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RESUMO - A batata (Solanum tuberosum L.) contém cerca de 70 a 80% de amido em
base seca. Pelo alto teor de amido, ela pode ser utilizada em processos fermentativos, para
producdo de vodca, sendo necessario, entretanto, hidrolisar o amido. O objetivo deste
trabalho foi otimizar o processo de hidrdlise do amido em relagdo a concentracao de polpa
de batata/agua, concentracdo de enzima amiloglicosidase e do tempo de reacdo. Para isso,
foi realizado um delineamento composto central rotacional com um total de 17
tratamentos. As varidveis dependentes analisadas foram a concentracdo de acUcares
redutores (AR) e a eficiéncia da hidrolise (%). A concentragdo de a-amilase e seu tempo
de reacdo foram mantidos constantes em 7,5 mL/kg de matéria seca e 2 h. Os resultados
demonstraram que a condicdo Gtima para hidrélise foi obtida utilizando pontos maximos
para os parametros polpa de batata/agua (0,1502 g matéria seca/g dgua), concentracdo de
amiloglicosidase (AMG) (6,5 mL/Kg matéria seca) e tempo (11,04 h). O estudo da
otimizacdo da etapa de hidrolise do amido mostrou-se importante para aumentar a
producdo de agucares redutores e a eficiéncia do processo.

1. INTRODUCAO

A batata € uma matéria-prima rica em amido, possuindo em média 65% a 85% do peso
seco segundo Lajolo e Menezes (2006). De acordo com Food and Agriculture Organization of the
United Nations - FAO (2013) a producdo mundial de batatas em 2011 foi de 374,4 milhdes de toneladas
em uma area de, aproximadamente, 19,2 milhdes de hectares. O Brasil responde por 3,53 milhGes de
toneladas (IBGE, 2013). Segundo o IBGE (2013), Minas Gerais é o maior produtor nacional de batata-
inglesa, com 36,04% seguido do Parana (20,77%), Séo Paulo (17,68%), Rio Grande do Sul (10,21%),
Bahia (6,21) e Goias (5%).

Na producdo de uma bebida como a vodca, utilizando o amido como fonte de carbono, é
necessario o processo de hidrdlise deste para obtencdo de glicose, maltose e outros agucares
assimilaveis. Essa hidrolise pode ocorrer de duas maneiras, usando-se tratamento &cido ou
tratamento enzimatico, apresentando esse Ultimo vantagens por ser mais seletivo, gastar pouca
energia e ndo gerar produtos indesejaveis (Curvelo-Santana; Ehrhardt; Tambourgui, 2010;
Delgado; Castro; Vazquez, 2009).

A hidrdlise enzimética pode ser realizada por enzimas amiloliticas como a a-amilase e
amiloglicosidase em duas etapas: a liquefacdo e a sacarificacdo. No processo de liquefacdo, os
gréanulos de amido sdo dispersos em solugdo aquosa, aquecidos (causando a gelatinizacdo) e
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hidrolisados parcial e irreversivelmente, com auxilio da a-amilase que é uma enzima que age
apenas nas ligacbes do tipo a-1,4-D-glicosidicas entre as unidades adjacentes de glicose na cadeia
linear de amilose (Fennema; Parkin; Damodaran, 2010).

Apbs a liquefacdo, a solucdo de maltodextrina é hidrolisada em glicose por uma enzima
desramificante, atuando sobre as liga¢des glicosidicas a-1,6 da amilopectina. O resultado dessa
segunda etapa é uma solucdo de sacarideos de baixa massa molecular como glicose e maltose.

A concentracdo de enzimas, 0 tempo e a proporc¢édo de polpa séo fatores fundamentais na
hidrélise de derivados amil&ceos, sendo importante encontrar valores 6timos para essas variaveis
para uma hidrdlise eficiente (Maarel et al., 2002). A metodologia de planejamento experimental
juntamente com a analise de superficie de resposta é uma ferramenta poderosa que fornece
informacdes seguras para determinar condi¢des 6timas do processo (Rodrigues; lemma, 2009).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de otimizar o processo de hidrdlise enzimatica
da polpa de batata visando aumentar a concentracao de agucares fermentesciveis.

2. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi conduzido no laboratorio de Engenharia de Bioprocessos e Produtos
vegetais do Departamento de Ciéncia dos Alimentos, da Universidade Federal de Lavras.

2.1. Matéria-prima

A matéria-prima foi composta por tubérculos de batata (Solanum tuberosum L.), cultivar
Agata, adquirida no comércio local da cidade de Lavras/MG. As batatas foram, inicialmente,
lavadas em &agua corrente, descascadas manualmente e trituradas em liquidificador industrial
(Poli modelo LS-06, Brusque/Brasil). Apds a trituracdo, o lote de material foi homogeneizado e
armazenado em sacos plasticos de PVC a -18°C até o momento do uso. As amostras foram
preparadas, separadamente, em lotes de 1 kg de batata cada.

2.2. Enzimas amiloliticas

Foram utilizadas duas enzimas amiloliticas, a enzima a-amilase Termamyl 2X, produzida
por cepas de Bacillus licheniformis, que possui atividade enzimatica de 240 KNU-T/g e a enzima
amiloglicosidase AMG 300L, produzida por cepas de Aspergillus niger, cuja atividade
enzimatica é de 300 AGU/mL, cedidas pela Romerlabs (Campinas/SP).

2.3. Otimizacéao da hidrdlise enzimética

A matéria-prima processada foi acrescida de agua nas proporcdes referentes ao
planejamento experimental (Tabela 1) e transferida para os erlenmeyers. O pH foi ajustado para
6,0 e 6,5 utilizando-se NaOH 2N. As amostras foram aquecidas, gradualmente, até 90°C, em
banho-maria com agitagdo de 150 rpm. A temperatura foi mantida por uma hora para a
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gelatinizacdo do amido. Apods o tempo de gelatinizagdo, a enzima a-amilase (Termamyl 2X) foi
adicionada em uma concentracdo de 7,5 pL/g de massa seca de acordo com metodologia proposta
por Pavlak, Abreu-Lima e Carreiro (2011). Os erlenmeyers, contendo as amostras, foram
resfriados para 60 °C e, em seguida, foi realizada a etapa de sacarificagao.

A etapa de sacarificacao foi investigada, realizando-se um delineamento composto central
rotacional (DCCR), com trés varidveis independentes (quantidade de amiloglicosidase, a relacdo
de solido e liquido e tempo de sacarificacdo), totalizando 17 tratamentos. As variaveis respostas
foram concentracdo de acucares redutores e eficiéncia da hidrdlise. Os limites das variaveis estéo
apresentados na Tabela 1 e sdo semelhantes aos propostos por Duvernay et. al. (2013). Os
resultados foram analisados, utilizando o programa Statistica 8.0 (Statsoft, 2008), considerando-
se um nivel de significancia de 95%.

Tabela 1 Relagdo entre valores codificados e reais das variaveis independentes do DCCR

Niveis Amiloglicosidaset Tempo (h) Sélido/liquido?
(X)) (X2) (Xa)
-1,68 15 0,96 0,0998
-1 2,5 3,00 0,1100
0 4,0 6,00 0,1250
1 55 9,00 0,1400
1,68 6,5 11,04 0,1502

!mL/Kg de massa seca; 2 g matéria seca/g agua.

Na etapa de sacarificacdo, o pH foi novamente ajustado nas condi¢fes 6timas da enzima
amiloglicosidase, entre 4,0 e 4,5, utilizando HCI 2N e a temperatura foi ajustada para 60 -C. Os
tempos de cada hidrdlise variaram de acordo com planejamento.

Foram retiradas amostras em triplicata no inicio da gelatinizacdo (tempo 0Oh), apds a
liquefacdo (tempo 3h) e ao final do tempo da sacarificagdo proposto para cada tratamento. Para
inativacdo das enzimas, as amostras coletadas foram colocadas em banho de gelo por 5 minutos.
As amostras foram centrifugadas (3000 g, 5 min) e os sobrenadantes removidos e armazenados a
-18°C para as analises de acUcares redutores.

2.3.1. Analises
2.3.1.1. Acgucares redutores (AR)

As concentracbes de AR foram determinadas de acordo com o método DNS (&cido 3,5
dinitrossalicilico), proposto por Miller (1959). Para o calculo, foram feitas curvas de calibragéo
com glicose.

2.3.1.2. Rendimento tedrico da hidrolise
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A eficiéncia do processo foi calculada sobre a quantidade de amido na matéria-prima que
entrou no processo. O rendimento tedrico da hidrélise (Yteorico) do amido foi obtido pela
Equacéo 1,

Yieorico = L2OM. )
162V

onde 180 é a massa molecular da glicose (g/mol); 162 é a massa molecular do monémero de
glicose na molécula de amido (g/mol); M é massa de amido (g); V é volume de meio (mL).

Considerando os valores de rendimento tedrico foi calculada a eficiéncia da hidrdlise pela
seguinte Equacéo 2:

Yreal

Eficiéncia da hidrdlise (%) = ( ) x 100 )

Ytearico

onde YREAL é o rendimento de acticares obtido no ensaio (g/L) e YTEORICO é o rendimento
que seria obtido da hidrolise total da massa de amido (g/L).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Otimizacédo da hidrolise enzimética

Para avaliar a influéncia das variaveis independentes, concentracdo de amiloglicosidase
(X1), tempo de hidrolise (X;) e proporcdo polpa de batata e agua (X3), sobre as variaveis
dependentes: AR e eficiéncia, foi realizado um delineamento composto central rotacional
(DCCR). Os resultados obtidos, baseando-se nos 17 experimentos laboratoriais, executados
aleatoriamente, encontram-se na Tabela 2.

Analisando-se os resultados, verifica-se que os valores de AR e eficiéncia da hidrolise
variaram bastante, de 59 a 128 g/L para AR e de 55,6 a 100% para eficiéncia. Em relacdo a AR e
eficiéncia, pode-se notar que 0s ensaios 12 e 8 apresentaram os maiores valores para AR e
eficiéncia, 128 g/L e 100%, respectivamente. Estes tratamentos possuiam concentracdes de 4 e
5,5 mL/Kg de massa seca da enzima amiloglicosidase, tempos de hidrdlise de 11,04 e 9 h e
proporcao sélido/liquido de 0,125 e 0,14 g massa seca/g agua, respectivamente. Assim, pode-se
notar que baixos valores desses parametros provocam menores valores de AR e de eficiéncia de
hidrolise.

Na andlise estatistica do planejamento, foram avaliados os efeitos lineares, quadraticos e
de interacdo das varidveis respostas analisadas. Pela analise estatistica, foram considerados
significativos 0os parametros com p-valor menores que 5% (p<0,05). Os termos lineares do
modelo matematico estdo associados a letra L e os quadraticos a letra Q.

Tabela 2 Resultados experimentais do DCCR expressos em AR (g/L) e Eficiéncia
Ensaios  Amiloglicosidase Tempo Sélido/liquido AR  Eficiéncia
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mL/Kg (o/L) (%)
Cod ms Cod horas Cod a/g

1 -1 2,5 -1 3 -1 0,11 76,3 82
2 1 55 -1 3 -1 0,11 78,9 84,7
3 -1 2,5 9 -1 0,11 79,6 85,5
4 1 55 9 -1 0,11 80 85,9
5 -1 2,5 -1 3 1 0,14 91,9 77,6
6 1 55 -1 3 1 0,14 65,8 55,5
7 -1 2,5 1 9 1 0,14 95,1 80,3
8 1 55 1 9 1 0,14 128,2 100
9 -1,68 15 0 6 0 0,125 82,9 78,4
10 1,68 6,5 0 6 0 0,125 73,7 69,6
11 0 4 -1,68 0,96 0 0,125 88,9 84,1
12 0 4 1,68 11,04 0 0,125 128,3 100
13 0 4 0 6 -1,68 10,0998 59,1 69,9
14 0 4 0 6 1,68 0,1502 91,3 71,8
15 0 4 0 6 0 0,125 67,1 63,4
16 0 4 0 6 0 0,125 64,2 60,6
17 0 4 0 6 0 0,125 67,4 63,7

AR- AgUcar redutor

Os resultados da anélise estatistica, para aglcares redutores (Tabela 3), avaliados a 5% de
significancia, indicaram que foram significativos os termos linear e quadratico do tempo, o termo
linear da propor¢do sélido/liquido e a interacdo tempo e proporcao solido/liquido. Como 0s
coeficientes dos termos linear do tempo e da propor¢do sélido/liquido foram positivos, indicam
que um aumento do tempo e da proporcdo sélido/liquido proporciona aumento na concentragao
de agUcares redutores no meio. Com relacdo a interagdo entre tempo e proporcdo sélido/liquido,
ela foi significativa e positiva.

Ao analisar, estatisticamente, os dados experimentais da eficiéncia (Tabela 3), a 5% de
significancia, foram significativos apenas os coeficientes da variavel tempo (termos linear e
quadratico), que foram positivos, indicando que quanto maior o tempo de hidrélise, maior a
eficiéncia.

Os resultados da anélise de variancia (ANOVA) para as respostas AR e eficiéncia estdo
descritos nas Tabelas 4 e 5, respectivamente, onde se nota pelo coeficiente de determinagéo (R?)
que 90,92% da variagdo experimental observada é explicada para AR e 87,06% da variacdo
experimental é explicada para eficiéncia. Verifica-se, também, que os valores de F, calculado da
regressdo, sdo maiores que os valores de F tabelado a um nivel de confianca de 95%. Desta
forma, esses resultados indicam um bom ajuste do modelo aos valores experimentais e previstos
pelo modelo.

Tabela 3 Coeficientes das regressdes para teor de agucares redutores e eficiéncia
AR p-valor Eficiéncia p-valor
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Média 66,32728  0,000004 62,48395 0,000001
(1)Amiloglicosidase(L)  -0,41374™  0,870632  -1,012695262 NS 0,604543
Amiloglicosidase(Q) 3,80967 °  0,191618 4368263881 NS 0,071437
(2)Tempo(L) 9,97680 0,004728 5,769620863 0,017598
Tempo(Q) 14,63735 0,000982 10,75211469 0,001219
(3)Sélido/liquido(L) 8,82685 0,008694  -1576588314 NS 0,426560
Sélido/liquido(Q) 2,80225™  0,333551 3263520074 NS 0,156792
1L por 2L 7,12695™  0,061139 40318963355 0,082927
1L por 3L 0,49163™°  0,882183  .0,692007598NS  0,784874
2L por 3L 7,64191 0,048231 5,300609789 N° 0,066342
R? 90,92 87,06
*NS= Néo significativo a 5% de significancia
Tabela4 Analise de variancia para acgUcares redutores (AR)
Fon_te ge C_Sraus de Soma dos Quaf:ir_ado Fealc
variacdo liberdade guadrados médio
Regresséo 9 5735,760 637,3066174 7,78
Erro 7 572,946 81,84941631
Total 16 6308,705
% variacdo explicada (R%)= 90,92% Fo.7.005= 3,68
Tabela5 Andlise de variancia para eficiéncia
Fonte de Graus de Soma dos Quadrado
variacgéo liberdade quadrados médio Fealc
Regresséo 9 2243,248 249,2497576 5,23
Erro 7 333,273 47,61044985
Total 16 2576,521
% variacdo explicada (R%)= 87,06 %  Fo.7.0,0s- 3,68

A curva de contorno para o teor de acUcares redutores (Figura 1) apresenta os efeitos da
proporgdo solido/liquido e do tempo sobre AR, com a dosagem enzimatica fixada no ponto
maximo (6,5 mL/Kg massa seca), com maiores concentra¢des de agucares redutores obtidas na
regido de maior tempo de hidrolise e maior proporgéo solido/liquido.
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Figura 1 Curva de contorno para o teor de acucares redutores, sendo a concentracdo de
amiloglicosidase fixada no ponto maximo (6,5 mL/Kg matéria seca).

Na curva de contorno para eficiéncia do processo de hidrélise (Figura 2), estdo
apresentados os efeitos da proporgdo solido/liquido e do tempo, com a dosagem enzimatica
fixada no ponto maximo (6,5 mL/Kg massa seca). As maiores eficiéncias sdo obtidas na regido de
elevadas proporgdes solido/liquido e maiores tempos de hidrolise. Sendo assim, com base nos
resultados das curvas de contorno para agucares redutores e eficiéncia, pode-se notar que maiores
concentragfes de enzimas, proporcdo solido/liquido e maior tempo ocasionardo melhores
condic@es de hidrolise, ou seja, maior eficiéncia na quebra de amido em agucares.

0,1475
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Figura 2 Curva de contorno para eficiéncia do processo de hidrélise, sendo a concentracdo de
amiloglicosidase fixada no ponto maximo (6,5 mL/Kg matéria seca).

4, CONCLUSAO

Foram obtidos bons resultados de conversdo de amido em agucares, com concentracdo de
AR de 128 g.L™ e eficiéncia de hidrélise de 100% usando concentracdo de amiloglicosidase de
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6,5 mL/Kg MS, proporcdo polpa/agua de 0,1502 g MS/g e tempo de hidrolise de 11,04 h.
Conclui-se, portanto, que o amido da batata pode ser eficientemente hidrolisado por tratamento
enzimatico com a-amilase e amiloglicosidase, visando posterior etapa de fermentagéo alcoolica.
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