HIDROLISE DE AMIDO DE MANDIOCA POR AMILOGLICOSIDASE
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INTRODUCAO

O amido ¢ um carboidrato encontrado em abundancia na natureza s6 competindo em
quantidade com a celulose. E composto por dois tipos de molécula, a amilose e amilopectina,
que sdo arranjadas num granulo de tamanho particular relativamente insoliivel em agua.
Devido a suas propriedades fisico-quimicas e funcionais exclusivas, este carboidrato tem
grande importancia nos mais diversos setores industriais. Pode ser utilizado na sua forma
natural ou pode, através de processamentos, dar origem a produtos como amidos modificados,
xaropes de glicose, maltose ou frutose e maltodextrinas (Franco et al., 2001; Sanabria, 2010).

A mandioca ¢ uma raiz tuberosa da familia Euphorbiaceae, rica em amido e muito
consumida na dieta brasileira. E uma cultura que pode ser encontrada em toda extensdo do
territorio nacional, tanto em terras de alta fertilidade, como € o caso do sul do pais, como no
semi-arido, em algumas regides do Nordeste. O Brasil ¢ um dos maiores produtores mundiais
de mandioca, a producao anual, conforme o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, foi
de 27,3 milhdes de toneladas em 2010 (Ibge, 2010).0 mercado de amido vem crescendo e se
aperfeigcoando nos ultimos anos, levando a busca de produtos com caracteristicas especificas
que atendam as diferentes exigéncias (Vilpoux, 1998).

O processo de transformagdao do amido da mandioca em aclcares fermentesciveis
envolve inicialmente a etapa de aquecimento da suspensdo de amido para a sua gelatinizacao,
a fim de facilitar a acdo das amilases (Santana, 2007). O processo de hidrolise pode ser feito
de forma 4cida ou enzimatica, sendo a Ultima a que apresenta maiores vantagens. A hidrolise
pode ser desenvolvida pelas enzimas a-amilases e glicoamilases as que podem ser de origem
animal, vegetal ou microbiana (Santana, 2007; Koblitz, 2008). Durante o processo as enzimas
podem sofrer uma perda progressiva da sua atividade catalitica devido a fatores como inibigao
pelo acimulo do produto final da hidrélise no meio racional e inativagdo ou desnaturagdo
devido ao efeito prolongado da temperatura e agitagao (Ramos, Saddler, 1994). Este processo
pode ser influenciado por variaveis do processo tais como concentragdo de enzima,
concentracdo de substrato, pH, temperatura, agitacdo, tempo de reacao as quais podem
interferir na eficiéncia do processo de hidrélise, inibindo ou acelerando a velocidade de
reacdo (Kaya et al., 2000). O plano inicial do projeto previa o uso das duas enzimas, porém a
a-amilase apresentou perda de atividade devido ao tempo de validade ndo tendo tempo habil
para efetuar a sua aquisi¢cdo. Este trabalho objetiva estudar o processo de hidrolise de fécula
de mandioca por amiloglicosidase para a obtencdo de licores contendo agtcares redutores.

MATERIAIS E METODOS
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1. Processo de gelatinizacdo: A gelatinizagao das solugdes de fécula de mandioca foi realizada
na temperatura de 80°C durante 30 min. As solugdes foram preparadas usando tampao pH
6,0.

2. Hidrolise da fécula de mandioca em agucares fermentaveis: No processo de hidrolise de
fécula de mandioca (20 e 60 g/L) foi analisado o efeito da concentracdo inicial (5, 25 e 50 uL)
de amiloglicosidase (Aspergillusniger, Sigma) na producao de agucares fermentesciveis. Os
ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer de 500 mL agitados em agitador rotatorio
Tecnal TE-420 Incubadora a 200 rpm, na temperatura de 55 °C durante 60 min. Durante a
hidrolise foram retiradas amostras que foram estocadas em Eppendorfe colocadas em banho
de gelo. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3. Analises fisico-quimica: Os agucares redutores foram determinados pelo método de Nelson
(1944). O °Brix por refratdmetro, pH em pHmetro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi obtida a curva padrdio de acucares redutores para  glicose
(Absorbancia=0,0024*CAR—-0,0086; R? = 0,9871) utilizando o método de Nelson. Nesta
equacdo CAR ¢ a concentragdo de acucares redutores expressada em g/L.

Na Figura 1 observam-se os perfiles de concentragdo de acticares redutores durante a
hidrolise de fécula de mandioca nas concentragdes iniciais de 20 e 60 g/L usando diferentes
concentracdes iniciais de amiloglicosidase (5, 25 e 50 pL). Verifica-se que, o processo de
hidrolise com concentragdes enzimaticas iguais a 5 ¢ 25ul. conduze a hidrolisados contendo
acucares redutores em concentragdes que variaram entre 2,7 ¢ 5,1 g/L independentemente da
concentracao inicial de substrato. Entretanto, nas condi¢gdes de maior concentracdo enzimatica
inicial (50 uL) o aumento da concentragdo inicial de substrato de 20 para 60 g/Lproduziu um
aumento de 2,2 vezes na concentragdo de aglcares redutores (8 g/L para 18 /L). Segundo
Evangelista (1987), a amiloglicosidase catalisa a hidrélise de amido através dos terminais nao
redutores do amido. Esta enzima exerce sua acdo sobre as cadeias longas do amido,
hidrolisando suas unides a-1,6 € a-1,3 e, mais tardiamente a a-1,4 caracteristicas que tornam
esta enzima industrialmente importante. Como detalhe especial a glicoamilase possui pequena
fracdo de a-amilase que exerce com ela efeito sinergético. Ismail et al. (2008) estudaram o
processo de hidrolise termo-enzimatica da fécula de mandioca por a-amilase (na liquefagdo a
70 °C) e amiloglicosidase (na sacarificacao a 80 °C). Estes autores reportaram a maior
producdo de glicose (204,5 g/L) a partir de solugdes contendo 30% de fécula de mandioca e
pela adicao de 0,25% de amilase e 0,15% de amiloglicosidase.

Os maiores valores da produtividade em acgucares redutores (18,2 e 8,2 g/Lh), foram
obtidos utilizando a maior concentracdo enzimatica nas concentragdes de fécula de mandioca
iguais a 60 e 20 g/L, respectivamente. Por outro lado, com o uso da menor concentragdo
enzimatica foi verificada a inibicdo da atividade enzimatica sendo que o aumento da
concentracdo inicial de fécula de mandioca de 20 para 60 g/L produziram um decréscimo da
produtividade volumétrica de 4,1 para 2,7 g/ Lh (Figura 2). Sanroman et al. (1996) e Morales
et al. (2008) incluiram a inibi¢do de amiloglicosidase por altas concentragdes iniciais de
amido e de fécula de mandioca, respectivamente.

Os ensaios foram realizados a 55 oC temperatura na que a enzima poderia aumentar a
sua atividade sem uma reducao excessiva na estabilidade (Darkono et al., 1989).
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Figura 1. Pefil de concentra¢@o de agticares redutores durante o processo de hidrolise da fécula de mandioca (20 e 60 g/L) por
amiloglicosidase (5, 25 e 50 pL) nas condigdes de pH 6,0 ¢ 55 °C.

20

18 *

16 s

14 s
T 7 = 20g/L
% 0 P 7 -+60 g/L
% 8 7 - u
- 6 - -

) — - _ -

2 -~ -

0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Ce (uL)

Figura 2. Produtividade volumétrica em aguticares redutores obtida na hidrdlise de fécula de mandioca (20 e 60 g/L) em diferentes
concentragdes iniciais de amiloglicosidase (5, 25 e 50 pL) nas condigdes de pH 6,0 e 55 °C.

CONCLUSOES

Maiores valores da produtividade volumétrica em aglcares redutores podem ser
obtidos nas condi¢cOes de maior concentragdo de enzima inicial e maior concentracdo de
fécula de mandioca. Por outro lado, concentracdes elevadas de substrato produziram um
efeito inibitorio da atividade enzimatica nas condi¢cdes de menor concentracdo inicial de
amiloglicosidase.
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