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DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO DE CARBOIDRATOS EM HIDROLISADOS DE
AMIDOS DE MANDIOCA POR ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO.
Determination of carbohydrates concentration in cassava starches’s hydrolysates

by infrared spectrometry

Claudio CABELLO'

RESUMO

A determinagdo da concentragdo de amido em amostras de féculas de mandioca segue metodologia
proposta pela AOAC que permite quantifica-lo indiretamente apds efetuar a sua hidrolise total e a
determinagao da concentracdo de glicose obtida. Esta metodologia consome tempo para as etapas de
digestdo enzimatica com amilases para hidrolisar o amido e a sequente determinacéo dos agucares
redutores por Somogy-Nelson. Apresenta imprecisdées devido a hidrélise incompleta dos amidos que
se ligam a matéria-graxa, proteinas e fosfatos, pela limitagdo da hidrélise enzimatica e também pelas
reacdes de transglicolisacdo causadas pelas glucoamilases utilizadas. Este trabalho se propés a
definir um outro protocolo de analise onde os amidos gelatinizados e/ou hidrolisados poderiam ser
quantificados a partir da concentragdo de carbono organico, determinado num espectrofotdmetro de
absorgcdo gasosa para CO, e a concentragdo de agucares redutores totais. Amido de mandioca
devidamente purificado foi submetido a hidrélise acida e os produtos da hidrélise em diferentes
tempos foram analisados quanto a sua concentragdo de agucares redutores e quantificacdo de
carbono organico total. Ensaios demonstraram que a diferenca entre o valor tedrico esperado e o
medido por esta metodologia foi de 0,42%, o tempo de realizagao reduziu-se significativamente e a
metodologia mostrou-se mais robusta a erros de manipulagao.
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SUMMARY

The determination of the concentration of starches in starch samples follows methodology proposed by
AOAC that allows to quantifity it indirectily after making your total hydrolysis and the determination of
the concentration of obtained glucose. This methodology consumes approximately 6 hours for the
stages of enzymatic digestion with amylases for to hydrolyse tha sample of starch and the sequent
determination of the sugar reducers for Somogy and Nelson. Basides the consumed time, the
determinations present imprecisions due to the incomplete hydrolysis of the starches that link to the
matter-grease and proteins, for the limitation of the enzymatic hydrolyse and also for the
transglucolysation reactions caused by the used amyloglucosidase. This work intended to define

another analysis protocol where the starches gelling and/or hydrolysates are quantified starting from
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the concentration of organic carbon in an spectrophotometer of gaseous absorption for CO, (carbon

dioxid) and the concentration of sugars total reducers. It was verified that the difference between the

expected theorical value and the measured value for this methodology was 0,42%, the time of

accomplishment was reduced significantly and the methodology was shown more robust to

manipulation mistakes.

Keywords: starch, carbohydrates analysis, cassava’s flour, TOC.

1. INTRODUGAO

Os amidos s&o utilizados na industria de
alimentos para conferir caracteristicas funcionais
em produtos devido principalmente a presenga
dos polissacarideos amiloses e amilopectinas
que os compde. A amilose € um polimero de
cadeia linear contendo ligagdes glicosidicas tipo
o 1-4, apresentando peso molecular de 1,5 x 10°
a 10° g/mol. As amilopectinas sdo de cadeia
ramificada onde cadeias de 1-4 a-D-glucana
possuem conexdes axiais tipo 1-6 a-D-glucana a
cada 20-25 unidades glicose da cadeia linear e
peso molecular da ordem de 5 x 10° a 10° g/mol
(BANKS, GREENWOOD, KHAN, 1971). Estes
dois polissacarideos estdo presentes nos
granulos de amido em diferentes proporgdes e,
em fungcdo de suas estruturas moleculares,
conferem  caracteristicas de  viscosidade,
solubilidade, poder de gelificagdo ou de adesao,
e outras mais, diretamente relacionadas a sua
JACKSON, 1997).

Quimicamente os amidos das mais diversas

origem boténica (MUA,

fontes botanicas sdo iguais, ou seja, sdo
carboidratos que diferem apenas na composi¢ao
relativa e organizagao dos biopolimeros que o
compde (ZOBEL, 1988; HOOVER, 2001). A
presenca de proteinas, matérias graxas, e outras
substancias organicas e inorganicas, l|hes

conferem caracteristicas funcionais particulares
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que o indicam para utilizacdo nas industrias de
alimentos, quimicas, etc.

A separagao de amilose e amilopectina
em amostras de amido gelatinizado ¢é
eficientemente realizada utilizando-se colunas
cromatograficas para filtragdo em gel (GERARD
et al. 2001) que separa seus componentes
através da permeagao e exclusdo por tamanho
e, deste modo, pode-se obter fragbes purificadas
desses polissacarideos. A permeagao na coluna
cromatografica gera fragbes coletadas em
numerosos frascos que demandarao analises de
concentragbes e para avaliagdo de tamanhos
das cadeia poliméricas dos
contidos (INOUCHI, et al. 1983; FREDRIKSSON
1997).

permeado, &

biopolimeros
et al, Cada uma das fragbes de
submetida a uma hidrélise

enzimatica com enzima amilolitica

(amiloglucosidase) para transformacdo dos
polissacarideos presentes em glicose que, desta
maneira,
método de Somogy- Nelson (NELSON, 1944;
SOMOGY, 1945). Considerando a quantidade de

fragdes,

sera quantificada geralmente pelo

geralmente dezenas, e 0s passos
necessarios para efetuar cada uma dessas
analises enzimaticas, verifica-se que o tempo
total consumido no experimento tem um péso
significativo na sua realizagdo, bem como a

vulnerabilidade a erros de manipulagdo. Este
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fato restringe naturalmente a sua aplicagdo mais
intensivamente.

Algumas industrias monitoram
continuamente a concentragdo de matéria
organica em aguas residudrias do seu processo
utilizando aparelho analitico denominado TOC
(carbono orgénico total) que determina o teor de
inorganico (TEIXEIRA,

Estes

carbono orgéanico e
JARDIM, 2004).

avaliacbes e gestdes sobre o processo de

valores permitem
producao, ao tratamento das aguas residuarias,
custos, etc, otimizando todo o sistema produtivo
a um custo relativamente baixo. O método
permite respostas rapidas na atuacéo no sistema
e esta concepcdo foi considerada para ser
aplicada na solugdo de elevado numero de
amostras contendo carboidrato como analito.

O objetivo deste trabalho foi verificar a
concentragao de carboidratos em cada uma das
fragbes do permeado de uma corrida
cromatografica de separagdo dos biopolimeros
contidos numa amostra de amido de mandioca,
por metodologia que n&o utilize a hidrélise
enzimatica e posterior analise
espectrofotométrica para indiretamente avaliar a
sua concentragdo. Optou-se por determinar o
carbono organico total (TOC) onde o carbono
organico é queimado em forno de alumina a
680°C

detectado num espectrofotdbmetro para gas com

transformando-se em CO, que ¢&

comprimento de onda na regido do

infravermelho.
2. MATERIAIS E METODOS

1. Preparo e caracterizagdo da amostra de

fécula de mandioca
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A amostra de fécula de mandioca foi
fornecida pelo CERAT - Centro de Raizes e
Amidos Tropicais a partir de estoques
excedentes originados de extragcbes industriais
recentes. Foi inicialmente lavada em agua a pH
neutro por trés vezes para remocao de
compostos soluveis e a seguir secas em estufa a
35°C. Aliquotas de 20,0 gramas das amostras
foram convenientemente desengorduradas em
aparelho Sohxlet utilizando etanol em refluxo
durante um periodo de 8 horas para remogéao de
matérias graxas. As amostras  foram
ressuspensas em agua destilada e apods
decantacdo, foram pré-secadas em estufa a
35°C até teor de umidade em torno de 12%,apos
0 que as mesmas foram submetidas a
temperatura de 105°C para secagem final. Apos
secagem as diferentes aliquotas foram
misturadas.

A composicdo quimica das féculas de
mandioca antes e apods tratamento de
purificacdo foi determinada de acordo com
metodologias descritas pela AOAC (1975):

a) concentragdo de proteinas: amostra de
amido foi tratada com acido inorganico que
produziu um sal amoniacal que por diluicdo em
titulada. O

resultado foi multiplicado pelo fator 6,25 para

solugdo acida padronizada, foi

quantificagdo em equivalente proteinas (método
Kjeldahl).

b) matéria graxa: amostra de amido foi
colocada em cartucho de papel filtro e instalado
em camara do extrator Sohxlet cujo refluxo do
solvente éter de petréleo removeu a matéria
graxa que foi quantificada através da variagao de
massa do frasco coletor apés evaporacdo do

eluente;
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c) teor de cinzas: amostra de amido foi
calcinada em forno até temperatura de 550°C
para remogado de matéria organica e por
diferenca de massa quantificou-se a matéria
inorganica oxidada;

d) teor de amidos: amostra de amido foi
hidrolisada utilizando-se enzimas a-amilase e
amiloglucosidase e, em seguida, foi efetuada a
determinagao de agucares redutores, aplicando
um fator de 0,9 e transformado em equivalente

de amido.

2. Hidrdlise acida da amostra de fécula de
mandioca

Amostra de fécula de mandioca purificada
de 5,00 g foi dispersa em 95,0 mL de agua
destilada num béquer com capacidade para 250
mL. Foi verificada a massa total do conjunto
numa balanga semi-analitica com duas casas
decimais, ou seja, resolugdo de 0,01 g e, em
seguida, o conjunto foi colocado num banho-
maria sob agitagdo até atingir 90°C quando foi
adicionado 1 mL de HCI 3M para que o pH
ficasse em torno de 1,5. Novamente foi pesado o
conjunto e acrescentado o volume de agua
destilada necessaria para que a concentragao de
soluto fosse de 5% (peso/peso). O béquer
retornou ao banho maria na temperatura em
ebulicdo com um vidro de relégio justaposto em
sua borda superior para evitar perda excessiva
por evaporagao. Agitagdo periddica foi efetuada
a cada dois minutos utilizando-se bastdo de
vidro. Foram efetuados ensaios em ftriplicatas.

O tempo inicial foi considerado como
sendo o de adicao do HCI e a cada periodo de
20 minutos, retirado,

0 béquer era seco

externamente e adequadamente colocado na
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balanca sendo entédo reposta a agua de modo a
recuperar o valor da massa do inicio daquele
periodo de tempo. Uma aliquota de 2 ml era
coletada por meio de uma pipeta volumétrica e
diluida em agua destilada num baldo volumétrico
de 50 ml. Registrava-se a massa do béquer e
retornava ao banho maria. Manteve-se
inalterada a concentracao de soluto a 5%. Foram
assim coletadas amostras nos tempos de 20, 40,

60, 80 e 100 minutos de hidrélise.

3. Determinagdo da concentragdo de
agucares redutores

Nas amostras diluidas obtidas nos
diversos tempos de hidrélise foram realizadas
determinagdes da concentracdo de aculcares
redutores em duplicata pelo método de Somogy-

Nelson (NELSON, 1944 e SOMOGY, 1945).

4. Determinacdo da concentragdao de
Carbono Organico Total (TOC)

Nas amostras diluidas obtidas nos
diversos tempos de hidrélise foram realizadas
determinagdes da concentracdo de carbono
organico total utilizando um espectrofotdmetro
gasoso de absor¢cdo no infravermelho marca
Shimadzu, modelo TOC-5000A. Cada amostra
foi previamente filtrada em membrana 0,22 pum
para remogado de particulado insolivel e foi
tomado o valor médio de 03 (trés) leituras
consecutivas da concentragdo em ppm de
Carbono. Amostras padrdo de biftalato de
potassio (Cg Hs O, K) equivalente a 1.000 ppm
de carbono foram injetadas para efetuar ajustes

na curva de calibracdo do aparelho.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Tabela 1 podem ser observados os
valores das concentragdes de amido, proteinas,

matérias graxas e cinzas na amostra de fécula

de mandioca antes e apds o tratamento de

purificagao.

TABELA 1. Efeitos do tratamento de purificagdo aplicado na amostra de fécula de mandioca.

Composto Antes (%) Apos (%)
Amido 88,50 97,90
Proteinas 0,34 n.d.
Matéria-graxa 0,22 0,04
Cinzas 0,12 0,04
n.d. — ndo detectado
A remocgio das proteinas e significativa oligossacarideos e unidades glicose que

diminuicdo nos teores de matéria graxa e cinzas
mostram a elevagao da concentragcao de amidos,
2,02% de

contaminantes que provavelmente sdo pequenos

mas ainda remanescem
fragmentos de tecidos celulares das raizes onde
estavam contidos os amidos que nao foram
separados no processo de extracdo da fécula da
raiz de mandioca. Acidos graxos formam
complexos de inclusdo com as amiloses e sao
removidos por tratamentos mais enérgicos com
temperaturas acima de 120°C (ZOBEL,
STEPHEN, 1995).

Apés a fase de gelatinizagdo do amido
onde ocorrem a liberagdo dos polissacarideos
amilose e amilopectina arranjados nos granulos,
inicia-se um processo de hidrdlise das ligagdes
tipo a-1,4, se o meio aquoso contiver hidrogénio
ionizavel disponivel e temperatura elevada para
superar a energia de ativagdo, em torno de
138,6 kd/mol em pH 1,10 (ZHEREBTSOV, et al.
1995). Estas rupturas das ligagbes ocorrem
aleatoriamente

produzindo dextrinas,

Revista Raizes e Amidos Tropicais

possuem uma extremidade redutora, ou seja,
uma carbonila com capacidade de fornecer
elétrons numa reagao de oxiredugdo e, esta
propriedade, ¢é utilizada para quantificar a
concentracado de agucares redutores totais numa
solugdo ao reduzir cations cuprico conforme
reagdo do método Somogy-Nelson (NELSON,
1944 e SOMOGY, 1945).

Quando se efetua a determinagdo de
agucares redutores esta se quantificando
também dextrinas e este efeito ndo tem afetado
a intensa aplicacdo desta metodologia em
trabalhos de pesquisas, principalmente em
técnicas de fracionamento de  amidos
hidrolisados em cromatografia de permeagéo em
gel (HIZUKURI, 1986; CHEETHAM, TAO, 1997).
Assim considerado é também possivel caminhar
em sentido contrdrio e determinar a
concentracdo de amido a partir da concentracao
de acucares redutores. Estequiometricamente a
reagcao de hidrdlise ao incorporar uma molécula

de agua em cada unidade de glicose anidra
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(mondmero), componentes das amiloses e Os resultados observados nos ensaios e

amilopectinas, produz um aumento em massa de
11,1%, ou seja, 100 g de amido produzirdo
teoricamente 111,1 g de glicose. Segundo
LLOYD & NELSON (1984), a conversdao de
amido a glicose atinge um maximo em torno de
94% em peso. A metodologia da AOAC (1975)
utiiza um fator de conversdo de 90% e
baseando-se nesta recomendacio, assume-se
que 100,0 g de amido produzem 100,0 g de

glicose.

inseridos na Tabela 2 permitem observar que a
concentragdo de amido hidrolisado calculado a
partir da concentracdo de acucares redutores
totais vai aumentando em funcdo do tempo de
hidrdlise e que as correspondentes
concentragbes de carbono organico medido
espectrofotometricamente mostram um leve

sentido inverso, ou seja, tendem a diminuir.

TABELA 2. Valores da porcentagem de amido hidrolisado e concentragdo de carbono

organico em fungao do tempo de hidrélise com respectivos desvios. (Fator de diluigdo 1:25)

Tempo de hidrélise  Amido hidrolisado

Desvio padrao

Carbono Organico Desvio padrao

(minutos) (%) (%) (ppm) (%)
20 7.4 0,305 885,2 8,838
40 18,0 0,603 884,6 9,133
60 236 0,755 881,2 3,387
80 334 1,457 879,1 6,065
100 43,8 1,22 880,7 7,23
120 53,8 1,653 880,1 5,074

No grafico da Figura 1 observa-se este
fato que seria devido a reagdo de hidrolise que
ocorre pois quando se hidrolisa uma ligagao

glicosidica, ocorre a incorporagdo do grupo

hidroxilico e do cation hidrogénio e,
estequiometricamente, cada mol de glicose
produzida, incorpora um mol de agua. Deste

modo, 1 mol de amido mais 1 mol de agua &

igual a 1 mol de glicose:

Amido + agua --—--> (glicose
CeH1005 + H,O0 -2 CgH4206
162g + 18 g 180 g

Revista Raizes e Amidos Tropicais

A concentragdo de Carbono na molécula
da glicose é de 72 gramas em cada mol e
representa 40% do peso total. Fazendo a
relacdo inversa, a massa total de uma amostra
seria obtida pelo produto de 2,5 vezes a massa

de carbono medida e tem-se:

Botucatu, v. 2, p.37-45, outubro, 2006



CERAT

RAT

i =
REVISTA RAIZES W&MIDDS TROPICAIS

AR
AT

unesp ~

ART =TOC (ppm) x 2.5 xd (g/l) (1)

1000

Semelhantemente, em relagdo ao amido obtém-

Sse:

AMIDO = TOC (ppm) x 2,25 x d (g/l)
1000

Utilizando esta dultima relagdo (2) para

(2)

uma amostra de amido puro de concentragéo

onde:

ART - concentracéo de agucares redutores totais

TOC - concentragdo de Carbono Organico Total
d - fator de diluigdo

5%, diluicdo de 1:25, obter-se-ia o valor do
carbono orgénico tedrico de 888,9 ppm e
aplicando-se também aos valores dispostos na
Tabela 2, pode-se observar no grafico da Figura
1 o perfil de evolugéo da hidrélise em fung¢édo do

tempo.

60 — - 895
J o -
50 —
g Carbono orgéanico teorico - 890
SH o - =3
< 404 g
S A % amido hidrolisado =
o J _— ° -1 885
3 o 8
f) 30 — - S
2 A— 4 0 S
. —
A P .
-_8 20 - / Carbono organico verificado 8
° l 8
< 875 &
10 ] 3
. -
0 I L] I L] I I L] I L] I 870
20 40 60 80 100 120
Tempo de hidrdlise (minutos)
FIGURA 1. Variagao da concentragao de amido hidrolisado, do carbono
organico das amostras em fungdo do tempo e concentracdo de carbono

organico tedrica de uma amostra pura.

Na Figura 1 observa-se a tendéncia de

diminuicdo da concentragao de carbono organico
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nas amostras conforme ocorre aumento do teor

de acgucares redutores. Isto porque estao
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ocorrendo modificagbes na composigao quimica
do soluto, ou seja, esta havendo uma diminuigao
na quantidade de carbono para uma mesma
quantidade de matéria que esta sendo coletada
e analisada em fungao do tempo. A incorporagao
de moléculas de agua nas glicoses anidras que
vao sendo despolimerizadas das amiloses e
amilopectinas fazem com que a porcentagem
relativa de carbono na molécula diminua.
Considerando esta modificagdo progressiva no
analito, o tempo de 20 minutos para realizar
hidrélise de uma amostra de amido é suficiente e
adequada para coletar amostras, determinar a
concentragcdo em ppm de carbono, e utilizar a
equacao (2) para avaliar a concentragdo de uma

amostra de amido.

obtidos

experimentalmente ndo foram iguais ao valor

Os valores de medidas
teérico de 888,9 ppm de carbono que uma
amostra pura deveria apresentar e, neste caso, a
diferencga ocorre em fungéo de contaminantes na
amostra de fécula de mandioca. Estes
contaminantes na amostra representariam a
diferengca de 3,7 ppm observada entre o valor
tedrico e o valor medido no tempo de 20 minutos
de hidrdlise. Utilizando a equagao (2) este valor
alcancgaria 0,21 g/L ou 0,42%. Na comparagao
com o valor determinado através da metodologia
da AOAC indicado na Tabela 1, esta diferenga
seria de 1,05 g/L ou 2,1%.

A utilizagao do equipamento
espectrofotbmetro gasoso de absor¢cdo no
infravermelho para determinar a concentragéo
de carbono nas amostras de amido hidrolisado,
aditou maior resolutividade ao diminuir a

manipulacdo e o tempo requerido quando

Revista Raizes e Amidos Tropicais

comparado ao método analitico comumente

utilizado.

Considerando que a diferenga entre o
valor medido utilizando a metodologia proposta e
o valor tedrico esperado, devido a presenca de
contaminantes, se reduziria a 0,42%, conclui-se
que esta metodologia pode ser aplicada com
seguranga na determinagao da concentragéo de
amidos em amostras de féculas e/ou amidos,
substituindo com vantagens a técnica
convencional de quantifica-los indiretamente

através da concentragao de agucares redutores.
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