moagem Umida e fisica para separacéo do
amido, do farelo, da proteina e do 6leo. O amido de milho é composto por moléculas de
glicose de cadeia longa. Essa cadeia € composta por moléculas de amilose e amilopectina
(PARKER, SALAS e NWOSU, 2010).

Para a obtencdo do xarope de frutose de milho, a primeira etapa consiste
na adicdo de soda caustica e/ou &cido cloridrico, além de ata temperatura e a utilizacdo da
primeira enzima, a a-amilase, para obtencdo de dextrinas e oligossacarideos. Posteriormente €
adicionado a0 meio a segunda enzima do processo, a enzima amiloglicosidase, esta enzima
hidrolisa as dextrinas e oligossacarideos em glicose. O produto destas duas enzimas € 0 xarope
de milho também chamado de xarope de glicose. A terceira enzima a ser utilizada para
finalizar o processo de obtencdo de frutose é a enzima glicose-isomerase. Essa enzima é
relativamente cara, converte glicose em frutose Apos a obtencdo do xarope de glicose e
frutose, a separacéo da frutose é realizada em colunas cromatogréficas, produzindo-se xaropes
com 42 até 90% de frutose, denominados como “ high fructose corn syrup (HFCS)” (PARKER
et a., 2010).

O processo de hidrdlise acida utilizado na producdo do xarope de
frutose de milho provoca propriedades indesgjaveis no xarope obtido, como sabores e odores
residuais, coloracdo escura, devido a caramelizacdo de aclcares, e reacdo de Maillard com
proteinas. A utilizacdo de minerais acidos e subsequiente neutralizaggo dos mesmos interferem
nas etapas posteriores de purificagdo do produto final (VERACHTERT & DE MOT, 1990).
Faz-se necessé&rio, entdo, que as empresas processadoras de amido busguem novos produtos
capazes de atender tanto as novas exigéncias dos consumidores quanto as necessidades das

industrias de alimentos, encontrando amidos naturais de fontes aternativas, com propriedades
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funcionais especificas que possam ser utilizados nos mais diferentes processamentos de
alimentos.

Outro processo para a producdo de xaropes com alto teor de frutose foi
desenvolvido, utilizando a inulina como matéria-prima. A conversao deste polimero ocorre a
partir de uma Unica etapa, empregando-se a enzima inulinase, apresentando um rendimento
superior a 95% na producado de frutose. A hidrdlise realizada pelainulinase tornou-se uma boa
alternativa, considerando-se a qualidade do produto obtido. Contudo, a falta de producdo em
larga escala de inulina acaba por limitar a producéo de xaropes com alto teor de frutose a partir
deste polimero. A mais promissora fonte de inulina é a Alcachofra de Jerusalém (Heliantus
tuberosus) e, apesar das técnicas de plantio e colheita bem definidas, a escala de producéo é
muito baixa em comparacdo a outras fontes de aglicar, como a cana-de-aglcar e 0 milho
(VICENTE, 2000).

Ao contrario da Alcachofra de Jerusalém, a cana-de-agUcar € produzida
em larga escala, podendo ser utilizada como fonte de sacarose (frutose e Glicose) e
posteriormente a separacdo desse polimero, visando a obtencdo de frutose.

A obtencdo de agucar invertido (glicose e frutose) a partir da sacarose
pode ser efetuada através dainversdo quimica por acidos ou pelainversdo biologica, utilizando
inulinases ou invertases. Industriadmente, a inversdo quimica torna-se um processo mais
simples, porém, a conversdes bioldgicas a partir da agdo enzimatica resultam em produtos de
maior qualidade (VANDAMME E DERY CKE, 1983).

2.1.2.1 Vantagens, desvantagens sobr e o xar ope de frutose de milho

O xarope de frutose apresenta algumas vantagens funcionais em relacéo
a sacarose. Estas incluem barateamento relativo de producdo, maior dogura, melhor
solubilidade e capacidade de permanecer em solucdo sem cristalizar como acontece com a
sacarose sob certas condicfes. Além disso, o xarope de frutose € liquido e assim € mais f&cil
de ser transportado e utilizado em refrigerantes por exemplo. Outro fator positivo € aacidez do
meio, portanto, tem capacidade conservante 0 que reduz 0 uso de outros conservantes.
Contudo, o xarope de frutose tem pouco ou henhum valor nutricional, além calorias do agUcar
(Tabela3).
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Tabela 3 — Vaores nutricionais calculados por 100g de xarope de milho com dta
concentragdo de frutose HFCS. As porcentagens estéo relacionadas as recomendacOes para
adultos nos EUA. Dados obtidos no banco de nutrientes (USDA).

NUTRIENTES VALORES
Energia 1,176 kJ (281 kcal)
Carboidratos 769

Fibra dietética Og

Gordura Og

Proteina Og

Agua 249
Riboflavina 0,019mg (1%)
Niacina 0 mg (0%)
Acido Pantoténico 0,011mg (0%)
VitaminaB6 0,024mg (2%)
Acido félico 0 microg (0%)
VitaminaC 0 mg (0%)
Célcio 6 mg (1%)
Ferro 0,42 mg (3%)
Magnésio 2 mg (1%)
Fosforo 4 mg (1%)
Potéssio 0 mg (0%)
Sodio 2 mg (0%)
Zinco 0,22 mg (2%)

Fonte: (PARKER, SALAS E NWOSU, 2010)

Os pesquiadores Parker, Salas e Nwosu, (2010), realizaram um estudo
sobre a utilizagdo do xarope de frutose pelas indUstrias de alimentos dos EUA e o consumo
desses alimentos a longo prazo. O estudo demosntrava as vantagens e desvantagens da
utilizacdo do xarope de frutose em relacéo a obesidade, diabetes e doencas cardiovascul ares.
Muitos autores correlacionam o aumento da obesidade ao crescente consumo de alimentos
industriais contendo xarope de frutose. Contudo, outros autores como White e Foreyt (2006)
descrevem beneficios no metabolismo fisiolégico do serem humanos que utilizam a frutose,
como por exemplo o fato da frutose aumentar a absorsdo de ferro no organismo, ao formar um
complexo ferro-frutose que € melhor absorvido gque ferro inorganico.

White e Foreyt (2006) publicaram dez mitos associados aos xarope de

frutose e a epidemia de obesidade nos EUA. Os autores descrevem que ndo foi feita uma
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reavaiacdo da ingestdo caldrica global do aumento na utilizacdo de edul corantes por vérias
organizagoes cientificas, tails como da Associagdo Médica Americana (AMA), o Associacdo
Dietética Americano (ADA) e do Instituto Internacional de Vida e Ciéncias (ILSI) e com isso,
nada se pode afirmar.

Outros estudos tem sido publicados sobre o0 papel do xarope de frutose
na obesidade, diabetes e outras sindromes metabdlicas. As principais conclusdes desses
estudos implicam sindromes metabdlicas que incluem o consumo caldrico, ganho de peso e
obesidade (GROSS et al., 2004).

Melanson et a. (2007) estudou trinta mulheres magras onde os
participantes receberam bebidas adocadas com 30% de sacarose ou com 30% Xxarope de
frutose em uma dieta isocaldrica. Os resultados mostraram que ndo houve diferencas
significativas entre os dois adogantes nos testes de glicemia em jejum, insulina, leptina e
grelina e concluiu que quando a frutose é consumida na forma de xarope de frutose, as
respostas metabdlicas ndo diferem da sacarose. No entanto, novas pesquisas estdo sendo
desenvolvidas para verificar se as mesmas conclusdes sdo vélidas para individuos obesos do
sexo masculino, e em longo prazo.

Stanhope et a. (2008) anaisou cuidadosamente o papel do xarope de
frutose nos disturbios metabdlicos. Os resultados encontrados nos estudos mostraram que o
consumo de bebidas adogadas com frutose gerou um substancial aumento dos niveis de
triglicérides em comparacdo com bebidas adocadas com glicose. Os autores também relataram
aumentos nos niveis de apolipoproteina B nos estudos de longa duragdo. Os resultados obtidos
através de pesquisas desenvolvidas nos EUA geram a necessidade do continuos estudos nesta
area, ndo apenas em xarope de frutose, mas em outros agucares e suas contribuicdes para a
ingestéo caldrica elevadas, que levam ao ganho de peso, obesidade e sindromes metabdlicas

associadas.

2.2 Mandioca com matéria-prima para obtencéo de acicares
A mandioca (Manihot esculenta, Crantz) € uma raiz com ato teor de
amido, apresentando mais de trezentas variedades e é origind&ria da América do Sul
(EMBRAPA, 2011). No Brasil a mandioca é conhecida como aipim, macaxeira, dependendo

daregiéo.
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O cultivo da mandioca estda associado ao Brasil desde o seu
descobrimento. Planta-se mandioca em todos os estados brasileiros, seu cultivo € de grande
relevancia econdmica como principal fonte de carboidratos para milhdes de pessoas, assim
como para a aimentacdo animal, além de ser utilizado como matéria prima em inimeros
processos industriais (PANDEY et al., 2000).

A mandioca destaca-se entre as culturas de mais f&cil cultivo. Cresce
em solos poucos férteis e de pouca tecnologia. A mandioca apresenta um grande diferencial, a
capacidade de usar eficientemente a agua e ter grande adaptacédo a solos de baixa fertilidade,
além de possibilitar que as raizes sgam armazenadas no proprio solo, por um periodo
razoavel, sem perdas significativas de qualidade e rendimento, permitindo gque estas sgjam
colhidas com diferentes idades (CARDOSO, 2003).

E uma raiz amiléacea, onde 0o amido se encontra juntamente com 0s
outros carboidratos de diferentes pesos moleculares, incluindo desde aglcares simples até
glicosideos e material celulosico. A mandioca € uma matéria-prima adequada para obtencéo de
diversos produtos por hidrdlise, por apresentar elevado teor de amido e baixos teores de
gorduras, proteinas e cinzas (SAITO, 2005).

A producdo nacional da cultura da mandioca, na safra 2009 foi estimada
em mais de 24 milhdes de toneladas, com rendimento médio de 13,86 toneladas de raizes por
hectare. A producéo brasileira de mandioca por regido fisiografica ficou com o Nordeste em
31,51%, o Norte com 29,29%, o Sul com 22,49%, o Sudeste 9,16% e Centro-Oeste com
5,55% (EMBRAPA, 2011).
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Figura 2. - Producdo Agricola Municipal, 2009. Fonte: EMBRAPA, 2011.

As regides Norte e Nordeste destacam-se como principais
consumidoras, sendo a producdo essencialmente utilizada na dieta humana, na forma de
farinha. Nas regides Sul e Sudeste, em que os rendimentos médios sdo de 17,71 t/ha e 18,71
t/ha, respectivamente, a maior parte da producédo é orientada para a industria, principa mente
nos estados do Parang, S8o Paulo, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul.
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Figura 3 —Producdo mundial de mandioca. Fonte: EMBRAPA, 2011

O cultivo desta raiz é feito principa mente em paises tropicais, sendo o
Brasil, o terceiro maior produtor mundial. Parte desta producdo é transformada em farinha ou

usada diretamente na alimentacdo e outra parte é processada para obtencéo de fécula.

2.2.1 Amido

De todos os polissacarideos 0 amido € o Unico produzido em pequenos
agregados individuais, denominados granulos que sdo insollvels em agua em temperaturas
inferiores a 50°C. S8o0 sintetizados nas células de cada planta, adquirem tamanhos e formas
prescritos pelo sistema biossintético das plantas e pela condigéo fisica imposta pelo contorno
do tecido. As formas dos granulos do amido sdo arredondadas, cupuliformes, convexas,
biconcavas, sacciformes, entre outras (GONCALVES, 2006). E considerado a principal

substéncia de reserva das plantas superiores e fornece de 70 a 80% das calorias consumidas
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pelo homem. Depois dos aglcares mais simples (sacarose, glicose, frutose, maltose), é o
principa carboidrato que os vegetais superiores sintetizam a partir da fotossintese (CEREDA,
2001).

As fontes mais importantes de amido sGo os grédos de cereals,
representando cerca de 40 a 90% de seu peso seco, de leguminosas, entre 30 e 70%, e 0s
tubérculos, de 65 a 85%, em base seca. O consumo de amido representa cercade 70 - 80% das
calorias consumidas nas dietas humanas em geral. Seu uso, nos Ultimos anos vem crescendo o
interesse em amidos naturais que possam ser utilizados pelaindustria alimenticia (LEONEL et
al., 2002).

O amido é acumulado nos vegetais na forma de granulos insolUveis, 0s
quais sdo formados por dois componentes separaveis por precipitacdo seletiva, denominados
amilose e amilopectina, que aparecem na propor¢cdo média de 25 e 75%, respectivamente. A
amilose € um polissacarideo formado de cadeias lineares helicoidais de residuos de glicose
unidos entre si por ligagbes glicosidicas a-1,4. Cada volta da espiral pode ser formada por
cerca de seis unidades de glicose. A amilopectina constitui a fracdo atamente ramificada do
amido. E formada por vérias cadeias de residuos de glicose unidas entre s por ligagdes
glicosidicas o -1,4 das quais partem ramificagdes com ligagdes a-1,6 a cada série de 25 a 30
residuos de glicose (GONCALVES, 2006).
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Figura 4. Férmulas estruturais do amido, amilose e amilopectina. Fonte: Robyt, 1998.

Estudos tém mostrado a existéncia de um terceiro componente
denominado material intermediédrio. A quantidade e a estrutura deste material diferem de
acordo com o tipo e grau de maturacdo do granulo de amido (WANG et a., 1993).

Este materia intermediério consiste de cadeias lineares com grau de
polimerizagcdo (DP) variando de 50 a 200 e moléculas levemente ramificadas, de baixo peso
molecular (< 106) e com comprimento de cadeia maior que o comprimento da amilopectina
normal (BILIADERIS, 1991).

Os granulos de amido sdo estruturas semi-cristalinas formadas pelo
arranjo na direcdo radia das macromoléculas lineares (amilose) e ramificadas (amilopecting).
Essas moléculas formam pontes de hidrogénio, pois estdo associadas paralelamente, o0 que
resulta no aparecimento de regibes cristalinas ou micelares. Assim, os granulos sdo
birrefringentes mostrando uma cruz de polarizacdo (Cruz de Malta) se observados sob luz
polarizada (FRANCO et al., 2001).
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As regides cristalinas consistem de duplas hélices fortemente
empacotadas formadas pelas ramificagdes da amilopectina, enquanto os pontos de ramificacéo
ficam nas &reas amorfas (JACOBS et d., 1998).

As moléculas de amilose e amilopectina estdo arranjadas no granulo
formando uma estrutura de camadas que se superpdem ao redor de um ponto denominado hilo,
gue pode estar no centro do granulo ou deslocadas lateralmente. As camadas que circundam o
hilo sdo resultantes da deposi¢do de amido de diferentes graus de hidratacdo, resultantes da
presenca de amilose ou amilopectina. Devido a isto, tém regides alternadas de ato e baixo
indice de refragdo, densidade, cristalinidade e resisténcia ao &cido e a enzimas (FRANCO et
al., 2001).

2.2.1.1 Constituintes menores do amido

Os gréanulos de amido apresentam outros constituintes além da amilose
e da amilopectina. Esses componentes sdo chamados de constituintes menores e sao
principamente, os lipideos, o fosforo, as proteinas e as cinzas, pertencentes a compostos
principamente de fragmentos da parede celular, componentes superficiais, removiveis por
procedi mentos de extracdo, e componentes internos (HOOVER, 2001).

A fracdo de lipideos, quando elevada, pode aterar caracteristicas como
a fixagéo de cor, o desenvolvimento de aromas e formagdo de complexos. Entretanto, para os
amidos de tuberosas esse fator ndo é t&o importante, devido ao baixo percentua deste
componente nos mesmos (BULEON et al., 1998).

A presenca de lipideos no amido pode causar um efeito redutor no
inchamento dos granulos individualmente (SINGH et al., 2003). Complexos de amilose com
gorduras podem aterar as temperaturas de gelatinizacéo do amido, alterando a textura e o
perfil da viscosidade da pasta resultante e limitando a retrogradacdo (THOMAS;
ATWEEL,1999).

Segundo Hoover (2001), as proteinas e cinzas aparecem em pequena
guantidade em amidos de tubérculos e ndo chegam a aterar suas propriedades funcionais.

Normamente, os amidos apresentam pequenas quantidades de minerais, como calcio,
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magnésio, fosforo, potassio e sddio, dentre os quais apenas o fosforo apresenta significancia
funcional (TESTER; KARKALAS; QI, 2004).

O fésforo pode ser encontrado nos granulos de amido nas formas de
monoéster fosfato, fosfolipideos e fosfato inorganico e sua presenca modifica as propriedades
funcionais (LIM; KASEMSUWAN; JANE, 1994).

Segundo Noda et a. (2005), o fosforo, nas diversas formas que pode
ocorrer, aparece ligado covalentemente aos granulos nativos, aterando algumas propriedades
reoldgicas como pastas muito claras, aumento na viscosidade e na consisténcia. Viera (2004),
afirma que a presenca de moléculas esterificadas com fésforo forma uma barreira impedindo
gue enzimas atinjam os sitios de a¢do. Comparado com outros amidos, 0 amido de batata
possui um alto teor de fésforo, 0 que promove propriedades de viscosidade Unicas (NODA et
al., 2005).

Ha relatos de que o grupo fosfato esta ligado a unidades de cadeias
longas com DP >20 da amilopectina (TAKEDA; HIZUKURI, 1982).

Fosforil-oligossacarideos séo produzidos na digestdo de amido de batata
por amilase e tém recebido muita atencdo a respeito de suas propriedades funcionais. Granulos
pequenos de amido de batata possuem alto teor de fosforo e segundo a autor, aumentar o teor
de fésforo do amido é desgével para a producéo de fosforil-oligossacarideos (NODA et 4.,
2005).

2.2.1.2 Utilizacdo do amido

O amido possui as mais variadas aplicagdes, sendo utilizado naindustria
téxtil com a finalidade de gomar as linhas para facilitar a tecelagem e na indUstria de papéis,
visto que a gomagem das fibras produz papéis com diferentes resisténcias e alta qualidade de
impressdo. No entanto, a maior utilizacdo do amido esta na industria de alimentos e bebidas,
onde é utilizado como espessante, estabilizante e agente gel eificante.

A partir do processamento do amido pode-se ainda obter os xaropes de
glicose, xaropes de maltose, as maltodextrinas e as ciclodextrinas, utilizados em confeitarias,
cervgarias e na indistria farmacéutica (GUZMAN-MALDONADO; PAREDES-LOPEZ,
1995).
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O amido pode ainda, ser usado como principal substrato para a
producdo de enzimas e biomassa microbianas. Além disso, 0 aglcar produzido a partir da
hidrélise do amido pode ser fermentado para a producéo de etanol (NIGAM; SINGH, 1995;
ROY; GUPTA, 2004).

A glicose de amido € ainda amplamente usada na manufatura de &cidos
organicos como o citrico, &cido glutamico, acido l&tico, glucitol, aminoacidos 3 como lisinaou
comercializado como glicose cristalina (AQUINO et a., 2001).

Um importante mercado para 0 amido esta no setor de papel e papeldo,
com um potencia de 170 mil toneladas. Isso significa uma demanda de matéria prima
equivalente de 700 mil toneladas de raizes, supondo que a fécula atenderia todo esse mercado,
abrindo espaco para a fécula de mandioca, que tem vantagens em algumas etapas do processo.

Uma das grandes areas de uso do amido, na fabricacdo do papel, tem
sido a parte Umida (wet end) do processo de producdo. Estima-se que o tamanho de ta
mercado, no ambito mundial, deva ser de 230 a 250 milhdes de ddlares ou 253 mil toneladas, e
uma expectativa de crescimento anual de pelo menos 10%. A razéo para esse crescimento, é o
novo processo de fabricagdo, ou sga, a técnica de fabricagcdo acalina em uso na Europa ha
mais de 30 anos e recentemente adotada na grande maioria das industrias no mundo, inclusive
no Brasil. O aumento na demanda de amido na indlstria papeleira tem sido também
estimulado pelo crescente uso da matéria-prima reciclada (CEREDA, 2001). No mercado de
colas e adesivos, em geral, a fécula é preferida por gerar produtos mais viscosos e faceis de
manipular. E fluida, estavel e de pH neutro e pode ser facilmente preparada e combinada com
diversas resinas e emul sbes sintéticas.

A producdo de acool, principalmente para fins alimenticios (bebidas),
farmacol gicos e laboratoriais, também se apresenta como uma alternativa de mercado para a
mandioca. (FONSECA, 1996)

A crescente valorizagdo das caracteristicas funcionais existentes nos
amidos nativos reflete o interesse da sociedade mundia por produtos mais naturais e com
processo de producdo que cause 0 minimo impacto ambiental, uma vez que se reduz o uso de
produtos quimicos. Dificilmente novos reagentes quimicos ou derivados serdo aprovados,
principa mente para uso aimentar e também que os niveis de tratamento nos amidos existentes

vao permanecer estaciondrios. Na Europa, o uso de amidos modificados é limitado a 5% do



24

peso seco do alimento elaborado. Esses amidos séo considerados aditivos alimentares e devem
ser declarados nos rotulos, ao contrério dos amidos nativos, para os quais ndo ha limites de
uso, e que permitem identificar os alimentos como naturais. (CEREDA, 2001)

Esta preferéncia pela fécula se da pelas suas propriedades
fisicoquimicas, pois a baixa temperatura de gomificagéo a faz ideal para uso como agente
ligante em embutidos de carne. E ideal para o preparo de recheios de tortas, de alimentos
infantis e congelados, para producdo de “wafers’, de copos de sorvetes, de sorvetes, etc. As
caracteristicas da fécula de mandioca sdo, em parte, reproduzidas pelos amidos de cereais
geneticamente modificados. Portanto, em mercados onde haga restricdo ao consumo de
produtos oriundos de organismos geneticamente modificados, a fécula pode se tornar uma
alternativa viavel. Isso também é valido para os nichos de mercado em que sdo estabel ecidas
as regras diferenciadas para a importacdo de amido nativo e de amido modificado (HENRY,
1999).

2.2.1.3. Hidrdélisedo amido

O amido pode ser hidrolisado por duas vias diferentes, hidrélise acida e
hidrolise enzimética. A hidrélise enzimética permite maior controle da distribuicéo fina de
oligossacarideos e é responsavel pela obtencdo dos mais importantes amidos modificados
comercias, enquanto a hidrdlise acida € inespecifica (GONCALVES, 2006).

Os produtos resultantes da hidrdlise sdo a glicose, maltose, e uma série
de oligossacarideos e polissacarideos. Essa ampla faixa de hidrolisados, produzidos a partir de
diferentes graus de hidrdlise, € classificada em valores de “dextrose equivalente” (DE), o qual
mede a quantidade de acUcar redutor presente no produto e € expresso em peso Seco
(CHRONAKIS, 1998).

O nimero de extremidades redutoras indica a polimerizacdo da
mol écula de amido. Por convencéo, considera-se que o valor redutor da glicose é de 100%. Ao
medir as extremidades redutoras do amido e seus produtos de hidrdlise, os resultados sdo
expressos em glicose equivalente ou Dextrose Equivaente (DE). Quanto maior o valor de DE,

maior o efeito de hidrdlise ou despolimerizagdo do amido. Entretanto, dois hidrolisados
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preparados em condicdes diferentes, podem apresentar o mesmo DE e um perfil de agUcar
completamente diferente, sendo as propriedades dos hidrolisados também diferentes.

Na hidrdlise do amido sdo utilizados, basicamente, quatro grupos de
enzimas. As endo e exoamilases que agem primeiramente nas ligagdes o(1-4); as
desramificantes que agem exclusivamente nas ligagOes a(1-6) e as transferases que quebram
ligacBes glicosidicas a(1-4) e as transferem para um receptor glicosidico, formando uma nova
cadeiaglicosidica (COUTINHO, 2007).

2.2.1.3.1 Enzimas responsaveis pela hidrolise

Varias enzimas sao conhecidas por hidrolisar a molécula de amido com
liberacdo de diferentes produtos e sdo genericamente denominadas de amilases. Uma agéo
combinada dessas enzimas é requerida para hidrolisar completamente o amido em glicose
(GUPTA et d., 2003).

A Tabela 4 descreve as enzimas responsaveis pela hidrolise do amido,

suaoriegm elocd de atuacéo.

Tabela 4- Tipos de enzimas envolvidas no processo de hidrélise do amido.

Enzima Origem Acéo

a-amilase Bacteriano/Fuingico  Atuam aleatoriamente sobre ligacOes
a-1,4 gerando dextrinacomo a
maltose e oligossacarideos

a-amilase sacarificante  Bacteriano Atuam sobre ligagOes a-1,4 gerando
dextrina, maltose, oligossacarideos e
até 50%de glicose

-amilase Cevada Atuam sobre ligagbes a-1,4 nas
extremidades redutoras gerando
dextrina e -maltose

Glucoamilase Fungico Atuam sobre asligacdes a-1,4 e a-
1,6 nas extremidades redutoras
gerando B-glicose

Pululanase Bacteriano Atuam sobre ligagdes a-1,6 para
gerar maltodextrinas de cadeia linear

Fonte ROMAN, 2008.
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As amilases sdo amplamente distribuidas na natureza sendo sinteti zadas
em varios tecidos animais, plantas superiores, bem como por fungos, leveduras e bactérias. No
entanto, aquelas produzidas por microrganismos termofilicos e termotolerantes sdo
especid mente interessantes por serem normal mente termoestaveis e poderem ser usadas nos
processos de sacarificagdo que ocorrem em altas temperaturas (GUZMAN; PAREDES, 1995;
GOTO et d., 1998; PEIXOTO et al., 2003).

Com base no local de agdo, as amilases podem ser divididas em duas
categorias. as endoamilases e as exoamilases. As endoamilases hidrolisam as ligagOes
glicosidicas ao acaso, no interior da molécula de amido liberando oligossacarideos, enquanto
as exolamilases hidrolisam as ligagdes glicosidicas a partir da extremidade ndo redutora da
molécul a liberando glicose ou maltose (GUZMAN e PAREDES, 1995).

As a-amilase (EC 3.21.1 14 oD glicano glicanohidrolase)
correspondem as endoamilases, que atuam ao acaso a0 longo das cadeias de amilose e
amilopectina hidrolisando as ligages a-1,4 e liberando malto-oligossacarideos (dextrinas).
Também chamadas de enzimas dextrinizantes, estas enzimas séo divididas em duas categorias,
de acordo com o grau de hidrélise do substrato: a-amilases sacarificantes que hidrolisam 50 a
60% do substrato e as liqueficantes, que quebram cerca de 30 a 40% do substrato. Os
principais produtos de hidrolise do amido pela acdo das a-amilases sdo maltotriose,
maltotetraose, maltopentaose, maltose e glicose (NAJAFI et d., 2005; EZEJI; BAHL, 2006).

As pB-amilases (E.C.3.21.2 1,4- o-D-glucano maltohidrolase) séo
exoamilases que hidrolisam a penultima ligacéo a-1,4 a partir de extremidade néo redutora da
molécula (amilose, amilopectina e glicogénio) liberando maltose. Além da hidrélise, ha uma
inversdo da configuracdo anomeérica da maltose, que é liberada na configuracdo . Séo
encontradas em varias plantas como cevada, trigo, batata doce e feijdo, e raramente em
microrganismos. Esta enzima ndo € capaz de hidrolisar ligagdes a-1,6 dos substratos
ramificados. O uso da B-amilase na producéo de xarope de alto teor de maltose esta restrito
pela sua disponibilidade limitada. Na indUstria de aimentos e bebida, esta enzima é
empregada para converter solucéo de amido em solucéo de maltose.

As glucoamilases (E.C 3.2.1.3 1,4-a-D-glucano glucohidrolase),
também conhecidas como amiloglucosidases, séo produzidas principalmente por fungos. Sdo

exoamilases que catalisam a quebra das ligagbes glicosidicas 5 o-1,4 a partir de uma
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extremidade ndo redutora da molécula de amido. Ela pode atuar tanto nas moléculas de
amilose ou amilopectina do granulo de amido como em oligossacarideos relacionados,
liberando D-glucose na configuracdo . Em uma velocidade menor, as glucoamilases também
atuam hidrolisando as ligagdes a-1,6 e algumas a-1,3. Sugere-se, portanto, que a agdo da
glucoamilase ocorra por meio de um mecanismo multisseriado no qua a enzima atua
al eatoriamente em toda a mol écula de substrato.

As pululanases (E.C. 3.2.1.41 o-dextrina-6-glucohidrolase) séo
endoamilases desramificantes que quebram as ligagdes a-1,6 do pululano, um polissacarideo
linear que consiste de maltotrioses unidas por ligagdes glicosidicas o-1,6 e que ndo pode ser
degradado por a- ou B-amilase. O produto dessa hidrdlise corresponde as maltotrioses. Estas
enzimas também sdo capazes de agir nas ligaghes a-1,6 das molécul as de amido, amilopectina
e dextrina limite, originando um produto de reacdo sem ponto de ramificagdo. Dentro dessa
categoria estdo também as isopululanases (E.C. 3.2.1.57 pullulan 4- glucohydrolase) que sao
enzimas que quebram as ligacdes glicosidicas a-1,4 do pululano, mas que ndo tém nenhuma
atividade sobre 0 amido. O produto da acéo dessas enzimas é a isopanose.

As isoamilases (E.C. 3.2.1.68 glicogénio-6-glucanohidrolase) séo
endoamilases desramificantes que hidrolisam as ligacOes a-1,6 de amilopectina, glicogénio,
vérias dextrinas ramificadas e oligossacarideos, mas ndo hidrolisa aligacdo a—1,6 do pululano.
Estas enzimas sdo similares as pululanases, porém requerem pelo menos trés unidades de
glicose na cadeia ramificada para serem capazes de hidrolis&la. As isoamilases tém sido
encontradas em poucas linhagens de microrganismos e sd0 usadas para desramificarem a
mol écula de amido na producdo de glicose e maltose.

As a-D-glucosidases (EC 3.2.1.20 a-D-glucosideo glucohidrolase) ou
maltases, sdo exoamilases que hidrolisam ligacBes glicosidicas a-1,4 de sacarideos curtos
liberando a-D-glucose a partir da extremidade nédo redutora. Um outro tipo, as oligo-1,6- a-D-
glucosidase (EC 3.2.1.10) hidrolisam ligagOes a-1,6 de oligossacarideos. Elas encontram-se
amplamente distribuidas entre os microrganismos, incluindo os fungos, leveduras e bactérias.

As exo-1,4- o-D-Glucanases (EC 3.2.1.60 e 3.2.1.98 o-D-glucano
hidrolase) sdo enzimas similares as a-amilases, porém, liberam grande quantidade de

maltotetraose (EC 3.2.1.60) e maltohexaose (EC 3.2.1.98) como principais produtos de sua
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acao sobre o amido. Essas amilases sd0 capazes de digerir ainda a maltohexaose para
maltotetraose e maltose.

Ciclomaltodextrina Glucanotransferase (ciclodextrina
glicosiltransferase; 1,4- a-D-(1,4-D-Glucano EC 2.4.1.19) é uma exoamilase que hidrolisa o
amido, amilose e outros polissacarideos, por uma série de reagbes complexas, formando

oligossacarideos ciclicos ndo redutores, conhecidos como ciclodextrinas.
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Figura 5. Modelo de agdo das enzimas envolvidas na degradacdo do amido. (e) extremidade
redutora; (0) extremidade ndo redutora; (—) indicam o ponto de clivagem preferido na
molécula de amido. Fonte modificada: VAN DER VEEN et a, 2000; HORVATHOVA et d,
2000; BERTOLDO; ANTRANIKIAN, 2002.

As a-amilases sdo divididas em duas categorias de acordo com o grau
de hidrdlise do substrato: as a-amilases sacarificantes, que hidrolisam 50 a 60% do substrato e
as liqueficantes, que quebram cerca de 30 a 40% do amido. As propriedades das o-amilases
fungicas sdo muito similares as das enzimas bacterianas. No entanto, elas s&o normamente
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menos termoestavels, mas tém uma faixa de estabilidade ao pH mais ampla. As aplicacbes
industriais sdo inumeras e, provavelmente, a maior aplicacdo desta enzima é no processo de
liquefacéo do amido nas indUstrias de agUcar, dcool e bebidas fermentadas, para converter 30
a 40% do amido em dextrinas solGveis, com diferentes graus de polimerizagéo, diminuindo a
viscosi dade da solugzo de amido (LEVEQUE et al., 2000; GOMES et al., 2003).

Elas sdo utilizadas também, na indUstria de panificacéo, na producéo de
adesivos, farmacos e detergente, em tratamento de efluentes de esgoto e em ragéo animal
(GOTO et a., 1998).

A glucoamilase € uma das enzimas industriais mais importantes, tendo
como sua principa atuacdo a degradacdo do amido, para a producéo de xaropes com alto teor
de glicose (96 - 98% de glicose) e de xaropes com ato teor de frutose (55% de frutose). Este
ultimo tem grande aplicacdo na industria panificadora e na fermentacéo de cervejas de baixa
caloria (JAMES; LEE, 1997).

No processo de panificagdo, as glucoamilases aumentam os niveis de
acUcares fermentessiveis na massa. A glicose liberada pela acdo dessa enzima apresenta um
nivel perceptivel de docura superior a0 produzido pela acdo da p-amilase. Assim, as
glucoamilases sdo algumas vezes utilizadas com o objetivo de reduzir a quantidade de aglcar a
ser adicionada a massa, dependendo da viabilidade econdmica destes ingredientes (KNIGHT;
MAZZIEIRO, 2000).

Em altas concentragcdes de glicose, a glucoamilase pode repolimerizar
mol écul as de glicose, por meio de uma reacéo chamada ‘reversdo’, onde é formado maltose e
isomaltose. Porém, este fenbmeno € mais pronunciado em atas concentracdes de substrato e
enzima. As glucoamliases também sdo usadas nas industrias japonesas de fermentacdo para a
fabricacdo de produtos como, por exemplo, o sake, 0 shoyu e 0 miso (HATA et al., 1997).

As enzimas disponiveis comercialmente sd0, na sua maior parte,
produzidas por linhagens dos fungos Aspergillus e Rhizopus. Dentre estas, a Glucoamilase de
Aspergillus € a mais termoestavel, apresentando a méxima atividade em torno do pH 4,5, em
temperaturas proximas de 50 a 55°C, sendo rapidamente inativada em temperaturas proximas a
60°C. Esta termoestabilidade limitada afeta seu uso em processos industriais, nos quais a
atuacdo prolongada em altas temperaturas € necess&ria (LEMOS et al, 2003).
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As a-amilases e glucoamilases tém sido obtidas a partir de diversos
microrganismos como as bactérias Bacillus amyloliquefaciens (MORGAN; PRIEST, 1981),
Bacillus sp ANT-6 (BURHAN et al., 2003), Bacillus subtilis JS- 2004 (ASGHAR et al.,
2006), Geobacillus thermodenitrificans HRO10 (EZEJ; BAHL, 2006), e os fungos
Aspergillus niger UO-1 (HERNANDEZ et al., 2006), Aspergillus tamarii (MOREIRA et al.,
2004), Aspergillus awamori (ANINDY AWATI et d., 1998), Talaromyces emersonii (BUNNI
et al., 1989), Scytalidium sp. (ODIBO et al., 1992) e Scytalidium thermophilum (AQUINO et
al,. 2003), Rhizomucor pusillus A 13.36 (SILVA et al., 2005).

2.3 Purificacdo do hidrolisado de amido

O carvéo dtivado e a terra diatomécea sdo produtos que podem ser
utilizados para a purificacéo do hidrolisado de amido (SURMELY et a., 2003). O mecanismo
de remocdo das impurezas consiste - se na sua adsorcéo fisica pelo carvéo ativo, ou sga, as
mol écul as das impurezas sdo atraidas pela porosidade existentes no carvéo ativado, e laretidas
por forcas de interacdo com a superficie. Assim, apos o tratamento os produtos encontram - se
purificados e isentos de impurezas que causam odor e cor (MUSSATTO e ROBERTO, 2004).

Os carvOes microporosos pertencem a uma classe de materiais
importante, conhecido como carvéo ativado (C.A) sendo de larga aplicacdes através de sua
reconhecida producdo mundial de aproximadamente 400.000 ton/ano (MUSSATTO e
ROBERTO, 2004; PARASKEVA et a., 2008). O carvéo ativado é utilizado como adsorvente
catalisador ou suporte de catalisador. Na area de tratamento de efluentes é usado na adsorcao
em fase liquida, por exemplo, na adsor¢cdo de moléculas orgénicas que causam sabor, odor e
toxicidade. Os carvdes ativados sd0 materiais carbonosos porosos que apresentam uma forma
microcristalina, ndo grafitica, que sofreram um processamento para aumentar a porosidade
interna. Uma vez ativado o carvao apresenta uma porosidade interna comparavel a uma rede
de tuneis que se bifurcam em canais menores e assim sucessivamente. Esta porosidade
diferenciada € classificada segundo o tamanho em macro, meso e microporosidades
(PARASKEVA et al., 2008).

A caracteristica incomparavel do carvéo é a larga superficie interna

localizada dentro da rede de poros estreitos, onde a maior parte do processo de adsor¢éo
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tomard lugar e cujo tamanho e forma dos poros também influenciam na seletividade da
adsorcdo através do efeito de peneiramolecular (PARASKEVA et d., 2008).

A principio, qualquer material com alto teor de carbono, denominado de
agente precursor (A.P) pode ser transformado em C.A, por exemplo, cascas de coco, carvoes
minerais (antracita, betuminosos, linhito), turfas, madeiras, residuos de petréleos. Atualmente
s80 utilizados como agentes precursores, 0S carogos e cascas de oliva, cergja, damasco,
péssego, azeitonas e 0ssos de animais. Em torno de 1/3 da producdo mundial de C.A. é de
origem vegetal, sendo esta propor¢do muito maior nos Estados Unidos da América e na
Europa (PARASKEVA et d., 2008).

No Brasil, predominantemente, empregam-se madeira, carvéo
betuminoso e sub-betuminoso, 0sso e casca de coco. Uma vez preparada a granulometria
desgada, a producéo envolve, basicamente, a carbonizacdo e ativacdo (ou oxidacdo) para
desenvolvimento dos vazios internos. A carbonizacdo ou pirdlise é usuamente feita na
auséncia de ar, em temperaturas compreendidas entre 500 — 800°C, enquanto a ativacdo é
realizada com gases oxidantes em temperaturas de 800 a 900°C (PARASKEVA et d., 2008).
Os carvdes ativados podem ser preparados, ou manufaturados por uma variedade de métodos.
Estes poderiam ou ndo envolver &cidos sintéticos, bases e outras substéncias num fluxo de
gases ativantes tais como vapor (H20), nitrogénio (N2) ou didxido de carbono (CO2). Seu
rendimento e quaidade podem ser melhorados pela remoc&o da umidade. Microondas podem
ser usadas para a pirolise da fonte de carvao. Por exemplo, o lignito e turfa sdo processados
através de uma carbonizacdo a baixas temperaturas, seguida do tratamento com vapor ou
hidroxido de potassio. O carvao pode ser convertido em resinas de troca catiénicas por
sulfonagdo, ou por nitragdo e reducdo. Alguns processos tratam materiais carbonosos com
acido fosforico elou cloreto de zinco, resultando numa mistura carbonécea a elevada
temperatura, seguida pela remocdo dos agentes ativantes através da lavagem com agua
(MUSSATO e ROBERTO, 2004).

Terra diatomacea é um sedimento amorfo, originado a partir de frastulas
ou carapacas de organismos unicelulares vegetais tais como algas microscopicas aguéticas,
marinhas e lacustres, normal mente denominada diatomita. Por apresentarem natureza silicosa,
as fristulas desenvolvem-se indefinidamente nas camadas geoldgicas da crosta terrestre.

Segundo Souza et al., (2003) aterra diatoméacea € um materia leve e de baixa massa especifica
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aparente, cuja coloragéo varia do branco ao cinza escuro. O autor realizou a caracterizagéo dos
componentes da terra diatomécea e descreveu como material constituido principal mente por
silica opalina (58 até 91%) e impurezas tais como argilominerais, matéria organica,
hidroxidos, areia quartzosa e carbonatos de célcio e de magnésio. A maioria das diatoméaceas
apresenta tamanho entre 4 e 500 um, bem como existem em mais de 12.000 espécies
diferentes.

No Sudeste do Brasil (Campos dos Goytacazes-RJ) existe um
importante depdsito de material diatomaceo. Entretanto, este depdsito tem sido pouco
caracterizado a despeito da importancia industrial deste material. As propriedades deste
material permitem sua aplicacdo em distintas &reas como auxiliar de filtrac&o, isolante térmico
e acUistico, como carga ou enchimento, absorvente, entre outras (SOUZA, et a., 2003).

A adsorcdo € um fendmeno fisico-quimico onde o componente em uma
fase gasosa ou liquida é transferido para a superficie de uma fase solida. Os componentes que
se unem a superficie s8o chamados adsorvatos, enquanto que a fase solida que retém o
adsorvato é chamada adsorvente. A remocdo das moléculas a partir da superficie € chamada
dessorcéo (CARVALHO, 2005). A migracéo destes componentes de uma fase para outra tem
como forga motriz a diferenca de concentragdes entre 0 seio do fluido e a superficie do
adsorvente. Usualmente o adsorvente é composto de particulas que s8o0 empacotadas em um
leito fixo por onde passa a fase fluida continuamente até que ndo hagja mais transferéncia de
massa. Como 0 adsorvato concentra-se na superficie do adsorvente, quanto maior for esta
superficie, maior sera a eficiéncia da adsorcéo. Por isso geralmente os adsorventes séo solidos
com particulas porosas (CARVALHO, 2005).

Segundo Carvalho (2005), a adsor¢do de moléculas pode ser
representada como uma reagdo quimica:

A+B<AB

onde A é 0 adsorvato, B € o adsorvente e A.B é o composto adsorvido.

Os compostos permanecem adsorvidos na superficie do adsorvente pela

acao de diversos tipos de forgas quimicas como:
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- LigagOes de Hidrogénio
- Interagdes Dipolo-Dipolo
- Forgas de London ou Van der Waals

Quando as moléculas de adsorvato presentes na fase fluida atingem a
superficie do adsorvente, a forca residual, resultante do desequilibrio das forgas de Van der
Walls que agem na superficie da fase solida, criam um campo de forgas que atrai e aprisiona a
molécula. O tempo que a molécula de adsorvato ficaligada a superficie do adsorvente depende
diretamente da energia com gque a molécula é segura, ou sgja, € uma relacéo entre as forcas
exercidas pela superficie sobre essas moléculas e as for¢as de campo das outras moléculas
vizinhas (CARVALHO, 2005).

2.4 | somerizacao

Isomerizacdo € a Ultima etapa do processamento do amido, quando se
desgja obter um xarope contendo frutose. A isomerizagdo é um processo continuo no qual se
emprega a enzima glicose isomerase imobilizada para a conversao da glicose em frutose.

A frutose, uma cetohexose, é considerada o agUcar mais doce
encontrado na natureza, estando presente na forma livre em frutas e mel, e polimerizada no
polissacarideo inulina, encontrada na acachofra de Jerusalém, chicdria e dente de lefo (DE
PAULA, 2007)

O uso da frutose na alimentacdo humana, em comparacéo a glicose e
sacarose, resulta em efeito reduzido, podendo ser usada como adogante em dietas de pacientes
com hipoglicemia. Sua ingestdo causa menor variagdo nos niveis de glicose, insuling,
glucagon e hormonios. Pelo seu saber mais doce, podendo adocar 70% mais que a mesma
guantidade de sacarose, a frutose é empregada com vantagem em alimentos com teor cal6rico
reduzido, com reducdo de até 33% (DE PAULA, 2007).

A producdo de xaropes contendo frutose teve inicio nos anos 70,
permitindo aos paises ndo produtores de sacarose a partir da cana-de-aclcar ou beterraba,
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disporem de um adocante comparavel ao aglcar invertido e, proveniente, em Ultima andlise, de

materiais amilaceos.

Xarope de
Glicose !
90-97% /

g
-----------

Xarope de
Frutose ;

o
--------------

Figura 6. Fluxograma do processo de isomerizacéo

2.4.1 Glicose isomer ase

A origem microbiolgica de glicose isomerase exerce influéncia sobre a
atividade enzimética desta. PARK et a.,(1977) obtiveram glicose isomerase a partir de
diferentes microrganismos. Essa enzima apresentou atividades étimas diversas compreendidas
em faixas de temperatura e de pH variando de 40 a 80°C e 5,6 a 9,0. Taka-sweet é glicose
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isomerase produzida por Microbacterium arborescens e catalisa aisomerizagéo de D-glicose a
D-frutose. Apresenta atividade 6timaapH entre 7,2 a7,6 e é inativada a 45°C.

Lloyd e Khaeeluddin, (1977) empregaram glicose-isomerase em
solucdo 2M de glicose e frutose, tamponada com 20 mM de bissulfito de sodio e 5mM de
sulfato de magnésio, a pH 7,3. Obtiveram, para as temperaturas de 30, 45, 60 e 70°C, a0
equilibrio, porcentagens de frutose de 46,5, 48,2, 49,9 e 52,4. Assim, concluiram que o
equilibrio estabeleceu-se acima do limite pratico no qual glicose pode ser convertida em
frutose, consistindo num importante resultado para produtores de xaropes contendo frutose por
isomerizagdo. Segundo esses autores a conversdo de glicose em frutose foi levemente
endotérmica e o calor de reacdo (AH) foi de 1080 cal/mol. D-frutose.

Outro fabricante da enzima glicose-isomerase € a Genencor. Essa
empresa produz a GENSWEET Gl MAX gue é uma enzima imobilizada de glicose isomerase
(CE 5.3.1.5. ketolisomerase D-xilose). A Gensweet apresenta a Unica funcdo de produzir o
xarope de frutose. A enzima é produzida a partir de uma variedade geneticamente modificada
da cepa de Streptomyces rubiginosus que catalisa a isomerizagdo de D-glucose a D-frutose
(GENENCOR, 2011).

Apresenta coloragdo castanha e 0 tamanho das particulas séo
predominantemente de 300 - 1200u, antes de hidratagéo.

A adicdo de metabissulfito de sddio ou didxido de enxofre guda a
minimizar a oxidacdo da enzima (tabela 5). Além disso, a enzima glicose isomerase reage
negativamente a presensa de ions no substrato, a concentracdo de ions calcio deve ser inferior
a2 ppm (GENENCOR, 2011).

A tabela 5 descreve as condicOes ideais para a utilizagdo da enzima.

Tabea 5 — Recomendacdes de utilizacdo da enzima Gensweet GlI Max segundo o fabricante.

Substrato Xarope de glicose 93%
Temperatura 54-60°C

pH 7,5-8.0

Ativadores 36 ppm Mg2+ e 110 ppm SO32-

Fonte: Genencor, 2011
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3. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida nos Laboratérios do Centro de Raizes e
Amidos Tropicais — Cerat — Unesp — Campus de Botucatu/SP. Na primeira etapa foram
realizados os estudos para estabelecer 0 processo de hidrdlise do amido de mandioca com a
finalidade de se obter um xarope com alto teor de glicose. Em seguida, as pesguisas buscaram
estabelecer e otimizar o processo de purificagdo utilizando carvéo ativado e terra diatomécea
como adsorventes. A segunda etapa do trabalho buscou estabel ecer e definir um protocolo para
utilizac@o da enzima isomerase fixada em suporte insollvel visando a conversdo de glicose em
frutose.

3.1Maté&ia-Prima

Para 0 desenvolvimento desta pesquisa utilizou-se fécula de mandioca

fornecida pela Amidos Pasquini — J.A. Pasquini & Cia Ltda/Nova Esperanga-PR.

3.1.1 Caracterizacdo da matéria prima
Foram redlizadas andlises fisico-quimicas nas amostras de fécula

fornecida pelaindustria
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3.1.1.1 Umidade

Os cadinhos de porcelana foram secos em temperatura de 104°C durante
no minimo 1 hora, Apds o tempo percorrido, foram retirados da estufa e deixados em
dessecador para esfriar durante no minimo ¥z hora. Os cadinhos vazios foram pesados e o0 peso
anotado; em cada cadinho pesou-se aproximadamente 3g de amostra e anotou-se 0 peso exato
do conjunto. Os cadinhos foram levados a estufa a 104°C durante 8 horas, retirou-se da estufa
e deixou-se esfriar durante o minimo ¥z hora. Apés o tempo percorrido, pesou-se e anotou-se 0
peso de cada cadinho com amostra seca e, em seguida, os cadinhos retornaram a estufa por
mais 1 hora, retirou-se e foram deixados esfriar em dessecador, pesou-se novamente. A
operacdo foi repetida até obter dois pesos constantes. Calculou-se a porcentagem de umidade
através das equactes 1 e 2. (AOAC, 2007).

Cdlculo: E.ST (Extrato Seco Total)

E.ST = Peso cadinho amostra seca— Peso cadinho vazio * 100 eq(1)
Aliquota
% umidade=100—-E.ST eq(2)
3.1.1.2 Cinzas

Os cadinhos de porcelana limpos e vazios foram calcinados, em mufla
sob temperatura de 500°C durante minimo uma hora. A temperatura foi gjustada para 200°C,
para que os cadinhos pudessem ser retirados da muflar. Os cadinhos foram retirados da mufla
e levados para o0 dessecador, em seguida anotou-se o peso de cada cadinho. Em cada cadinho
pesou-se 3 g de amostra e anotou-se 0 peso exato do conjunto. Os cadinhos foram transferidos
para a mufla gjustada para 100°C em seguida a mufla foi aguecida de 100 em 100°C até atingir
400°C mantendo a porta semi-aberta para a saida dos gases. Apds 0 aquecimento atingir
400°C, a portada muflafoi fechada e atemperatura elevada para 550°C, durante 2 horas. Apds
esse periodo, desligou-se a mufla, deixou-se a porta entreaberta até o resfriamento a 200°C,
Retirou-se os cadinhos da mufla e foram resfriados em dessecador. ApGs o resfriamento 0s
cadinhos foram pesados e seus vaores anotados. Calculou-se a quantidade de cinzas através
da equacdo 3 a seguir (AOAC, 2007).
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% Cinzas = Peso do cadinho + cinzas — peso cadinho vazio *100 eq(3)

Aliquota

3.1.1.3 Proteinas

Amostras entre 0,2 e 0,3 g foram pesadas em bal&o de Kjeldahl ou tubo
digestor de proteinas, anotando a massa exata, adicionou-se 5g de mistura digestora de
proteinas, adicionou-se 4ml de &cido sulfdrico concentrado. Fez-se uma prova em branco,
usando a mesma quantidade de mistura digestora de proteina e &cido sulfurico concentrado,
exceto a amostra. Colocaram-se 0s tubos nas cavidades do bloco digestor e ligou-se, ligou-se
em seguida, a exaustdo de gases da capela e aumentou-se gradativamente a temperatura do
bloco digestor, deixou-se digerir em bloco digestor dentro da capela com o sistema de
exaustéo ligado até que o liquido estivesse limpido (azul claro ou incolor). Desligou-se o
aquecimento do bloco digestor e aguardou-se até parar o desprendimento de gases, desligou-se
0 exaustor de gases. (repetir esta operacéo). O produto da digest&o foi transferido para o tubo
destilador, com auxilio de &gua destilada (materia tem q estar frio), pipetou-se 10 ml da
solugdo receptora para proteinas e transferiu-se para um erlenmeyer de 125 ml, adaptou-se o
erlenmeyer a saida do condensador do aparelho de destilagdo de maneira que sua extremidade
ficou mergulhada na solucéo de acido bérico, transferiu-se para o reservatorio do aparelho de
destilacdo de micro-Kjendha aproximadamente 30 ml de hidréxido de sodio, gustou-se o
nivel de &gua e destilou-se 75 ml e titulou-se aé a viragem da cor verde para a cor rosa,
anotou-se o volume gasto. O clculo de proteina foi calculado através das equaces 4 e 5
(AACC, 2000).

% Nitrogénio = (V —A) * 0,00014 * 100 eq(4)
P
Proteina Bruta = % Nitrogénio * 6,25 eq(5)

onde:
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A =Volume gasto natitulagdo da prova em branco
V = Volume gasto natitulagdo da amostra
P = Peso inicial da amostra.

3.1.1.4 Matériagraxa

Bal6es de fundo chato foram secos em temperatura de 104°C no minimo
por 2 horas, esfriou-se os baldes em dessecador por minimo %2 hora, pesou-se e anotou-se 0S
pesos. Pesou-se aproximadamente 3 g de amostra (anotando a massa exata) em cartucho feito
com papel de filtro comum dobrado (fechou-se a abertura do cartucho com chumaco de
algodao), colocou-se o cartucho dentro de um conjunto extrator de Soxhlet e acoplou-se 0s
bal 6es de tara conhecida, adicionou-se sobre os cartuchos cerca de 200 ml de éer de petrdleo
ou o suficiente para preencher toda a parte superior do siféo e escorrer para o baléo, ligou-se o
aquecedor do extrator e deixou-se em refluxo durante 6 a 8 horas. Retirou-se os baldes do
extrator e levou-se a estufa de secagem com circulac&o de ar a 10°C por 2 horas, para evaporar
todo o éter, retirou-se e esfriou-se em dessecador por no minimo ¥z hora e em seguida pesou-
Se e anotou-se 0s pesos. A quantidade de matéria graxa foi calculada de acordo com a equacéo
(6) abaixo (AOAC, 2007).

% Matéria Graxa = (peso baldo com residuo — peso baldo)* 100 eq(6)
Peso da amostra

3.1.1.5Fibras

Foram pesadas de 2 a 5 g de amostra, anotando a massa exata,
transfeririu-se para o tubo digestor de fibras, acrescentou-se 200 ml de solucéo de H2SO4 a
1,25% medidos em proveta de 250 ml. Levou-se a ebulicdo branda por 30 minutos, retirou-se
do bloco de aguecimento e filtrar em papel filtro qualitativo simples, lavou-se o material que
ficou retido no papel com cerca de 500 ml de agua destilada quente, transferiu-se o materia
retido e lavado para 0 mesmo tubo de digestdo usado anteriormente, com guda de 200 ml de

solucdo de NaOH 1,25%, medidos em uma proveta de 250ml, levou-se a ebuli¢do branda por
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30 minutos, retirou-se do bloco de aguecimento e filtrou-se em papel filtro qualitativo simples
previamente seco em estufa a 105°C por pelo menos uma hora, retirado em dessecador pelo
menos por 2 horas para esfriar e tarado, lavou-se 0 material que ficou retido no papel com
cerca de 500 ml de &gua destilada quente. Dobrou-se 0 papel mais os residuos da amostra
cuidadosamente, colocou-se dentro de uma placa de petri ou vidro rel6gio e levou-se a estufaa
105°C até secagem completa (minimo 8 horas), retirou-se da estufa, colocou-se em dessecador
por minio ¥2 hora, pesou-se 0 papel com o residuo Seco e anotou-se 0 peso, para posterior
calculo (eg. 7) (AOAC, 2007).

% Fibra Bruta= papel com residuo seco (g) — peso do papel * 100 eq(7)

massa amostra

3.1.1.6 pH

Em um Becker de 250 ml foram pesadas 2,5 gramas de amostra,
adicionou-se 100 ml de agua destilada, agitou-se em agitador magnético durante 30 minutos,
deixou-se em repouso por 10 minutos. O liquido sobrenadante foi decantado para um frasco
seco e imediatamente foi determinado o pH inserindo o eéetrodo do pH-metro na amostra e

girando o botdo SBT na posi¢do pH e esperando estabilizar o displa (AOAC, 2007).

3.1.1.7 AcUcarestotais

Pesou-se proximo de 1g de amostra em um erlenmeyer anotando sua
massa exata, preparou-se uma prova em branco em outro erlenmeyer com todos os reagentes
exceto a amostra, adicionou-se 50 ml de &gua destilada, levou-se a banho de aguecimento a
65°C durante 30 minutos com agitacdo constante; apds o tempo determinado, retiraou-se do
banho e resfriou-se até temperatura ambiente, transferiu-se quantitativamente para um baldo
volumétrico de 100 ml, completaou-se o volume com &gua destilada e homogeneizou-se.
Filtrou-se em papel de filtro simples, recebendo o filtrado em Becker, determinou-se o teor de
acucares redutores expressos como % de glicose, segundo 0 méodo de Somogy e Nelson da

seguinte maneira: Pipetou-se 1 ml da solucdo da amostra diluida e transferiu-se para um tubo
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de ensaio, acrescentou-se 1ml do reativo de Somogy, tampou-se com bolinhas de vidro e
levou-se a0 banho Maria com é&gua em ebulicdo por 10 minutos, em seguida retirou-se do
banho e esfriou-se ate atingir a temperatura ambiente, acrescentou-se 1 ml do reativo de
Nelson e 7 ml de &gua destilada; homogeneizou-se em agitador de tubos Vortex, fazei-se a
leitura da absorbancia no espectrofotdmetro a 535 nm, zerando com 1ml de &gua destilada. O
teor de agUcares totais foi determinado (eg. 8) pelo método de Somogy, adaptado por Nelson
(1944).

% AcUcares Totais= A*K*100 eq(8)
ug

onde:

A = absorbancia 535 nm.;
K = Constante curva padréo de glicose
ug = massa da amostra, em microgramas presente na aliquota da reacéo.

3.1.1.8 Amido - M éodo enziméatico

Pesou-se 200 mg de amostra peneirada em um erlenmeyer anotando sua
massa exata, preparou-se uma prova em branco em outro erlenmeyer com todos os reagentes
exceto a amostra, acrescentou-se 42 mL de agua destilada e 1 mL de solugdo comercia de
alfaamilase (Termamyl 120L) a 50% (v/v). ApOs estes procedimentos os erlenmeyers foram
levados para 0 banho-maria, com agitacdo suave a 90°C, durante 15 a 20 minutos. Nas
amostras dextrinizadas, acrescentou-se 2,5 mL de solucdo tampéo acetato 4M, depH 4,8 e 5
mL de solucéo recém preparada e filtrada de Amiloglucosidase. Levou-se os erlenmeyers com
as amostras mais a prova em branco ao banho-maria com agitacdo continua a 55°C por 120
minutos. Retirou-se a amostra hidrolisada e resfriada até a temperatura ambiente transferindo-a
para um bal&o volumétrico de 250 mL, neutralizou-se com solucdo de NaOH a 2N, até pH
entre 7 e 9 e completar 0 volume com &gua destilada. Transferiiu-se 5 mL desta diluicéo para

um baldo volumétrico de 100 mL, completou-se 0 volume com &gua destilada, filtrou-se a
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solucdo em papel simples e dosou-se no material filtrado o teor de acUcares redutores pelo
método de Somogy, adaptado por Nelson (1944), sendo feita a conversdo para amido pela
multiplicacdo da porcentagem de acUcar obtida pelo fator 0,9.

% amido= (% A.R.T.)) * 0,9. Eq (9)

3.1.1.9 Teor de Amilose

O teor de amilose foi quantificado utilizando-se a metodologia 1SO-
6647 (1987). As amostras de amido foram colocadas em frasco erlenmeyer e diluidas em 1 mi
de etanol a 95% e 9 ml de NaOH 1M; a seguir os frascos foram para banho-maria por 10
minutos, resfriados e transferidos para baldo volumétrico de 100 ml completando com égua
destilada; aliquotas de 18 ml foram colocadas em tubos de ensaio que continha 2 ml de NaOH
0,09 N e agitados; aliquotas de 5 ml foram colocadas em bal&o volumétrico de 100 ml que
continha 50 ml de agua e 1 ml de acido acético 1M e agitado; nestes bal 6es foram adicionados
2 ml de solucdo de iodo a 0,0157 N e completado com agua. Os frascos foram estocados por
20 minutos em loca escuro e foram redizadas leituras em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 620 nm. A leitura da absorbancia das amostras foram valoradas em

curva padréo com os resultados expressos em porcentagem de amilose.
3.2 Enzimas
As enzimas amiloliticas a-amilase e amiluglucosidase, Liquozyme
Supra 2.2x e Saczyme, respectivamente, ambas produzidas pela indistria Novozyme, foram
utilizadas para hidrolise do amido e a enzima gilicose isomerase imobilizada, Gensweet 1GI
Max, provida pela Genencor, foi utilizada no processo de obtencdo do xarope de frutose.

3.3 Producéo do hidrolisado

Foram utilizados 30 litros de uma solucdo contendo amido em

suspensdo aquosa a 25% (p/p). A suspensdo foi tratada com enzimas amiloliticas visando a
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hidrélise dos granulos de amido para obtencdo de uma solucdo com ata concentracdo de
glicose como descreve os itens 3.3.1 e 3.3.2. A hidrdlise foi realizada em reator de ago inox
com capacidade total para 72 litros, equipado com sistema de agitacdo, controle de
temperatura e aguecimento realizado pela jagqueta a vapor com pressdo de 6 kg/cm2 (Figura 7).
O sistema de producéo de vapor consistia de uma caldeira aguecida a gas e capacidade de 150
kg/vapor de &guaa 10 kg/cm?.

Figura 7. Foto do reator utilizado para o processo de hidrdlise.



3.3.1 Etapa de hidrdlise e dextrinizacao

Para a hidrdlise dos amidos foi utilizado a enzima a-amilase Liquozyme
Supra 2.2X, encontrada na forma liquida, com densidade de 1,269 mL™ e atividade
padronizada de 300 KNU g™ de enzima. Onde KNU Unidade Kilo Novo de afa-amilase é a
guantidade de enzima que decomple 5,26g de amido por hora, pelo método padréo da
Novozymes, seguindo as condic¢des recomendadas pel o fabricante (NOVOZY ME, 2008).

Esta enzima é uma endoamilase que hidrolisa ligagbes o(1-4) em
amilose e amilopectina em oligossacarideos e maltodextrinas. Para a hidrélise, a temperatura
foi de 80-90°C e o tempo de reacéo foi de 2 horas com o pH gustado entre 5,5 a 7,0. Foram

acrescidos 5 ppm de CaCl, como estabilizador enzimatico.
3.3.2 Etapa da sacarificacdo

Para a sacarificacdo das dextrinas origindria da 1°etapa, foi utilizada a
enzima Saczyme. A Saczyme é composta pela enzima amiloglucosidase, encontra-se no estado
liquido, com densidade de 1,15g mL™ e atividade padronizada de 750AGUg™ de enzima. E
uma exoamilase que catalisa a quebra das ligacbes glicosidicas o-1,4 a partir de uma
extremidade n&o redutora da molécula de amido.

Para a sacarificagdo, a temperatura utilizada foi de 30 - 45°C, o tempo
de reacdo foi de aproximadamente 20 horas e 0 pH foi gjustado para 3,5-5,0 com HCl a 50%.
A gquantidade de enzima utilizada foi 750AGU/g.

Apbs a sacarificacdo, o xarope de glicose passou pelo processo de

filtracdo a vacuo em filtro avacuo de aco inoxidavel.
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Figura 8. Filtro avacuo.

O processo de hidrdlise pode ser observado no diagrama da figura 9

onde as diferentes etapas indicam a sequencia de adi¢do de enzimas.



30 litros de Suspenséo de amido a 25% (p/p)

Temperatura
80-90°C

pH 55-7,0
2 horas

Temperatura
30-45°C

pH 3,5-5,0
20 horas

v

LIQUEFACAO
Enzima a-amilase - Ligquozyme Supra
2.2X
300 KNU g deenzima

v

SACARIFICACAO
Enzima amiloglucosidase — Saczyme
750AGU/g

v

XAROPE DE GLICOSE

Figura 9 — Fluxograma hidrélise do amido

3.3.3 Andlisesdo hidrolisado

3.3.3.1 Teor deGlicose (GOD)

5 ppm
CaCl 2
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Apbs a obtencéo do hidrolisado foram realizadas as andises do materia
obtido, como teor de glicose, dextrose equivalente e rendimento da hidrdlise.
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A concentracdo de glicose foi determinada pelo método enzimético,
pela acdo da glicose oxidase. As amostras foram diluidas a concentragcdo de 10%. Pipetou-se
20 puL da amostra em tubo de ensaio e acrescentou 20 uL do reativo de trabalho e 2 mL de
dgua destilada. Os tubos de ensaio foram colocados em banho & 37°C por 10 minutos. Em
seguida, foram feitas leituras em espectrofotdmetro a 505 nm e o teor de glicose foi

determinado pela equagéo:

Glicose = Abs. x F x dilui¢do (mg/dL)
onde, Abs = |eitura da absorbancia a 505nm;
F = Fator de correcdo (100/padréo) mg/dL

3.3.3.2 Dextrose Equivalente

Para definir os valores de amido que se transformaria em glicose, foi
assumida a seguinte conversio:

Quando se hidrolisa uma ligacéo glicosidica, ocorre a incorporacdo do
grupo hidroxilico e do caion hidrogénio. Estequiometricamente, cada mol de glicose

produzidaincorporaum mol de &gua.

- Considerando que:
1mol de glicose = 1mol de H,O + massa de amido, entéo:
180,169 de glicose = 189 de agua + 162,16g de amido ou

100g de amido teoricamente produz 111,1g de glicose.

Segundo Lloyd e Nelson (1984), um hidrolisado com ato teor de
glicose apresenta concentracéo de glicose de 94% em peso e dextrose equivalente de 96,28%,

pode-se entdo cal cular a concentracdo maxima de conversdo a partir do amido.

3.3.3.3 Rendimento da hidrdlise
O rendimento do processo de hidrdlise foi definido como a porcentagem

de amido que foi removido da mandioca e transformado em glicose. Considerando a utilizacgo
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de um fator de conversdo de 100%, assumir-se-a que “100,0 g de amido produzem 110,0 g de

glicose”. A equacdo (10) ficara definida como:

Rendimento = concentracéo de glicose produzida x 100 €q(10)

concentracdo de glicose tedrica

3.4 Purificagdo do hidrolisado

O procedimento visou remover substancias contaminantes que
provocam a depreciacdo no produto, como também a acdo catalitica da enzima glicose
isomerase.

Para o experimento de purificacdo do hidrolisado foi utilizado terra
diatomacea da marca Ciemail, do tipo CA / 500.e o carvéo ativado da marca Carbomafra, do
tipo 119/ 8x30.

Foram avaliadas trés concentracbes de terra diatomécea e carvéo
ativado como materia para purificacdo do hidrolisado de amido de mandioca. As massas
utilizadas foram 5, 10 e 25 g de cada material, sendo que a quantidade de hidrolisado foi de
500 ml. As adiquotas de hidrolisado foram adicionadas a erlenmeyer de 1000 ml de capacidade
e adicionados carvao ativado e terra diatomacea, totalizando trés erlenmeyers. Outra variavel
independente foi a temperatura em que os ensaios foram realizados, sendo avaliadas as
temperaturas de 30, 40, 50 e 60°C. Cada batelada de ensaio foi composta de trés erlenmeyer
com 500 ml de hidrolisado em cada, e com as variagGes de 5, 10 e 25 g, mantidas as quatro
temperaturas indicadas.

De cada erlenmeyer, em cada tratamento, foram retiradas 50 ml de
amostras nos tempos de: 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180 e 240 minutos decorridos em cada
temperatura avaliada. As amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 5 minutos, depois
foram filtradas em papel filtro quditativo para as andlises de cor em espectrofotdmetro da
marca Micronal model0.B442. Como a centrifugacéo ndo foi capaz de remover todo o carvéo
dos substratos, foi necessaria uma operacdo final de polimento, realizada com filtracdo em
papel filtro especializado, com micro filtro de fibra de vidro, da marca Scheleicher e Schuell,
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modelo GF50 - A, com didmetro de 15+/- 0,15 , buscando separar 0 méximo possivel de
carvéo do meio.

A leitura da cor para cada amostra retirada em cada tempo decorrido foi
avaliada em espectrofotdmetro a 720 nm. O aparelho foi rezado a cada leitura de uma nova
amostra, utilizando agua destilada. A absorbancia de cada leitura foi adicionada a formula
abaixo:

Cor = (leiturada absorbanciainicial —leituradaabsorbanciafinal) X 100

Leiturada absorbanciainicia

Os resultados foram avaliados pelas andlises estatisticas descritas no
item 3.6.
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500 mL de hidrolisado
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20 mL de amostra foram retiradas em cada tempo:
0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240 minutos

Centrifugacéo
5000rpm/5 minutos

Filtracao em papel qualitativo

L eitura de cor em espectrofotdmetro
720nm

Figura 10. Fluxograma do processo de purificacdo do hidrolisado para as temperaturas de
30°C, 40C°, 50°C e 60°C.
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3.5 Isomerizacéo

Na segunda etapa do trabalho foram realizados os ensaios para
estabelecer os melhores parametros para a realizag&o do processo de isomerizagdo, buscando a
conversao de parte da glicose a frutose, utilizando a enzimaisomerase.

O processo selecionado para os estudos foi em sistema continuo onde o
xarope de glicose previamente purificado foi continuamente bombeado para um reator
enzimatico de leito empacotado em coluna de vidro com diametro de 10mm e dtura de
trabalho de 300 mm. Foram pesadas amostras de 10 g de enzima isomerase imobilizada em
suporte inerte denominada Genswet 1GI Max (CE 5.3.1.5. ketolisomerase D-xilose) que foi
colocada na coluna produzindo uma atura de 150 mm. A coluna de vidro possuia uma parede
de contato denominada jaqueta por onde circulava agua aquecida a 60°C fornecida por um
banho termostatizado de circulagcdo modelo 12101-15, marca Cole Marmer — Polystat.
Variando a velocidade de bombeamento modificava-se o tempo de residéncia e de contato do
xarope de glicose com a enzima imobilizada o que permitiu a realizacdo de ensaio para
determinagcdo dos parametros operacionais otimizados. A bomba peristdltica utilizada foi a
Masterflex modelo 7518-12 (figura 11).
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¢

Figura 11. Esquema do processo de isomerizagdo. 1 = reservatorio de xarope de glicose; 2 =
bomba peristaltica; 3 = Coluna de vidro com a enzima glicose isomerase; 4 = coletor; 5 =
banho com recirculagcdo a 60°C.
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Através da figura 12 pode-se observar como foi montada a coluna para
0 processo de isomerizaco.

Figura 12. Foto da coluna utilizada no processo de isomerizacdo

Foi escolhida uma altura do leito de permeacéo do xarope de glicose em
10 mL preenchidos com a enzima isomerase imobilizada. Esta atura corresponderia a um
volume de 40 mL de enzima denominada “bed volum” que permitiu calcular o tempo de
residéncia do xarope. O célculo do “bed volum” foi obtido multiplicando a quantidade de
enzima por suadensidade (10g x 0,4).

TR (tempo de residéncia) = Volume de hidrolisado = minutos eq(11)
Velocidade de vazéo

A Tabela 6 expde o procedimento utilizado para se obter os tempos de
residéncias avaliados.
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Tabela 6 — Calculo do tempo de residéncia

T_erppq de Volume da 4 Tefnpps de Tempo total em
residénciaem ~ Residéncias em )
) colunalvazao ) minutos
minutos minutos
TR20 40/8,0 5,00 20,00
TR30 40/5,5 7,30 29,20
TR50 40/3,0 13,30 53,20
TR60 40/2,6 15,38 61,52
TRS80 40/2,0 20,00 80,00
TR100 40/1,6 25,00 100,00

Antes de enchimento da coluna, a enzima imobilizada foi condicionada
através de um processo de hidratacao:

Foram pesados 10g de enzima juntamente com os ativadores Mg2+ (36
ppm) e SO32 (110 ppm), o pH foi gustado para 7,8 com HCI e transferidos para um béquer de
500 mL contendo 80 mL de xarope de glicose purificado e mantido sob agitagdo com agitador
de pas da marca Marconi — Banho Metabdlico Dubnoff / MA-095. O béquer foi mantido em
banho a temperatura de 60°C pelo tempo de 4 horas. Em seguida a enzima foi transferida para
a coluna. O xarope de glicose utilizado no processo de hidratacdo foi descartado para

inicializar o processo de isomerizagdo com um novo xarope de glicose.
3.5.1 Célculo do xarope de frutose obtido
A gquantidade de frutose obtida apds 0 processo de isomerizacdo foi
realizada pela diferenca entre os resultados de glicose — oxidase inicial e fina ( GOD, —
GODg). A metodologia da andlise de glicose-oxidase foi descritano item 3.3.3.1.
3.6 Andlise estatistica

3.6.1 Processo de purificacdo do hidrolisado

Determinacdo de um parametro para representar a tendéncia maxima de
Z (onde Z = % de cor), como mostraa Figura 12.
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Z= ((leitura da absorbancia inicial - leitura da absorbancia fina) / leitura da absorbancia
inicial) x 100 eq (12)

O método da regressdo segmentada (Portz € al, 2000) foi utilizado para
determinagdo da reta horizontal de quadrados minimos gjustada aos dados superiores (z %). A
estimativa do parémetro (I) foi determinada para cada repeticdo de cada tratamento em
combinagdo dos fatores temperatura e concentracéo, utilizando-se 10 pontos no tempo. Foram
realizadas as andlises 1 e 2.

Andlise 1. Estabelecimento de uma superficie de resposta para verificar
ainfluéncia das varidveis temperatura e concentracdo nas estimativas do parametro horizontal
(1) das medidas z . Foi utilizado o "proc rsreg" do SAS. O objetivo foi verificar qual a
combinacdo datemperatura versos concentracdo que levaavalores de z maximo.

Andlise 2: Andlise de variancia e teste Tukey para comparagcdo de
meédias das estimativas do parametro () conforme os tratamentos. Valores de z. Foi utilizado o
"proc gim" do SAS. O objetivo foi verificar qua a combinacdo da temperatura versos a
concentragdo menor possivel. Embora as superficies de resposta mostrem os valores extremos
(z maximo) pode haver combinagdes com outros valores que ndo difiram significativamente

dos extremos.

3.6.2 Processo de isomerizacéao

Para identificar os melhores parametros operacionais visando a
obtencdo de xarope de glicose rico em frutose, foram realizados ensaios com 6 diferentes
tempos de residéncia no reator com 3 diferentes concentragdes massicas de xarope de glicose,
num total de 18 ensaios mantendo fixa a temperatura na coluna em 60°C. Foram avaliados os
tempos de residéncia (TR) variando-os de 20, 30, 50, 60, 80 €100 minutos e as concentragcoes

maxima de xarope de glicose de 18%, 24% e 30%.
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Tabela 7 — Variaveis independentes e dependentes utilizadas no plang/amento experimental.

Variave's | ndependentes Variaveis dependentes

Concentracdo de xarope de glicose purificado Concentragdo de frutose
Tempo de residéncia do reator de coluna

Tabela 8 — Nivels de varidveis no plangamento experimental de isomerizagdo

A
Variave Simbolo Unidade Niveis
independente
-1 0 +1
conc. xarope
glicose C % 18 24 30
purificado
Tempo de
residéncia TR Minutos 20 30 50
no reator
Tempo de
residéncia TR Minutos 60 80 100
no reator

A determinacdo dos parametros operacionais para obtencéo de frutose
foi definida mediante model o estatistico, que simulou 0 processo de isomerizagdo em coluna,
utilizando um delineamento central composto rotacional (DCCR) 18, mais 3 ensaios axiais e 6
repeticdbes no ponto central, totalizando 18 ensaios. Os valores utilizados nos ensaios do
plang amento estdo apresentados na Tabela 9. Os pontos centrais (0) servem para estimar o
erro experimental e determinar a precisdo da equacdo polinomial. Os pontos axiais (+a) sdo
utilizados para a ampliagdo do modelo linear, tornando-o um modelo quadrético (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003).



57

Tabela 9 — Plangamento experimental completo com pontos centrais e axiais

Variaveis codificadas

Variaveisreais

. Concentragdo Tempo
Ensaios X1 X2 Xarope Residéncia
1 -1 -1 18 20
2 -1 0 18 30
3 -1 1 18 50
4 -1 -1 18 60
5 -1 0 18 80
6 -1 1 18 100
7 0 -1 24 20
8 0 0 24 30
9 0 1 24 50
10 0 -1 24 60
11 0 0 24 80
12 0 1 24 100
13 1 -1 30 20
14 1 0 30 30
15 1 1 30 50
16 1 -1 30 60
17 1 0 30 80
18 1 1 30 100

Através do presente estudo foi possivel obter modelos estatisticos

capazes de predizer o comportamento das varidveis dependentes (respostas) em funcéo das

variavei s independentes.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo da matéria-prima

As andlises de caracterizagdo do amido utilizado estédo expostas na

Tabela 10.
Tabela 10 — Caracterizacao fisico-quimica da fécula de mandioca
Amido
Andlises (%) em
estudo
Umidade 13.84
Amido 97,15
Amilose 18,74
Matéria graxa 0,17
Proteina 0,15
Fibras % 0,35
AcUcares solUveistotais 0,9
Cinzas 0,11
Acidez 1,30
pH 5,90

Legenda: -*- sem informagéo

De acordo com a Tabela 10, observa-se que 0s teores encontrados na

fécula de mandioca podem ser comparados com resultados obtidos por Coutinho (2007) que
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obteve umidade de 9,61%, matéria graxa de 0,13%, proteina de 0,16%, amido de 96,44 %,
amilose de 18,61%, fibras de 0,14%, acucares solUveis totais de 0,11%, cinzas de 0,09% e pH
de 5,91. Como se pode observar, a composi¢do do amido de mandioca é excelente matéria-
prima para hidrdlise e consequente aproveitamento naindustria de alimentos.

Segundo a ABAM (Associacéo Brasileira dos produtores de Amido de
Mandioca), e a Instrucdo Normativa n® 23 de 14 de dezembro de 2005, o amido pode ter o
maximo de 14% de umidade, pH de 4,56,5, e cinzas de 0,12%. O valor de umidade
encontrado no amido em estudo (13,84%) € justificado pela embalagem de 50 Kg em que o
amido foi armazenado. O manuseio da embalagem pode ter provocado o aumento da umidade.
O vaor do pH encontrado no amido em estudo, de 5,9, esteve de acordo com o padréo da
ABAM, assim como o valor de pH 5,91 encontrado por Coutinho (2007).

Os valores de cinza (0,11%) estdo equiva entes aos valores encontrados
pela ABAM e por Coutinho (2007), 0,12% e 0,09%, respectivamente.

O teor de amilose no amido é conhecido por afetar suas propriedades
funcionais como a gelatinizagéo, retrogradacdo, empastamento, inchamento e susceptibilidade
enzimatica e seu teor é diferente em determinada época de colheita da planta. O teor de

amilose encontrado foi de 17,36, muito proximo ao valore encontrado por Coutinho (2007).

4.2 Hidrolise
Os resultados obtidos nas seis repeticdes de hidrdlises, em média, estdo
descritos na Tabela 11. As hidrdlises de amido foram desenvolvidas com 25% de matéria seca,
gue indica a concentracéo de 24,93% de amido.

Tabda 11 — Valores médios das andlises do hidrolisado

(%) Hidrolisado
Glicose Oxidase (GOD) 24,93
Rendimento 89,39

Considerando o valor tedrico da glicose de 27,77% (onde 100g de
amido teoricamente produz 111,1g de glicose), foram calculados os valores de rendimento do

processo de conversdo do amido para glicose.
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Através dos resultados obtidos no processo de hidrélise pode-se
constatar que a concentracdo de glicose estd coerente com concentragdes tedricas obtidas
através de calculos de rendimento tedrico de glicose a partir da quantidade de amido analisada.
Lembrando que o fracionamento do amido em cadeias menores € acompanhado pela adicéo de
uma molécula de dgua em cada ligagdo rompida, o que acarreta aumento do peso de amido
fracionado e, consequentemente, um aumento do rendimento, mais 2,1g de aglicares presentes
na mandioca, 0 que representa um rendimento tedrico de 27,7% agUcares disponiveis para
isomerizagdo. Portanto, com o resultado médio obtido de 24,93%, o rendimento alcangou o
valor de 89,39%, 0 que caracteriza um bom processo de sacarificagéo.

A formacdo de dextrinas se da a partir da quebra das ligagdes a-1,4 da
molécula de amido, aleatoriamente, pelas enzimas denominadas a-amilases. Essas enzimas
atuam ao acaso ao longo das cadeias de amilose e amilopectina hidrolisando as ligagdes a-1,4
e liberando malto-oligossacarideos (dextrinas). Os principais produtos de hidrélise do amido
pela acdo das a-amilases sdo maltotriose, maltotetraose, maltopentaose, maltose e glicose.
Apés a atuacdo da o-amilase, 0 meio de reacdo demonstrou-se menos viscoso devido ao
rompimento dessas estruturas que compdem o amido.

Segundo Parker, Salas e Nwosu (2010), a concentracdo limite para
producdo de xarope de frutose estd em torno de 40 a 50% de matéria seca, sendo que, a
eficiéncia da hidrolise diminui com o aumento da matéria seca. Com isso, utilizou-se a
concentracao de 25% e, posteriormente, 0 xarope de glicose obtido passou pelo processo de
concentragcdo por vaporizacdo. Roman (2008) descreve o0 processo de obtencdo de xarope de
frutose partindo de uma concentracdo de 25%, concentrando o xarope a 40-50% para obter o
minimo de 42% de conversdo. O autor descreve que o xarope ideal € o de 55% de frutose,
onde o poder edulcorante € igua ao da sacarose. Esse valor é obtido por separacdo dos

acUcares em cromatografia.

4.3 Purificacéo do hidrolisado
A Tabela 12 mostra os resultados obtidos através do experimento de
purificacdo do hidrolisado de amido de mandioca, utilizando carvéo ativo e terra diatomécea
como adsorventes.
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Foi averiguada qual a combinacéo de temperatura e concentragdo de
substrato que levava a valores de z maximo, maior porcentagem de cor . Com isso, foram
obtidos os resultados para temperatura = 60,61 e concentracdo = 18,69, obteve-se z maximo =
96,5874.

Tabela 12. Valores médios das estimativas do pardmetro (I) conforme a combinacéo
temperatura X concentragéo.

Médias z
Temp\Conc conc 5 conc 10 conc 25
30 73,4137 bB 76,8497 bAB 80,0294 bA
40 76,5590 bB 86,2057 aA 88,8403 aA
50 90,3334 aA 93,0465 aA 92,2189 aA
60 89,0869 aA 91,8048 aA 95,9561 aA

L etras minusculas comparam medias de temperatura e maiUiscul as, de concentracao.
CV=384%

Os resultados das andlises mostraram que para z, as melhores
combinagdes foram temperatura de 50°C e concentracdo de 5g, ou temperatura de 40°C e
concentracdo de 10g. Através dos resultados obtidos foram realizadas as analises descritas nas
tabelas 13 e 14.

Tabela — 13. Andise de varidncia da regressdo linear para o tratamento 1 do ensaio de

purificagdo do hidrolisado.

GL 30 QM F Valor Pr>F
Regressdo 1 6000,14 6000,14 332,23 <0,0001
Linear
Residuo 25 451,49 18,05
Total 26 6451.64

Onde: GL = grau de liberdade; SQ = soma dos quadrados; QM = quadrado médio.

De acordo com a Tabela 13 observa-se que 0 model o de regresséo linear

2
adotado foi significativo. O coeficiente de correlacdo (R ) foi de 0,93.
Tratamento 1l y = 37,76 + 0.25298520 x
Ondeoy = Vaoresde z (%)

x=tempo (minutos)
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Tabela—14. Andlise de variancia para o tratamento 2 do ensaio de purificagdo do hidrolisado.

GL SQ QM F Valor Pr >F
Regressdo 1 7005.31 700531 703.88 0,0001
Linear
Residuo 25 248.81 0.95
Total 26 7254.12

Onde: GL = grau de liberdade; SQ = soma dos quadrados; QM = quadrado médio.
Cosficiente de Correlacgio R* = 0,96

Equacdo de regresséo
Tratamento 2 —y = 43,87 + 0,2733 X

Pesguisas envolvendo a avaliacdo de métodos aternativos como o
processo de adsorcdo de cor em diversos tipos de adsorventes vém sendo desenvolvidas. O
carvao ativado é comumente usado como adsorvente devido a alta eficiéncia e o baixo custo.

Maldonado (2006) utilizou a técnica de clarificagdo escolhida por
Treichel (2004), que consistiu em misturar o substrato, dgua de maceracéo de milho, a ser
clarificado com carvéo ativo. O autor avaiou a mistura com 8,0% de carvéo ativo e a amostra
foi submetida a tratamento a 65°C e 150 rpm por 1 hora. Em seguida, a mistura foi submetida
afiltragdo o vécuo.

A maioria das pesquisas realizadas com carvao ativo e terra diatomacea
sdo feitas para avaliar a remoc&o de cor de efluentes industrias téxtil visando a necessidade de
preservar os recursos naturais. Os resultados para esse tipo de andlise sempre séo satisfatorio,
comprovando as pesguisas. Os adsorventes avaliados neste experimento obtiveram sucesso na
remocdo de cor do xarope de glicose. Os resultados obtidos mostraram alta capacidade de

adsorcdo de materiais compl exos colorantes, como ocorre em xaropes de agucar.

4.4 Resultados do processo deisomerizagdo

Foram realizados ensaios para identificar os melhores parémetros
operacionais visando a obtencdo de xarope de glicose rico em frutose.



63

Os resultados obtidos nos ensai os estéo apresentados na Tabela 15.

Tabea 15 — Resultados dos ensaios da concentracdo de glicose expressos em porcentagem,

ap0s tratamentos em reator enzimatico de conversdo a frutose.

Concentracéo Tempo de Residéncia(minuto)
deglicose
(%) 20 30 50 60 80 100
18 15,8 12,7 12,5 13,0 9,3 13,8
24 18,9 17,2 15,5 16,3 12,9 18,0
30 21,9 21,0 18,1 22,9 16,6 21,0

Os resultados das concentragdes de glicose evidenciados na Tabela 15
demonstram que quanto maior o tempo de residéncia avaliado neste experimento, menor a
porcentagem de glicose, indicando que a acdo enzimética necessita de maior tempo de contato
com aglicose.

Dentre as concentragdes de glicose inicial, a concentragdo de 30%
destacou-se pela maior porcentagem de reducéo de glicose no tempo de residéncia 50, reduziu
de 29% para 18,1%. Contudo, os resultados obtidos, ndo foram suficientes para avaiar o
desempenho da enzima glicose isomerase.

Roman (2008) descreve que a melhor concentracdo para aisomerizacéo
esta entre 40-50% de matéria seca, porém, nessa concentracéo, a maior densidade do xarope
provavelmente interfere no desempenho da isomerizag&o, pois ha um acumulo de dextrinas
remanescente na coluna de isomerizagdo, dificultando o0 acesso do xarope de glicose a enzima
glicose - isomerase.

A concentragdo de 18% de glicose inicial ndo obteve boas taxas de
reducdo de glicose. Provavelmente a baixa concentracdo de glicose néo estimula a atividade da
enzima glicose isomerase, gerando baixa conversdo de glicose parafrutose. A concentracéo de
24% de glicose inicial mostrou-se semelhante a concentracdo de 30%, onde obteve maior
destague em relacdo as trés concentragdes em estudo.

Salcedo, Pontes e Pgjaro (2009) obtiveram 45,33 gramas de frutose por
litro de xarope de frutose obtido pelo processo de isomerizacdo enzimatica quando utilizou
10% de amido inicial e em um tempo de residéncia de 20 minutos. A porcentagem de
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conversdo encontrada pelo autor foi cerca de 40%, a menor obtida durando o estudo que

avaliou concentragdes de 10, 20, 30, 40 e 50% de amido inicia.

Tabela 16 — Resultados das andlises de porcentagens de conversdo, utilizando a enzima
glicose isomerase e obtidos pelo calculo de diferenca entre a andlise de glicose oxidase inicia
efinal.

Tempo deresidéncia(minutos)

Concentracéo
de glicose como 20 30 50
100% Glicose Frutose  Glicose  Frutose  Glicose Frutose
18 92,9 71 74,7 25,3 735 26,5
24 75,9 24,0 69,1 30,9 62,2 37,7
30 75,2 24,7 72,2 27,8 62,2 37,8

A atividade enzimatica da enzima glicose - isomerase foi determinada
através da quantificacdo da glicose convertida durante a reacéo enzimética.

Foram adotados os resultados das andlises de glicose oxidase (GOD)
das concentracfes dos xaropes (18, 24 e 30), como 100% de conversdo, em seguida foram
realizados os célculos para obtencdo de frutose pela diferenca. Estes dados estéo dispostos na
Figura 15.

Segundo Parker, Salas e Nwosu (2010), o ideal para a indlstria é a
obtencdo de 44% de frutose e esse valor ndo foi alcancado em nenhum tempo de residéncia
avaliado.

No tempo de residéncia de 30 minutos, as trés concentragdes de glicose
apresentaram comportamentos semelhantes. Apresentaram baixos vaores de conversdo de
glicose a frutose. Com isso, pode-se observar que houve a necessidade de estudar maiores
tempos de residéncias. O tempo de residéncia de 50 minutos néo foi suficiente para avaliar as
trés concentractes de glicose em relagdo a atividade enziméti ca da enzima glicose isomerase.

Comerciamente as industrias estabeleceram trés categorias de xarope
de frutose para ofertar as industrias de alimentos. Sdo HFCS 42%, HFCS 90% e HFCS-55%
(PARKER, SALAS E NWOSU, 2010)

Em nenhum ensaio realisado nos tempos de residéncia 20, 30 e 50

minutos foram encontrados valores semelhantes aos estabelecidos pelas industrias de
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alimentos, porém nota-se que os valores que mais se aproximaram das trés categorias de
xarope de frutose, foram realizados com os maiores tempos de residéncias.
Na Tabela 17, encontram-se os resultados das porcentagens de

conversdo de glicose afrutose.

Tabela 17 — Resultados das andlises de porcentagens de conversdo, utilizando a enzima
glicose isomerase.

Tempo deresidéncia (minutos)

Concentracdo de

glicose como 60 80 100
100% Glicose Frutose Glicose Frutose Glicose Frutose
18 76,47 23,53 54,70 45,30 55,42 44,57
24 65,46 34,53 51,80 48,20 72,28 27,71
30 78,96 21,04 57,24 42,75 72,41 27,58

No tempo de residéncia 80 e a 30% de glicose inicial, o vaor de frutose
obtido, 42,9% e 57% de glicose, aproximaram-se do xarope de frutose comercial que é
conhecido por HFCS-42 (42% frutose e glicose 58%). Esta € a categoria apresenta ligeira
dougura e ndo mascaca o sabor natura dos alimentos, sendo utilizada em frutas em conserva,
molhos, sopas, produtos de panificacdo e também pela industria de laticinios (PARKER,
SALAS E NWOSU, 2010).

Diaz, Mérquez e Salcedo (2007) estudaram a producéo do xarope de
frutose obtido através do processo de hidrélise de amido de inhame em cinco concentragoes,
10, 20, 30, 40 e 50 % (p/v), e posterior conversdo de glicose para frutose utilizando a enzima
glicose-isomerase. Os melhores resultados foram para as concentragdes de 20 e 30% de amido
p/v, corroborando aos resultados demonstrados na Tabela 18. A porcentagem de conversao
encontrada pelos autores foi de 64,04% e 74,93% para 20 e 30% de amido inicial,
respectivamente.

As conversdes obtidas para as variedades de mandioca estudadas por
Salcedo, Pontes e Pgjaro (2009) no ensaio de 50% de amido inicial mostram valores acima de
46% de conversdo, estas porcentagens sdo maiores que as obtidos por Blanco (2002) que

obteve uma porcentagem de conversao de 46,5% em 12h de reacéo e a 45,5% a 48horas.
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Figura 13 — Gréfico dos comportamentos da concentracdo de glicose em relacdo ao tempo de
residéncia

Através do Gréfico 13 observa-se que a melhor producéo de frutose foi
obtida quando utilizado o tempo de residéncia de 80 minutos na concentracdo de 24% de
glicose inicial. Os vaore de frutose obtidos nos tempos de residéncia 60 e 100 minutos foram
menores que o vaor obtido no TR 80, proporciona mente.

As trés concentragbes de glicose inicia desenvolveram 0s mesmo
comportamentos em relacdo aos tempos de residéncias.

No tempo de residéncia de 60 minutos, a concentragéo de 24% mostrou
amaior reducéo de glicose, ja nos tempos de residéncia 80 e 100 minutos, a concentracéo de
30% foi a que mostrou maior reducdo, sendo assim, maior conversdo de glicose a frutose.

Segundo Salcedo, Pontes e Pgjaro (2009), a concentracdo de 30% de amido p/v € a mais
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indicada para a obtencéo de frutose por isomerizagdo. Contudo, Uribe et. a.,(2008) obteve
41,3% de conversdo utilizando 20% de amido de plétano (Musa paradisiacal) p/v.

Salcedo, Pontes e Pgjaro (2009) desenvolveram um estudo para avaliar
a melhor concentracdo de amido inicia para a producéo do xarope de frutose de amido de
mandioca, através da conversdo pela enzima glicose isomerase. As concentragdes estudadas
foram de 10, 20, 30, 40 e 50% de amido p/v, e manteve fixa a temperatura em 58-60°C, pH
gjustado para 7,5, velocidade de fluxo de 2ml por minuto (TR80), tempo de avaliagéo foi de
15 horas, e amostras foram retirada a cada uma hora. Ao fina do experimento, os autores
obtiveram os melhores resultados de conversdo quando avaliado a concentracéo de 30% de
amido inicial, alcancando o vaor de 212,33 gramas de frutose por litro de xarope, ou sgja,
segundo o autor, 72% da glicose foi convertida a frutose através do processo de isomerizagdo
nas condicdes estudadas.

No tempo de residéncia 60, a velocidade estava em 2,6 minutos por ml,
podendo ser mais répido que o necesséario para a enzima, ja no TR100, a velocidade de fluxo
foi de 1,6, mostrando resultados de um fluxo mais lento que o necess&rio. Contudo, através
dos resultados obtidos, o fluxo em 2ml (TR80) por minuto mostrou-se sendo 0 mais indicado
nas condicdes de trabalho estudadas. Esse resultado foi confirmado por Salcedo, Pontes e
Pajaro (2009) que fixaram a velocidade do fluxo em 2ml por minuto e estudou a variagéo de
concentracdo de amido inicial para duas variedades de mandioca obtidas encontradas na
Coldmbia, alcangando valores de 72,00 e 74,93% de conversdo de glicose a frutose nas duas
variedades de mandioca estudada.
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5. CONCLUSAO

Dentro das combinacBes experimentais trabalhadas, os resultados

obtidos permitiram concluir que:

. Através dos resultados obtidos no processo de hidrélise pode-se constatar que a
concentracdo de glicose esta coerente com concentrages tedricas obtidas através de célculos
de rendimento tedrico de glicose a partir da quantidade de amido analisada. Com o resultado
meédio obtido de 24,93%, o rendimento acangou o vaor de 89,39%, 0 que caracteriza um bom

processo de sacarificagéo.

o Para a melhor purificacdo do hidrolisado de amido de mandioca sdo necessérios 500
mL de hidrolisado com 5 gramas de carvao atido, 5 gramas de terra diatomécea, a temperatura
de 50°C pelo tempo de 102,5 minutos

o Para obtencdo da maior conversdo de glicose a frutose pela enzima glicose isomerase,
em xarope de glicose oriundo da hidrélise do amido de mandioca, sdo necessarios 24 % de

glicose inicial e um tempo de residéncia de 80 minutos.
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