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REIS, Nadabe dos Santos. Otimização e caracterização de celulases e 

amiloglucosidases para aplicação do complexo multienzimático bruto na extração de 

metabólitos do rizoma de gengibre (Zingiber officinale Roscoe). Itapetinga, BA: 

UESB, 2019. 112 p. Tese (Doutorado em Engenharia e Ciência de Alimentos), Área de 

Concentração em Ciências de Alimentos. 

RESUMO 

Atualmente, o interesse no desenvolvimento de novas técnicas de extração de metabólitos de 

várias matrizes vegetais aumentou expressivamente, devido às suas aplicações potenciais, 

particularmente para fins alimentícios e nutracêuticos. A presença de polissacarídeos, como 

celuloses, hemiceluloses, amido e pectina no interior da parede celular, reduz a eficiência de 

técnicas convencionais de extração. Dentre os métodos inovadores, a extração enzimática é 

reconhecida pela eficiência em reduzir significativamente os tempos de extração e aumentar a 

produtividade. Desta forma, o uso de extratos multienzimáticos brutos (EMB) obtidos por 

meio da fermentação em estado sólido (FES) é uma alternativa economicamente viável. Este 

trabalho tem o objetivo de fornecer dados sobre a produção e aplicação de EMB produzido a 

partir da FES da casca da amêndoa de cacau por Aspergilus oryzae ATCC 10124 em 

diferentes processos de extração de metabólitos presentes em rizoma de gengibre. O EMB 

obtido neste trabalho, apresentou diferentes atividades enzimáticas de endoglucanases (0,846 

UI/g), xilanases (0,945 Ul/g) e amiloglucosidases (0,280 UI/g). O emprego do EMB no 

processo de extração de óleos essenciais promoveu a elevação no rendimento de 47,95%, e 

independente do tratamento enzimático a composição química do óleo foi mantida. A 

extração de amido de gengibre a partir da adição de EMB, possibilitou um aumento na massa 

de amido obtido (14%), reduzindo o tempo de decantação para 60 minutos o que é bastante 

favorável do ponto de vista técnico e industrial. O estudo da composição química apontou um 

elevado grau de pureza (com reduzido teor de protéinas e cinzas). O DRX indicou que os 

grânulos obtidos apresentaram estrutura cristalina (tipo A) e as análises térmicas apontaram 

que os amidos obtidos apresentaram estabilidade térmica superior aos amidos convencionais 

(TG), com dois eventos endotérmicos observados a partir dos termogramas (DSC). As 

análises de microscopia eletrônica de varredura demonstram que os grânulos de amido de 

gengibre apresentaram grandes áreas de superfícies, forma oval e íntegra, características de 

amido tipo A, que podem ser utilizados em diferentes processos industriais. 

 

Palavras-chave: Metabólitos, Extração, Enzimas, Otimização, Óleo essencial, Amido. 
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REIS, N. S. Optimization and characterization of cellulases and amyloglycosidases 

for application of the crude multienzyme complex in the extraction of metabolites 

from the ginger rhizome (Zingiber officinale). 2019, 112 f. Thesis (Ph.D. in 

Engineering and Food Science) – Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, 2018. 

ABSTRACT 

Currently, interest in the development of new techniques for extracting metabolites from 

various plant matrices has increased significantly, due to its potential applications, particularly 

for food and nutraceutical purposes. The presence of polysaccharides, such as celluloses, 

hemicelluloses, starch and pectin within the cell wall, reduces the efficiency of conventional 

extraction techniques. These ones also suffer from low extraction yields, time inefficiency, 

and substandard products due to the presence of traces of organic solvents in them. Therefore, 

there is a need for new, efficient and environment-friendly, "green ones", extraction methods 

to recover biomolecules present in natural sources. Among these innovative methods, 

enzymatic extraction is recognized by the efficiency in significantly reducing extraction times 

and increasing productivity. Although this method is predominantly exploited on a laboratory 

scale, it also finds industrial applications. However, the cost of commercial enzymes is still a 

limiting factor for industrial processes. In this way, the use of crude multienzyme extracts 

(MMB) obtained through solid-state fermentation (SSF) is an economically viable alternative. 

This work aims to provide data on the production and application of EMB produced from the 

SSF of the cocoa bean shell by Aspergilus oryzae ATCC 10124 in different processes of 

metabolites extraction present in ginger rhizome. The MMB obtained in this work showed 

different enzymatic activities of endoglucanases (0.846 IU g-1), xylanases (0.945 IU g-1) and 

amyloglycosidases (0.280 IU g-1). The use of EMB in the process of extraction of essential 

oils promoted the increase in yield to 47.95%, without causing changes in the chemical 

composition of the obtained essential oils. In the process of ginger starch extraction, the 

addition of MMB allowed an increase in the starch mass obtained (14 %), reducing the 

decanting time to 60 minutes which is very favorable from a technical and industrial point of 

view. The study of chemical composition pointed to a high degree of purity (with low protein 

and ash content). The DRX indicated that the obtained granules presented crystalline structure 

(type A) and the thermal analysis indicated that the obtained starches presented higher thermal 

stability than the conventional starches (TG), with two endothermic events observed from the 

thermograms (DSC). Scanning electron microscopy analyzes show that the ginger starch 

granules showed large areas of surface, oval and intact, characteristics of type A starch that 

can be used in different industrial processes. 

Keywords: Metabolites, Extraction, Enzymes, Optimization, Essential oil, Starch. 
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CAPÍTULO I 

1.1 INTRODUÇÃO 

A demanda por enzimas industriais está em ascensão contínua impulsionado por uma 

necessidade crescente de soluções sustentáveis. Segundo o relatório apresentado pela BCC 

Research (2017), este setor movimentou em 2016 cerca de US$ 5 bilhões, sendo esperado um 

alcance de US$ 6,3 bilhões em 2021. O mercado de uso final de enzimas industriais é 

extremamente difundido com inúmeras aplicações industriais (Adrio e Demain, 2014).  

As enzimas hidrolíticas são as mais comercializadas no mercado global, podendo-se 

destacar neste grupo as celulases, pectinases e xilanases (Fernandes e Carvalho, 2017). Estas 

enzimas apresentam papéis versáteis em diversos setores industriais, sendo capazes de 

otimizar processos por serem biocatalisadores específicos e biodegradáveis (Castro et al., 

2018).  Crescente interesse tem surgido no emprego de enzimas em processos de extração de 

metabólitos primários e secundários de materiais vegetais, tais como; óleos essenciais, 

oleoresinas, pigmentos, carboidratos, polifenóis e outros (Nadar, Rao e Rathod, 2018).  

Nos últimos anos, muitas pesquisas vêm sendo realizadas sobre a produção de enzimas 

através da fermentação em estado sólido (FES).  Na FES os resíduos agro-industriais são 

usados como matriz sólida para o crescimento de micro-organismos, que excretam enzimas, 

compostos bioativos e outros metabólitos de interesse (Ferreira et al., 2017).  

Na agricultura brasileira, muitos cultivos são considerados geradores de resíduos. 

Dentre estes, pode-se incluir o cacau, que apesar da queda de produtividade devido a vassoura 

de bruxa, praga ocasionada pelo fungo Moniliophthora perniciosa no final dos anos 1980, 

tem apresentado atualmente expressivo aumento de sua participação no setor comercial do 

país (Segundo et al., 2014). A região do Sul da Bahia nestes últimos anos vem reativando a 

produção de cacau (Quiroz-Reyes e Fogliano, 2018). O cacau é um fruto muito apreciado e 

valorizado por seu sabor adocicado, levemente ácido. Após a fermentação e secagem, as 

amêndoas são torradas e as cascas que as envolvem se desprendem facilmente (Ferreira et al., 

2017). 

 As agroindústrias e indústrias de chocolate da região (Cargill, Barry Callebaut, 

Joanes, Nestlé, Mendoá), produzem elevadas quantidades de casca de amêndoa de cacau. 

Estima-se que o processamento do chocolate produza em torno de 54 % de seu peso de 

resíduos, os quais não possuem nenhum fim específico, sendo, na maioria dos casos, 

incinerados ou descartados na natureza (Mendes e Lima et al., 2007).  
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Para o reaproveitamento deste resíduo, pesquisas vêm sendo realizadas, e a casca da 

amêndoa de cacau já foi utilizada para produção de lipases em estado bruto no processo 

fermentativo utizando Penicillium roqueforti (Silva et al., 2017), endoglucanases em estado 

bruto a partir da bioconversão por Penicillium roqueforti (Oliveira, 2018), na extração de 

compostos bioativos e ácidos graxos (Lessa et al., 2017). Outros pesquisadores também vêm 

avaliando o potencial da casca da amêndoa de cacau para diversos fins como; ração animal 

(Andrade et al., 2010), produção de carvão ativado (Kalaivani et al., 2014), extração de 

compostos fenólicos com intuito de avaliar a ação inibitória de cáries dentárias (Kim et al., 

2000), na produção de biogás (Mancini et al., 2016) e na produção de xilanases para 

enriquecimento de rações animais (Amorim, 2017). Porém, há um número reduzido de 

trabalhos publicados que abordem sobre o reaproveitamento da casca da amêndoa de cacau. 

Neste sentido, a casca da amêndoa de cacau é empregada neste estudo como matriz 

sólida, servindo como suporte e fonte de nutrientes para o crescimento do Aspergillus oryzae, 

obtendo através da FES a produção de extratos multienzimáticos brutos (EMB). A proposta 

deste trabalho está relacionada não só a produção e otimização de EMB como também na 

aplicação destes na extração de metabólitos do rizoma de gengibre. O gengibre é um material 

vegetal rico em metabólitos que estão associados à saúde humana. Neste contexto, aplicar os 

EMB na extração destes metabólitos, pode evidenciar a FES como uma alternativa viável e 

inovadora. Além disso, propor um estudo voltado a aplicação dos EMB produzidos torna-se 

uma tarefa importante não só do ponto de vista científico, mas, também, do ponto vista 

técnico, devido à possibilidade de revelação de potenciais catalisadores a serem aplicados em 

processos industriais. 
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1.2 OBJETIVOS 

1.2.1 Geral 

Obtenção do extrato multienzimático bruto (EMB) em escala laboratorial através da 

fermentação em estado sólido da casca da amêndoa de cacau por Aspergillus oryzae e  

aplicação dos EMB obtidos na extração de metabólitos dos rizomas de gengibre. 

1.2.2 Específicos 

 

 Avaliar o potencial do fungo Aspergillus oryzae ATCC 10124 como agente 

fermentador e o resíduo da casca da amêndoa de cacau como meio de cultura para 

produção de EMB por FES; 

 Verificar os parâmetros de fermentação: temperatura de incubação, atividade água e 

tempo sobre a produção de EMB e determinar as condições que levam a 

maximização da produção enzimática; 

 Avaliar o potencial de utilização do EMB obtido após o processo fermentativo, 

visando à extração do óleo essencial de gengibre associado ao processo de 

hidrodestilação; 

 Avaliar a estrutura da parede celular vegetal antes e após o tratamento enzimático 

através de análise de microscopia de varredura; 

 Avaliar o rendimento de amidos de gengibre antes e após o tratamento enzimáticos; 

 Comparar os resultados das análises físico-químicas e térmicas dos amidos obtidos 

sem e com a aplicação dos EMB. 
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1.3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

1.3.1 Fermentação em Estado Sólido 

A fermentação em estado sólido (FES) é considerada um bioprocesso heterogêneo, 

trifásico, que apresenta potenciais benefícios para o cultivo microbiano, assim como, para 

produção e desenvolvimento de bioprodutos (Costa et al., 2018).  

A FES é um termo geral usado para designar um processo biotecnológico de baixo 

custo, relativamente simples que consiste no cultivo de micro-organismos sobre matrizes 

sólidas úmidas, inertes que podem ser usadas como fonte de macro e micronutrientes (Bücka 

et al., 2015). A FES pode ser conduzida em baixa atividade de água livre, simulando o 

ambiente natural que muitos fungos, bactérias e leveduras estão adaptados (Rodríguez-León 

et al., 2018). Para isso, é imprescindível que o suporte apresente atividade de água (Aw) 

necessária para o crescimento dos micro-organismos. 

O baixo teor de Aw significa que a fermentação pode ser efetuada apenas por um 

número limitado de micro-organismos, principalmente leveduras e fungos filamentosos. 

Durante a fermentação em estado sólido, o micro-organismo pode crescer entre os fragmentos 

do substrato (dentro da matriz do substrato) ou sobre a superfície do substrato, consumindo o 

substrato e excretando metabólitos, dentre os quais, as enzimas (Subramaniyam e Vimala, 

2012).  

A FES é uma técnica que apresenta vantagens do ponto de vista econômico e 

ambiental por apresentar tais características; menor necessidade de energia empregada, maior 

rendimento do produto, menor produção de águas residuais associado a redução dos riscos de 

contaminação bacteriana, agregação de valor a produtos oriundos da fermentação de resíduos 

agroindustriais, uso de reatores pequenos  (erlemeyer) ou bioreatores de bandejas que  

ocupam menos espaço e redução nos gastos energéticos (Aljammas e Alkhalaf, 2018). 

1.3.2 Resíduo – Casca da amêndoa de cacau 

 Na FES a seleção do substrato é um aspecto importante e deve ser considerado. O 

resíduo sólido é um material não solúvel que age tanto como suporte físico como fonte de 

nutrientes (Wang, Lui e Chen, 2018). Neste trabalho, o substrato empregado foi a casca que 

reveste a amêndoa do cacau. 
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O cacaueiro é uma espécie arbórea tropical, supostamente originária da América 

Tropical. O cacau é conhecido cientificamente por Theobroma cacao L. é bastante apreciado 

em grande parte do mundo pelo seu aroma e sabor peculiar (Herman et al, 2018). Os frutos do 

cacau geralmente são alongados e sulcados, podendo ter coloração verde ou roxo, e amarelo 

ou laranja à medida que amadurecem e a depender da variedade. Dependendo da variedade 

(Criollo, Forasteiro e Trinitário), medem de 15 a 30 com de comprimento por 7 a 12 cm de 

circunferência, e possuem de 30-40 sementes que são a principal matéria-prima para a 

produção do chocolate e da manteiga de cacau (Ferreira et al, 2017). 

O cacau é constituído por uma casca externa e no seu interior encontram-se as 

sementes envolvidas por uma polpa branca, mucilaginosa e rica em açúcares (Figura 1.1) 

(Souza et al., 2018).  

Alguns pesquisadores afirmam que durante o beneficiamento do cacau, a etapa de 

fermentação é de extrema importância para a qualidade das amêndoas de cacau. Durante a 

fermentação a polpa envoltória das sementes é degradada pela ação sucessiva de micro-

organismos (leveduras e bactérias ácido-lácticas e ácidoacéticas) naturais do ambiente, com a 

elevação da temperatura para cerca de 50 ºC (Servente et al., 2018). Esses micro-organismos 

atuam nos açúcares e ácidos orgânicos da polpa, que são transformados em etanol, ácidos 

láticos e especialmente, ácido acético (Gomes et al., 2011). Os ácidos-orgânicos gerados 

penetram nas sementes, e juntamente com a elevação da temperatura causada pela 

fermentação aeróbica, causam a morte do embrião e acidificação no tecido armazenado 

(Silveira et al., 2017). Nesta etapa as sementes passam a ser denominadas amêndoas, devido a 

perda do poder germinativo. 
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Figura 1.1– Ilustração do beneficiamento do cacau: a) cacau (fruto), b) cacau aberto (amêndoas com polpa na 

placenta), c) sementes- inteira e cotada ao meio, d) amêndoas secas, e) amêndoas secas descascada e cortada ao 

meio, f) casca da amêndoa de cacau seca. 

 

 
 

         Fonte: própria autora 

 

A amêndoa de cacau apresenta uma casca na superfície que é denominada 

regionalmente como a “testa” do cacau e no interior da amêndoa   dois cotilédones (Figura 

1.1f) (Okiyama, Navarro e Rodrigues, 2017). Durante a secagem a umidade é reduzida e as 

cascas das amêndoas se desprendem. 

De acordo com dados do IBGE, a produção de cacau em 2017 foi de 274 mil 

toneladas, 28 % a mais que em 2016. A Bahia é o estado que mais produz o fruto no país, 

sendo responsável por cerca de 54% da safra, o equivalente a aproximadamente 148 mil 

toneladas. Considerando-se que o farelo da casca da amêndoa de cacau representa 10% da 

produção das amêndoas secas de cacau, estima-se que a produção brasileira desse resíduo na 

Bahia, foi de 14.800 toneladas (International Cocoa Organization, 2016).  
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1.3.3 Micro-organismos utilizados na FES 

A fermentação em estado (FES) é um bioprocesso caracterizado pela baixa Aw.  Esta 

característica pode afetar alguns aspectos da fisiologia dos micro-organismos, como por 

exemplo; crescimento vegetativo, esporulação, germinação e produção de metabólitos 

(Gomes et al., 2018).  Entre os micro-organismos mais empregados na FES pode-se citar os 

fungos filamentosos, porém as leveduras e bactérias podem também ser utilizadas.   

Os fungos filamentosos são comumente empregados, pois estes podem crescer dentro 

ou sobre a superfície do substrato, em baixa Aw de modo semelhante ao seu crescimento em 

habitat natural (Pirota, 2016). O crescimento destes fungos nos substratos está associado à sua 

morfologia. Os fungos filamentosos apresentam hifas penetrativas e aéreas que formam o 

micélio. As hifas penetrativas são essenciais no processo fermentativo, pois estas permitem a 

colonização entre as partículas sólidas e a obtenção dos nutrientes necessários para as 

atividades metabólicas (Gomes, 2018).  

Entre os gêneros de fungos mais usados na FES para produção de enzimas pode-se 

citar; Rhizopus, Trichoderma, Penicillium ou Aspergillus (Jiang et al., 2013). Dentre estes, o 

Aspergillus é considerado um gênero capaz de produzir diferentes enzimas e outros 

compostos de valor agregado pela FES de resíduos agroindustriais (Singhania et al., 2009).  

O gênero Aspergillus contêm mais de 100 espécies reconhecidas (Gomi, 2014). A 

figura 1.2 ilustra a estrutura morfológica básica do Aspergillus. As espécies pertencentes a 

este grupo produzem tipicamente o “aspegillum” ou “cabeça aspergillar”, que possui uma 

haste que termina em uma vesícula arredondada, contendo uma ou duas camadas de células 

especializadas (filíades e metulas) (Gomi, 2014). As filíades são as células que produzem os 

esporos assexuados, denominados de conídios. As estruturas que suportam a formação de 

conídios (vesícula, metulas e filíades), a haste e a célula pé, são denominadas de conidióforos 

(Chang, Horn e Gomi, 2014). 
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Figura 1.2– Morfologia representativa de espécies do gênero Aspergillus 

 
                                                     Fonte: Chang, Horn e Gomi, (2014). 

O Aspergillus oryzae é um fungo filamentoso aeróbio, isolados de plantas 

(principalmente arroz) e solos. Este fungo tem uma temperatura ótima de crescimento entre 

32–36 ºC (±1 ºC) sendo incapaz de crescer acima de 44 ºC e se desenvolve bem em uma Aw 

média em torno de 0,8, tendo o pH ótimo de crescimento entre 5-6 (Chang e Bhatnagar, 

1999).  

O Aspergillus oryzae se caracteriza por colônias de 4-5 cm de diâmetro, com 

coloração inicialmente branca, que durante o rápido desenvolvimento e produção dos conídios 

se transformam em colônias verde amareladas quando crescidas em meio ágar Czapek a 25 ºC 

por 7 dias (Gomi, 2014). 

O fungo filamentoso Aspergillus oryzae vem sendo utilizado em diversas aplicações 

na indústria de alimentos, pois desempenha um papel de fundamental importância na 

fabricação de alimentos, tais como; saké, shoyoe, missô (pasta de soja). De modo semelhante, 

tem sido usado na produção de enzimas industriais, por ser considerado como um micro-

organismo não patogênico, pois não produz aflotoxinas, sendo geralmente reconhecido como 

seguro (GRAS) (Ichishima, 2018). 

1.3.4 Aplicações da FES 

A técnica de FES é utilizada na produção de diferentes produtos; etanol por 

sacarificação (Canabarro et al., 2017), ácidos orgânicos (Vandebergue et al., 2018), enzimas 
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(Khanahmadi et al., 2018), dentre outros. As enzimas produzidas por FES vêm sendo 

aplicadas nas indústrias de alimentos para consumo humano e animal, farmacêutica, 

cosméticos e agrícola (Pandey et al., 2003).  

A maioria dos trabalhos científicos da FES, publicados nos últimos cinco anos, está 

relacionada à produção de enzimas de importância industrial, como; celulases, xilanases, 

proteases, amilases, pectinases, dentre outras. Na tabela 1.1 alguns trabalhos são descritos.  

Diversos setores industriais já utilizam a tecnologia enzimática em seus processos.  De 

acordo com Li et al., (2012), a indústria implementou o uso de enzimas e avaliou os 

benefícios em termos de custos e sustentabilidade. Vandenberghe et al., (2016), analisaram 

que na última década as indústrias que mais investiram em tecnologias enzimáticas foram as 

de alimentos, as têxteis, farmacêuticas, produtoras de papel e de gorduras e óleos. Vários 

estudos já comprovam a aplicabilidade das enzimas em vários processos de extração.  

  

Tabela 1.1 – Aplicações da fermentação em estado sólido na produção enzimática 

Produtos Micro-organismos Substratos Referências 

Xilanases 

 

Aspergillus awamori 

Aspergillus niger 

Rhizopus sp 

 

Farelo do cacau 

 

Palma forrageira 

Amorim et al., 2017 

 

Santos et al., 2016 

Amilases Aspergillus oryzae Farelo de soja Sanhoun et al., 2015 

Celulases Aspergillus oryzae 

 

Casca de arroz 

Casca de amendoim 

Brito et al., 2017 

Xilanases 

Celulases 
Penicillium roqueforti Casca de arroz Marques et al., 2017 

Proteases Aspergillus oryzae 

 

Casca de tomate 

Casca de arroz 

Belmessikh et al., 2013 

Conforme Stambuk et al., (2016), a utilização de pectinases comerciais promoveu um 

maior rendimento (18-20mg) de compostos fenólicos quando comparados a amostra controle. 

Corroborando com o uso de enzimas, Latif et al, (2011) comprovaram que o rendimento do 

óleo de Moringa oleífera aumentou cerca de 70% a partir do tratamento enzimático com 

celulases.  

Na extração enzimática de metabólitos, as enzimas atuam na parede celular do 

material vegetal desempenhando um papel importante como catalisadores biológicos. Nos 

processos industriais a seleção da enzima hidrolítica apropriada ou mistura ideal de enzimas é 
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vital para obter o resultado esperado como maiores rendimentos, menor tempo de extração e 

consequentemente menor gasto energético (Nadar, Rao e Rathod, 2018). 

1.3.5 Parede Celular Vegetal 

 A parede celular vegetal consiste predominantemente de celulose, hemicelulose e 

lignina em ligações cruzadas, submersas em uma matriz de substâncias pécticas e reforçadas 

com proteínas estruturais e substâncias aromáticas (Gorshkova et al., 2018).  A parede celular 

está dividida em três níveis estruturais; parede primária, parede secundária e lamela média, 

conforme ilustrado na Figura 1.3. 

 

Figura 1.3 – Esquema representando a parede celular vegetal 

 

 
  Fonte: adaptado de Alexander Silberman Institute of Life Sciences. 

 

A parede primária é composta por aproximadamente 70% de água, os 30% restantes 

correspondem à matéria seca que está representada em sua maioria por polissacarídeos 

(celulose, hemicelulose e pectina). A parede secundária é constituída principalmente por 

celulose apresentando também lignina, enquanto, a lamela média preenche os espaços entre as 
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paredes primárias e as células adjacentes, sendo constituída principalmente de pectina, pectato 

e hemicelulose (Prade et al., 1999). 

A presença de polissacarídeos, como, celuloses, hemiceluloses, pectinas e outros 

compostos ligados à parede celular que são difíceis de serem removidos, reduz a eficiência da 

extração de técnicas convencionais (Tavares e Buckeridge, 2015).   

A extração de metabólitos pode ocorrer por processos físicos, químicos e mecânicos, 

sendo os mais usados; a hidrodestilação, extração por solventes orgânicos, destilação a vapor, 

prensagem a frio, extração por fluído supercrítico dentre outros. Entretanto, algumas 

desvantagens são observadas nestes processos como; equipamentos de alto custo, elevado 

volume de solvente orgânicos, baixos rendimentos, ineficiência no tempo de operação, e 

produtos com baixa qualidade, devido por exemplo, a presença de traços dos solventes 

orgânicos usados nos produtos extraídos (Sasidharan et al., 2011). Dessa forma, a extração 

enzimática surgiu como um método de extração de metabólitos mais adequado. A extração 

enzimática de biomoléculas de matrizes vegetais é uma alternativa aos métodos 

convencionais, sendo adotada principalmente por ser eficiente e se caracterizar como uma 

tecnologia verde (Kudam et al., 2015). 

O princípio da extração enzimática baseia-se no rompimento da estrutura da parede 

celular vegetal (Nadar, Rao e Rathod, 2018). As enzimas atuam diretamente na parede celular 

vegetal como catalisadores, desestruturando o tecido vegetal auxiliando desta maneira na 

remoção dos metabólitos (Oroian e Escriche, 2015). Uma ampla gama de enzimas é 

geralmente empregada nos processos de extração de metabólitos, dentre estas pode-se citar as 

celulases, xilanases e amilases. 

1.3.6 Enzimas Degradadoras da Parede Celular Vegetal 

1.3.6.1 Celulases 

A celulose se caracteriza como uma substância fibrosa, resistente e insolúvel em água.  

A celulose é um polissacarídeo composto por unidades de glicose ligadas entre si através de 

ligações β-1,4, formando microfibras. Estas microfibras se entrelaçam, formando finos 

filamentos, denominados macrofibrilas (Srivrastava et al, 2018). As moléculas de celulose 

possuem duas regiões, cristalina e amorfa, sendo a região cristalina impermeável à água e 

resistente à degradação química e biológica, pois apresenta um número elevado de interações 

moleculares intra e internamente, como ligações de hidrogênio e forças de Van der Waals 
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(George e Sabapathi, 2015). Já a região amorfa é facilmente hidrolisável, pois nesta região há 

menos interações de hidrogênio, sendo facilmente hidratada e mais acessível às enzimas 

(Wang et al., 2012). Por se tratar de uma molécula complexa, rígida e hidrofóbica faz-se 

necessário a ação de um conjunto de enzimas atuando de forma sinergética para a degradação 

da celulose (Paramjeet, Manasa e Korrapati, 2018). 

A classe das celulases é formada por endoglucanases (EC 3.2.1.4) que clivam 

aleatoriamente a cadeia de celulose, exoglucanases (EC 3.2.174 e EC 3.2.1.91), que catalisam 

a hidrólise de extremidades de cadeias, e β-glicosidase (EC 3.2.1.21) também chamado 

celobioses, que hidrolisa o produto das exoglucanases liberando monômeros de glicose 

(Kuhad et al., 2016).  

Estas classes de enzimas têm importantes aplicações, incluindo biocombustíveis, 

alimentos, bebidas, papel, têxteis, farmacêutica, agrícola. Hidrólise mediada por enzimas de 

celulose biomassa resultam na geração de açúcares que servem como os materiais de partida 

para a produção de vários produtos adicionados de interesse comercial, como bioetanol, 

ácidos orgânicos, açúcares e rações para animais (Sreedharan, Prakasan e Sasidharan, 2016) 

1.3.6.2 Xilanases 

As xilanases são um conjunto de enzimas hidrolíticas de ampla ocorrência em 

organismos dos domínios Eucariota e Procariota, sendo os principais produtores os fungos, 

bactérias, leveduras, protozoários, algas marinhas, insetos, crustáceos e sementes. A principal 

função das xilanases é catalisar a degradação da xilana, reduzindo o grau de polimerização 

desse substrato (Irfan et al., 2014). A xilana é um dos componentes majoritários da parede 

celular de plantas, sendo encontrada em grandes quantidades em madeira mole de 

gimnospermas (7 a 10% do conteúdo da parede celular), madeira dura de angiospermas (15 a 

30%) e em plantas anuais (<30%). Dentro da estrutura da parede, é encontrada na fração da 

hemicelulose, que fica na interface entre a lignina e a celulose mantendo ligações covalentes e 

não covalentes que mantém a coesão das fibras e a integridade da parede celular (Zhang, Choi 

e Yoo, 2015).    

A complexa estrutura da xilana, exige para sua degradação completa a ação conjunta 

de diversas enzimas hidrolíticas. As Endo-1,4-β-D-xilanases (1,4-β-D-xilana xilohidrolase) 

clivam ligações glicosídicas internas da cadeia principal da xilana, acarretando na diminuição 

do grau de polimerização do substrato e as β-D-xilosidases: (β-D-xilosídeo xilohidrolase) 

hidrolisam xilooligossacarídios pequenos e xilobiose a partir da extremidade não redutora, 
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liberando xilose. As β-xilosidases purificadas geralmente não hidrolisam xilana, sendo a 

xilobiose seu melhor substrato (Moreira, 2016). 

O interesse na obtenção de xilanases está relacionado às diversas possibilidades de 

aplicação e ao potencial biotecnológico em diversos processos industriais. Dentre essas 

aplicações podem-se destacar a, indústria farmacêutica (produção de xilooligossacarídeos 

com efeitos prebióticos), alimentação animal (melhoramento do valor nutricional de silagem, 

grama verde), bem como em outros setores biocatalíticos como biorremediação (tratamento 

de alguns resíduos industriais, agrícolas e residenciais) e a indústria de alimentos e bebidas 

(clarificação de sucos, panificação, fabricação de vinhos, extração de café, óleos de plantas e 

amido) (Gooluguri et al., 2012). 

A parede celular vegetal apresenta além de celulases e hemicelulases, constituintes 

como pectinas e amidos, sendo necessário para a hidrólise destes a ação de enzimas 

específicas, tais como as amilases.  

1.3.6.3 Amiloglucosidases 

As amilases são constituídas por três grupos de enzimas as α –amilases também 

denominadas como endoamilases, as β-amilases (exoamilases) e as amiloglucosidases.  O 

primeiro grupo é constituído pelas α amilases (endoamilases) (EC 3.2.1) que clivam 

preferencialmente as ligações α-1-4 em regiões internas de substratos de cadeia longa, 

liberando as oligodextrinas. O segundo grupo é formado pelas β-amilases (exoamilases) (EC 

3.2.1.20) que hidrolisam as ligações α-1-4 de polissacarídeos da extremidade não redutora 

sobre a penúltima ligação óxido, separando as unidades de glicose em forma da β–maltoses. 

As amiloglucosidases são enzimas extracelulares que rompem as ligações α-1-4 e α-1-6 do 

amido a partir da extremidade não redutora.  

A amiloglucosidase (1,4-α-D-glucano glicohidrolase, EC 3.2.1.3) é uma enzima capaz 

de produzir glicose a partir do amido removendo sucessivamente unidades de glicose da 

extremidade não redutora das moléculas de amilose ou amilopectina do amido principalmente 

por hidrólise da ligação glicosídica α-1→4 e α-1→6. A clivagem das ligações glicosídicas dos 

polímeros do tecido vegetal por meio das enzimas amilolíticas, possibilita rupturas na parede 

celular e remoção do amido presente (Adeniran et al., 2010).  

A principal aplicação da amiloglucosidase é a sacarificação do amido. O amido 

sacarificado é utilizado diretamente na indústria de alimentos, ou convertido em etanol de alta 
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qualidade para uso em perfumes ou bebidas alcoólicas e também em aplicações têxteis e 

farmacêuticas (Kumar e Satyanarayana, 2009).  

1.3.7 Metabólitos do rizoma de gengibre  

Os metabólitos são biomoléculas específicas de certos tipos de células ou organismos. 

As plantas vasculares contêm, além do conjunto universal, moléculas pequenas chamadas de 

metabólitos secundários, que exercem funções específicas para a vida da planta. Esses 

metabólitos incluem compostos que dão às plantas seus aromas e cores característicos, e 

compostos bioativos que são apreciados pelos seus efeitos fisiológicos em humanos, mas 

usados para outros propósitos pelas plantas (Nelson e Cox, 2014). Uma das espécies vegetais, 

o gengibre é uma matriz que apresenta metabólitos primários e secundários com grande 

aplicação na indústria de alimentos. 

O gengibre é botanicamente conhecido como Zingiber officinale Rosc. pertencente à 

família Zingiberaceae. Entre as plantas medicinais do mundo, o gengibre se destaca, 

juntamente com cúrcuma, como uma das mais importantes ervas rizomatosas (Mesomo et al., 

2013).  

O rizoma é largamente utilizado em todo o mundo como especiaria / tempero na 

culinária, bebidas e medicamentos à base de plantas. O rizoma do gengibre é caracterizado 

por uma estrutura alongada, um pouco achatada, de coloração que varia do amarelo a marrom, 

que apresenta entre 3 a 16 cm de comprimento, 3 a 4 cm de largura e 2 cm de espessura. A 

parede interna do rizoma, feixes fibrovasculares abundantes em células oleaginosas contendo 

oleoresina, óleo essencial e grande quantidade de grânulos de amido (Nair, 2013). 

O rizoma de gengibre é constituído por óleos essenciais, oleoresinas resinas, proteínas, 

celuloses, pentoses, amido e elementos minerais. A composição destes compostos varia de 

acordo o tipo de cultivo, a região do plantio, as condições agroclimáticas, grau de maturação 

dos rizomas (Nair, 2013).  O gengibre apresenta em sua composição cerca de 3–4% de óleo 

essencial, 6,5 % de oleoresinas, 53% de amido, 7,17% de fibras, 12,4% de proteínas, 6,64% 

cinzas total e possui alto teor de água (80-90%) (Vasala, 2012). 

 

1.3.7.1 Óleos essenciais de gengibre  
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Os óleos essenciais são líquidos oleosos, hidrofóbicos, aromáticos e voláteis que 

podem ser extraídos das plantas. Nas plantas os óleos essenciais podem ser armazenados em 

glândulas especificas denominadas de tricomas, ou em grupos especializados dentro de 

regiões específicas da planta, como; caules, folhas, cascas, frutos, sementes, raízes e rizomas 

(Miguel, 2010). 

Os óleos essenciais são geralmente obtidos por destilação a vapor. São misturas 

complexas de componentes químicos, incluindo derivados terpênicos, com propriedades 

aromáticas bem conhecidas e que contêm uma gama de hidrocarbonetos de terpenos 

oxigenados e não oxigenados (Mehdizadeh e Moghaddam, 2018). 

Os óleos essenciais são compostos aromáticos de origem natural, com atividades 

biológicas (Asbahani et al., 2015). Os óleos essenciais têm sido explorados como aditivos 

aromatizantes, como medicamentos ou cosméticos (Dima e Dima, 2015), como agentes 

inseticidas, antioxidantes, anti-inflamatórios, antialérgicos e anticarcinogênicos (Seow et al., 

2014).  

Muitos óleos essenciais, exercem fortes atividades antimicrobianas e antifúngicas, 

sendo por essa razão empregados na indústria de alimentos (Donsi e Ferrari, 2016). Entre os 

mais de 3000 tipos de óleos essenciais conhecidos, pode-se citar o óleo essencial de gengibre. 

O óleo essencial de gengibre apresenta como principais compostos, o zingibereno, ar-

curcumeno, bisaboleno, sesquifelandreno ou terpenóides, como neral, geranial, geraniol, 

terpineol, nerolidol (Ali et al., 2014; Semwal et al., 2015). Os óleos essenciais de gengibre são 

obtidos por meio de hidrodestilação, destilação a vapor, extração por fluidos supercríticos 

CO2, extração com uso de solventes orgânicos, sendo a extração enzimática uma alternativa 

frente aos demais devido as vantagens apontadas anteriormente no texto. 

 

1.3.7.2 Amido de gengibre 

O amido é considerado um polissacarídeo formado por centenas ou milhares de 

unidades de glicose. Muitos estudos abordam que o amido é a principal material de reserva 

das plantas (sementes, tubérculos, bulbos e rizomas), servindo como fonte de energia para 

nutrição humana e animal. Nas plantas, o amido encontra-se em pequenos grânulos, de 

características peculiares a cada espécie, contendo as duas frações que o constituem: amilose 

(15-30%) e amilopectina (de 70-80%) (Ascheri et al. 2014).  

A amilose apresenta uma estrutura linear, composta de unidades de glicose com 

ligações glicosídicas α-1,4. A amilopectina é um polímero ramificado, formado por cadeias de 
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glicose semelhantes à amilose, que são unidas entre si por ligações do tipo α-1,6 (Bertoft, 

2018). 

Os grânulos de amido de diferentes culturas têm forma e tamanhos definidos e estas 

características têm consideráveis influências nas propriedades dos amidos e em suas 

aplicações funcionais (Moorthy; Sajeev; Anish, 2018). Para estudo dos grânulos de amido a 

técnica de difração em raio-X (DRX) é muito aplicada, pois é uma das principais técnicas de 

caracterização estrutural e micro-estrutural de materiais cristalinos. A análise de difração em 

raio-X dispõe sobre a estrutura cristalina, definindo os tipos de amido em duas maneiras 

básicas tipos A, B. Porém, há um tipo C que é uma mistura dos grânulos tipos de A e B. 

Outras análises térmicas como espectrometria no infravermelho por transformada de Fourier 

(FTIR), análise termogravimétrica (TG), termogravimetria diferencial  e calorimetria 

diferencial de varredura (DSC) apresentam habilidades de acompanhar propriedades físicas 

específicas dos amidos (Neto et al., 2017). 

Os amidos são empregados como matéria-prima em diversas aplicações industriais. 

São usados como espessantes, emulsificantes, agentes de revestimentos em alimentos e 

produtos farmacêuticos, e vem sendo utilizado na produção biofilmes para embalagens na 

indústria de alimentos. 

As possibilidades de fomentar a utilização do amido de gengibre para produção de 

biofilmes dependem principalmente do conhecimento dos seus principais componentes 

químicos, propriedades térmicas, estruturais e funcionais. 

 

1.4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A produção enzimática vem sendo estudada devido à possibilidade de aplicação em 

diversos processos industriais como na extração de metabólitos. O desenvolvimento de 

bioprocessos que resultem em alta produtividade enzimática associada a baixos custos ainda é 

um dos principais fatores que impulsionam as pesquisas voltadas para produção destas 

enzimas. Especial atenção tem sido dada a aplicação de enzimas na extração de óleos 

esseciais, oleoresinas, pigmentos, dentre outros compostos presentes em matrizes vegetais. O 

estudo de aplicações de EMB na extração de metabólitos torna-se essencial para direcionar a 

utilização destes em processos específicos. 

O resíduo proveniente do processamento de chocolate apresenta uma natureza fibrosa, 

o que sugere uma composição rica em compostos lignocelulósicos, é proveniente de um fruto 

rico em nutrientes, tem sido gerado em uma quantidade relativamente expressiva, além de não 
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possuir nenhum fim específico. Dessa forma, este resíduo, abundante e de baixo custo, pode-

se tornar um substrato alternativo a ser utilizado em FES para produção de endoglucanases, 

xilanases, amiloglucosidases e outras enzimas.  

A seleção de micro-organimos produtores de endoglucanases, xilanasee e 

amiloglucosidases é também uma tarefa importante no desenvolvimento de um bioprocesso 

para obtenção desta enzima. Algumas espécies do gênero Aspergillus têm sido indicadas 

como fontes destas enzimas.  

Portanto, o estudo da utilização de A. oryzae em FES sob resíduo da casca da amêndoa 

de cacau pode resultar em um bioprocesso alternativo para produção de endoglucanase, 

xilanase e amiloglucosidase. Adicionalmente, os estudos de otimização da aplicação dos EMB 

produzidos na FES para a extração de metabólitos podem revelar novos catalisadores 

ambientalmente e economicamente favoráveis para a produção de óleos essenciais, 

oleoresinas e amidos para a indústria de alimentos. 
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ABSTRACT 

The objective of this study was to evaluate the use of cocoa shell as an alternative substrate 

for the production of endoglucanase and xylanase by Aspergillus orizae ATCC 10124 in 

solid-state fermentation. The fermentation assays were performed using the cocoa  shell  

humidified with distilled water. The parameters incubation temperature, water activity and 

fermentation time were optimized using the Box-Behnken design. The maximum activities 

achieved for endoglucanases and xylanases were 0.846 U. g-1  and 0.945 U. g-1 under 

conditions 35 °C for the temperature, water activity equal to 0.9 and 96 h the incubation time. 

While the maximal amyloglycosidase activity of 0.280 IU / g was obtained under the 

temperature conditions of 35 ° C, 0.85 and fermentation time of 96 hours. 

Keywords: waste, solid-state fermentation, Box-Behnken planning. 
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 INTRODUCTION 

 

Enzymes are used in industrial processes due to their efficient catalytic performance, 

among them, the food industry uses in the clarification of beverages (Sharma, 2017), 

pharmaceutical industry in the production of chiral therapeutic drugs (Li,  Wang & Reetz,  

2018), textile industry in the process of bleaching the parts or in the biopreparation which is 

the phase of removal of non-cellulosic impurities (Easson et al., 2018).  

The solid-state fermentation technique (SSF) uses agro industrial residues as a source 

of nutrients for the growth of filamentous fungi and secretion of enzymes (Soccol et al., 

2017). The application of these residues occurs due to its composition of lignin (10% to 30%), 

hemicellulose (15% to 35%) and cellulose (30% to 50%), being the concentration of each of 

these elements variable according to the type of residue (Santos et al., 2013). 

For the production of enzymes, several substrates were used; cane bagasse (Biz et al., 

2017), caja bran (Ferraz et al., 2018), wheat bran (Zhao, Guo & Zhu, 2017), corn cobs (Shi, 

Zhang, Lu & Wang, 2017), rice husk bran (Marques et al., 2017), beet peel (Joana et al., 

2018), banana peel (Krishna et al., 2012), potato peel (Santos et al., 2012), forage palm bran 

(Ferreira et al., 2017). In Brazilian agriculture, many crops are considered waste generators. 

Among these, cocoa may be included. Cocoa is a much-appreciated fruit and valued for its 

sweet, slightly acid taste. After fermentation and drying, the almonds are toasted and the shell 

that surrounds them are easily peeled (Lessa et al., 2017). The chocolate industries produce 

high amounts of cocoa shell. It is estimated that chocolate processing produces about 54% of 

its weight of residues, which have no specific destination and are, in most cases, incinerated 

or discarded in nature (Okiyama et al., 2017). Our research group used cocoa shell in the 

production of lipases (Silva et al., 2017) in the extraction of bioactive compounds and fatty 

acids (Lessa et al., 2017). Other researchers used cocoa shell for the production of activated 
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carbon (Kalaivani et al., 2014), biogas production (Mancini et al., 2016) and enrichment of 

animal feed (Amorim et al., 2017).  

The cocoa shell contains high levels of lignin (30.7%), cellulose (9.7%) and 

hemicellulose (15.4%) (Silva et al., 2017; Lessa et al., 2018), which can be used in the SSF 

for the production of enzymes, among which cellulases can be mentioned. 

Cellulases are enzymes that act synergistically in the hydrolysis of cellulose to generate 

monomeric units. Endoglucanases, or Endo-1,4-β-glucanase (EG) cleave intramolecular β-

1,4-glucosidic bonds in the amorphous regions of the cellulose fiber and produce new chain 

ends and larger oligosaccharides (Santos et al., 2016).  

The xylanase enzymes constitute the xylanolytic system and play the main role in the 

depolymerization of xylan present in the plant cell wall; xylanolytic activity consists of the 

synergy between the endoxylanases (β-1,4-D-xylanaxylanohydrolase, EC 3.2.1.8) and the β -

xylosidases (β-D-xyloside xylohydrolase, EC 3.2.1.37) (Santos et al., 2011). The degradation 

of hemicellulose occurs through xylanolytic action (Sousa et al., 2018). The amylolytic 

enzymes are responsible for catalyzing the α-1-4 glycosidic bonds of polysaccharides, among 

which the amyloglycosidases can be mentioned. Amyloglycosidases are extracellular 

enzymes that break the α-1-4 and α-1-6 bonds of the starch from the non-reducing end (De 

Santana et al., 2012). 

The cellulases, xylanases and amyloglycosidases  can be produced by various types of 

microorganisms, such as filamentous fungi (Martínez-Ruiz et al., 2018), bacteria (Cerda et al., 

2018) and actinomycetes (Taniguchi et al., 2014). These microorganisms are used to utilize 

lignocellulosic residues, feed on the present nutrients and secrete metabolites, among them, 

the enzymes (Pathak et al., 2014). Thus, the objective of the present work was to evaluate the 

use of the cocoa shell as substrate and Aspergillus oryzae as fermentation agent. The response 
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surface methodology (MSR) was applied as a statistical tool for it allows predicting the best 

condition of each variable and the effects of interaction between the independent variables. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

COLLECTION AND PREPARATION OF THE RESIDUE 

Samples of the cocoa shell were supplied by a chocolate factory located in the city of 

Ilhéus (Bahia, Brazil). The residue of the cocoa shell was ground in a Willye type mill to a 

particle size of 2 mm. 

 

OBTAINING AND CULTIVATING THE MICROORGANISM 

The Aspergillus oryzae ATCC 10124 was obtained from the collection of 

microorganisms of the National Institute of Quality Control in Health (INCQS) of the 

Osvaldo Cruz Foundation (Fiocruz, Manguinhos, RJ, Brazil) under registration number 

01771. This fungus was preserved in silica and glycerol medium at 80ºC in ultra-freezer. The 

strains were harvested in agar-dextrose-potato (PDA) culture medium in Petri dishes, 

previously sterilized in vertical autoclave at 121ºC for 15 minutes. The inoculated plates were 

incubated in a BOD germination chamber at a controlled temperature of 25 ° C for 7 days or 

until abundant sporulation (observed visibly due to colony green coloration) and then stored 

at 4 ° C for later use. 

 

PREPARATION OF THE INOCULUM 

Preparation of the spore suspension was carried out using the microorganism cultured 

in PDA medium for 7 days at 25 ° C. After the incubation period, the sporulated culture was 

scraped with glass beads and suspended in Tween 80 (0.01%, v / v) solution, both sterilized in 

a vertical autoclave at 121 ° C for 15 minutes. The suspension was collected in an Erlenmeyer 
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flask and a 0.1 ml aliquot was taken and diluted in a test tube to count the number of spores in 

a binocular microscope using the Neubauer chamber. 

 

SOLID STATE FERMENTATION  

The fermentations were carried out in an incubator environment using 125 mL 

Erlenmeyer flasks as a bioreactor and the shell of the cocoa as substrate. Each flask 

containing 10 g of residue was sterilized in a vertical autoclave at 121 ° C for 15 minutes. The 

material was then placed in a biological safety cabinet under ultraviolet light until it cooled. 

The amount of 108 spores per gram of substrate and sterilized distilled water was added to the 

medium until desired moisture was reached. In order to evaluate the influence of the 

independent variables of water activity, incubation temperature (°C) and fermentation time (h) 

on the production of endoglucanase and xylanase, the Box-Behnken design was applied (table 

1). For this planning a matrix with the description of 15 experiments was used, three of them 

being the triplicate of the central point to estimate the experimental error, to analyze the 

quadratic, linear effects and interactions among the variables to fit a second order model with 

quadratic terms. The activities of endoglucanases (UI g-1) and xylanases (UI g-1) were applied 

as response values and the water activity factors (Aw) incubation temperature (°C) and 

fermentation time (h), were analyzed as independent variables. 

 

ENZYMATIC EXTRACTION 

 After the fermentation step, 5 mL of distilled water was added to the fermented 

media for each 1 g of residue. The blends were maintained in an orbital shaker incubator 

(Shaker) for 20 minutes at 170 rpm and 35°C. The entire contents of each flask were pressed 

through the gauze to separate the solid from the enzyme extract, and the filtrate was collected 
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in Falcon tube and centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes. The enzymatic assays were 

performed using the supernatant, which was called the crude multienzyme extract (CME). 

 

DETERMINATION OF XYLANASE ACTIVITY 

Enzyme activity assays were conducted based on standard procedures recommended 

by IUPAC (Ghose and Bisaria, 1987). The activity of xylanase was determined by the amount 

of reducing sugars released from the incubation of 1 mL of beechwood xylan (Sigma®) at the 

concentration of 1% (w / v) in sodium citrate buffer (0.05 M, pH 4.8) with 1 mL of the crude 

enzyme extract (previously diluted) in a water bath at 50° C for 10 minutes. To control the 

reaction, 1 mL of sodium citrate buffer was incubated with 1 mL of the crude enzyme extract, 

while the reaction blank consisted of 1 mL of sodium citrate buffer and 1 mL of the xylan 

solution.  After the incubation period, the reducing sugars were dosed based on the method of 

Miller (1959), adding 2 mL of 3,5 dinitrosalicylic acid (DNS) to the reaction media followed 

by incubation in boiling water for 5 minutes and subsequent cooling in running tap water. 

After dilution with 6 mL of distilled water, the absorbance of the samples was read in a 

spectrophotometer at 540 nm and the amount of reducing sugar released was quantified using 

xylose as standard (1 to 10 μmol / mL). An international unit of enzyme activity (IU) was 

defined as the amount of enzyme capable of releasing 1μmol of reducing sugars per minute at 

50 ° C. The results of these analyzes were expressed in international units per gram of 

substrate (UI g-1). 

 

DETERMINATION OF ENDOGLUCANASE ACTIVITY 

Enzyme activity assays were conducted based on standard procedures recommended 

by IUPAC (Ghose and Bisaria, 1987). The endoglucanase activity was determined by the 

amount of reducing sugars released from the incubation of 0.1 mL of carboxymethylcellulose 
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(CMC) at the concentration of 1% (w / v), with 0.5 mL of the crude enzyme extract in a water 

bath at 50 ° C for 15 minutes. To control the reaction, 0.1 mL and sodium acetate buffer were 

incubated with 0.5 mL crude (previously diluted) enzyme extract. After the incubation period, 

the reducing sugars were dosed based on the method of Miller (1959), adding 0.2 mL of 3,5-

dinitrosalicylic acid (DNS) to the reaction media, followed by incubation in boiling water for 

5 minutes and subsequent cooling. After dilution with 6 mL of distilled water, the absorbance 

of the samples was read in a spectrophotometer at wavelength at 540 nm and the amount of 

reducing sugar released was quantified using standard glucose curve. An international unit of 

enzyme activity (IU) was defined as the amount of enzyme capable of releasing 1 μmol of 

reducing sugars per minute at 50 ° C. The results of these analyzes were expressed in 

international units per gram of substrate (UI g-1). 

 

DETERMINATION OF AMYLOGLYCOSIDASE ACTIVITY 

 

The amyloglycosidase was quantified by the addition of 1 ml of solution containing 

1% soluble starch (Sigma-Aldrich) in 0.5M phosphate buffer and pH 7.0 (Vetec) and 1.0 ml 

BEM in test tubes and these were incubated for 30 minutes at 37 ° C in orbital shaker 

incubator (Quimis). The reducing sugars produced in that incubation were quantified by the 

Miller (1959) technique. The enzymatic unit corresponding to the quantification of enzyme 

capable of releasing 0.1mg / mL of reducing sugars under the conditions of the proposed 

method. 

 

 

MICROMORPHOLOGICAL ANALYSIS 
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Scanning electron microscopy analysis was performed at the Electronic Microscopy 

Center (CME) of the State University of Santa Cruz (UESC-Bahia) using a scanning electron 

microscope QUANTA 250, FEI COMPANYE. Cocoa shell, fermented cocoa shell and 

Aspergillus oryzae colonies were fixed on "STUB" stands. The readings were performed in an 

ambient mode that is used to investigate samples incompatible with high vacuum and 

therefore impossible to be analyzed by other traditional methods of scanning electron 

microscopy. Electromicrographs were performed using magnification of 1000 x and 3000 x. 

 

STATISTICAL ANALYZES 

The statistical significance level of the generated model was evaluated by analysis of 

variance (ANOVA, p <0.05), the regression coefficients were evaluated from the standardized 

effects (based on Student's t-test, p <0.05) and the quality of the model evaluated by the 

coefficient of determination (R2), adjusted coefficient of determination (R2-adj) and lack of 

fit test. Statistica version 10 software (STATSOFT) was used for data analysis and graphing. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

 

The matrix of the experimental design and the corresponding results of the enzymatic 

activities (U. g-1) were shown in Table 1. The solid state fermentation performed by 

Aspergillus orizae ATCC 10124 using residue of cocoa shell and water as the culture medium 

resulted in the production of a crude enzymatic extract with significant activities of 

endoglucanases, xylanases and amyloglycosidases. According to Gomi (2014), Aspergillus 

oryzae develops in a solid matrix with Aw greater than 0.8 under different temperature 

conditions (between 32 and 36ºC). 
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Table 1: Box-Behnken type matrix for the description of the time factors (T1, h), temperature 

(T2, ° C) and water activity (T3) and on the activity of endoglucanase, xylanase and amyloglycosidase 

produced by A. oryzae ATCC 10124 cultivated in the shell of the almond of cocoa. 

 

Assay 
Variables Enzymatic activity (U g-1) 

T1 (h) T2 (ºC) T3 Endoglucanase Xylanase Amyloglycosidase 

1 -1(48) -1(25) 0(0.90) 0.175 0.289 0.065 

2 1(144) -1(25) 0(0.90) 0.420 0.505 0.076 

3 -1(48) 1(45) 0(0.90) 0.134 0.198 0.059 

4 1(144) 1(45) 0(0.90) 0.390 0.460 0.082 

5 -1(48) 0(35) -1(0.85) 0.126 0.231 0.061 

6 1(144) 0(35) -1(0.85) 0.467 0.571 0.072 

7 -1(48) 0(35) 1(0.95) 0.198 0.213 0.049 

8 1(144) 0(35) 1(0.95) 0.429 0.521 0.081 

9 0(96) -1(25) -1(0.85) 0.453 0.561 0.210 

10 0(96) 1(45) -1(0.85) 0.398 0.401 0.291 

11 0(96) -1(35) 1(0.95) 0.298 0.173 0.104 

12 0(96) 1(45) 1(0.95) 0.432 0.538 0.286 

13 0(96) 0(35) 0(0.90) 0.823 0.910 0.143 

14 0(96) 0(35) 0(0.90) 0.801 0.953 0.120 

15 0(96) 0(35) 0(0.90) 0.872 0.925 0.091 

 

The data available in Table 1 were submitted to regression analysis for the 

construction of a mathematical prediction model. The statistical significance of the quadratic, 

linear and interaction terms (linear x linear) was plotted as a Pareto plot. From the Pareto 

graphs (Figure 1) it is possible to note that when admitted to a 95% confidence level the 

relations between the variables are represented and demonstrated through the vertical line 

drawn.  
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Figure 1 - Pareto chart showing the significance of the terms of the variables: time of 

fermentation (t), water activity (Aw) and incubation temperature (T), in the model adjusted for 

production of endoglucanase (A) and xylanase (B) by A. oryzae ATCC 10124. 

 

 

The results demonstrated that the quadratic terms had a significant effect, indicating 

the influence of the variables investigated in the production of each enzyme, being the time 

the independent variable of greater influence in the enzymatic production. 

Using the Pareto graphs, it was possible to observe that the models presented non-

significant terms, and the regression coefficients were removed for each non-significant term 

observed, and new reduced models were constructed by regression analysis and submitted to 

ANOVA (p <0.05) for endoglucanase and xylanase (Table 2). 

According to Ferraz et al., (2018) from the analysis of the ANOVA one can affirm the 

significance of the parameters through the evaluation of the p-value, or descriptive level of 

test. At the 95% confidence level, a p-value for the regression less than 0.05 suggests that the 

model is statistically significant. The quality of the models can be verified through the 

coefficient of determination (R2) and the significance of the lack of fit. The value of R2 is 
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interpreted as the ratio of total variation of the dependent variable (enzymatic activities) that 

is explained by the variation of the independent variables (temperature, Aw and time) (Santos 

et al., 2017). 

For the models described in Table 2, R2 values for endoglucanase (0.9739), xylanase 

(0.9045) and amyloglycosidase (0.8408), indicated that the models fitted well to the 

experimental results. In mathematical models adjusted for the endoglucanase and xylanase 

enzymes, with R2 0.9739 and 0.9045 respectively, it means that 97.39% and 90.45% of the 

activity responses of these enzymes were explained by the adopted model. As far as 

amyloglycosidase is concerned, it can be stated that 84.08% of the variability responses of 

this enzyme was justified by the mathematical model. 

Table 2 – ANOVA for the adjusted reduced model 

Source SS DF MS F p-value 

Endoglucanase 

Regression 0.78724 6 0.13121 49,81 <0.0001 

Residue 0.02107 8 0.00263   

Lack of fit 0.01843 6 0.00307 2.33 0.3309 

Pure error 0.00264 2 0.00132   

Total 0.80831 14    

R2 0.9739     

Xylanase 
Regressão 0.88024 6 0.14671 12.62 0.011 

Resíduo 0.09298 8 0.01162   

Lack of fit  0.09203 6 0.01534 32.20 0.0304 

Pure error 0.00095 2 0.00048   

Total 0.97322 14    

R2 0.9045     

Amyloglycosidase 
Regression 0.07482 6 0.01247 7.04 0.0073 

Residue 0.01417 8 0.00177   

Lack of fit  0.01281 6 0.00214 3.14 0.2609 

Pue error 0.00136 2 0.00068   

Total 0.08899 14    
R2 0.8408     

DF, degree of freedom; SQ, sum of squares; MS, mean square; F, Fisher’s test; P, probability. 

 

According to Ferraz et al., (2018) from the analysis of the ANOVA one can affirm the 

significance of the parameters through the evaluation of the p-value, or descriptive level of 

test. At the 95% confidence level, a p-value for the regression less than 0.05 suggests that the 
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model is statistically significant. The quality of the models can be verified through the 

coefficient of determination (R2) and the significance of the lack of fit. The value of R2 is 

interpreted as the ratio of total variation of the dependent variable (enzymatic activities) that 

is explained by the variation of the independent variables (temperature, Awe time) (Santos et 

al., 2017). 

For the models described in Table 2, R2 values for endoglucanase (0.9739), xylanase 

(0.9045) and amyloglycosidase (0.8408), indicated that the models fitted well to the 

experimental results. In mathematical models adjusted for the endoglucanase and xylanase 

enzymes, with R2 0.9739 and 0.9045 respectively, it means that 97.39% and 90.45% of the 

activity responses of these enzymes were explained by the adopted model. As far as 

amyloglycosidase is concerned, it can be stated that 84.08% of the variability responses of 

this enzyme was justified by the mathematical model. 

The values of lack of fit were insignificant for the endoglucanase and 

amyloglycosidase models (p = 0.3309 and p = 0.2609, respectively), but in the mathematical 

model adjusted for xylanase production it can be observed that the lack of fit was significant 

(p = 0.0304). The lack of adjustment observed at first would render mathematical models 

invalid for prediction. However, Coutinho et al. (2015) stated that these values can be treated 

as "false positives", when very low variations are observed in the central point of the study 

variables, resulting in a small "pure error" value. 

The model adopted for xylanase was considered valid, since similar conditions have already 

been described in the literature, where mathematical models for optimization were used even 

with a lack of significant adjustment (Ballus et al., 2011). 

Equations 1-3 express the second-order quadratic reduced models constructed for 

endoglucanase, xylanase and amyloglycosidase. 
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Eq. 1 

 

Eq. 2 

 

Eq. 3 

 

Where (EG) represents the endoglucanase activity and  (XS) xylanase activity . The 

independent variables temperatura, T (Z), water activity, Aw (Y) and time, t (X) are in coded 

values, respectively. 

The graphics of response surfaces and contour arranged in Figures 2, 3 e 4 of each 

model adopted enable illustration of the effects of the variables and their interactions.  

 

Figure 2 - Response and contour surface graphs constructed based on the model 

representing the interactions between the variables: water activity and fermentation time, with 

endoglucanase activity as a response. 
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Figure 3 - Response and contour surface graphs constructed based on the EG model 

representing the interactions between the variables: incubation temperature, water activity and 

fermentation time, with xylanase activity as a response 
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Figure 4 - Response and contour surface graphs constructed based on the AG model 

representing the interactions between the variables: incubation temperature, water activity and 
fermentation time, with amyloglycosidase activity as a response 

 

 

 

The graphics of response surfaces and contour arranged in Figures 3, 4 and 5 of each 

model adopted enable illustration of the effects of the variables and their interactions. The 

response surface graphs of endoglucanase, xylanase and amyloglycosidase indicated that the 

variable time of fermentation was the independent variable with the greatest influence. In the 

study of optimization of the fermentation time for enzymatic production, it can be observed 

that for the endoglucanases, xylanases and amyloglycosidases a period of 96 hours in the 
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fermentative process made possible a better enzymatic synthesis (greater production), being 

identified after this time a decrease in the activities of these enzymes. 

Reis et al., (2018) using Aspergillus niger fungus ATCC 1004 under SSF in forage 

palm bran found a maximum xylanase production at the 96 hour (35.23 U.mL-1) fermentation 

time and endoglucanase time of 72 hours (3.35 U. mL-1). Silva et al. (2018) using Botrytis 

ricini sob SSF in sugarcane bagasse observed the highest enzymatic production (1289.83U / 

mL) in 144 hours of fermentation. Ferraz et al., (2018) employing Penicillium roqueforti 

ATCC 10110 in the SSF process in caja peels recorded a xylanolytic activity value equal to 

14 IU g-1 in 120 hours. Brito et al., (2017) using Aspergillus oryzae as a fermentation agent in 

rice peels and peanut peels obtained 141.5 hours the highest production of endoglucanase in 

rice peels (17.7 U/g) peanut peels in 196 hours the activity value equal to 41.8 U/g.  

Santos et al. (2016) affirm that the fermentation time is a significant variable, for the 

beginning of the fermentative process the solid matrix presents a great amount of nutrients 

that is being reduced as the fungus develops, promoting nutrient depletion, and consequently 

the decrease in the production of enzymes.  

By means of the micromorphological analysis (Figure 5) it can be observed how 

Aspergillus oryzae developed under the shell of the cocoa shell during the fermentation time 

of 96 hours. 
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Figure 5- Electromyrographs of the growth of Aspergillus oryzae under the cocoa 

shell: A) Cocoa shell meal; B) Aspergillus oryzae conidia; C) Aspergillus oryzae hyphae; D) 

Aspergillus oryzae conidial head 

 

 

 

The electromicrographs (fig.5.A) show the cocoa shell meal (substrate), the colonies 

of Aspergillus oryzae which was the bioconversion agent (fig.5.B) and the growth of 

Aspergillus oryzae ATCC 10124 under bran of the cocoa shell (fig.5.C). Species belonging to 

the genus Aspergillus typically produce "aspegillum" or "conidial head", as seen in 

electromyography (fig.5.D), have a stem that ends in a rounded vesicle containing one or two 

layers of specialized cells and metastasis), demonstrating that Aspergillus oryzae grew under 

the analyzed solid matrix, during the fermentation time statistically indicated as ideal for the 
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development, and it can be affirmed that possibly during the fermentation process the 

filamentous fungus excreted the enzymes quantified in the study. 

Temperature is another independent variable to be considered in the fermentation 

process. In this study the temperature indicated as the best for the production of 

endoglucanase and  xylanase was around the maximum level (35 ºC).  Similar temperatures 

for the production of xylanases were found by Marques et al., (2017) using Penicillium 

roqueforti and Santos (2012) using Aspergillus niger. Incubation temperatures below 20 ºC in 

the bioprocesses may lead to a reduction of the enzymatic production, which may be 

associated with a decrease in microbial metabolism (Santos et al., 2018). Pandey (2003) states 

that spore germination, cell growth and product formation are directly influenced by 

temperature. However, at temperatures above 45 °C the microorganisms synthesize only a 

small amount of proteins required for their development (Pal and Khanum, 2010). 

The variable Aw for the production of endoglucanase and xylanase had the center 

point 0 (0.9) as the region of maximum production of these enzymes. For the 

amyloglycosidase, the highest productivity of the enzyme with Aw was observed, with a 

value equal to 0.88. 

According to Gomi (2014), Aspergillus oryzae is a fungus that develops well in an 

average Aw around 0.8, and therefore Aw is an important parameter to be considered in the 

fermentation process. Ferreira et al., (2017) mentioned that the low Aw interferes with 

microbial growth due to the decrease in nutrient solubility of the solid matrix, the low degree 

of wettability and the higher water stress. 

 

CONCLUSION 

 

From the study, it was possible to obtain a crude multienzymatic extract with 

endoglucanases and xylanases from Aspergillus oryzae ATCC 10124 under solid-state 
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fermentation using as solid matrix the shell of the cocoas without any type of 

supplementation, serving as the only source of energy for fungal growth. The application of 

the Box-Behnken design was able to verify the best conditions of the investigated variables 

temperature, aw, and fermentation time for the production of endoglucanases and xylanases, 

optimizing the process. 
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Enzyme extraction by lab-scale hydrodistillation of ginger essential oil (Zingiber 
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Abstract 

The present study assessed the use of crude multi-enzymatic extracts (MME) obtained from 

solid-state fermentation of cocoa bean shells by Aspergillus oryzae ATCC 10124 in the 

extraction of ginger essential oils. A Doehlert matrix was used in the optimization of the 

enzymatic pre-treatment. Independent variables of temperature, time and the proportion of 

MME/H2O were evaluated. After enzymatic treatment, extraction occurred by 

hydrodistillation. The results demonstrated that pre-treatment raised essential oil yields by 

47.95% at 40 °C, 130 minutes and MME/H2O (75/425 mL mL-1). The composition of the 

obtained essential oils was identified by CG-MS, methyl citronellate (25.20%) being the main 

volatile constituent. Degradation of the plant cell wall of the ginger was observed through 

micromorphological analysis. Application of MME in ginger essential oil extraction 

eliminated the drying stage that is necessary in this type of plant material, reducing both 

energy consumption of the process and volatilization of the chemical components.  

   

Keywords: Aspergillus orizae, Enzymatic Pre-treatment, Doehlert Matrix, Microscopy, 

Chromatography   

 

1. Introduction 

Essential oils are volatile compounds extracted from aromatic plants. Some are 

considered inhibitor agents of pathogens, such as Escherichia coli, Salmonella, 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis and Listeria monocytogenes, among 

many others (Aziz et al., 2018; Tariq et al., 2019),and are widely used in food preservation 

(Noori, Zeynali, & Almasi, 2018). Ginger essential oil (Zingiber officinale Roscoe) is 

considered one of the most used spices in the world and has antibacterial (Silva et al., 2018), 

antifungal (Noshirvani, Ghanbarzadeh, & Gardrat, 2017), antioxidant (An et al., 2016), anti-
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inflammatory (Funk et al., 2017), and anti-carcinogenic (Wang, Qi, & Yuan, 2015) biological 

activities. 

Various techniques are used in the extraction of ginger essential oils, and 

hydrodistillation is the most common (Aziz et al., 2018). In hydrodistillation, the plant 

material is subjected to a process of drying to both impede the growth of microorganisms and 

diminish the moisture content to facilitate essential oil extraction. The recommended drying 

time varies between 3 and 7 days, depending on the temperature used and the total moisture of 

the plant matrix (Rahimmalek, & Goli, 2013). However, the drying stage may reduce essential 

oil content due to volatilization or degradation of the chemical constituents (Rahimmalek, & 

Goli, 2013). In order to eliminate the drying stage and increased the extraction efficiency, the 

enzymatic pretreatment is used (Reis et al., 2019). 

Enzymatic pre-treatment increased extraction efficiency in the hydrodistillation of 

essential oils of Thymus capitatus by 109% and Rosmarinus officinalis by 50% depending on 

the enzyme employed (Hosni et al., 2013) and 25% in Lavandula hybribia flowers (Calinescu 

et al., 2014). No report of extraction of essential oil of ginger by hydrodistillation using 

enzymatic pre-treatment. In said studies, the authors used commercial enzymes in the 

enzymatic pre-treatment. Nevertheless, according to Reis et al. (2019) another possible 

strategy for the efficient extraction of essential oils is the use of crude multi-enzymatic 

extracts (MME). These MME present advantages as they contain various hydrolytic enzymes 

necessary for complete de-structuring of the plant cell wall (Broxterman & Schols, 2018). 

The plant cell wall is composed of a rigid complex of carbohydrates (cellulose, 

hemicellulose, xylan, pectin) (Broxterman & Schols, 2018). This structure requires the joint 

action of enzymes with different functions in order to be broken down.  

Cellulases are enzymes that act on the hydrolysis of cellulose to generate monomeric 

units (Marques et al., 2018). Endo-1,4-β-glucanases (EG) cleave intramolecular β-1,4-
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glycosidic linkages in the amorphic regions of the cellulose fiber, provoking ruptures in the 

cellulose structure. The xylanases depolymerize the xylan present in the hemicellulose 

fraction of the plant cell wall (Reis et al., 2019). The xylanolytic action consists of the 

synergy between the endoxylanases (1,4-β-D-xylan xylanohydrolase, EC 3.2.1.8) and β-

xylosidases (β-D-xyloside xylohydrolase, EC 3.2.1.37) (Ferraz et al., 2018). 

Amyloglycosidases (E.C. 3.2.1.3) are responsible for catalyzing the α-1-4 and α-1-6 linkages 

of the polysaccharides, particularly the starches present in the plant cell wall, facilitating the 

removal of essential oils in the storage glands through hydrolysis of the starches (Pervez et 

al., 2018). 

Cellulases, xylanases and amyloglycosidases can be produced by various types of 

microorganism, such as filamentous fungi (Brito et al., 2017), bacteria (Martínez-Ruiz et al., 

2018) and actinomycetes (Cerda, Mejías, Gea, & Sánchez, 2017). These micro-organisms are 

used as bioconversion agents, using lignocellulosic biomass as an energy source, and 

excreting different metabolites including the enzymes (Santos et al., 2017). 

Thus, the objective of the present study was to assess the use of crude multi-enzymatic 

extracts (MME) obtained from solid-state fermentation of cocoa shell 

by Aspergillus oryzae ATCC 10124 in the extraction of ginger essential oils and evaluate the 

composition of the essential oils and degradation of the plant cell wall of fresh ginger 

rhizomes through chromatographic and micromorphological analyses.  

 

2.  Material and Methods   

2.1 Collection of plant material  

 The fresh ginger rhizomes (Zingiber officinale Roscoe) used in this study were 

obtained at a local market in the city of Itajuípe- Ba in May 2017 and were stored 
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in polyethylene bags. Each bag contained around 300 g of fresh ginger rhizome and was kept 

under refrigeration. 

 

2.2 Solid-state fermentation (SSF) 

  Solid-state fermentation (SSF) was based on previous studies by Lessa et al. 

(2018) whereby the cocoa shell, donated by a cocoa processing company (Ilheus, Bahia, 

Brazil), was ground in a knife mill (Solab). The granulometry was selected using a sieve with 

a diameter less than or equal to 200 mesh. Aspergillus oryzae ATCC 10124, obtained from 

the culture collection of the Oswaldo Cruz Institute (Rio de Janeiro, Brazil), was inoculated 

into a potato dextrose agar medium and incubated for 7 d at 30 ºC in a temperature control 

incubator (SL 222, Solab, Piracicaba, Brazil). Spores were then collected using a 0.01% 

Tween 80 solution. Spores in suspension were obtained with the assistance of a Neubauer 

chamber and a binocular microscope (BIOVAL L1000, São Paulo, Brazil). For the SSF, 10 

g of dry cocoa shell inoculated with 107 spores per g of the dry substrate were used in 

triplicate, and sterile water was applied to achieve the water activity value of 0.89 (Aqualab 

PRE CAP, AquaLab, São José dos Campos, Brazil). The Erlenmeyer flasks were maintained 

at 35 ºC for 96 h in a temperature control incubator (TE-317, Tecnal, Piracicaba, Brazil) with 

forced air ventilation. 

 

2.3 Multi-enzymatic extract obtainment and characterization 

After the fermentation process, 10 mL of distilled water was added per gram of 

substrate and the supernatant enzymatic extract was obtained through centrifugation at 40 g 

(Heraeus Megafuge 16R) for 15 min at 4 ºC. The enzymatic activities were quantified 

according to previous works for endoglycanases (Santos et al., 2017), xylanases (Ferraz et al., 

2018) and amyloglycosidases (Santana, Gonçalves, Bonomo, & Franco, 2012). The different 
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enzymatic activities present in the extract were not isolated individually and determination 

was performed in triplicate. The enzymatic composition for the obtained multi-enzymatic 

extract showed endoglucanase activity (0.845 UI g-1), xylanase activity (0.945 UI g-1) and 

amyloglycosidase activity (0.280 UI g-1). 

 

2.4 Enzymatic pre-treatment   

A total of thirty grams (30 g) of ground ginger rhizome was transferred to a round-

bottom flask, with a ground glass mouth, and different volumes of multi-enzymatic extracts 

and distilled water (MME/H2O, mL mL-1) were added, Table 1. The system was closed and 

coupled to a thermostatic bath using different combinations of time (t, min) and temperature 

(T, ºC). Optimization of these variables was analyzed using a Doehlert Matrix (Table 1). The 

experimental conditions of the controls did not use MME. 

 

Experiments T ( ºC) t (min) MME/H2O (mL) 
YLD (%) 

Observed values Predicted values 

1 1 (50) 0 (130) 0 (75) 13.21 11.32 

2 0.5 (45) -0.5 (115) 0.817(100) 15.23 15.48 

3 0.5 (45) -0.5 (115) -0.817 (25) 7.81 9.22 

4 0.5 (45) 0.5 (145) 0.817 (100) 14.05 15.48 

5 0.5 (45) 0.5 (145) -0.817(25) 6.92 9.24 

6 0 (40) -1 (100) 0 (75) 12.03 12.30 

7 0 (40) 0 (130) 0 (75) 45.76 48.01 

8 0 (40) 1 (160) 0 (75) 12.58 12.30 

9 -0.5 (35) -0.5 (115) 0.817(100) 13.08 15.48 

10 -0.5 (35) -0.5 (115) -0.817 (25) 11.42 9.24 

11 -0.5 (35) 0.5 (145) 0.817 (75) 19.58 15.48 

12 -0.5 (35) 0.5 (145) -0.817(25) 10.8 9.24 

13 -1 (30) 0 (130) 0 (100) 9.43 11.32 

14 0 (40) 0 (130) 0 (100) 48.67 48.01 

15 0 (40) 0 (130) 0 (100) 49.61 48.01 

Abbreviations: T, temperature; t, time, MME, crude multienzymatic extracts; YLD, yield. 

 

2.5 Extraction of ginger essential oil (Z. officinale) 

 The essential oil from fresh ginger rhizomes was extracted by hydrodistillation using 

a Clevenger apparatus for 60 min. The oil was separated using dichloromethane, dried with 



71 

anhydrous sodium sulfate, and concentrated. The content was determined by the essential oil 

mass, expressed in weight/weight percentage (g of essential oil per 100 g of dry plant 

material). The essential oils were cooled to 10 ºC until undergoing chromatographic analysis. 

 

2.6 Chromatographic analyses 

The quantitative chemical composition was evaluated through gas chromatography 

coupled to a mass detector (CG-MS), using a Varian Saturm 3800 gas chromatograph 

equipped with VF5-ms fused-silica capillary column (30 m X 0.25 mm) with 5% phenyl-

95% dimethylpolysiloxane stationary phase (0.25 μm film thickness), with helium 6.0 as 

carrier gas with a flow of 1.2 mL min-1 (14 psi). The temperatures of the injector and detector 

were 250 °C and 280 °C, respectively. Using split mode, 1.0 μL of solution in CHCl3 at 10% 

was injected (1:10). The column temperature was initiated at 50 oC, maintained for 2 min, and 

then increased by 8 oC/min until reaching 100 oC. Subsequently, the temperature was 

increased by 5 oC/min until 150 ºC, which was followed by an increase of 8 oC/min until 

reaching 190 ºC. Then, the temperature was increased by 5 oC/min up to 240 ºC, and this 

temperature was then maintained for 5 minutes. The analysis time was 41.25 min. 

Component quantification was obtained by electronic integration of the peaks detected in the 

mass detector through standardization and the injections were in triplicate (Adams, 2005). 

 

2.7 Micromorphological analysis 

Scanning electron microscopy analysis was carried out at the Electron Microscopy 

Center (EMC) of the Santa Cruz State University (UESC-Bahia) using a QUANTA 250, FEI 

COMPANYE, scanning electron microscope. The ginger rhizome cuttings of approximately 

0.5 cm2 were fixed to “STUB” supports.  The readings were taken under ambient conditions, 

which are used to investigate samples incompatible with high vacuum and as such, impossible 
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to be analyzed by other traditional methods of scanning electron microscopy. The electron 

micrographs were carried out using 100x, 1000x and 3000x magnification.  

 

2.8 Statistical analysis 

The statistical significance level of the constructed model was evaluated using analysis 

of variance (ANOVA, p < 0.05), regression coefficients were evaluated from the standardized 

effects (based on t-Student, p < 0.05) and the quality of the model evaluated using the 

coefficient of determination (R2), the adjusted coefficient of determination (Radj2) and the 

lack of fit test. Statistics software (StatSoft) version 10 was used for data analysis and 

graphics. 

 

3. Results and Discussion 

3.1 Optimization of the enzymatic pre-treatment 

Essential oil extraction from the ginger rhizomes was conducted with the Doehlert 

Matrix and are presented in Table 1, with essential oil yield (YLD, %) according to the 

independent variables of temperature (T, ºC), time (t, min) and the volume band of MME in 

distilled water (MME/H2O, mL mL-1).  

The results were initially analyzed using a Pareto graph (figure 1.A) at 95% 

confidence level, the quadratic terms being significant, and only the linear terms representing 

the proportion of the MME/H2O volume was statistically significant. Temperature (T2) was 

the variable that exercised the greatest influence on the process of optimization of ginger 

essential oil extraction. The significant effect of the linear term referring to the MME/H2O 

volume suggests that the investigated variable was important for maximum removal of 

essential oils from ginger through enzymatic action.  
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The non-significant terms were removed from the model. A new, reduced model was 

constructed through regression analysis and subjected to ANOVA (p < 0.05) (Table 2). The 

newly-constructed, reduced model presented statistical significance, which was evident from 

the Fisher test for regression, an F value corresponding to 82.18 (p < 0.05) being obtained. 

 

Source SQ DF MS F p-value 

Regression 3129.67 6 521.61 82.18 < 0.0001 

Residue 50.78 8 6.35 

  Lack of fit 44.39 6 7.40 2.32 0.3317 

Pure error 6.38 2 3.19 

  Total 3180.45 14 

                 R2   0.9840 

                  R²-adj              0.9720 
Abbreviations: SQ, sum of squares; DF, degree of freedom; MS, mean square; F, Fisher’s test.. 

 

 

 

 

The R2 value (0.9840) demonstrates that there was a good correlation between the 

experimental results and predicted values, with the value of R2-adj (0.9720) close to the value 

of R2, highlighting the significance of the model. The lack of fit was insignificant (p = 

0.3317). The approximation of the real values to the predicted values shows that the residues 

were relatively low and randomly distributed, making the model valid for construction of the 

response surface and prediction of the desired regions.  

Equation 1 represents the reduced model, adjusted based on the experimental results, 

where YLD represents the quantity of essential oil obtained (response) whereas T 

(temperature), t (time) and MME (volume of the proportion of MME / H2O used) represent 

the independent variables in codified values. 
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The response surface graphs (Figure 1. B, 1.C and 1.D), constructed from equation 1, 

illustrate the effect of the variables and their interactions. The response surfaces generated 

from the model indicate that the analyzed experimental conditions are within the areas of 

maximum yield. 

 

 

 

From the theoretical results, it was possible to predict a maximum value for ginger 

essential oil yield equivalent to 47.95% under conditions of a temperature of 40 °C, time of 

130 min and a MME / H2O (75/425 mL mL-1) proportion. In these conditions, a mean 

experimental value of 47.80% (triplicate) was found, validating the statistical model. 

Enzymatic pre-treatment has been applied with essential oil extraction processes from 

seeds, leaves, flowers and rhizomes (Zhang, Zhang, & Chen, 2012). The use of enzymes 

associated with the extraction method presents a distinct principle in comparison with 
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conventional methods such as the extraction of solvents that are based on the solubility of oil 

in organic solvents (Marathe, Jadhav, Bankar, Dubey, & Singhal, 2019). In enzymatic pre-

treatment, the enzymes break down glycosidic linkages that join polysaccharides to the plant 

cell wall, provoking ruptures in the storage glands of oils present in the epicarp or flavedo, 

which facilitates their removal. This essential oil migrates from the interior of plant tissues to 

the middle (water), being recuperated through hydrodistillation (Kumar et al., 2017). 

Table 3 presents some researchs carried out in the last five years on the application of 

enzymes in the process of essential oil extraction. The authors used commercial enzymes and 

different extraction methods.  

 
Vegetal matrices Enzymes Yeld (%) References 

 

 Soybean (Glycine 

max) 

 

Enzyme systems of multi-enzymatic 

complex (Alcalase/Celluclast or 

Alcalase/Viscozyme L) 

 

20.23-

29.48 

 

Rovaris et al. (2012) 

    

Fruit (Idesia 

polycarpa) 

Enzyme cocktail  

(cellulase, hemicellulase, and pectinase) 

 

37.73-

79.36 

 

Hou et al. (2018) 

 

Sesame (Sesamu 

indicum) 

 

Pectinex Ultra SPL and Alcalase 2.4L 

 

87.0 

 

Ribeiro et al. (2016) 

 

Grape seed (Vitis 

vinífera) 

 

Enzyme cocktail  

 (Cellulase, hemicellulase, pectinase, and 

protease) 

 

13.7-17.5 

 

Passos, Yilmaz, Silva 

and Coimbra (2009) 

    

Fennel (Foeniculum 

vulgare) 

Celluclast, Pectinex, Viscozyme 

or Protease 

1.38-1.5 Baby and 

Ranganathan (2016) 

    

Kernel (Pinus 

pumila) 

Enzyme cocktail  

 (cellulase, pectinase and hemicellulase) 

 

14.02-

31.89 

Chen, Zhang, Gu and 

Yang (2016) 

 

Were presented very variable oil extraction rates, which depend on a number of 

factors, such as the liquid-solid ratio, incubation temperature, incubation time, amount of 

enzymes, homogenate time, pH, particle size, extraction method, between them, 

hydrodistillation, pressing and solvent. In addition, the vegetal matrix used and the content of 

oil present at the beginning, influence in the extraction efficiency, as well as in the increase of 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/protease
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the oil extraction. This shows the importance of studying the use of enzymatic pretreatment in 

different vegetable matrices. 

Reis et al. (2019) addressed the fact that enzymatic pre-treatment associated with 

hydrodistillation is an ecologically correct process, which enables higher yields. However, the 

purified enzymes have a high cost, which limits its application (Rovaris et al., 2012). In the 

present study, the CME obtained from solid-state fermentation of cocoa shell by A. oryzae 

showed different hydrolase activities (endoglycanases, xylanases and amyloglycosidases). 

The use of CME became a viable alternative, highly efficient in essential oil extraction, and 

also making the drying process unnecessary for Z. officinalle rhizomes. 

 

3.2 Chromatographic analyses of essential oil 

The essential oil from fresh ginger rhizomes was characterized through gas 

chromatography coupled to a mass detector. Table 4 presents the quantification of the 

principal compounds of samples of the ginger rhizomes essential oils obtained after enzymatic 

pre-treatment (OTE) and of the control samples (OWE)), without enzymatic pre-treatment. 

The compounds were identified by comparison between values of Kovat's Index (KI), 

calculated with tables as per Adams (2005). 

A total of twenty-five constituents were identified regardless of enzymatic pre-

treatment, representing 96.32% and 97.34% of the total composition of the OWE and OTE, 

respectivally. The 1.02% difference between OWE and OTE, can be justified by the 

appearance of the sabinene area, not identified in OWE. 

The essential oils (OWE and OTE) presented a similar chemical composition of 

oxygenated monoterpenes (52.45% in OWE and 54.03% in OTE). The higher proportion of 

oxygenated monoterpenes present in the ginger essential oils obtained in the present study is 

possibly due to the reduction in thermal and hydrolytic effects as a result of a process without 
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drying and with a shorter hydrodistillation time (Jiao et al., 2012). For Sasidharan and Menon 

(2010), the essential oil from dry ginger rhizomes has fewer volatile compounds of low 

boiling point, as the majority evaporate during the drying process.  

  

 

Components KI Cal. KI Lit OWE OTE 

  

 

2 - Heptanol 893 889 0,36 ±0,03 0,67± 0,01 

  Tricicleno 925 926 1,12±0,29 2,45±0,56 

  α-pineno 943 939 4,47±1,12 9,02±1,81 

  Sabineno 970 976 n.d 0,63±0,36 

  β-pineno 979 980 1,56±0,28 2,26±0,31 

  Limoneno 1020 1030 1,29±0,91 1,88±0,29 

  β-felandreno 1022 1031 4,33±1,32 4,90±0,61 

  Eucaliptol 1025 1033 6,56±0,04 9,08±0,97 

  Linalol 1091 1098 1,42±0,21 1,59±0,23 

  Borneol 1168 1165 1,59±0,62 1,65±0,06 

  α-terpineol 1190 1189 1,65±0,15 1,82±0,06 

  Trans- dihidrocarvona 1219 1218 1,63±0,14 1,57±0,11 

  Formato de Isorbonila 1232 1233 13,18±0,06 12,71±0,008 

  Nerol 1243 1240 1,23±0,50 1,38±0,26 

  Metil Citronelato 1261 1261 25,20±0,03 24,23±0,40 

  Undecanona 1282 1291 0,44±0,14 0,52±1,09 

  Curcumeno 1460 1468 4,28±0,01 6,54±0,06 

  cis-β- guaieno 1486 1490 9,08±0,48 1,15±0,67 

  α-Zingibereno 1488 1493 1,57±0,08 3,61±0,15 

  α-bisaboleno 1495 1504 5,38±0,99 4,98±2,04 

  7-epi-α- selineno 1512 1517 5,49±0,46 4,24±0,54 

  Germacreno B 1550 1556 0,43±0,61 0,49±1,68 

  epi-longipinanol 1552 1561 0,72±1,35 0,74±0,09 

  khusimone 1604 1593 0,60±0,23 0,46±0,09 

  β-eudesmol 1649 1649 0,71±0,11 0,81±0,27 

  Total 96,32% 97,34% 

 

Abbreviations: n.d, not detected. 
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The chromatographic analyses demonstrated that enzymatic pretreatment promoted a 

significant increase in the content of some constituents, such as; α-pinene, eucaliptol, 

curcumene and α-zingiberene. Some studies indicate that β-pinene, together with α-pinene 

and other terpenes, present cytotoxic, lipophilic, bactericide, fungicide, insecticide, 

anticarcinogenic, pesticide, antioxidant and sedative biological activities (Mercier, Prost, & 

Prost, 2009). Sabinene was identified in the OTE; which is a monoterpene used by the food, 

pharmaceutical and cosmetic industries as a flavoring agent. Sabinene presents anti-fungal 

activity, which justifies the use of this constituent as a food additive (Kohzaki et al., 2009). 

The major chemical constituents identified in the present study were methyl citronellate and 

isorboneol, which can be applied in the food industry as flavoring agents and additives 

(Mercier et al., 2009).  

Hu, Zhang, Xiao and Wang (2018) identified 33 chemical components in dry ginger 

essential oil through CG-MS, zingiberene (37.72%) being the major constituent. Similar 

results were described by Silva et al. (2018) and by Noori, Zeynali and Almasi (2018), who 

reported α-zingiberene as the principle organic compound.  The differences in the 

compositions of the essential oils may be associated with the drying process carried out in the 

studies described in the literature. An et al. (2016) stated that after drying the ginger rhizomes, 

the sesquiterpene compound contents (zingiberene and curcumene) increased, while the 

monoterpene contents (β-phellandrene sabinene and camphene) were reduced. The authors 

addressed the fact that this alteration may be due to the synthetization of short-chain alkenes 

and compound isomerization (An et al., 2016) 

 

3.3 Micromorphological analysis 

The scanning electron microscopy studies demonstrated a difference in the plant cell 

wall of the samples as a result of enzymatic pretreatment (figure 2).  
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The fresh plant tissue presented a porous cortex (figure 3A), containing parenchymal 

cells, while the fresh plant tissue subjected to enzymatic pretreatment presented perforations 

in the middle lamella of the plant structure (figure 3B).   

Degradation of the cell wall occurred due to the presence of endoglycanase, xylanase 

and amyloglycosidase. Zhang et al. (2017) observed that the use of commercial cellulases led 

toalteration in the plant cell wall of Angelica sinensis. Jiao et al. (2012) used commercial 

cellulases on the tissue of Fructus forsythia and perceived that both the external and internal 

cells were significantly disorganized and damaged by the enzyme action. Gai et al. (2013) 

perceived that application of an enzymatic cocktail (cellulase/proteinase/pectinase = 1/1/1) on 

Isatis indigotica seeds caused visible structural changes to the seed tissues, whereby the 

majority of the cells were disorganized and completely broken. Jiao et al. (2014) studied 

enzymatic action on pumpkin seeds and observed partial destruction of the morphological 

structure of the seed tissues. 

 

 

4. Conclusion 
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In the present study, enzymatic pretreatment was optimized through the Doehlert 

Matrix. The results demonstrated that MME (endoglycanases, xylanases and 

amyloglycosidases) promoted degradation of the cell wall, seen through morphological 

analysis. Regardless of enzymatic treatment, chromatographic analyses demonstrated that the 

principal organic constituents were oxygenated monoterpenes. Among the oxygenated 

monoterpenes methyl citronellate was the major constituent. The application of CME enabled 

the appearance of the sabinene in the oil obtained after enzymatic pretreatment. The chemical 

composition of the obtained essential oil demonstrates its potential as a phytochemical, 

natural additive and flavoring agent, enabling widespread use by the food industry.  
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Legends 

 

Figure 1: A) Pareto graph presenting the significance of the terms of the variables: 

temperature, time and CME/H2O, in the model adjusted for the extraction of essential ginger 

oil; B-D) Response surface graphs constructed based on the YLD model representing the 

interactions between the temperature, time and CME/H2O volume variables, having the yield 

of extracted ginger essential oil as response. 

Figure 2: Electron micrographs of the plant cell wall of fresh ginger rhizomes, A) Ginger 

rhizome fragment without enzymatic pre-treatment.  (porous structure of the plant cell wall), 

B) Ginger rhizome fragment treated with CME (broken down structure of the plant cell wall). 

Table 1: Doehlert Matrix used in the enzymatic pre-treatment of fresh ginger rhizomes for the 

optimization of essential oil extraction. 

 

Table 2: ANOVA for the adjusted reduced model- ginger essential oil extraction. 

 

Table 3: Studies on the efficiency of enzymatic pre-treatment in the degradation of the cell wall of 

different vegetal matrices. 

 

Table 4: Composition of the ginger essential obtained without enzymatic pre-treatment (OWE) and 

with enzymatic pre-treatment (OTE), molar% (percentage of each individual compound regarding the 

total content). 
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RESUMO 

 

O objetivo deste trabalho foi isolar o amido de gengibre por um método enzimático e 

comparar as propriedades físico-químicas e térmicas dos isolados frente aos extraídos de 

forma convencional. Maior rendimento de amido (14%) foi alcançado quando utilizado 

extrato multienzimático bruto (EMB) produzido por fermentação em estado sólido da casca 

da amêndoa de cacau por Aspergillus oryzae. Os parâmetros tempo de decantação e volume 

de EMB foram otimizados utilizando o planejamento Doehlert, sendo as melhores condições 

encontradas de 60 minutos com a aplicação de 60 mL de EMB. A composição química do 

amido sofreu pequenas variações com o tratamento enzimático. A análise de Difração de 

raios-X (DRX) dos amidos revelou grânulos cristalinos do tipo A. A espectroscopia de 

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) confirmou o aparecimento de uma banda 

2700 cm-1 pronunciada apenas no amido obtido após o tratamento enzimático. Os resultados 

da análise termogravimétrica (TGA) indicaram que o amido de gengibre apresenta maior 

estabilidade térmica devido à resistência dos cristais tipo A. A calorimetria diferencial de 

varredura (DSC) mostrou amidos com uma baixa temperatura de gelatinização de cerca de 60 

°C. Através da microscopia eletrônica de varredura (MEV) foi possível afirmar que os 

grânulos obtidos apresentaram grande área de superfície e forma íntegra independente do 

tratamento enzimático.  

 

Palavras-Chave: amido de gengibre, extração, enzimas, amilose, amilopectina 
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Introdução 

 

O amido é um carboidrato abundante em tecidos vegetais, sendo considerado como 

fonte de energia para a dieta humana (Alcázar-Alay & Meireles, 2015). Este carboidrato é 

formado por duas frações:  a amilose e amilopectina (Precha-Atsawanan et al., 2017). O 

amido em seu estado nativo é considerado um polissacarídeo de reserva que se compacta na 

forma de grânulos com uma estrutura interna organizada e com formato e tamanho 

dependentes da espécie vegetal (Melo Neto et al., 2015).  

Os amidos são biomoléculas com aplicações industriais de relevante importância 

econômica. Eles são usados nas indústrias de alimentos, farmacêuticas, cosméticos, produtos 

químicos, têxteis, entre outras. Com intuito de caracterizar o amido são realizadas análises 

físico-químicas e térmicas que possibilitam definir o comportamento do amido natural ou 

modificado, nos mais diversos processos industriais a que eles normalmente são submetidos 

(Kallman et al., 2015). Consequentemente, diferentes propriedades são exigidas, destacando a 

importância de caracterizar novas fontes naturais.  

Vários estudos são relatados na literatura sobre o isolamento de amidos e análises 

sobre a composição e propriedades térmicas de diversas fontes amiláceas, tais como; milho, 

arroz, centeio, mandioca, como também pupunha, quinoa, cúrcuma, kiwi e o gengibre (Li & 

Zhu, 2018a, b, 2017; Franklin et al., 2017). O rizoma de gengibre apresenta cerca de 40–59% 

de amido em sua composição. Os grânulos de amido de gengibre estão presentes na parede 

celular vegetal dentro de células parenquimatosas. Os grânulos de amido de gengibre 

apresentam forma oval, cor branca, porém diferente dos demais, o amido de gengibre é 

aromático, com cheiro agradável (Nair, 2013).  

O processo de extração de amido varia de acordo com a matriz vegetal, principalmente 

devido as diferenças no teor de proteínas dentro do material intracelular (Andrade, Barbosa & 

Pereira, 2017). A extração alcalina vem sendo estudada e aplicada para a remoção dos 

amidos. Entretanto, de acordo com Buksa (2018) a extração alcalina apesar de fornecer 

rendimentos moderados de amido, pode afetar significativamente as propriedades. Guo (2018) 

afirma que entre os vários métodos, incluindo químicos, físicos, modificações genéticas, as 

enzimas têm sido usadas para preparar amidos mais resistentes com desejáveis 

funcionalidades para atender diversas aplicações industriais.  

Atualmente, a modificação enzimática é um dos métodos mais alternativo, 

caracterizado por ser uma técnica simples e ambientalmente sustentável, uma vez que possui 
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maior seletividade e especificidade do produto e menos subprodutos prejudiciais (Guo, 

Zhang, Hu, Du & Cui, 2017). Entretanto, o uso de enzimas comerciais apresenta o fator 

econômico como um impasse, pois a aplicação de enzimas purificadas eleva o custo de um 

processo. Sob este olhar, a produção e aplicação de extratos multienzimáticos brutos a partir 

da fermentação em estado sólido (FES) é uma alternativa economicamente viável, isso porque 

esta técnica baseia-se na produção de enzimas brutas a partir de fermentação de resíduos 

agroindustriais por micro-organismos. Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo 

extrair o amido de gengibre pelo método enzimático, utilizando EMB produzidos pela FES da 

casca da amêndoa de cacau por Aspergillus oryzae, otimizando o processo por meio da matriz 

de Doehlert. Além disso, o estudo teve o interesse de caracterizar e comparar por meio de 

análises físico-químicas, térmicas e microscópicas os amidos obtidos. 

 

Material e Métodos 

 

Fermentação em Estado Sólido 

 

A fermentação em estado sólido foi baseada em estudos realizados por Lessa et al., 

[28]. A casca da amêndoa de cacau foi cedida por indústrias de processamento de chocolate 

(Ilhéus, Bahia, Brasil) e foi triturada em moinho tipo Willey (Solab) a uma granulometria 

aproximada de 2 mm. Os micro-organismos Aspergillus oryzae foram obtidos através de 

cepas pertencentes ao Instituto Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Brazil), e foram inoculados em 

placas de petri contendo potato dextrose águar e incubados por7 dias a 30 ºC em estufa 

bacteriológica (SL 222, Solab, Piracicaba, Brazil).  A solução de esporos foi obtida através da 

propagação das culturas esporuladas de Aspergillus oryzae. Após a propagação, os esporos 

foram recuperados em solução de água destilada estéril contendo Tween 80 (vetec) a (0,01%). 

O número de esporos em suspensão foi quantificado em câmara de Neubauer duplamente 

espelhada. A concentração utilizada em todos os testes foi de 107 esporos/ mL.    

 

 

 Obtenção e caracterização do Extrato Multienzimático 

 

Para a obtenção dos extratos multienzimáticos após o processo fermentativo da casca 

da amêndoa de cacau, foi adicionado em cada biorreator 50 mL de água destilada. Os extratos 

foram homogeneizados com auxílio de um bastão de vidro. A extração foi realizada por 
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prensagem mecânica para a obtenção do EMB, o qual foi centrifugado a 15.115 x g por 15 

minutos em centrífuga (Heraeus Megafuge 16R) para remoção de sólidos mais finos, e o 

sobrenadante foi utilizado para a dosagem das atividades enzimáticas (Reis et al, 2018). As 

atividades enzimáticas foram quantificadas de acordo com trabalhos anteriores de 

caracterização das endoglucanases (Santos et al, 2017), xilanases (Ferraz et al., 2018) e 

amiloglucosidase (Santana et al, 2012). A composição enzimática do extrato multienzimático 

obtido apresentou atividades de endoglucanases (0,845 UI g-1), xilanases (0,945 UI g-1) e 

amiloglucosidases (0,280 UI g-1). 

 

Extração e rendimento do amido de gengibre 

 

O amido foi obtido a partir do rizoma de gengibre de acordo com a metodologia 

descrita na literatura com adaptações (Melo Neto et al., 2015). Para o tratamento 

enzimático, foi aplicado diferentes volumes de EMB junto com a água destilada adicionada 

ao processo, gerando um volume total de 1 L. Após o tempo de decantação avaliado, o 

amido decantado foi purificado com álcool absoluto, filtrado e desidratado a 35 °C durante 

12 h em estufa de secagem com circulação forçada de ar (TE-319, Tecnal, Piracicaba, 

Brasil). Os amidos obtidos foram então reduzidos a pó e passados através de uma peneira de 

48 mesh (0,389 mm) para obtenção das amostras para realização das análises. A amostra 

para análise compreende amido numa proporção de amilose / amilopectina de 1: 5. 

O rendimento da extração de amido foi calculado com base na quantidade de amido 

extraído e na quantidade da massa total do rizoma de gengibre (100g), de acordo com a 

Equação 4.1. 

 

 

 

Equação 

4.1 
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Planejamento Doehlert para otimização da extração de amido do rizoma de gengibre 

 

Foi utilizado uma matriz de planejamento Doehlert para avaliar a influência dos 

parâmetros tempo de decantação (TD, min) e volume de extrato multienzimático bruto 

(VEE, mL) sobre a extração do amido de rizoma de gengibre e também determinar os níveis 

mais adequados dessas variáveis para alcançar o máximo rendimento de amido. O 

rendimento de amido (RA) (%) foi escolhida como valor de resposta e os fatores tempo de 

decantação (TD) e volume de extrato multienzimático (VEE) foram selecionados como 

variáveis independentes. Os valores reais e codificados das variáveis independentes podem 

ser observados na Tabela 4.1. 

Tabela 4.1- Variáveis e níveis do planejamento Doehlert para a otimização do rendimento do amido de 

gengibre utilizando EMB produzido por A. oryzae ATCC 10124 em fermentação em estado sólido sob resíduo 

da casca da amêndoa de cacau. 

Experimentos TD (min) VEM (mL) RAE (g)  

 

RAC 

1 90 (1) 60(0) 6,51 3,65 

 2 75(0.5) 80(0.866) 5,23 4,03 

3 30(-1) 60(0) 4,31 4,11 

4 45(-0.5) 40(-0.866) 4,95 2,53 

5 75(0.5) 40(-0.866) 11,3 5,72 

6 45(-0.5) 80(0.866) 3,26 2,48 

7 60(0) 60(0) 13,03 7,09 

8 60(0) 60(0) 14,26 5,72 

9 60(0) 60(0) 14,72 7,26 

* RAE, rendimento do amido extraído com tratamento enzimático; RAC, rendimento amido controle. 

 

 

 

 Composição Química 

 

A composição físico-química foi determinada de acordo com a Associação Oficial da 

Química Analítica (AOAC, 2002); umidade na estufa a 105 ºC, procedimento nº 925.09 

(32.1.03); cinzas em mufla a 550 ºC, procedimento nº 923.03 (32.1.05); o conteúdo proteico 

pelo método de Kjeldahl, empregando-se 6.25 como fator de conversão, conforme o 

procedimento nº 991.20 (33.2.11). O conteúdo total de lipídeos foi determinado pelo método 

Bligh & Dyer (1959). O conteúdo de amido foi avaliado de acordo com a metodologia 

proposta pelo Instituto Adolf Lutz (IAL, 2004). A amilose foi quantificada por espectrometria 

de acordo com a metodologia proposta por Gilbert & Spragg (1964) e a amilopectina por 
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diferença. A atividade da água foi medida em um instrumento digital Aqualab, modelo CX-2, 

fabricado pela Decagon Devices Inc, EUA. As análises foram realizadas em triplicata. 

 

Difração por Raios-X (DRX) 

 

A cristalinidade do amido foi avaliada por difração de raios-X (DRX), em equipamento 

da marca Shimadzu, modelo XRD-6000, com radiação Cu.Kα = 0,1518 nm (40 kV, 30 mA). 

A faixa analisada foi de 2θ = 2° a 50°, com passo de 0,05° e tempo de integração de 2 s. As 

amostras, na forma de pó, foram devidamente acomodadas em porta amostras e levadas à 

câmara de radiação do aparelho. Os índices de cristalinidade (Ic) foram estimados segundo 

metodologia descrita por Nara e Komiya (1983). Para o cálculo da área correspondente aos 

picos característicos da região cristalina das amostras (Ac), uma linha na base desses picos foi 

plotada no difratograma, enquanto que para o cálculo da área total (At), a linha base foi 

plotada na faixa angular de 16 a 40°. O cálculo das áreas foi estimado com a ajuda do 

software Origin v.9.0, utilizando a técnica de deconvolução e a função “Fiting”. A 

cristalinidade relativa foi determinada pela razão entre a área cristalina e a área total obtidas 

dos difratogramas. 

 

Espectrometria de Absorção na Região do Infravermelho com Transformada de Fourier 

(FTIR) 

 

Análise de FTIR foi realizada para caracterizar a estrutura química da amostra pela 

identificação dos grupos funcionais presentes. A técnica utilizada foi realizada em 

equipamento: Infravermelho médio Cary 630 FTIR (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, 

CA, USA), equipado com célula de reflectância total atenuada (ATR) e detector de sulfato de 

triglicina deuterado (DTGS) com software Agilent MicroLab PC software.  

Antes de cada coleta foi realizada uma leitura do espectro de fundo (background), em 

condições padronizadas, sendo subtraído da imagem espectral a ser obtida uma imagem 

espectral do ambiente, para que eventuais alterações não influenciem nas medidas. Em 

seguida, cerca de 4 g de amido foi colocado sobre o compartimento do acessório onde 

incidem os raios na faixa do infravermelho (cristal de diamante), sendo obtidos os espectros 

no modo de transmitância. 

As amostras foram avaliadas na região espectral com comprimento de onda de 4000 cm-

1 a 650 cm-1, apodização triangular e 64 varreduras para cada espectro. Todos os espectros 
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foram recolhidos com uma resolução de 4 cm-1 a temperatura ambiente (17 ºC + 2 ºC) e o 

tempo de coleta de cada espectro foi de aproximadamente 30 segundos. 

 

Análise Termogravimétrica (TGA) 

 

A análise termogravimétrica foi realizada para avaliar possíveis mudanças na 

estabilidade térmica do amido de gengibre. Para tanto, foi utilizado equipamento TA - série Q 

- modelo Q 500. A amostra foi aquecida na faixa da temperatura ambiente até 700 °C, em 

atmosfera inerte, com taxa de aquecimento de 10 °C/min. Através dos dados das curvas 

termogravimétricas, é possível obter a temperatura de decomposição onset (Tonset), que é 

definida como o início extrapolado do evento térmico, e que corresponde ao ponto de 

interseção da linha base extrapolado, antes do evento, com a tangente à curva produzida no 

seu intervalo, de modo que a reta passe pelo ponto de inflexão. Na prática, a Tonset é usada 

com o propósito de comparação, visto que ela é mais fácil de ser determinada do que a 

temperatura Ti, definida como a temperatura à qual se inicia o processo de decomposição 

térmica com a liberação de componente volátil.  

 

Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) 

 

Esta técnica foi empregada utilizando equipamento TA série Q - modelo Q 1000 para 

as análises. As massas das amostras analisadas variaram de 4,0 a 5,0 mg e foram aquecidas da 

temperatura ambiente a 200 °C com taxa de aquecimento de 10 °C/min. O material passou por 

dois aquecimentos, sendo o primeiro para apagar a história térmica da amostra. Em seguida, a 

amostra foi resfriada a -50 °C numa taxa de 10 °C/min, com fluxo de nitrogênio, sendo 

aquecida novamente a 10 ºC/min. O elemento padrão para calibração do DSC foi o Índio. 

 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

Análise de microscopia eletrônica de varredura do foi realizada no Centro de 

Microscopia Eletrônica (CME) da Universidade Estadual Santa Cruz (UESC-Bahia) 

utilizando microscópio eletrônico de varredura QUANTA 250. Os fragmentos de gengibre e o 

amido de gengibre foram fixados a um suporte “STUB” e as leituras foram realizadas em 

modo ambiental que é utilizado para investigar amostras incompatíveis com alto vácuo e por 

isso, impossíveis de serem analisadas por outros métodos tradicionais de microscopia 
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eletrônica de varredura. Os fragmentos de gengibre foram fotografados em aumento de 1000x 

e os grânulos de amido de gengibre foram fotografados em aumento de 100, 500, 1000 e 

3000x. 

 

 

Resultados e Discussão 

 

Planejamento Doehlert para otimização do processo de extração de amido de gengibre 

 

Tempo de decantação (TD) e o volume de extrato multienzimático (VEE) são duas 

variáveis que podem influenciar o rendimento do amido (RA). Assim, foi desenvolvido um 

planejamento Doehlert visando avaliar a influência destas variáveis e otimizar o rendimento 

do amido liberado após o pré-tratamento enzimático utilizando EMB produzido por A. oryzae 

ATCC 10124. A matriz do planejamento experimental e o correspondente rendimento de 

amidos (%) foram mostrados na Tabela 4.1. Os dados disponíveis nesta tabela foram 

submetidos à análise de regressão para construção de um modelo matemático de previsão. 

Com auxílio do gráfico de Pareto Figura 4.1 é possível observar a significância dos 

efeitos padronizados dos termos de regressão.  

 
Figura 4.1-Gráfico de Pareto mostrando a significância dos termos das variáveis tempo de decantação 

(TD) e volume de EMB (VEE) no modelo ajustado para a extração de amido de gengibre utilizando EMB 

produzido por A. oryzae ATCC 10124. 

 

 

 

Neste estudo, todos os termos quadráticos e o termo linear representando o volume de 

EMB aplicado ao processo (VEE) do modelo foram significativos a um nível de 95% de 
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confiança. O efeito significativo do termo linear (VEE) sugeriu que esta variável foi 

determinante para a melhoria no rendimento de amido de gengibre. A significância dos 

termos quadráticos (TD2 e VEE2) implicou que o rendimento de amido foi alterado pelas 

variáveis em estudo e que pequenas alterações em seus respectivos valores poderiam afetar o 

processo de extração de amido significativamente. O efeito do termo de interação entre as 

variáveis (TD*VEE) não foi significativo. Portanto, o coeficiente de regressão deste termo foi 

removido e um novo modelo reduzido foi construído por análise de regressão e submetido à 

ANOVA (p < 0,05) (Tabela 4.2). O modelo reduzido construído apresentou significância 

estatística, o que ficou evidente a partir do teste de Fisher para a regressão, sendo obtido um 

valor de F correspondente a (p < 0,05). 

Tabela 4.2: ANOVA para o modelo reduzido ajustado a partir dos resultados experimentais obtidos com 

o planejamento 

Fonte SQ GL MQ F p-valor 

Regressão 164,60 5 32,9199 12,71  0,0312 

Resíduo 7,7693 3 2,58976 

 

 

Falta de ajuste 1,53 2 0,76345 8,17  0,1036 

Erro puro 6,24 1 6,24237    

Total 172,37 8      

 

*R2 = 0,9549; R2-adj = 0,8789; GL, graus de liberdade; SQ, soma dos quadrados; QM, quadrado médio; F, teste 

de Fisher; P, probabilidade. 

 

O valor do coeficiente de regressão R2 (0,9549) aponta que houve uma boa correlação 

entre os resultados experimentais e os valores previstos, sendo que 95,49% da variabilidade 

da resposta (rendimento de amido) pôde ser explicada pelo modelo. Foi obtido um valor de 

R2-adj (0,8789) o que demonstrou que os termos considerados pelo modelo foram válidos. O 

valor de falta de ajuste foi insignificante (p = 0,1036). Esta afirmação pôde ser confirmada a 

partir dos gráficos de valores reais e previstos e o gráfico de resíduos representado na Figura 

4.2, estes gráficos demonstram que o modelo reduzido apresentou os valores das respostas 

previstas próximos aos valores das respostas experimentais. Pode-se notar também, que os 

resíduos apresentaram baixos valores e forma aleatória, tornando o modelo válido para 

construção da superfície de resposta e previsão das regiões desejadas. 
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Figura 4.2: Gráfico de valores reais x previstos (a) e gráfico de distribuição de resíduos (b) para o modelo 

reduzido ajustado para explicar a variabilidade dos resultados do rendimento de amido utilizando EMB A. oryzae 

ATCC 10124. 

 
 

 

A Equação 4.2 representa o modelo reduzido ajustado a partir dos resultados 

experimentais obtidos para o rendimento do amido. Y representa a quantidade de amido 

extraído (resposta) ao passo que X e Z representam as variáveis independentes tempo de 

decantação e volume de extrato multienzimático em valores codificados. 

     

Os gráficos de superfície de resposta e de contorno são apresentados (Figura 4.3), 

estes foram construídos a partir da equação 4.2 e mostraram o efeito das variáveis e suas 

interações.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eq.4.2 
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Figura 4.3: Gráficos de superfície de resposta e de contorno construídos com base no modelo Y representando as 

interações entre as variáveis tempo de decantação e volume de EMB, tendo-se como resposta o rendimento do 

amido de gengibre. 

 

A partir destes gráficos, é possível afirmar que dentro da região experimental 

estudada, as variáveis volume de extrato enzimático bruto (VEE) e tempo decantação (TD) 

influenciaram no processo de extração de amido.  

Composição Química 

 

A composição físico-química do amido apresenta dados importantes para seu uso e de 

acordo com Zhang et al., (2014) podem ser alterados dependendo do método de extração 

adotado. Os resultados da composição química físico-química do amido de gengibre são 

apresentados na Tabela 4.3. 

As baixas atividades de água encontradas no amido extraído apenas em água (0,73) e o 

amido obtido após o tratamento enzimático (0,77) são consideradas desejáveis do ponto de 

vista microbiológico, embora não haja parâmetros legais determinando seu limite para 

amidos (Castro et al., 2018). Os baixos teores de cinzas e proteínas nos amidos refletem a 

alta pureza, pois a presença desses constituintes nos amidos interfere nas suas propriedades 

funcionais. Resultados similares foram encontrados por Nakthong et al. (2017) e Londoño-

Restrepo et al., (2018).  

Em relação ao teor de lipídeos verificou-se que com o tratamento enzimático o teor 

lipídico sofreu redução de 1,06% para 0,75%. Segundo Ascheri et al. (2010) é recomendado 

um teor de lipídeos inferior a 1%, pois isso torna o amido mais neutro e menos propenso à 
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complexação. A redução no teor de lipídeos pode ter ocorrido possivelmente devido a ação 

de lipases presentes no extrato multienzimático bruto, de acordo com Silva et al. (2017) o 

fungo Penicillium roqueforti sintetizou lipases (17,93 U/g) no processo fermentativo sob a 

casca da amêndoa de cacau. 

O conteúdo de amilose quantificada no amido de gengibre extraído em água (10,70%) 

e no amido obtido após o tratamento enzimático (9,05%). Melo Neto et al. (2015) 

encontraram um conteúdo de amilose no amido de pupunha (12,40%) e Castro et al. (2018) 

relataram o conteúdo de amilose de 19,25%. 

 

Tabela 4.3: Composição química do amido de rizoma de gengibre planejamento Doehlert 

Componente (%) 
Média 

AC AE 

Amido 71,81± 0,11 69,07± 0,09 

Amilose 10,70± 0,14 9,05± 0,11 

Amilopectina 61,11± 0,05 60,02± 0,07 

Proteína Bruta 0,77± 0,04 0,79± 0,02 

Cinzas 0,0095± 4,48x10-6 0,0087± 2,06x10-6 

Lipídeos 1,06± 0,05 0,75± 0,05 

Atividade de Água 0,73± 1,52 x10-3 0,77± 1,03x10-3 
* Resultados expressos em base úmida; 

* AC, amido (controle) / AE, (amido obtido após tratamento enzimático). 

 

Difração por Raios-X (DRX) 

 

As técnicas de DRX são aplicadas para fornecer informações sobre a estrutura e 

dimensões do amido, como revisado por Blazek & Gilbert (2011). Os amidos nativos 

apresentam três padrões distintos de DRX (A, B e C) e diferentes graus de cristalinidade 

(Wang et al., 2015).  

Os difratogramas de raio X dos amidos de gengibre extraídos com o tratamento 

enzimático (Figura 4.1 4.4B) e em água (amido controle) (Figura 4.4A) demonstraram que 

houve semelhanças entre os picos. O perfil de amido de gengibre extraído apenas em água 

foi caracterizado por três picos a 2θ 15°, 17º e 20°.  Os amidos submetidos ao tratamento 

enzimático apresentaram picos 2θ 15,2°, 17,4° e 23°.  O amido extraído em água Figura 4.4 

A mostrou um pico, mais forte em torno de 20º e o amido submetido ao tratamento 

enzimático um pico mais elevado em 21º. 
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Figura 4.1: Difratogramas de raios X de amido isolado do rizoma de gengibre, A) extraído em água; B) extraído 

após tratamento enzimático 

 

 
 

Os picos em 20º e 21º são picos típicos de amidos cristalinos do tipo A. Kan et al. 

(2016) relataram valores de picos similares para o amido de castanha e Wang et al. (2018) 

corroboraram com dados semelhantes em estudos realizados com o amido de ginko biloba 

(Ginkgo biloba L.). Os padrões de DRX dos amidos de taro apresentados por Zeng, Liu & 

Liu (2014) foram caracterizados por dois picos largos individuais a 2θ   15 ° e 23 ° o que 

confere a mesma classificação tipo A. 

Ma & Boye (2017) explicam que amidos do tipo A, com picos na região acima 

abordada apresentam elevada resistência a ação enzimática, sugerindo que estes grânulos de 

amidos são mais homogêneos com relação à distribuição das forças internas. Baseando-se 

nestas informações pode-se possivelmente justificar o não rompimento das estruturas do 

amido de gengibre durante o tratamento enzimático. 

 

Espectrometria de Absorção na Região do Infravermelho com Transformada de Fourier 

(FTIR) 

 

Os amidos extraídos dos rizomas de gengibre em água (amido controle) e os que foram 

obtidos após o tratamento enzimático foram avaliados por FTIR para identificação dos 

grupos funcionais, com o objetivo de determinar a estrutura dos amidos isolados (Warren, 

Gidley & Flanagan, 2015).  
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Os espectros dos amidos de gengibre extraído com água, como mostra a Figura 4.5, 

incluíram bandas de 3280 cm-1 (vibração de estiramento do grupo O-H), 2910 cm-1 

(vibração de estiramento C-H).  

  

Figura 4.5: Espectros de absorção na região do infravermelho (FTIR) de amido do rizoma de gengibre extraído 

em água. 

 

 
 

 

 

Uma banda de 2700 cm-1 foi pronunciada no amido obtido após o tratamento 

enzimático (Figura 4.6). De acordo com Bet et al., (2017) mencionaram que após uma 

modificação com ácidos em amido de Mangifera, este apresentou bandas espectrais entre 

1722 cm-1 – 2867cm-1. A banda de 1620 cm-1 (água adsorvida presente no polissacarídeo) 

pronunciada nos espectros (amido controle e amido obtido após tratamento enzimático) e as 

bandas 1380-1400 cm-1 apontam para variações de flexão C-H. Resultados similares a estes 

foram abordados por Shivaraju, Appukuttan & Kumar (2018) ao analisarem amido de arroz.  
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Figura 4.6: Espectros de absorção na região do infravermelho (FTIR) de amido do rizoma de gengibre extraído 

após o tratamento enzimático. 

 

 

Bandas na região de 1160 cm-1 (alongamento da ligação CO glicosídica) valores 

similares foram descritos por Policegoudra & Aradhya (2008) com banda característica do 

amido entre 1019 e 1156 cm-1 em amidos de cúrcuma.  Conforme Niko-nenko et al. (2002) 

afirmaram que as ligações glicosídicas α-1→4 em polissacarídeos são caracterizadas pela 

presença de bandas de absorção espectral na faixa de 1175 – 1140 cm-1. 

Bandas de 820–1080 cm-1 é atribuída a vibração axial assimétrica do COC, a vibração 

axial do CO e a vibração axial da corrente principal), enquanto que as bandas de 820 – 700 

cm-1 (deformação de COH lateral, CCH e grupos contendo ligações CC alongadas), 700 – 

500 cm-1 (regiões do esqueleto das moléculas contendo deformações exocíclicas) presentes 

no amido do gengibre também foram encontradas no amido do fruto da palmeira por Melo 

Neto et al. (2017). 

 Não houve diferença significativa nas bandas de vibração dos grupos OH, CH e CO 

dos amidos extraídos com ou sem tratamento enzimático, o que possivelmente estar 

associado ao fato de que a ação enzimática não afetou as estruturas químicas básicas dos 

mesmos.  Entretanto, em estudos realizados por Shah et al. (2017) amidos de aveia, tanto 

nativos quanto modificados enzimaticamente, apresentaram alterações nos picos de 

absorção. Os autores abordaram que o tratamento enzimático nos amidos provocou 

mudanças de picos de absorção nas bandas de 3400, 2929, 1047 e 995 cm-1 diminuindo os 

números de onda, indicando redução entre as ligações de hidrogênio e as ligações com as 

moléculas dos amidos. 
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Análises termogravimétricas – TGA 

 

As análises termogravimétricas consistem em um método comum estabelecido para o 

estudo da estabilidade térmica e decomposição de polissacarídeos. O resultado da análise 

formal está na forma de uma curva chamada termograma. A partir das curvas obtidas por 

análise termogravimétrica dos amidos foi possível determinar a temperatura inicial média de 

degradação e o observar as perdas de massas dos amidos (Lima et al., 2012). Os 

termogramas obtidos para o amido de gengibre (controle) e o amido extraído após o 

tratamento enzimático são apresentados na Figura 4.7 pode-se notar que a temperatura 

inicial média de degradação do amido controle (AC) ocorreu em aproximadamente 275 °C, 

sendo elevado para 285 °C após o tratamento enzimático (AE), indicando que o amido 

tratado com enzimas pode ser aplicado em processos industriais que utilizem altas 

temperaturas. 

 

Figura 4.7: Curvas TGA e DTA do amido de gengibre; A) Amido controle; B) Amido obtido após tratamento 

enzimático. 
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As etapas de decomposição térmica pronunciadas neste estudo ocorrem em três 

momentos. Na primeira etapa ocorreu a redução na massa do amido, esta perda de massa 

está associada à evaporação de água das amostras, uma vez que as cadeias de glicose que 

constituem o amido são interligadas e enroladas sobre si mesmas e apresentam diferentes 

graus de hidratação (Wahyuningtiyas et al., 2017).  

Na segunda etapa do evento térmico ocorre a liberação de matéria volátil que ocorreu 

para o amido obtido após o tratamento enzimático na faixa de temperatura de 285ºC a 300 

ºC e no amido extraído em água na faixa de temperatura de 275 ºC a 283ºC, demonstrando 

mais uma vez a resistência do amido modificado enzimaticamente. Esta etapa do processo 

de decomposição térmica é caracterizada como a principal, isso está associado ao alto nível 

de perda de material (perdas de massa de 1,5 mg no amido obtido após o tratamento 

enzimático e 9,5 mg amido extraído em água). De acordo Azevedo et al. (2015) a rápida 

decomposição da matéria volátil representa a degradação do anel de glicose nos polímeros 

dos amidos, amilopectina e amilose. 

Na terceira etapa a perda de massa esta correlacionada à oxidação da matéria orgânica 

e ocorreu na faixa de temperatura de 300 ºC a 500º C para o amido controle e entre 320 ºC a 

600 ºC para o amido tratado. Valores similares foram mencionados por Das, Jha & Kumar 

(2015) no estudo sobre a decomposição térmica do amido do rizoma de Curcuma 

angustifolia. 

 

Calorimetria Diferencial de Varredura- DSC 

As características térmicas dos amidos obtidos com e sem tratamento enzimático 

foram analisados por DSC e os termogramas são apresentados na Figura 4.8. 

 

 

 

 

 

 

 

 



104 

Figura 4.8- Termogramas DSC do amido de gengibre controle (AC) e amido de gengibre tratado (AE) 

 

 

Os amidos obtidos apresentaram duas transições endotérmicas, o que varia de acordo 

com a atividade de água das amostras e com a taxa de aquecimento. Foram observados tanto 

no amido controle (contendo Aw igual a 0,73) como no tratado com extrato multienzimático 

(Aw igual a 0,77) dois picos endotérmicos que correspondem à transição ordem-desordem 

(gelatinização do amido). Amidos com elevada atividade água, apresentam apenas um pico 

endotérmico, enquanto, em baixa atividade de água observa-se dois picos endotérmicos. Se 

houver água suficiente nas amostras, o processo de gelatinização pode ocorrer, levando os 

cristais a se fundirem (Gunaratne & Corke, 2002).  

Os eventos térmicos estão interligados as transformações estruturais que ocorrem nos 

amidos. Os valores para a transição de gelatinização observados neste trabalho para a primeira 

transição endotérmica foi de 105,64 °C para o amido controle e 107, 5 °C para o amido 

tratado enzimaticamente.  A temperatura de gelatinização encontrada foi em torno de 60 °C 

para esses amidos.  No segundo evento térmico, observa-se que os valores das temperaturas 

dos picos endotérmicos foram de 294 °C para o amido controle e 293 °C para o amido tratado 

com enzimas. 

Os picos endotérmicos ocorrem de uma menor temperatura para uma maior, indicando 

a necessidade de mais energia térmica para quebra dos cristais do amido. Os dois picos de 

transição endotérmica observados nas amostras (AC) e (AE) podem ser atribuídos aos cristais 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123944375000929#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123944375000929#!
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de amido tipo A que como verificado através do estudo de DRX apresentam uma maior 

resistência (Gunaratne & Corke, 2016). Os cristais menos estáveis se fundem na primeira 

transição endotérmica, enquanto os cristais mais resistentes se fundem em temperaturas mais 

elevadas ( Yu & Christie, 2001).  

Microscopia Eletrônica de Varredura – MEV 

O rizoma de gengibre é constituído morfologicamente por uma cortiça (superfícies 

finas). Quando um corte transversal foi efetuado no rizoma de gengibre fresco, foi possível 

observar através da MEV a presença de um grande número células parenquimatosas de 

paredes finas contendo muitos grânulos de amido e feixes fibrovasculares (Figura 4.9A). No 

fragmento de rizoma de gengibre submetido ao pré-tratamento enzimático, observou-se uma 

desorganização no tecido vegetal e a remoção dos grânulos de amido (Figura.4.9 B). A 

modificação na estrutura vegetal pode ser explicada pela atuação de diferentes enzimas 

presentes no extrato enzimático bruto, tais como; xilanases, celulases e amiloglucosidades  

 

Figura 4.9: Eletromicrografias da estrutura vegetal- A) grânulos de amido em meio as células parenquimatosas 

(1000x), B) estrutura celular após o tratamento enzimático (1000x). 

      

 

Os grânulos de amido de gengibre (Zingiber officinale R.) obtidos neste estudo (com e 

sem tratamento enzimático) podem ser visualizados através das eltromicrografias (Figura 

4.10). Os grânulos de amido apresentaram forma oval e íntegra, (sem rachaduras) com 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123944375000929#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123944375000929#!
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tamanhos que variaram entre si, apresentando de uma forma geral comprimento de 19 μm e 

22,44 μm de largura (figura 8-F), com área igual a 423 μm2.  

O tamanho da área dos grânulos de amidos possibilita caracteriza-los em amido do 

tipo A ou do tipo B (Benavent-Gil & Rosell, 2017b). Os grânulos tipo A são caracterizados 

por apresentar áreas grandes, enquanto os grânulos tipo B são pequenos, portanto, os amidos 

obtidos neste estudo podem ser considerados como do tipo A. 

As eletromicrografias demonstraram que o tratamento enzimático não promoveu 

alterações nas estruturas dos grânulos de amido de gengibre (Figura 4.10, D, E e F), o que 

possivelmente pode ser associado ao tipo de amido. Segundo Copeland et al. (2009) os 

amidos tipos A são considerados mais resistentes aos ataques enzimáticos.  Entretanto, 

resultados diferentes foram observados por Benavent-Gil & Rosell (2017a) que registraram 

que o tratamento enzimático (aplicação de amiloglucosidases, α-amilases e β-amilases) em 

amidos de trigo, milho, batata, mandioca e arroz, promoveu rupturas nos grânulos de amido 

e aumento da porosidade nas superfícies dos mesmos. 

 

Figura 4.10: Eletromicrografias do amido de gengibre extraído em água, A) leitura em 1000x, B) 2000x, C) 

4000x; Amido modificado enzimaticamente, D) leitura 2000x, E)3000x, F) 4000x 
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Oyeyinka et al. (2018) relataram que os grânulos de amido extraído do caule de 

abacaxi (Ananas comosus) apresentaram tamanhos pequenos entre 5 µm e formas 

irregulares, sendo estas características semelhantes as relatadas por Li & Zhu (2018) que 

afirmaram que os grânulos de amido de quinoa (Chenopodium quinoa) estavam na faixa de 

0.4 μm a 2.0 μm, sendo a forma dos grânulos poligonal, angular e irregular. Melo Neto et al. 

(2017) observaram que os grânulos de amido de pupunha (Bactris Gasipaes kunth) foram 

predominantemente esféricos, com partículas regulares, superfícies lisas e com poucas 

rachaduras, onde poucas partículas apresentaram deformação esférica.  

O tamanho e a forma são características que podem afetar o comportamento e usos 

potenciais de amidos. Dentre as aplicações industriais onde os tamanhos e as formas dos 

grânulos são relevantes pode-se mencionar, a produção de filmes plásticos biodegradáveis e 

de papéis para fax (Leonel, 2007). 

 

Conclusão 

 

A ferramenta de otimização matriz de Doehlert indicou os principais efeitos entre as 

variáveis permitindo encontrar as melhores condições. O projeto identificou que EMB pode 

ser aplicado durante a extração do amido melhorando o rendimento do produto. Pode-se 

verificar que não ocorreu modificações físicas nas estruturas dos grânulos de amido isolados 

em água e nos que foram submetidos ao tratamento enzimático, o que é suficiente para 

garantir um amido puro com características peculiares.  

Os resultados da microscopia eletrônica de varredura demonstraram que os grânulos de 

amidos apresentaram grande área e superfície íntegras. As propriedades térmicas do amido 

extraído com e sem EMB, demonstram que os amidos são do tipo A (DRX), que suportam 

maior tempo de exposição a elevadas temperaturas (TGA e DSC). Os grânulos do amido 

obtido após o tratamento enzimático foram mais resistentes e menos suscetíveis à quebra 

com o aquecimento prolongado. A caracterização do amido de gengibre demonstra seu 

potencial para aplicações industriais, incluindo uso alimentar e não alimentar, como em 

biofilmes, revestimentos e embalagens biodegradáveis. 
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