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RESUMO

O presente trabalho objetivou determinar a constituicio do mesocarpo de babagu,
parametros morfoldgicos, estruturais e fisico-quimicos do amido deste polissacarideo,
responsaveis por determinar a relativa suscetibilidade ao ataque enzimatico, assim como
o rendimento de hidrolise enzimatica. A farinha do mesocarpo de babacu apresentou
uma grande porcentagem em amido, o que faz deste fruto matéria-prima potencial para
a producédo de agucares fermentaveis. Os granulos do amido do mesocarpo de babacu
sdo, em sua grande maioria, de tamanhos meédios (10-25 um), e pequenos (5-10um), que
de acordo com a literatura, quanto menores forem os granulos, mais facilmente seréo
hidrolisados. O padrdo de cristalinidade do amido € do tipo A, 0 mesmo apresentado por
cereais como o milho. Em geral, amidos tipo A, sdo mais susceptiveis ao ataque
enzimatico do que amidos tipo B e C, e desta forma, sugere-se que isto possa favorecer
a suscetibilidade deste amido a a¢éo das enzimas. Apo6s a hidrdlise enzimatica, o padrédo
de cristalinidade se manteve o mesmo, no entanto, os picos ficaram mais nitidos,
demostrando um carater mais cristalino, tendo o indice de cristalinidade, passado de
28,5%, para 35,7%, 0 que sugere que a regido amorfa do granulo de amido foi
hidrolisada de forma mais acentuada do que a regido do cristalino. O Unico agucar
identificado através do método utilizado foi a glicose, o que demonstra a grande
eficiéncia das enzimas alfa amilase e glucoamilase, na conversdo completa do amido a
glicose. As concentracBes de glicose minima e maxima obtidas nos experimentos do
presente trabalho foram de 0,85 g e de 2,13 g, que corresponde aos rendimentos de 12 e
30%, considerados bem significativos, levando em consideracdo um tempo de reagdo
relativamente curto, de apenas duas horas, o que demostra a boa suscetibilidade do
amido ao ataque enzimatico. Diante dos pardmetros analisados, o rendimento de
hidrdlise considerado satisfatorio, corrobora com as conclusdes associadas & boa
suscetibilidade do amido, baseadas exclusivamente em fatores dos parametros
estruturais, morfoldgicos e fisico-quimicos.

Palavras-chave: amido, etanol, hidrolise.



ABSTRACT

The present work aimed to determine the constitution of babassu mesocarp,
morphological parameters, physico-chemical and structural this starch polysaccharide,
responsible for determining the relative susceptibility to enzymatic attack, as well as the
yield of enzymatic hydrolysis. Babassu mesocarp flour presented a large percentage in
starch, which makes this fruit raw material potential for the production of fermentable
sugars. The starch granules babassu mesocarp are mostly medium-sized (10-25 p m),
and small (5-10 p m), which according to the literature, the smaller are the beads more
easily be hydrolyzed. The pattern of starch crystallinity is of type A, the same presented
by hot cereals. In General, type A, starches are more susceptible to enzymatic attack
than starches type B and C, and in this way, it is suggested that this may promote
susceptibility of starch enzyme action. After enzymatic hydrolysis, the crystallinity
pattern remained the same, however, the peaks were sharper, showing a more crystalline
character, having the crystallinity index, history of 28.47 to 35.67, suggesting that the
amorphous region of granule of starch was hydrolyzed to form sharper than the
crystalline region. The only sugar identified was to glucose, which demonstrates the
great efficiency of alpha amylase and Glucoamylase enzymes, complete conversion of
starch to glucose. The minimum and maximum glucose concentrations obtained in
experiments of this work were to 0.85 g and 2.13 g, which corresponds to income of 12
and 30, considered very significant, taking into consideration a relatively short reaction
time of just two hours, which demonstrates the great susceptibility of starch by
enzymatic attack. Before the parameters analyzed, the hydrolysis yield satisfactory,
corroborates the conclusions taken from the great susceptibility of starch, based solely
on factors of structural parameters, morphological and physico-chemical.

Keywords: starch, hydrolysis, ethanol
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1. INTRODUCAO

O babacu (Orbignya sp) € uma palmeira de grande valor comercial e
industrial, principalmente por ser aproveitada de forma integral, seja para fins
alimenticios, artesanais ou energéticos. Uma das grandes caracteristicas do seu fruto é a
alta porcentagem em amido presente em seu mesocarpo, que pode ser hidrolisado para a
obtencdo de acucares fermentesciveis.

Muitos estudos sdo desenvolvidos no sentido de se obter combustiveis
menos poluentes, a partir de matérias-primas renovaveis como biomassa de amido,
principalmente em virtude da quantidade limitada de combustiveis fosseis e de suas
propriedades prejudiciais para 0 meio ambiente, 0 que incentiva a investigacdo para
alternativas mais viadveis. Assim, muitos paises estdo agora empreendendo esfor¢os no
que diz respeito ao desenvolvimento de fontes renovaveis de energia, que s&o a0 mesmo
tempo mais econémicas e ambientalmente amigaveis (MUSSATTO et al., 2010).

O etanol é um combustivel liquido, considerado como uma das principais
alternativas em substituicdo a gasolina, pois além de ser menos poluente, pode ser
produzido a partir de fontes de matérias-primas renovavel. O bioetanol é considerado a
mais limpa alternativa de combustivel liquido para a gasolina (ZHENG et al., 2012).

O amido é uma fonte limpa de carbono, ndo toxico e renovavel, disponivel
em abundancia, amplamente utilizado como matéria-prima na producdo de bioetanol
(CHEN et al., 2008; SANCHEZ; CARDONA, 2008). O amido ¢ o principal hidrato de
carbono de armazenamento de energia de plantas superiores, sendo constituido por dois
polimeros de anidroglucose, a amilose e a amilopectina. Estes dois polimeros a-glucana
estdo organizados numa complexa estrutura granular de natureza semicristalina, com
tamanhos de particulas variando de 1 a 100 um de didmetro. As caracteristicas
morfolégicas tais como: a forma e o tamanho dos granulos de amido apresentam
diferengas significativas de acordo com a fonte boténica. Fosforo e lipideos séo ndo-
hidratos de carbono, constituintes menores presentes nos granulos de amido, e que
exercem influencia significativa nas propriedades funcionais, podendo o fésforo estar
presente na forma de monoésteres de fosfato ou fosfolipideos, ja os lipideos, podem
formar complexos com a amilose, influenciando no processo de gelatinizagéo.

As fontes usuais de matéria-prima para a producdo de etanol a partir de
amido séo os grédos de cereais: milho, trigo, cevada, graos de sorgo, etc. O amido do

milho é o mais frequentemente utilizado para a producdo de bioetanol (SANCHEZ e
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CARDONA, 2008). Vérios trabalhos relatam a produgdo de etanol a partir de outras
fontes de amido, como a biomassa de mandioca, arroz, sorgo doce e batata doce (LEE
et. al., 93). E muito comum a producdo de etanol a partir de plantas produtoras de
acucares, tais como beterraba, cana de acgucar, sorgo doce, frutos, e outros. Outra fonte
de matéria-prima que pode ser hidrolisada para a obtencdo de agucares fermentaveis é a
celulose, como encontrado em madeiras e outras hastes de vegetais.

A producdo de bioetanol a partir de amido tem crescido rapidamente na
Ameérica do Norte e em alguns paises da Europa. Paises como a Franca e os Estados
Unidos utilizam o amido para a producdo de etanol (SILVA et al., 2006).

Na industria, o bioetanol é gerado a partir de agucares durante o processo de
fermentacdo, que é realizada por microorganismos, principalmente Saccharomyces
cerevisiae. A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido tradicionalmente utilizada
para a producdo de etanol em escala industrial, no entanto, ndo produz o etanol
diretamente a partir do amido bruto, porque estas leveduras ndo possuem a capacidade
para degradar o amido cru em glicose. Para a producdo de etanol a partir de amido,
necessita-se de uma hidrdlise prévia para a liberacdo dos agucares.

Os granulos de amido nativos sdo semicristalinos e resistem naturalmente a
hidrdlise por amilases (KIMURA; ROBYT, 1996). Quando gelatinizados, no entanto,
eles sdo rapidamente hidrolisados e convertidos em agUcares e dextrinas. A hidrolise
dos granulos de amido nativos por amilases envolve uma reacdo entre uma enzima em
solucdo e uma superficie solida representada pelo granulo. Para a hidrélise enzimatica,
do amido, além de agua, ha necessidade de agentes quimicos ou enzimaticos capazes de
romper as ligagdes glicosidicas (ZANIN et al., 2000). A hidrolise enzimética tem sido
muito utilizada pelas indistrias na producdo de etanol a partir de amido. Uma das
caracteristicas mais importantes da catalise enzimatica é sua especificidade, muito
maior do que a da catalise quimica, quanto a reacdo e quanto ao substrato. As duas
enzimas mais comuns utilizadas no processo de hidréolise sdo: a o-amilase e a
glucoamilase. A Enzima a-amilase quebra as ligagoes a-1,4 do amido, mas ndo atua
sobre as ligacdes a-1,6. A glucoamilase por outro lado pode atuar tanto nas ligacdes, a-
1,4 como nas ligagdes a-1,6. Assim, o produto final da acdo da glucoamilase é
principalmente a glicose. Dependendo da fonte ou da origem do amido, a
susceptibilidade destes polissacarideos a amilase pode ser diferente.

Para a producdo de etanol a partir do amido bruto pelo método

convencional, requer 0s passos seguintes: gelatinizagdo do amido bruto por cozimento,
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liquefag¢do do amido por adi¢do de a-amilase, e a sacarificacdo enzimatica dos produtos
de liquefacdo de baixo peso molecular a glicose e a fermentacdo da glicose em etanol.

A hidrélise do amido é um passo chave em certos processos industriais, tais
como a fabricacdo de cerveja, e a producdo de xaropes de glicose e de bioetanol
(ROBERTSON et. al., 2005; TESTER et al., 2006). O processo de hidrdlise do amido
nativo por amilases é bastante complexo, porque existem muitos fatores que contribuem
para a relativa resisténcia dos granulos a partir de fontes diferentes. O papel
fundamental na hidrolise de amido granular é desempenhado pela sua estrutura
supramolecular, cristalinidade e na presenca de agentes complexantes (OATES, 1997;
DONA, 2010). Estes fatores sdo determinados pela origem do amido. Os amidos de
milho, batata, trigo e arroz sdo conhecidos por apresentarem alto teor de amido, e
considerados como matérias-primas potenciais para a producao de etanol, e por isto, sdo
largamente estudados quanto a sua constituicdo, morfologia e propriedades fisico-
quimicas, que determinam seu comportamento nos mais diversos processos industriais,
inclusive para a producdo de xaropes de aclcares e etanol. Os amidos de fontes
diferentes de plantas, tais como milho, batata, trigo e arroz tém recebido grande atencéo
em relacdo as propriedades estruturais e fisico-quimicas (MADSEN; CHRISTENSEN,
1996).

Mediante a grande porcentagem de amido presente no mesocarpo de babagu
e da possibilidade de incrementar na cadeia produtiva deste fruto a producéo de etanol,
se faz importante o estudo sobre a constituicdo, morfologia, e caracteristicas, fisico-
quimicas, bem como da suscetibilidade deste amido a hidrolise enzimética, ja que esta
etapa é o0 passo chave em processos industriais para a producdo de etanol utilizando o

amido.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar a hidrélise enzimética do amido do mesocarpo de babacu
utilizando as enzimas a-amilase e glucoamilase, de forma a analisar as propriedades
deste amido que estejam relacionadas com a sua suscetibilidade ao ataque enzimatico.
Além de contribuir para o desenvolvimento do conceito de producdo de biocombustiveis

por meio de fontes renovaveis de energia.

2.2. Objetivos especificos

¢ ldentificar e quantificar os principais constituintes do mesocarpo de babagu;

o Verificar a morfologia e as caracteristicas fisico-quimicas do amido do
mesocarpo de babagu;

e Determinar o rendimento de hidrolise;

e Verificar qual enzima exerce maior influéncia na variavel resposta (glicose);

e Determinar a relativa a suscetibilidade do amido de mesocarpo de babacu;



13

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Babacu

O babagu representa uma das palmeiras brasileiras mais importantes,
pertencente a familia Palmae. As “zonas do babagu” ou “babaguais” sdo areas de alta
abundancia desta palmeira, estando presentes no sudeste da Amazonia, especialmente
Maranh&o e Piaui. Os babacuais ocupam cerca de 18 milhdes de hectares no pais, sendo
10 milhdes no Maranhdo (CRUZ, 2006).

Inicia sua frutificacdo aos oito anos, atingindo sua produgéo plena aos 15
anos. O fruto (200 a 300 por cachos) também é conhecido popularmente como coco-de-
macaco é um fruto oval alongado, de coloracdo castanha, que surge de agosto a janeiro,
pesando de 90 a 280 gramas possui uma producdo média anual de 2.000 frutos. Esse
fruto apresenta: epicarpo (camada mais externa filamentosa), mesocarpo (com 0,5 a 1,0
cm e rico em amido), endocarpo (camada interna rigida, de 2 a 3 cm em média) e
améndoas (com 2,5 a 6 cm de comprimento e 1 a 2 cm de largura), vide Figura 1.
Sendo13% epicarpo, 20% mesocarpo, 60% endocarpo e 7% améndoas (TEIXEIRA,
2000).

Figura 1. Tamanho e composi¢do médios de frutos do babagu.

Corte Transversal

% POR PESO
58,0 - Endocarpo
7,0 - Améndoa

60 mm

23,0 - Mesocarpo

12,0 - Epicarpo

94 mm

Corte Longitudinal

Fonte: MAY, 1990
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Do coco do babagu obtém-se o endocarpo, epicarpo e mesocarpo, para 0 uso
industrial, sendo passivel de utilizacdo na alimentacdo animal, na producdo de
fertilizantes e de carvdo. A améndoa do babacu € a parte mais importante, a partir dela
se extrai 0 6leo, produto de maior valor comercial.

FERREIRA et al. (2006) afirmam que o babagu ocorre nativo nos Estados
do Para, Maranhdo, Ceard, Piaui, Bahia, Minas Gerais, Goias e Tocantins e seu coco
possui aproveitamento integral, sendo que uma tonelada de coco produz 40 kg de 6leo
(4 %) do total, 80 litros de alcool, 120 kg de combustiveis primarios e 145 kg de carvao.

Do mesocarpo é obtida uma farinha amplamente comercializada no
Maranhdo. A farinha é obtida a partir da secagem e trituragdo do mesocarpo. O
mesocarpo transformado em po € peneirado, umedecido e finalmente torrado em fogo
alto (BALICK, 1984; CRUZ, 2006). Tal farinha serve de alimento para pessoas e
animais, como na forma de farinha substitutiva da mandioca (CARNEIRO et al., 2009).

Verificam-se em alguns trabalhos valores semelhantes na porcentagem do
mesocarpo de babacu. O mesocarpo de babacu apresenta uma composicao rica em
amido, entre 50% e 68,3% (CRUZ, 2011; MELO, 2007; ROSA, 1986; ROSENTHAL,
1975).

A farinha do mesocarpo de babagu possui em média um teor de amido de
50% (m/m) em base de sélidos (Tabela 1) (BARUQUE FILHO et al., 2000).

Tabela 1. Composi¢do media da farinha do mesocarpo de babacu.

Componentes Composicao (%)
Umidade 14
Amido 50
Proteina 2,3

Fibras 10
Gordura 2,8
Cinzas 1,3
Pentosanas 3,4
Carboidratos 1,3
sollveis

Fonte: BARUQUE FILHO et al., 2000
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Estudos buscam investigar o potencial uso energético do babacu, em uma
série de produtos e subprodutos diferentes, como carvdo, etanol, alcatrdo, 6leo, sabao,
entre outros (BARUQUE FILHO et al., 2000; ALMEIDA et al., 2011).

3.2. Amido

O amido é um polimero natural, renovavel e biodegradavel, produzidos por
varias plantas, como uma fonte de energia armazenada (LE, 2010), e ndo téxica (VAN
et al., 2000). Por ser um carboidrato de reserva, o amido encontra-se amplamente
distribuido em varias espécies de vegetais, com abundancia em gréos de cereais (40% a
90% do peso seco), leguminosas (30% a 50% do peso seco), tubérculos (65% a 85% do
peso seco) e frutas imaturas ou verdes (40% a 70% do peso seco) (LAJOLO e
MENEZES, 2006). Devido a suas propriedades fisico-quimicas e funcionais unicas, este
polissacarideo tem grande importancia industrial, nos mais diversos setores (FRANCO
et al., 2001). O amido € utilizado na sua forma natural ou pode, atraves de processos
adicionais, dar origem a produtos como amidos modificados, xaropes de glicose,
maltose, frutose, maltodextrinas, entre outros (FRANCO et al., 2001).

3.2.1. Caracteristicas e estrutura do granulo

O amido é um polissacarideo formado por dois componentes principais: a
amilose e amilopectina, além de pequenas quantidades de componentes nao-hidratos de
carbono, tais como lipideos, proteinas e fosfatos (BULEON et. al., 1998, JENKINS et.
al., 1993).

Apresenta-se na forma de grénulos de tamanhos e formatos variados, que
sdo insoltveis em agua fria (CEREDA et al., 2001; THOMAS; ATWELL, 1999). A
formula geral do amido é (CsH10Os)n. Quimicamente, pode-se afirmar que o amido é
um polimero formado pela reacdo de condensagdo de moléculas de a-glucose com
eliminacdo de a4gua. As unidades de glicose estdo ligadas entre si pelos carbonos C1-C4
e C1-C6 através do oxigénio, formando ligacbes glicosidicas a(1-4) e a(1-6)
(SURMELY et. al., 2003). A glicose, glucose ou dextrose (Figura 02), & um
monossacarideo. E o hidrato de carbono mais importante, produzido pelas plantas
verdes na fotossintese a partir da H,O, CO, e luz solar. A molécula de glicose pode

existir numa forma de cadeia aberta (aciclica) e anel (ciclica).



16

Figura 2. Estrutura da glicose

Fonte: Ferreira et al., 2009.
3.2.2 Amilose e amilopectina

Independentemente de suas origens botanicas, variedades de amido contém
principalmente dois tipos diferentes de polimeros de anidroglicose, amilose e
amilopectina. A amilose e amilopectina constituem 98% em peso seco do amido, e de
acordo com a fonte boténica, ocorre variagdo no teor de seus constituintes (TESTER;
KARKALAS e Ql, 2004). A amilose é um composto que apresenta uma cadeia formada
por unidades D-glicose contendo 99% de ligagdes a-1,4 e 1% de ligagdes a-1,6 (Figura
3) (DAMAGER et al., 2010; PEREZ e BERTOFT, 2010). A amilose, de menor peso
molecular apresenta de 1,5 x 10° a 10° unidades de glicose, onde predominam as
ligagbes D-glucana a(1,4) com ntimero baixo de ramificagdes (FONTAINE et al.,1993)
0 que lhe confere distribuicdo predominantemente linear (MANNERS, 1985;
BILIADERIS, 1991; BALL et al.,1996). O polimero de amilose apresenta-se na
conformacdo helicoidal (ndo representado na Figura), existindo atomos de hidrogénio
no interior da hélice, enquanto que os grupos hidroxilas permanecem na parte externa da
mesma (BULEON et al., 1998).

Figura 3. Férmula estrutural da Amilose.

“0 CHQH
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Fonte: MURALIKRISHNA e NIRMALA, 2005
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A amilopectina € um polimero que apresenta uma estrutura altamente
ramificada, constituida por residuos de D-glicose contendo 95% de ligagdes a-1,4 € 5%
de ligacdes a-1,6 (Figura 4) (DAMAGER et al., 2010; PEREZ; BERTOFT, 2010). O
peso molecular da amilopectina é cerca de 1000 vezes o peso molecular da amilose e
varia de 1x10" a 5x10° g/mol (YOU et al., 2002).

Figura 4. Férmula Estrutural da Amilopectina.
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Fonte: MURALIKRISHNA e NIRMALA, 2005.

Ocorre uma varia¢do na proporcdo em que estas duas fragdes se encontram
no granulo de amido, de acordo com as espécies botanicas, e ainda pode variar para a
mesma espécie, de acordo com o grau de maturacdo da planta (ELIASSON, 2004;
TESTER et al., 2004). A maioria dos amidos contém entre 20 e 25% de amilose (p/p),
porém alguns amidos cerosos contém menos de 1%, engquanto outros, como o amido de
milho, possuem 65% deste polimero (PARKER; RING, 2001). A Tabela 2 mostra a
porcentagem de amilose dos amidos mais comumente utilizados, sejam para fins
alimenticios, ou para fins industriais diversos, como para producdo de xaropes de

acucares e etanol.
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Tabela 2. Composi¢do de amilose nos principais amidos comerciais.

Fonte vegetal (%) amilose (%) amilopectina
Amido de milho 24,0-27,0 70
Amido de arroz 15,0-18,5 79
Amido de trigo 20,0-25,0 80
Amido de
mandioca 16,7-25,0 80

Fonte: REGULY (1996).

A funcionalidade e a organizagdo fisica do amido se devem em muito, a
estas duas macromoléculas (BILIADERIS, 1991). A amilose possui habilidade em
formar pasta depois do granulo de amido ter sido gelatinizado. Este comportamento é
bem evidente em amidos com alto teor de amilose, como nos cerosos, e por isto, sao
considerados como amidos formadores de pasta. A formacdo da pasta decorre
principalmente da reassociacdo dos polimeros de amido solubilizados depois da
gelatinizacdo (THOMAS; ATWEEL, 1999).

A presenca de atomos de hidrogénio no interior da hélice torna-o
hidrofobico e permite que a amilose forme complexos de inclusdo com iodo, resultando
em uma coloracdo azul caracteristica, pela absorcdo maxima no comprimento de onda
de 620 nm. Quanto maior a afinidade por iodo, maior sera o teor de amilose do amido
(THOMAS; ATWEL, 1999). A amilopectina em presenca de iodo proporciona
coloragédo avermelhada e é estavel em solucdes aquosas diluidas (BILIADERIS, 1991).

As cadeias de amilopectina estdo organizadas de maneiras diferentes,
sugerindo uma classificagdo de cadeias A, B e C (Figura 5A). A amilopectina
corresponde a um esqueleto de muitas ramificacbes, constituida por uma cadeia
principal C, composta por liga¢des a-(1,4) e a-(1,6), com grupamento terminal redutor
(ELIASSON, 1996; ELIASSON, 2004; VANDEPUTTE; DELCOUR, 2004; LAJOLO;
MENEZES, 2006). As cadeias A séo aquelas compostas por uma cadeia nao-redutora de

glicose unidas por ligacdes a-(1,4) sem ramificacOes, sendo unida a uma cadeia tipo B
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por meio de ligagdes a-(1,6). As cadeias do tipo B sdo compostas por glicoses ligadas

em a-(1,4) e a-(1,6), contendo uma ou varias cadeias tipo A e podem conter cadeias tipo

B unidas por meio de um grupo hidroxila primario.

Figura 5. (1) Cadeias da amilopectina em tipo A, B e C. (1) Estrutura da amilopectina
formando as regides e cristalinas no granulo de amido. (111) Modelo da estrutura interna
do granulo de amido com a visualizacéo dos anéis de crescimento e centro ou hilum.

i

T‘ ~_ Cadeias B

Jy)

Cadeia C

@®<— Terminal Redutor

Fonte: PARKER & RING (2001).
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Estudos tém mostrado que além da amilose e da amilopectina, ha a

existéncia de um terceiro componente, denominado material intermediario (WANG et
al., 1993; KASEMSUWAN et al., 1995). Esse componente pode também apresentar

papel importante na determinacgdo das propriedades funcionais do amido. A localizagéo

desta fracdo intermediaria dentro do granulo e o mecanismo detalhado de sua

biossintese ndo sdo bem conhecidos.
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Os granulos de amido sdo estruturas semicristalinas compostos de
macromoléculas lineares e ramificadas, arranjadas na direcdo radial, onde as
macromoléculas formam ligacGes de hidrogénio por estarem associadas paralelamente o

que resulta no aparecimento de regides cristalinas (GALLANT et al.,1997).

O gréanulo de amido € birrefringente, e sob luz polarizada, apresenta uma
imagem em forma de cruz, denominada de Cruz de Malta. Entretanto, a birrefringéncia
ndo implica necessariamente em uma forma cristalina e sim, num alto grau de
organizacdo molecular dos granulos (ZOBEL, 1988).

Os granulos apresentam um hilo (Figua 5 C), que constitui o centro de
nucleacdo, ao redor do qual se desenvolve o granulo (WHISTLER; DANIEL, 1993). A
estrutura molecular dos grénulos de amido inclui uma disposic¢éo alternada de lamelas
amorfa e lamelas cristalina, depositadas em torno de um ponto central, denominado
hilo, ou “hilum”. A estrutura em camadas caracteristica dos granulos de amido ¢ devido
aos anéis de crescimento, resultado de varias camadas concéntricas de diametro
crescente que se estende do hilo para a superficie dos granulos, gerados por deposicao
de amido (Figura 6) (TESTER et al., 2004).

Figura 6. Representacao esquematica do granulo de amido.

Fonte: JACKMAN, 2006

Os granulos de amido estdo organizados em regides cristalinas e amorfas
(Figura 5 B). A regido cristalina é constituida de cadeias laterais da amilopectina,
enquanto que os pontos de ramificacdo e a amilose sdo 0s principais componentes das
regides amorfas (PARKER; RING, 2001). As duplas hélices formadas por cadeias
adjacentes de amilopectina constituem as regides cristalinas, enquanto pontos de

ramificacdo e amilose constituem as regides amorfas (MIAO; ZHANG, et al. de 2009;
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SRICHUWONG; JANE, 2007). Os polimeros amilose e amilopectina formam as
regides amorfas e cristalinas do granulo de amido (ZHANG; ZHAO et al. de 2014 ). As
areas cristalinas do amido mantém a estrutura do grénulo, controlam o seu
comportamento na presenca de agua, tornando-o mais ou menos resistentes ao ataque
enzimético e quimico (BILIADERIS,1991). A zona amorfa dos grénulos de amido é a
menos densa, é mais susceptivel aos ataques enziméticos e absorve mais agua a
temperaturas inferiores a temperatura de gelatinizacdo (ZAVAREZE, 2011). As
estruturas de agregacdo (estrutura lamelar e, principalmente a estrutura cristalina) de
amido desempenham um papel fundamental na determinagédo das propriedades (KIM;
HUBER, 2010; ZHANG et al., 2013). Em particular, a estrutura cristalina pode afetar a
resistividade enzimatica do amido (amido resistente) (ZHANG; CHEN, et al., 2013).

A cristalinidade dos granulos varia entre 15 a 45%, sendo descrita
principalmente em funcdo das duplas hélices, formadas pelas ramificacdes da
amilopectina (HOOVER, 2001), que varia entre O amido nativo pode ser classificado
em trés padrdes de cristalinidade, tipo A, tipo B e tipo C, conforme o seu tipo padrdo de
difracdo (Figura 7) (CHEETHAM et al.,1998).

Figura 7. Padrdes de difracdo Raios X de amido de tipo A,Be C
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Fonte: LIASSON, 1996.
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O amido tipo A é associado com os amidos de cereais, tais como milho,
trigo, enquanto que o amido tipo B, esta presente em tubérculos como a batata. O amido
do tipo C é uma mistura dos tipos, A e B, tais como o amido de ervilha lisa e varios
amidos de feijao (CHEETHAM, 1998; ELSENHABER, 1992; ZOBEL,1988).
Adicionalmente, quando moléculas de amilose associam-se com lipideos no granulo de
amido, é visualizado um padrdo de Raios X tipo V, que é parcialmente resistente a
digestdo enzimatica (GALLANT, 1992). O grau de cristalinidade relativa de uma
amostra desconhecida pode ser determinada com base na separacdo e integracdo das
areas cristalinas e amorfas sob os picos de difracdo de raios X. O indice de
cristalinidade relativa é Gtil quando se requer uma indicacdo da diminuicdo ou aumento
da ordem molecular dos granulos (BLANSHARD, 1987).

3.2.3. Constituintes menores do amido

Além da amilose e amilopectina, existem outros constituintes dos granulos

de amido, chamados de constituintes menores do amido, como fésforo e lipideos.

Proteinas, lipideos, e cinzas (minerais e sais) estdo também presentes nos
grénulos de amido em pequenas quantidades e no amido de trigo representam 0,4, 0,9 e
0,5%, respectivamente (THOMAS; ATWELL 1997). Os lipideos representam a fracdo
mais importante associada ao granulo de amido, estando presente principalmente em
amidos de cereais, sendo responsaveis pela fixacdo de cor, desenvolvimento de aromas
e complexacdes, 0 que ndo acontece nos amidos de tuberosas (BULEON et al., 1998).
Os lipideos representam a fracdo mais importante associada aos granulos de amido. A
presenca de fosforo principalmente na forma de fosfolipideos é uma caracteristica da
maioria dos amidos de cereais (MERIDITH et al., 1978) enquanto que féculas de raizes
e tubérculos contém fésforo na forma de monoeéster-fosfato (HIZUKURI, 1970). O
fosforo inorganico em geral esta ligado a amilose, enquanto que na fécula de batata os
fosfolipideos estdo localizados na amilopectina. Um elevado teor de fésforo em amidos
e féculas de tubérculos pode contribuir para aumento da viscosidade, da capacidade de
ligagdo com agua e poder de inchamento, sendo uma vantagem para muitas aplica¢oes
industriais (HOOVER, 2001).
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Os amidos contém também quantidades relativamente pequenas de sais
minerais (célcio, magnésio, fosforo, potéssio e sédio) os quais sdo, com excecdo do

fosforo, de pouca significancia funcional.

3.2.4. Propriedades do amido

O amido apresenta diferentes propriedades conforme a origem boténica,
notadamente na forma e tamanho dos granulos, na proporcdo entre amilose e
amilopectina, capacidade de absorcdo de &gua e temperatura de gelatinizacdo
(CABELLO, 1995). A forma e o tamanho no didmetro dos grénulos de amido estéo
entre os fatores responsaveis para estabelecer os usos potenciais deste polissacarideo.
Os granulos de amido variam de 1 a 100 um em tamanho e as suas estruturas sao
dependentes de origem botanica (BLAZEK; GILBERT, 2011). Sdo estabelecido em
trabalhos uma correlagdo entre o tamanho do granulo de amido, sua forma e a
distribuicdo de tamanhos com suas propriedades funcionais e reolégicas (NODA;
TAKATA; NAGATA, 1992; MADSEN; CHRISTENSEN, 1996; SRIROTH et al.,
1999). A determinacdo do tamanho de particulas e sua distribuicdo tém obtido crescente
interesse das industrias alimenticias, devido a influéncia sobre as propriedades de
processamento de alimentos em p6 (LEONEL; GARCIA; REIS, 2004). Os granulos de
amidos sdo de formas e tamanhos variados (Tabela 3) (FRAZIER et al., 1997)

Tabela 3. Forma e dimenséo dos granulos de amido das principais fontes.

Origem Forma dos granulos Diametro dos
granulos (pum)

Milho Oval e esférica 5-20
Batata Esférica e angular 15-75
Granulos grandes — forma de disco 22-36
Trigo
Granulos pequenos —forma esférica 2-3

Fonte: FRAZIER et al., 1997


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S014486171301117X#bib0010
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Os amidos nativos sdo insolUveis em &gua fria, e incham ligeiramente
devido a difuséo e absor¢do de &gua nas regides amorfas. Este inchago é reversivel por
secagem. No entanto, quando os granulos de amido sdo aquecidos em agua a
temperaturas progressivamente mais elevadas, sofre uma série de mudancas conhecidas
como gelatinizagdo. Sabe-se que a gelatinizacdo tem inicio no hilum e se expande
rapidamente para a periferia, ocorrendo inicialmente nas regides amorfas devido a
fragilidade das ligacbes de hidrogénio nessas areas, ao contrario do que ocorre nas
regides cristalinas (SINGH et al., 2003). Se o aquecimento prossegue com uma
quantidade suficiente de &gua, rompe-se a regido cristalina e a agua entra, fazendo o
granulo romper-se e perder a birrefringéncia, isto €, ndo se visualiza mais a cruz de
Malta sob luz polarizada (GERMANI, 1999). Durante a gelatinizacdo, a arquitetura e a
ordem molecular (duplas hélices) dos granulos de amido sdo interrompidos. Esta
mudanca de estado fisico colabora para aumentar a susceptibilidade do amido a
hidrdlise enzimatica (LAURO et al.,, 1993). Esta série de eventos é uma das
transformacdes mais importantes que ocorre no amido em termos de funcionalidade dos
produtos alimenticios, reatividade, susceptibilidade ao ataque enzimatico e formacéo de
géis ou pastas (LINEBACK; RASPER, 1988).

A amilopectina por ser o principal polimero responsavel pela cristalinidade
do granulo de amido, a presenga de amilose diminui o ponto de solubilidade das regides
cristalinas e a energia de inicio de gelatinizacdo. A gelatinizacdo geralmente ocorre
numa ampla faixa de temperatura caracteristica para cada fonte de amido (ELIASSON,
1996; SINGH et al., 2003). Os picos do processo de gelatinizacdo podem estar situados
entre 46°C e 137°C (MEDEIROS, 2006). Granulos menores de amido possuem em geral
temperatura de pasta mais baixa do que granulos maiores (PARK; BAR; PAPINI, 1971;
LINDEBOOM; CHANG; TYLER, 2004). (LINDEBOOM; CHANG; TYLER, 2004)
relataram que granulos pequenos de amido de trigo e cevada sdo hidrolisados mais

rapidamente por acidos ou enzimas do que granulos grandes.

3.3 Hidrolise enzimatica do amido

A hidrolise de amidos, comumente, é realizada por duas vias: enzimética e
acida (PASSOS, 2000). A quebra do amido por meio de enzimas exige uma serie de
condigdes distintas e muito especificas € mais onerosa e ainda ndo amplamente utilizada

no Brasil. As enzimas permitem as inddstrias usarem processos mais econémicos,



25

diminuindo o consumo de energia; sdao mais confidveis e poluem menos,
comparativamente ao emprego de &cidos. Sua especificidade evita resultados
indesejaveis. Atualmente, as enzimas podem substituir muitos desses produtos quimicos

e permitir uma produtividade segura e ambientalmente amigavel.

Uma variedade de enzimas amiloliticas € capaz de hidrolisar o amido ou
outros polimeros de glicose, podendo estas, de acordo com sua maneira de atuacdo
sobre a molécula de amido, ser classificadas como endoamilases ou exoamilases (Figura
8).

Figura 8. Esquema geral de hidrolise do amido por enzimas amiloliticas.
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Fonte: VAN DER MAAREL et al. (2002).
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As amilases podem ser divididas em trés grupos: as a-amilases, as quais
rompem as ligagdes no interior do substrato (endoamilases); as [-amilases, que
hidrolisam unidades das extremidades ndo redutoras do substrato (exoamilases); e as
glucoamilases (amiloglucosidases), as quais liberam unidades de glicose do terminal

ndo-redutor das moléculas do substrato (REED, 1975).

As a-amilases utilizadas para fins industriais sdo derivadas principalmente
de Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens e Aspergillus oryzae (COSTA,
1996). A a-amilase é a principal enzima envolvida na hidrolise das ligagdes glicosidicas
a-1,4 (OATES, 1997; TAWIL et al., 2011). As amilases, de uma maneira geral, agem
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na superficie do granulo de amido, provavelmente em uma imperfei¢do estrutural ou
fissura, depois estendem-se lateralmente formando cavidades conicas. A acgéo continua
da a-amilase causa erosdo nos granulos que podem vir a ser dissolvidos completamente.
A a-amilase (EC 3.2.1.1., a-1,4 glicano 4-glicanohidrolase) ¢ uma endoamilase que
cliva as ligagdes glicosidicas o-1,4 presentes na amilose e amilopectina (agUcares
componentes do amido) de forma aleatoria na cadeia (VAN; et al., 2002; GUPTA et
al., 2003).  Algumas oa-amilases apresentam atividade de hidrolise das ligagdes
glicosidicas a-1,6, mas com eficiéncia reduzida (LEVEQUE et al., 2000; SUVD et al.,
2001). Esta enzima hidrolisa amido por um mecanismo multiplo ataque (ROBYT;
FRENCH, 1970). Ap6s a acdo, liberam unidades de glicose, oligossacarideos de
diferentes pesos moleculares e dextrinas. A maior aplica¢do para a a-amilase estd na
producdo de hidrolisados de amidos (GUPTA et al., 2003).

No processo completo de hidrélise, o amido € convertido em uma mistura
de varios oligossacarideos e dextrinas diferentes pelo uso da o-amilase. Essas
maltodextrinas, ligeiramente doces, sdo submetidas a mais uma conversao pela adicdo
de outras enzimas, promotoras do desdobramento total das moléculas de amilose ou
amilopectina que ao se romperem transformam-se em dextrinas cada vez mais simples e
finalmente em glicose (ENZIMAS, 2004; JACQUES; LYONS; KELSALL, 1999). A
glucoamilase ¢ a enzima de escolha no uso simultdneo com as a-amilases, provocando
um sinergismo na a¢ao € uma hidrélise maxima do amido, por quebrar as ligagdes a-1,4

e a-1,6.

A glucoamilase clivam ambas as ligagdes glicosidicas, a-1,4 e/ou a-1,6
(PANDEY et al., 2000; TAKAHA; SMITH, 1999). A amiloglucosidase (a-D-1,4
glicanglicohidrolase), também conhecida como glucoamilase (EC 3.2.1.3), é uma
exoenzima que catalisa a reacdo de hidrolise das ligagoes a-1,4 ¢ o-1,6 das
extremidades ndo redutoras do amido, transformando-o em glicose. A acdo da
glucoamilase é lenta no ataque inicial a amilose, pois, sendo uma exoenzima, s6 atua a
partir da extremidade ndo-redutora e ndo penetra no interior da estrutura helicoidal da
amilose (OBEL, 2001).

Em geral, as moléculas de enzima afetam os granulos de duas maneiras (LI
et al., 2011). Em primeiro lugar, as enzimas decorrem a superficie externa do granulo e

causa a ocorréncia de fissuras caracteristicas e pogos (exocorrosdo). Em segundo lugar,
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as enzimas criam canais que as conduzem ao centro do granulo, o que enfraquece a
integridade dos granulos e, consequentemente, leva a sua reparticdo (endocorrosao) (LI
et al., de 2004; OATES, 1997 ). Estes dois mecanismos de acdo sdo também conhecidos
por degradacdo centripeta e degradagdo centrifuga. A degradacdo centripeta ocorre a
partir da superficie para o centro do granulo, com as enzimas progredindo ao longo das
cadeias de polissacéridos, formando cavidades na superficie. Por outro lado, a erosao
centrifuga é provocada por enzimas no interior dos granulos, que podem ser detectadas,
a partir de uma vista externa do granulado, a partir da presenca de pequenos poros
formados na superficie (HELBERT, 1996). Na literatura se encontram amidos que sao
afetados por uma Unica maneira, como também existem tipos de amidos que sao
afetados pelas duas formas simultaneamente, o que depende da origem do amido, como

também da origem das enzimas.

A susceptibilidade do amido ao ataque enzimatico depende de suas
caracteristicas morfoldgicas, estruturais e fisico-quimicas. Amidos granulares sdo mais
resistentes a hidrolise do que amidos gelatinizados. Muitos fatores, como origem
botdnica do amido, afetam a taxa e extensdo da hidrolise de amidos granulares.
Parametros estruturais também sdo importantes: cristalinidade, tamanho de granulos e
superficie especifica disponivel, taxa amilose/amilopectina, acessibilidade, porosidade e
grau de integridade (JACOBS et al., 1998).
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4. MATERIAS E METODOS
4.1. Matéria-prima

A farinha do mesocarpo de babacu foi utilizada como substrato nas reagoes
de hidrolise enzimética. Esta farinha foi obtida da Associacéo das Quebradeiras de Coco
Babacu de Itapecuru Mirim-MA.

4.2. Enzimas

Foram utilizadas duas classes de enzimas comerciais, a o-amilase
(Liquozyme ® SC DS) e a glucoamilase (Spirizyme ®Fuel), generosamente fornecida
pela Novozymes Latin America Ltda. A a-amilase é produzida pela Novozymes a partir
de uma cepa selecionada de Bacillus licheniformes, geneticamente modificada. O pH
Otimo de acdo enzimatica esta entre 6 e 8 e temperatura de 90 a 105°C, tendo esta
enzima o calcio como cofator enzimatico. A atividade enzimatica da a-amilase é 240
KNU-S/g. A atividade da liquozyme é dada em KNU, onde 1 KNU representa a
quantidade de enzima que hidrolisa 5,26g de amido por hora, avaliado pelo método
Standard da Novozymes. A glucoamilase € produzida pela Novozymes a partir de uma
cepa selecionada de Aspergillus niger, geneticamente modificada. O pH étimo de agédo
enzimatica esta entre 4 e 4,5 e temperatura de 58 a 60°C. A atividade enzimatica da
glucoamilase é 750 AGU/g. A atividade da spirizyme é dada em AGU, onde 1 AGU
representa a quantidade de enzima que hidrolisa 1pmol de maltose por minuto sob

condicdes especificas
4.3. Procedimento experimental para a hidrolise enzimatica

Para verificar a suscetibilidade do amido do mesocarpo de babagu ao ataque
enzimatico, foram realizadas reagdes de hidrdlise, utilizando as enzimas o-amilase e
glucoamilase. Para cada experimento, utilizou-se 10 g da farinha do mesocarpo de
babacu, e agua destilada o suficiente para produzir uma mistura inicial de 10% (m/v).
As etapas de liquefacdo e sacarificacdo foram realizadas em temperaturas e valores de

pH 6timos para cada enzima. O pH foi ajustado com solugdo de HCI e NaOH, ambos a
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0,1 M. Através de ensaios preliminares, estabeleceu-se o tempo de reagdo em duas
horas.
O fluxograma (Figura 9) mostra a producao de etanol a partir da farinha do

mesocarpo de babagu.

Figura 9. Fluxograma do processo de hidrdlise enzimatica a partir da farinha do

mesocarpo de babacu.

Farinha mesocarpo de babagu a
10% (m/v)

!

Ajuste de pH para 6

a-amilase

Aquecimento de 90 °C por 1
hora

!

Resfriamento para 60 °C

!

Ajuste de pH para 4

Glucoamilase

60 °C por 1 hora

!
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Residuos + aglcares

Fonte: prdprio autor
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Foi feito um planejamento experimental fatorial 2 com pontos centrais (2
fatores, 2 niveis e 4 pontos centrais), para estudar a acdo das enzimas o-amilase e
glucoamilase na hidrélise do amido granular do mesocarpo de babacu. Para este
conjunto de experimentos, foram utilizadas ferramentas estatisticas para analise dos

resultados experimentais obtidos. Para tal, utilizou-se o software Statistica 10.0.

4.4. Calculo das variaveis resposta
4.4.1. Rendimento de hidrdlise

A eficiéncia de hidrolise, ou conversdo de hidrélise, foi calculada através da
Equacdo 1.0 (FERREIRA et al., 2006; SLEIMAN e VENTURI NETO, 2004):

162

(_
R. H. (%) =—2

Concentracgio de farinha(%) X Teor de amido (%)

) X (Glicose final—Glicose inicial)(%) X 100

(Eqg. 1.0)

Onde, R. H.(%) = Rendimento de Hidrolise (%)

4.5. Métodos analiticos

4.5.1. Caracterizacdo fisico-quimica da farinha do mesocarpo de babacu

A determinacdo de carboidratos, amidos, proteinas, lipideos, cinzas e
umidade foram realizadas de acordo com as normas analiticas do Instituto Adolf Lutz
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005). A determinacdo da composicdo elementar foi
realizada em um Espectrofotdbmetro de Fluorescéncia de Raios X por Dispersdo de
Comprimento de Onda (WDXRF) da Bruker, modelo S8 Tiger, utilizando fonte de
radiacdo de Rodio (Rh), poténcia geradora de 30 kV, corrente do tubo 33 mA,
colimador 0,23 graus, cristal Li200, detector selado, LLD 1,0 ppm, filmes Myler® (3,6
pm), recipientes de teflon e diametro da méascara 34 mm.
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4.5.2. Difragéo de raios X

Com base na diferenca de difragdo de Raios X em regides cristalinas e
amorfas do grénulo de amido, difracéo de raios X é geralmente usada para determinar a
cristalinidade do amido (BENINCA et al.,2013; MUTUNGI et al., 2012).

Os raios X produzidos a partir do bombeamento do anodo por elétrons do
catodo acelerados por alta tensdo sdo radiacGes eletromagnéticas que como tais, podem
ser polarizadas, refratadas e refletidas. Em quimica de coordenacdo, a determinacdo da
estrutura molecular de um composto é feita pela difracdo de raios X em monocristal.
Porém, a dificuldade da obtencdo do mesmo leva a op¢éo do emprego do método do po,
do qual se obtém informacgdes que podem conduzir a verificacdo de cristalinidade,
comparacao aos padrdes catalogados e verificacdo de isomorfismo dentro de uma série
de compostos. Com base nesses resultados, € possivel obter conclusdes a respeito da
estrutura cristalina dos compostos (CARVALHO FILHO 2000). Com a hidrélise
enzimatica, pode-se observar a alteracdo de cristalinidade do amido (AGGARWAL;
DOLLIMORE, 1998).

As analises por difracdo de raios X foram feitas em amidos de babacu nativo
e hidrolisado, utilizando-se 0 modelo D8 Advance da Bruker, equipado com detector
linear, em geometria Bragg-Brentano, passo de 0,03° e tempo de contagem por passo de
0,5s. As amostras foram medidas em condicGes de temperatura e umidade ambiente. Os
Difratogramas obtidos foram cuidadosamente alisados e normalizada em relacdo a
maior intensidade. A cristalinidade dos granulos de amido nativo e parcialmente
hidrolisado foi entdo quantificada em termos de indice de cristalinidade (IC), um
parametro muitas vezes utilizado para descrever a quantidade relativa de material
cristalino numa amostra. O IC foi definido como a razdo entre a area da regido cristalina
e a area total coberta pela curva, composta pela area da regido cristalina e a area da

regido amorfa, conforme a Equacéo 3.0:

Ac

IC(%):Ac+Aa

X100 (Eq. 3.0)

Em que Ac = area cristalina; Aa = &rea amorfa no difratograma.
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4.5.3 Microscopia eletronica de varredura

A forma e tamanho dos granulos de amido foram visto com um microscépio
eletrénico de varredura de emissdao de campo (FESEM Leo Supra 50VP, Carl-Ziess
SMT, Oberkochem). Granulos de amido foram montadas em bases de amostras de
aluminio com fita adesiva dupla face e por pulverizacdo catédica, com uma camada de
20-30 nm de ouro, usando Sputter Coater [Polaron (Fisons) SC515, VG Microtech,

Sussex, Reino Unido]. A tensdo de aceleracdo do SEM ¢é de 5 kV.

45.4. HPLC

Foi utilizado para identificar e quantificar a glicose presentes nas amostras,
através da comparagdo dos cromatogramas obtidos com o padrdo de glicose. No padréo
de glicose, o componente em questdo € aluido nas mesmas condi¢des da amostra a ser
analisada, tendo a formacéo de um pico num determinado tempo, chamado de tempo de
retencdo, e conforme o tempo de retencdo das substancias presentes nas amostras, 0s
componentes sdo identificados. Os cromatogramas sdo graficos do tempo em minutos
pela resposta do detector.

O padréo de glicose foi obtido comercialmente e analisado em diferentes
concentracdes (ppm), e com leituras em triplicata, tendo sido determinado as médias e

o0s desvios padrédo, conforme a Tabela 4.

Tabela 4. Valores das leituras em triplicata para cada concentracdo, valores das médias
e 0s desvios padrao.

Concentragéo Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3 Médias Desvio
(ppm) padrdo

50 2574344667 2267307,667 2335319,667 2335319,667 161260,8

100 4985016,333 4661507,333 4758415,667 4758415,667 166030,7

200 10598668 8929191,667 8764775,667 8929191,667 1014671

300 15294086,67 13204514,67 12786327,67 13204514,67 1343506

500 25760618,33 21602711,33 22239421 22239421 2239510

600 29450900 26922021 26283608 26922021 1675039

Fonte: préprio autor
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Na Figura 10, temos a curva analitica obtida a partir dos valores das médias
das trés curvas.

Figura 10: Curva analitica obtida para a glicose

Médias das curvas

y =44403x + 113851
R?=0,9997 {

Glicose
*

Concentragao(ppm)

Fonte: préprio autor

O grafico da concentracdo do componente pela area do pico obtido. Através
deste foi quantificado a glicose da amostra através da area dos sinais cromatograficos.

Os perfis em area foram convertidos em concentracdo (g L™) a partir de curva do
padrdo.

4.5.5. Secgéo experimental

Relacédo dos reagentes e equipamentos utilizados no presente trabalho.

Reagentes

Os reagentes utilizados foram: Acetonitrila e Agua purificada por sistema

Mili-Q (Milipore Sistem) e, o padrao de glicose de grau analitico.
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Fase movel
A fase modvel utilizada é constituida de &gua purificada por sistema Mili-Q

(Milipore Sistem) e acetonitrila numa razao de 65:35 (V:V).

Equipamentos
Para o presente trabalho foram utilizados 0s seguintes equipamentos:

Shimadzu, Modelo 2010, equipamento de cromatografia liquida de
alta resolucdo com injetor, detector de espalhamento de luz

evaporativo (ELSD-LT 1) e software LC solution.

- Coluna: de 25cm (CLC — NH2(M) 25CM - Column); Volume de
injecédo: foi de 20 pL; Fluxo: fluxo constante de 1 ml por minuto;
Temperatura da coluna: 25°C; pressao de 300 a 330KPa; Ganho: 7;

Micro seringas Hamilton de 50 pL; Banho ultra-sénico.
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas estruturais do granulo do mesocarpo de babacgu

A Tabela 5 mostra que 0 componente que apresentou uma maior
porcentagem foi 0 amido com 64,25%. Valor semelhante para 0 mesocarpo de babagu
foi descrito, 60% (CINELLI et al., 2014). Esta variacdo que ocorre entre a quantidade
dos constituintes de uma mesma espécie vegetal € normal, pois sendo produto do
extrativismo, sofrem influéncias do solo, clima, variacdo genética etc. A grande
quantidade de hidratos de carbono constituintes do mesocarpo de babagu o torna
importante fonte de biomassa amilacea, o que demonstra o grande potencial deste fruto

para a producdo de acucares fermentaveis.

Tabela 5 - Composi¢do quimica do mesocarpo do babacu

Componentes Porcentagem (%)
Amido 64,28 + 0,008
Cinzas 0,82 £ 0,042

Proteinas 2,85 + 0,0006
Lipideos 0,13+ 0,024
Umidade 11,84 £ 0,10

Fonte: préprio autor

O amido é constituido praticamente de carboidratos, no entanto, alguns
constituintes menores também estdo presentes. Nas Tabelas 5 e 6 mostram 0s
constituintes menores presentes no mesocarpo de babacu, entre eles temos: lipideos,
fosforo, proteinas e cinzas. No amido de trigo encontram-se proteinas, lipideos e cinzas
(minerais e sais) nas quantidades de 0,4, 0,9, e 0,5%, respectivamente (LIM et al, 1994).
A composi¢do do amido de origens boténicas diferentes pode variar de forma

acentuada.
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Tabela 6. Composicéo inorganica do mesocarpo de babagu.

Componentes quimicos Porcentagem (%)
Ca 0,26
P 0,16
Cl 0,47
S 0,07
K 1,07
Si 0,03

Fonte: proprio autor

Apesar dos constituintes menores nos granulos de estarem presentes em
quantidades minimas, exercem grande influéncia nas propriedades do amido. Os
compostos nitrogenados, lipideos e minerais como o fosforo, exercem influéncias
marcantes nas propriedades do amido (THOMAS et al, 1997). O fdésforo € um dos
constituintes ndo hidrato de carbono presentes em amidos, e que afeta
significativamente as propriedades funcionais deste carboidrato. O fosforo é encontrado
em trés formas principais nos granulos de amido: monoésteres de fosfato, fosfolipideos
e de fosfatos inorgénicos e sua presenga modifica as propriedades funcionais (LIM et al,
1994). Nos amidos de Triticeae, o teor de fésforo é muito perto do conteldo de
lisofosfolipideos, embora exista uma quantidade relativamente pequena de monoésteres
de fosfato. No presente trabalho, os teores de fosforos 0,16% e de lipideos 0,12%
apresentam valores bem proximos.

Nos amidos de cereais, o fdsforo estd principalmente na forma de
fosfolipidios, enquanto amidos de tubérculos e raizes sdo 0s Unicos que contém
monoésteres fosfato, tendo o amido de batata um nivel excepcionalmente alto destes
monoésteres (BULEON et al.,1998). Os monoésteres de fosfato sdo ligados
covalentemente a fragdo de amilopectina do amido, o que aumenta a clareza da pasta de
amido e a viscosidade, enquanto que a presenca de fosfolipideos resulta em pastas
opacas e de menor viscosidade (CRAIG et al., 1989). Durante a gelatinizagédo do amido
do mesocarpo de babagu, a pasta que se forma € opaca, provavelmente devido aos
fosfolipideos constituintes.

A amilose pode existir na forma livre ou complexada com lipideos em
granulos de amido nativo (CHEETHAM; TAO, 1998; TESTER; KARKALAS,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814602004168#BIB14
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840106000253#bib77
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2002; TESTER et al., 2004). Os complexos amilose-lipideo que sdo formados nos

gréanulos de amidos ndo influenciam da maior ou menor suscetibilidade do amido ao

ataque enzimatico. Embora o amido amorfo seja rapidamente hidrolisado por a-amilase,

a presenca de lipideos e, em particular amilose-lipideo complexado ndo fornecem
alguma resisténcia a hidrélise e solubilizacdo ( KARKALAS et al,
1992; VASANTHAN, 1996; TESTER et al., 2004). O complexo amilose-lipideo
apenas dificulta o acesso das a-amilase ao local ativo das cadeias de amilose, embora
ndo confira resisténcia a hidrolise completa, mas apenas um perfil de hidrélise
prolongada. Desta forma, a presenca de complexo amilose-lipideo em amidos nédo
diminui a suscetibilidade do carboidrato ao ataque enzimatico, mas apenas prolonga o
tempo de reacdo (TESTER, 2006).

De acordo com a Tabela 6, um dos constituintes no mesocarpo de babacu é
o calcio, elemento importante para a estabilidade térmica da enzima a-amilases. E
demonstrado que as a-amilases na falta desse ion carecem de atividade (VALLEE,
1959). A hidrolise enziméatica do mesocarpo de babacu por enzimas a-amilases,

provavelmente é favorecida pelo calcio presente na farinha do mesocarpo de babacu.

5.2 Microscopia eletronica de varredura

A Figura 11 mostra que os granulos de amido do mesocarpo de babagu sé&o
heterogéneos em tamanho, com formas mais ou menos esféricas ou ovoides, apresenta a
superficie lisa. A maioria dos granulos de amido € oval, embora apresente formas
redondas, esféricas, poligonais e também formas irregulares. Todos os granulos de
amido quando observados em microscopio eletrdnico de varredura, apresentam
superficie lisa, sem nenhuma fissura (HOOVER, 2001). O tamanho e a forma dos
granulos estdo relacionados com a fonte biolégica da qual o amido é isolado
(LINDEBOOM, 2004). No entanto, alteragdes de clima, como temperatura e chuvas
podem influir na formacé&o do granulo e na deposicdo do amido, influenciando sobre o
tamanho e formato do granulo de amido.

A morfologia dos granulos de amido depende da bioquimica dos
cloroplastos ou amiloplastos, assim como da fisiologia da planta (BADENHUIZEN,
1969).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840106000253#bib77
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840106000253#bib78
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840106000253#bib42
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840106000253#bib42
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840106000253#bib83
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Figura 11. Micrografias obtidas por MEV dos granulos de amido da farinha do

mesocarpo de babagu: (a) ampliada 900 vezes e (b) ampliada 2000 vezes

Fonte: proprio autor

As informacbes sobre o tamanho de granulos de amido disponiveis na
literatura servem para estabelecer a variabilidade do tamanho dos granulos. O tamanho
dos granulos de amidos se refere a média do diametro dos granulos. Granulos de amidos
foram classificados em grandes, como maiores que 25 um, médios com valores entre 10
e 25 pm, pequenos, entre 5 e 10 um, e bem pequenos, com tamanhos menores que 5 um
(LINDEBOOM, 2004). A distribuicdo de tamanhos de granulos pode variar de menores
que 5 pum, como no caso de amidos de arroz, e maiores que 100 pm, como no amido de
batata (SANGUANPONG et al., 2003).

A Figura 12 apresenta a distribuicdo granulométrica, onde se percebe uma

variacdo no tamanho do didmetro de 6 a 22 um, tendo uma média de 12,62 um.

Figura 12. Curva de distribui¢do dos tamanhos dos granulos do amido.



39

Média 12,62 um
Desvpad 3,57um

18 -
16—- §
14—-
12

10

Frequéncia
[oe]
1

Diametro, um

Fonte: proprio autor

Os granulos do mesocarpo de babagu em sua grande maioria sdo de
tamanhos médios, e 0s que possuem didmetros entre 14-16 um contribuem com uma
maior porcentagem do total de granulos. Verifica-se em algumas fontes boténicas
amidos com os seguintes tamanhos: arroz, (3-10 um), milho (5-20 um), trigo (22-36
pm), a mandioca (5-25 pm) e batata (15-85 um) (MACGREGOR, 1984). A variacao
apresentada nos didmetro dos granulos de amido do mesocarpo de babacgu variou de 6 a
22 pm, assemelhando-se com variagdo apresentadas para os granulos do amido de
milho. O tamanho dos granulos de amido pode afetar suas propriedades fisico-quimicas,
tais como a gelatinizacdo, susceptibilidade da enzima, cristalinidade e solubilidade
(LINDEBOOM, 2004).

Um passo fundamental para a hidrdlise enzimatica € a adsor¢éo da enzima a
superficie do granulo de amido, etapa anterior a catalise enzimatica, que depende
principalmente do tamanho dos granulos. Uma vez que o amido nativo estd numa forma
granular, a cinética de hidrolise € complicada pela necessidade de que a enzima se
difunda para adsorver sobre a superficie dos granulos, antes do passo catalitico
(SLAUGHTER; ELLIS; BUTTERWORTH, 2001). A adsorc¢do e ligacdo da enzima a
superficie do granulo é, portanto, um passo fundamental na hidrélise de amido. Os

fatores principais que podem afetar a adsor¢do da enzima ao amido incluem o tamanho
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das particulas (e, portanto, a area de superficie exposta) do granulado, a presenca de
poros/fendas na superficie do granulo e a estrutura supramolecular das cadeias de
hidratos de carbono nas superficies expostas do granulo. (COLONNA et al., 1992;
TAHIR et al., 2011). A hidrdlise enzimatica de granulos de amido envolve enzimas em
solucdo agindo sobre um substrato solido, e assim a area superficial acessivel as
enzimas se torna um pardmetro cinético critico CINELLI et al., 2014). A atividade da
a-amilase do pancreas de suino em granulos de amido nativo € descrito em funcdo da
area da superficie do granulo em vez da concentracdo do substrato (KONG et al.,
2003) . A taxa de extensdo da hidrolise pela a-amilase em amidos de diferentes fontes
botanicas foi analisada, onde segue a seguinte ordem: trigo> milho> ervilha> batata,
que reflete no aumento do tamanho dos granulos (RING et al., 1988). Resultados
semelhantes foram relatados (FUKAI et al., 1994). Estudos realizados com milho e
cevada mostraram maior susceptibilidade enzimética para granulos de menor didmetro
(FRANCO, et al., 1992; TANG, 2002). O amido de batata doce em relagdo a outros
grdos de amido é mais dificil de hidrolisar, por seus granulos serem grandes e terem alta
cristalinidade (VALLEE, 1959). E bem conhecido que os granulos de amido de batata
tém o maior tamanho entre os amidos mais conhecidos comercialmente, e que esta é, em
parte, responsavel pela reduzida sensibilidade a agdo das amilases (NODA et al., 2005).

Estes estudos sugerem que o tamanho das particulas, e, portanto a area de
superficie, pode ser um determinante importante da eficiéncia de ligacdo da enzima ao
granulo de amido. Granulos de tamanhos grandes possuem menor area superficial do
que granulos pequenos num mesmo montante de massa, o que pode facilitar a hidrolise
dos granulos de menor didmetro. De acordo com a literatura, 0 amido de milho tem a
hidrolise enzimatica facilitada em funcdo do tamanho de seus granulos, por serem de
tamanhos médio, o que se pode sugerir 0 mesmo para os granulos de amido do
mesocarpo de babagu, uma boa suscetibilidade enzimatica, ja que possuem granulos de
tamanhos semelhantes ao do amido de milho.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840106000253#bib45
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840106000253#bib45
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5.3 Padréo de Raios X

A Figura 13 mostra que o amido do mesocarpo de babacu, tanto em sua
forma nativa, como hidrolisado, apresentardo padrdo de cristalinidade do tipo A, com
picos principais em 26 iguais a 15°, 17 °, 18 ° e 23 °. Desta forma, a hidrolise ndo
alterou o padrdo de Raios X do amido do mesocarpo de babacu, no entanto, 0 amido
hidrolisado teve picos mais nitidos e um carater mais cristalino. Este padrdo de
cristalinidade é tipico de cereais, ja observado e descrito em arroz (MITSUIKI et al,
2005).

Figura 13. Difratograma de raios X do amido do mesocarpo de babacu nativo e
hidrolisado.

——» Amido hidrolisado

Intensidade (cps)

5 10 15 20 25 30 35 40

Angulo de Difragdo  (20)

Fonte: proprio autor

O padrédo de difracdo de Raios X depende da origem do amido, bem como
as condigdes ambientais de crescimento (HUANG, 2007). O padréo de cristalinidade do
amido constitui um dos principais fatores responsaveis pela suscetibilidade do amido ao

ataque enzimatico. Os amidos nativos que apresentam um padréo de difracdo tipo B,
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como o amido de batata de alto teor de amilose é mais resistente a hidrolise enzimatica
do que o amido com uma estrutura cristalina tipo A, como os amidos de cereais (LI et
al, 2011). De acordo com a literatura e por apresentar um padrao de difracao de raios X
tipo A, como os de cereais (exceto variedades alta de amilose), o0 amido do mesocarpo
de babagu provavelmente seja mais susceptivel a hidrélise enzimatica, se comparado
com amidos de batata, que apresentam padrdo de difracdo do tipo B e alto teor de
amilose.

O amido é de natureza semi-cristalina, com diferentes graus de
cristalinidade, isto €, 15-45% (ZOBEL, 1988). Acredita-se que as regides de ataques
das amilases ao amido s&o preferencialmente na regido ndo cristalina e, assim, o grau de
cristalinidade terdo uma influéncia sobre a taxa de digestdo do granulo de amido. E
sugere que a distribuicdo dos cristalitos em granulos de amido é um fator que controla a
taxa de hidrolise (GERARD et al., 2001). O indice de cristalinidade do amido nativo do
mesocarpo de babacu é de 28,47%, enquanto o indice de cristalinidade do amido
hidrolisado foi de 35,67%. O aumento do indice de cristalinidade sugere que a regido
amorfa do granulo de amido foi hidrolisada de forma mais acentuada do que a regido do
cristalino, provocando desta forma o aumento da cristalinidade do amido. Foi sugerido
que a hidrdlise enzimatica ocorre principalmente na regido amorfa nos granulos de
amido (GALLANT, 1972). Em trabalhos foi comprovado que a a-amilase ao penetrar
nos granulos de amido hidrolisam preferencialmente a regido amorfa, antes da regido do
cristalino (GALANTE et al., 1992; BERTOFT et al., 1993a; BERTOFT et al., 1993b ).
Desta forma, o aumento do indice de cristalinidade do amido do mesocarpo de babacu é
atribuido a hidrolise preferencial dos dominios amorfos pelas enzimas o-amilase e
glucoamilase.

Amidos com quantidade menores de amilose possuem uma cristalinidade
mais acentuada (CHEETHAM; TAO, 1998). O aumento da quantidade de amilose no
amido é inversamente proporcional a quantidade da cristalinidade.
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Tabela 7. Proporcéo de cristalinidade dentro de granulos de amido de milho nativos
com diferentes teores de amilose.

Amido  Teor de amilose (g/kg) Quantidade de cristalinidade (WAXS ?)

WMS 0 0,418
MAS 280 0.303
MSB 400 0,218
MSC 560 0.195
MSD 650 0.176
MSE 840 0,172

Fonte: Adaptado por Cheetham e Tao (1998) .
*WAXS, amplo angulo de espalhamento de raios X.

De acordo com o valor do indice de cristalinidade do amido do mesocarpo
de babacu (28,47%), e os valores dos teores de amilose correspondentes aos indices de
cristalinidade na Tabela 7, sugere que o amido do mesocarpo de babagu apresente pouca
porcentagem de amilose. A quantidade de hidrolise do amido nativo é relatado como
sendo inversamente proporcional ao teor de amilose (VASANTHAN; BHATTY,
1996; RENDLEMAN, 2000), onde os amidos ricos em amilose sdo particularmente
mais resistentes (GALANTE et al., 1992).

5.4. Hidrolise enzimatica

A Figura 14 mostra que a analise cromatografica para identificar a presenca
de acucares nos hidrolisados de babagu detectou através do método utilizado a presenca
de um Unico agucar, a glicose, identificada através da comparacdo com o tempo de
retencdo do padrdo de glicose, onde ambos, os hidrolisados e o padrédo de glicose
tiveram um tempo de retencdo de 5,40 min. A Figura 15 mostra a andlise
cromatografica de uma amostra do hidrolisado, bem como a analise da mesma amostra,

porém, contaminada com a glicose padrdo, onde se percebe que houve uma


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840106000253#bib11
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840106000253#bib83
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840106000253#bib83
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840106000253#bib62
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0377840106000253#bib29
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potencializagdo do resultado, confirmando que o acUcar presente no hidrolisado é a
glicose.

Por ter sido a glicose o unico agucar encontrado no hidrolisado, mostra que
as enzimas a-amilases e glucoamilase utilizadas no presente trabalho exibiram uma
elevada eficiéncia na conversdo do amido do mesocarpo de babacu a glicose,
comparavel com os resultados obtidos em outros trabalhos. As enzimas o-amilases
hidrolisam as ligagdes quimicas a-(1-4) do amido, produzindo maltose e maltodextrinas
(RUIZ et al. 2011 ). As glucoamilase terminam de hidrolisar as cadeias maiores de
dextrinas, para a obtencdo de glicose (LEVEQUE et al., 2000; SUVD et al., 2001). A
glucoamilase é uma enzima de sacarificagao, que hidrolisa as ligagdes a-(1-4) e a-(1-6)
do amido, bem como dos polimeros menores, como maltose e maltodestrinas,

produzindo desta forma, um fluxo de glicose (GRAY et al., 2006 ).

Figura 14. Perfil cromatografico de aglcares do hidrolisado sobrepondo o padréo de

glicose.

Padrao
1000000 —
—— Amostra

800000 —

600000 —

400000 —

Intensidade (mV)

200000 —

T T T T T T T T T T T T T T
o 1 2 3 4 5 6 7

Tempo (Min.)

Fonte: préprio autor



Figura 15. Perfil cromatografico de uma amostra de acucares do hidrolisado
sobrepondo a mesma amostra, porém contaminada pela glicose padréo.
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Tabela 8. Efeito da carga de enzimas sobre a hidrolise de amido a partir de 100 g / L de
farinha de babacu. A hidrdlise foi realizada a 90° C durante 1 h e depois a 60° C durante

mais 1 h.

Experimentos o —amilase (uL) Glucoamilase (uL) Concentragdo glicose (g)

1

o N o o b~ wDN

50
150
50
150
100
100
100
100

50 0,85

50 1,49
150 1,70
150 2,13
100 1,73
100 1,75
100 1,77
100 1,84

Fonte: proprio autor
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O rendimento do processo de hidrolise é calculado sobre a quantidade usada
de matéria-prima, mais comumente considerando a quantidade do amido que entrou no
processo (LEONEL;CEREDA, 1999). Levando em consideracdo a hidrolise total do
amido presente nos 10 gramas de mesocarpo de babacu, iria ser produzido 7,1 gramas
de glicose. A Tabela 8 mostra a concentracdo de glicose obtida para todos os
experimentos. As concentragfes de glicose minima e maxima obtidas nos experimentos
do presente trabalho foram de 0,85 g e de 2.13 g, que corresponde aos rendimentos de
12 e 30%. O rendimento foi bem significativo, levando em consideracao o curto tempo
de reacdo dos experimentos, de apenas 2 horas. A hidrolise € completa quando uma
quantidade em excesso de enzima ou um tempo de hidrdlise longo é aplicado
(BILIADERIS; GALLOWAY; 1989). Verificou-se um rendimento de 58% na hidrolise
enzimatica da farinha do mesocarpo de babacu, num tempo de reacdo de 72 horas
(CINELLI et al., 2014). Os resultados de rendimento da hidrolise enziméatica do amido
do mesocarpo de babagu mostram uma boa suscetibilidade deste polissacarideo ao
ataque das enzimas a-amilases e glucoamilases. Monna et al. (1989), estudaram a
eficiéncia do uso destas duas enzimas em granulos de amido de arroz, sagu e batata e
concluiram que esta combinacdo apresenta bons rendimentos na conversdo do amido a
glicose em todos os substratos. Por ser a glicose o principal aglcar do processo
fermentativo das leveduras Sacaromyces, e por ser a glicose o Unico agucar obtido na
hidrolise enzimatica do mesocarpo de babacgu, o etanol produzido a partir desta fonte
botanica provavelmente seja de boa qualidade.

Na Figura 16, verifica-se que as duas enzimas utilizadas nos experimentos
foram significativas para a conversdo do amido a glicose, no entanto, a enzima

glucoamilase apresentou um maior efeito para a variavel resposta.
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Figura 16. Diagrama de Pareto para resposta em glicose.

(2)Glucoamilase 4,179156

Y5112

(1)a-amilase

7927022

lby2

Py

p=,05
Fonte: proprio autor

A glucoamilase por ser uma enzima de sacarificacdo, ela rompe as ligacbes
a-(1,4) e a-(1,6) do amido a partir da extremidade ndo redutora até glicose. O aumento
da quantidade de a-amilases, enzima de liquefacdo, apresentou influéncia pouco
significativa na resposta, provavelmente pelo fato dos experimentos com as menores
quantidades de enzimas ja terem sido suficientes para saturar os granulos de amido, de
forma que o aumento da carga enzimética nos demais experimentos em nada favorecia
para o0 melhor rendimento da reagéo.

Pesquisadores estudando o efeito da concentragdo da enzima a-amilase em
reacOes de hidrélise, como forma de investigar a relacdo enzima/substrato, observaram
que a atividade da enzima e os valores de hidrolise aumentaram no intervalo de 0,2-1,6
g/l, a partir de 1,69/, até 2,0 g/l, a velocidade de hidrolise ndo foi alterado de forma
significativa, indicando que a concentragédo no intervalo de 1,6-2,0 g/l devem saturar o0s
granulos de amido com moléculas de enzimas ativas (TEXTOR, 1998) Esta inibicdo
deve resultar de algum tipo de inibicdo enzima-enzima que reduz a capacidade de

ligagéo efetiva nos locais ativos do amido (VALLEE, 1959).
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De acordo com a Figura 17, observa-se claramente que com o aumento da
quantidade de enzima glucoamilase, a varidvel resposta aumenta, no entanto, 0 aumento

da quantidade da enzima a-amilase ndo corresponde ao aumento da variavel resposta.

Figura 17. Influéncia das enzimas o-amilases e glucoaamilase para o rendimento de
hidrolise.

SSO\\2)

I >32
<32
I <28
<24
<20
B < 16
M <12

Fonte: proprio autor

De acordo com a Figura 17, observa-se que com 0 aumento da quantidade
de enzima glucoamilase, a variavel resposta aumenta, no entanto, o aumento da
quantidade da enzima a-amilase ndo corresponde ao aumento da variavel resposta.
Apesar da maior influéncia da glucoamilase, verificada através da Figura 16, por ter
sido a glicose o Unico aglcar nas amostras, mostra que as duas enzimas se mostraram
eficientes e necessarias no processo de hidrélise enzimatica, principalmente por ter
apenas acucar, resultado s6 possivel com a acdo conjunta das duas enzimas, pois é
sabido que pelo fato das alfas amilases nao hidrolisarem as liga¢des a-1,6, a sua a¢éo de
forma isolada iria produzir outros acucares além da glicose, como dextrinas e outros

oligossacarideos.
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5.5. Analise da susceptibilidade do amido a hidrolise enzimatica

O tamanho dos gréanulos de amido, o teor de amilose, a estrutura cristalina
ou a presenca de complexos amilose-lipideos sdo relatados como sendo fatores
limitantes a hidrolise do granulo de amido. Cada um destes fatores ja foi
detalhadamente estudado e, ainda, de forma isolada, em amidos de fontes diferentes, de
forma a se estabelecer a influéncia que cada um exerce no processo de digestdo
enzimética. A extensdo da taxa de hidrélise enzimatica do amido granular tem sido
atribuida a interacdo de muitos fatores, tais como a fonte de amido (RING et al.,1988), a
morfologia granular (BREWER; CAI; SHI, 2012; COLONNA; LELOUP; BULEON,
1992), a extensdo de associacdo molecular entre os componentes de amido ( DREHER
et al., 1984 ), a razéo de amilose/amilopectina (HOOVER; SOSULSKI, 1985 ), o grau
de cristalinidade (HOOVER; SOSULSKI, 1985 ), o tipo de forma cristalina polimorfica
(A, B ou C) (JANE; WONG; MCPHERSON, 1997 ), complexos amilose-lipideo
(GURAYA et al., de 1997; NEBENSY et al., 2002). O mecanismo exato da digestdo
enzimética de granulos de amido é complicado, porque estas caracteristicas estruturais
sdo muitas vezes interligadas (BIRD et al., 2009). Uma maneira indireta que possibilita
0 entendimento da estrutura fisica e quimica dos amidos € através da utilizacdo de
enzimas no amido granular, através da cinética da reacdo (FRANCO et al., 2001). No
entanto, a relativa suscetibilidade do amido depende em grande parte da origem das
enzimas utilizadas na reacdo. A hidrolise do substrato depende fortemente da estrutura
do amido e da origem das amilases (BULEON et al.,1998; COLONNA et al., 1992;
GALANTE et al., 1992; GERARD et al., 2001; ,GERNAT et al., 1993; OATES, 1997;
WILLIAMSON et al., 1992). O rendimento de hidrdlise indica de forma indireta o
quanto o amido de uma fonte botanica é susceptivel ao ataque enzimatico, da sua facil
conversdo a glicose.

Com base na literatura e nos parametros analisados no presente trabalho, o
amido do mesocarpo de babagu apresenta caracteristicas morfoldgicas (granulos em sua
grande maioria de tamanho médios) e fisico-quimicas (padré@o de cristalinidade tipo A)
favoraveis ao ataque enzimatico. Pelo fato do rendimento de hidrolise ter sido bem
significativo no presente trabalho, isto apenas reforca o que j& foi discutido, que as

propriedades deste amido o torna bem susceptivel ao ataque enzimatico.
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6. CONCLUSAO

A quantidade de amido presente no mesocarpo de babacu analisado esta de
acordo com os valores apresentados na literatura, em média, 64,3%, que faz desse fruto
matéria-prima potencial para a producdo de acucares fermentaveis. Constituintes
menores foram identificados em pouquissimas quantidades, sendo o fdsforo e lipideos
de maior importancia funcional para o amido. Os granulos de amido do mesocarpo de
babacu possuem formas mais ou menos esféricas ou ovoides. S8o heterogéneos em
tamanho, com diametros em sua grande maioria de tamanhos médio, semelhantes ao
amido de milho, e da mesma forma que este ultimo, talvez tenha a hidrdlise enzimatica
facilitada em funcdo do tamanho favoravel a acdo das enzimas. O padrdo de
cristalinidade do amido é do tipo A, 0 mesmo apresentado por cereais como o milho e
arroz. Apos a hidrolise enzimatica, o padrdo de cristalinidade se manteve 0 mesmo, no
entanto, os picos no difractograma ficaram mais nitidos, demostrando um carater mais
cristalino, tendo o indice de cristalinidade aumentado, o que sugere que a regido amorfa
do granulo de amido foi hidrolisada de forma mais acentuada do que a regido do
cristalino. De acordo com a literatura, amidos com um padrdo de cristalinidade tipo A,
sd0 mais susceptivel ao ataque enzimatico. O Unico agUcar identificado pelo método
utilizado foi a glicose, 0 que demonstra a grande eficiéncia das enzimas alfa amilase e
glucoamilase na conversdao completa do amido a glicose. As concentracGes de glicose
obtidas, assim como o rendimento de hidrélise foram bem significativos. As
propriedades dos granulos de amido do mesocarpo de babagu, bem como o rendimento
satisfatorio de hidrdlise, sugere que o amido deste fruto seja bem susceptivel ao ataque
enzimatico. De acordo com o tratamento estatistico, as enzimas a-amilase e
glucoamilase demostraram ter influencia no processo de hidrolise do amido de
mesocarpo de babacu, sendo que a glucoamilase foi a que apresentou um maior efeito

para a variavel resposta.
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