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INTRODUCAO E OBJETIVOS

A batata-doce € uma interessante biomassa alternativa a cana-de-acucar para a producao de etanol no Rio Grande do Sul, devido ao seu elevado
potencial produtivo e teor de amido. Apesar de toda batata-doce ser rica em amido, observa-se uma variacao entre 16 a 25% deste componente. Estudos
identificaram o teor de umidade como o principal fator relacionado ao teor de amido, ou ao teor de ART (Acucares Redutores Totais), que contabiliza a glicose
do amido. Com a relacao Umidade x ART & possivel estimar o potencial de producao de etanol de uma batata. Contudo, para a adegquada construcao da curva
Umidade x ART é necessario um método eficiente de quantificacao de ART.

Um meétodo enzimatico padrao de guantificacao, baseado no método da AOAC n° 996.11, € comercializado pela empresa Megazyme e tem sido muito
referenciado na literatura, porem o kit de determinacao € caro. Desta forma, este estudo foi realizado visando propor resultados para a construcao de um
metodo alternativo mais barato, tendo como referéncia para a validacao o Méetodo da Megazyme.

MATERIAIS E METODOS

Hidrélises 5, o5era + Hidrélise acida
O estudo fol realizado em duas etapas: ereimaticas gl @0% ) ————
1. Estudo do pré-tratamento da amostra: fresca x seca { Lfﬁ‘gf“d
Nesta fase o método de hidrélise foi fixado, sendo realizado de acordo com o procedimento da r ‘f o200 mg amoses
Megazyme (Figura 1). A batata em cubos fol seca em estufa a 60°C por 8h e moida (particulas de 0,5 Ag“adﬂ":j”[j;m {
mm), enquanto que a batata fresca (Umida) foi triturada em processador domeéstico (particulas de 2 2 /100 mg amost 7
mm). A determinacao de glicose fol realizada comparativamente em espectrofotometro e em HPLC. { 2 atm-ah
Para a analise no espectrofotometro (absorbancia em 510 nm), fol adicionado as amostras o reagente —— Agiador vorten ] Neutrjimﬁo
GOPOD gue vem junto ao kit comercial da Megazyme para a producao de cor. Na determinacao por N Starsen 002, praens
HPLC, usou-se a coluna Hi-Plex H da Agilent, tendo agua como fase moével a uma vazéo de 0,6 mL/min Sousa0 wampao pH (@) (D) e (€] o tamoso o 4.5
e temperatura de 60°C. Somenonn
2. Estudo variando os métodos de hidrélise (| oamiaomgamonn
Foram comparados cinco metodos de hidrolise, conforme a Figura 1: Megazyme, Stargen 002 (a), (b) v
e (c) e hidrolise acida. A Stargen 002 é uma enzima que foi desenvolvida para a hidrélise do amido e hatodervoner Agnadjrmx
producao de etanol, e neste trabalho foi testada a sua aplicabilidade em método analitico, por ser uma R ety s S
enzima mais barata. Nesta fase, deu-se continuidade ao estudo empregando o método de pre- [ e 20 min
tratamento selecionado na Etapa 1, e a batata-doce fol amadurecida por 25 dias para todos o0s
metodos, visando facilitar a hidrdlise, conforme resultados prévios (Schweinberger et al. (2015)), onde || >
0S autores utilizaram a enzima Stargen 002 e tampé&o de acido citrico. Portanto, no presente estudo, na Agitadjmx « 0BS: Para batata fresca: 200 mg de amostra; batata seca. 100 mg de amostra
hidrélise com a Stargen 002, foi utilizado este tampéo e no procedimento da Megazyme foi usado 0 '«
tamp&o de acido acético, conforme recomendado no método. o . T
~igura 1. Fluxograma comparativo entre as hidrolises

acida e enzimaticas

RESULTADOS E DISCUSSOES

1. Estudo do pré-tratamento da amostra: fresca X seca 2 Estudo variando os métodos de hidrélise

A partir dos resultados da Tabela 1, ficou clara a superioridade da batata
fresca em relacao a seca. Estes fatores podem ser justificados pela coesao
da farinha seca durante a hidrolise, dificultando o acesso das enzimas, e uma
certa degradacao termica dos acucares durante a secagem a 60°C.

abela 2. Glicose total na batata-doce (%, m/m).
Meéetodo de Hidrolise
Stargen 002

Replicata Megazyme Acida
| (a) (b) (c)
Tabela 1. Glicose total na batata-doce (%, m/m). 1 21 86 17 27 20 56 18 35 14 80
Preparo da Cresca Seca 2 27,26 15,91 21,17 13,84 25,35
amostra 3 22,11 17,39 21,53 16,87 24,44
Replicata Espectrofotometro HPLC  Espectrofotometro HPLC A 23,92 22.16 16,37
1 29.60 aIns. 21 01 20 64 MédiaObs1 23794  18,18° 22,16 16,35 21,53
5 27 27 28 38 2419 21 62 CVObs2 1048 1504 2469 1408 27,15
3 25,28 27,03 21,82 22,15 Pelo teste de Tukey ndo houve diferenca significativa entre as médias,
_ 4 — 31,40A 32,83A 25,37 24’695 devido & consideravel variabilidade dos resultados. Contudo, dentre as
MEdlc’(i)b 25 28,39 29,41 23,10° 22,42 diferentes variagdes com a Stargen 002, viu-se que a agitacdo mecanica se
CV s 9,42 10,31 8,78 7,76 demonstrou bastante importante (b). De acordo com as observacoes

qnfelizmente, grande parte dessa amostra foi perdida, tornando a analise em HPLC inviavel. : : = AT
i Jrantep >5a amosta 1ol per experimentais, duas questdes devem ser ressaltadas sobre a hidrélise com

Quanto aos metodos de deteccao, nao houve diferenca significativa a Stargen: (1) viu-se gue esta enzima carrega agucares na sua composicao
entre eles. A analise em espectrofotometro € mais barata, mas o HPLC se e, portanto, um branco foi preparado para descontar este efeito; e, (2) viu-se
demonstra mais interessante por quantificar outras contribuicbes para a  que o tampao de acido citrico deve ser substituido pelo de acido acetico,
determinacado dos ART, como a frutose e a sacarose, além de ser um poiIS em testes complementares se percebeu gque as amostras da
procedimento mais pratico gquando se utiliza injecao automatica. Desta Megazyme, gue continham este tampao, apresentaram menor degradacao
maneira, continuou-se o estudo com a batata fresca e o HPLC. de glicose por contaminacao microbiologica.

Obs 1 As médias que nao compartilham a mesma letra sao significativamente diferentes, segundo o teste de Tukey, com 95% de confianca.
Obs 2 CV é o coeficiente de variacdo, sendo a relacdo entre o desvio padrao e a média (DP/M), nos resultados o CV é dado em %.

CONCLUSOES

v Os resultados obtidos indicaram que mais estudos devem ser desenvolvidos, a fim de se aprimorar o processo de hidrélise do amido. Portanto, segue em
andamento experimentos comparativos com as hidrolises acida e enzimatica, utilizando as enzimas da Megazyme, a Stargen 002 com o metodo (b)
selecionado, o tamp&o de acido acetico e, por fim, avaliando-se as possiveis interferéncias na hidrdlise acida.
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