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RESUMO

O pinhdo é a semente comestivel da Araucaria angustifolia, sendo consumido no sul e
sudeste do Brasil principalmente na sua forma in natura. A falta de diversidade em relacao ao
seu consumo acarreta a sobra da safra e a sua utilizagdo como ragédo animal, o que diminui o
valor de comercializagdo do produto, prejudicando os ganhos econdémicos do produto. A
semente do pinhdo é composta de 34% de amido e um conteddo muito baixo de proteinas e
lipidios, o que a torna favoravel para a obtencdo de amido, aditivo amplamente utilizado pela
industria de alimentos. O objetivo deste trabalho foi caracterizar uma nova fonte de amido a
partir de semente de Araucaria angustifolia, através de um estudo detalhado da metodologia
de extracdo do amido de pinhdo, das caracteristicas fisico-quimicas, funcionais e reoldgicas
do granulo e de sua modificacdo estrutural. Primeiramente foi determinado um protocolo para
a extracdo do amido e realizado o estudo do efeito do tratamento alcalino (NaOH 0,05 mol.I* e
NaOH 0,1 mol.I"Y), em relac&o ao tratamento com 4gua, na estrutura dos granulos do amido
extraidos. Para tanto foram feitas analises de fluorescéncia intrinseca, microscopia eletrénica
de varredura e de forga atdmica e difractometria de raios X. A estrutura granular do amido de
pinh&o foi alterada significativamente quando as soluc¢des alcalinas foram utilizadas durante a
extragdo. O amido de pinhdo apresentou estrutura do tipo C. Foram determinadas as
caracteristicas do granulo de amido nativo, através de andlises fisico-quimicas, MEV,
microscopia otica e sinerese, onde se verificou que o diametro médio dos granulos de amido
varia de 7 a 20 um e as formas geométricas variam entre a oval, a elipséide truncada e a
hemisférica. O amido de pinhdo mostrou-se menos propenso a retogradacdo, comparado ao
amido de milho. Foram elaboradas as isotermas de adsor¢cédo do amido nativo as temperaturas
de 10°, 20°, 30° e 40°C a partir do ajuste dos dados experimentais a diversos modelos de
sor¢ao, sendo os modelos de Peleg, seguidos pelos de Chung-Pfost e GAB 0s que tiveram 0s
maiores coeficientes de correlagéo. A partir do modelo de GAB foram calculados os valores de
umidade de monocamada, entalpia e entropia diferenciais de sor¢do. Foi realizado também
um planejamento experimental a fim de estudar a reacdo de hidrolise do amido, através da
influéncia das varidveis temperatura (30°a 44°C) e concentracdo de acido cloridrico (1,2 a 3,2
mol.I") no valor de dextrose equivalente (DE) e na capacidade de formacdo do gel e de sua
termorreversibilidade. Foi observado que sob os maiores valores de temperatura e
concentracdo de acido empregados, o valor de DE foi maior. No tratamento que resultou no
maior valor de DE (3,2 moll* de HCl e 44°C) foi observada a formacdo de gel
termorreversivel, o que indicou a potencialidade do amido modificado como substituto de
gordura e agente ligante, em alimentos. A funcionalidade do amido de pinh&o foi verificada
através das andlises de formacdo, fusdo e termorreversibilidade do gel, tendéncia a
retrogradacao, estabilidade ao congelamento e descongelamento, poder de inchamento,
indice de solubilizacdo, MEV, viscosidade de pasta e propriedades térmicas, como
temperatura e entalpia de gelatinizacdo. Os resultados indicaram que: somente 0os amidos
modificados apresentam geéis termorreversiveis; os amidos de pinhdo nativo e modificados
possuem menor tendéncia a retrogradacdo do que seus similares de milho; a modificacdo do
amido reduziu a tendéncia a retrogradacéo das pastas de amido; o amido de pinh&o mostrou
menor sinerese sob armazenamento a 5°C e apds ciclos de congelamento e
descongelamento; a temperatura de armazenamento influi significativamente no poder de
inchamento (PI) e no indice de solubilizagdo dos amidos de pinhdo e milho nativos; os amidos
modificados apresentaram menor Pl do que os nativos; a viscosidade maxima do amido de
pinhdo foi maior a encontrada para o amido de milho, sendo ele menos resistente a agitacao



mecéanica a quente (maior breakdown); a hidrélise acida reduziu drasticamente a viscosidade
das pastas formadas; a temperatura de gelatinizacdo do amido de pinhdo é de 47,64°C e a
entalpia de gelatinizacdo de 15,23 J.g™*; a hidrélise acida aumentou a temperatura de
gelatinizacdo das espécies testadas.

Palavras Chaves: Pinh&o, amido, extracdo alcalina, isotermas de sorgado, propriedades
funcionais, propriedades térmicas, hidrélise acida, substituto de gordura.



ABSTRACT

Pinhao is the edible seed of Araucaria angustifolia, being consumed in the south and
southeastern Brazil mainly in the natural form. The lack of diversity in relation to its
consumption results in plenty of crop and its use as animal feed, which reduces the value of
product marketing and affect the economic gains of the product. The pinhdo seed is
composed of 34% starch and a very low content of proteins and lipids, making it favorable for
obtaining starch that is widely used by the food industry. The objective of this study was to
characterize a new source of starch from seeds of Araucaria angustifolia, through a detailed
study of the method for starch extraction, the physical-chemical, functional and rheological
properties of the granules and their structural modification. To do this, a protocol for the starch
extraction and a study of the effect of alkaline treatment (NaOH 0.05 mol.I'* NaOH and 0.1
mol.I"") compared to water treatment, was first established. Therefore, intrinsic fluorescence
analysis, scanning electron and atomic force microscopy and x-ray diffractometry were carried
out. The granular structure of pinhdo starch was changed significantly when the alkaline
solutions were used during extraction. The pinhdo starch had a type C structure. The
characteristics of native starch granules, through physical and chemical analysis, SEM, optical
microscopy and syneresis were determined which found that the average diameter of starch
granules varies from 7 to 20 ym and geometric shapes range from oval, the ellipsoid truncated
and hemispheric. The pinhdo starch was less prone to retrogradation compared to maize
starch. The adsorption isotherms of native starch at temperatures of 10 °, 20°,30 °and 40° C
were drafting from fitting the experimental data to various sorption models. The Peleg model,
followed by Chung-Pfost and GAB model had the highest correlation coefficients. From the
GAB model were calculated monolayer moisture, enthalpy and entropy differential sorption. It
was also carried out an experimental design to study the reaction of starch hydrolysis, through
the influence of temperature (30° to 44°C) and hydrochloric acid concentration (1.2 to 3.2 mol.I’
1y on the dextrose equivalent value (DE) and on the ability of the gel formation and its
thermoreversibility. It was observed that under the highest values of temperature and
concentration of acid, the value of DE was higher. In larger value of DE (3.2 mol I* HCI and
44°C) was observed the formation of thermoreversible gel, which indicated the potential of
modified starch as a fat substitute and a binder in food. The functionality of the pinhdo starch
was verified by analyzing the gel formation and fusion, gel thermoreversibility, tendency to
retrogradation, stability to freezing and thawing, swelling power, solubility index, SEM, pasting
viscosity and thermal properties such as temperature and enthalpy of gelatinization. The
results showed that: only the modified starches exhibit thermoreversible gels, the native and
modified pinh&do starch have less tendency to retrograde than their counterparts in maize, the
modification of starch reduced the tendency to retrogradation of starch pastes, the pinh&o
starch showed lower syneresis under storage at 5°C and after freezing and thawing, storage
temperature affects significantly the swelling power (SP) and the solubility index of pinhdo and
maize native starches, the modified starches had lower SP of the natives, the maximum
viscosity of pinhdo starch was higher than that found for maize starch, the pinh&o starch is less
resistant to hot mechanical stirring (greater breakdown) than for maize starch, the acid
hydrolysis reduced the viscosity of the pulp formed, the gelatinization temperature of pinhao
starch is 47.64°C and its gelatinization enthalpy is 15.23 Jg™; acid hydrolysis increased the
gelatinization temperature of the species tested.

Keywords: Pinhdo, starch, alkaline extraction, sorption isotherms, functional properties,
thermal properties, acid hydrolysis, fat substitute.
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INTRODUCAO

O Pinheiro do Parana (Araucaria angustifolia) € uma &rvore pertencente a familia das
Araucérias, sendo amplamente distribuido no sul do Brasil, no Paraguai, na Argentina e no
Chile, em florestas nativas (Wosiacki e Cereda, 1984; Cordenunsi et al.,2004). O pinh&o é a
semente produzida por essa arvore.

A Araucéria angustifolia possuia, até algum tempo atras, uma elevada importancia
comercial, como fonte de madeira para a industria moveleira e de construcao civil. Devido a
sua extracao irracional, por motivos comerciais, ou desmatamento (pela necessidade de
ampliar a area para a agricultura tradicional), a Araucaria esta em risco de extincdo e
atualmente encontra-se sob protecdo ambiental. Sendo assim, pesquisas relacionadas ao
uso sustentdvel dos derivados da Araucéria, como o pinhdo, poderiam estimular a
preservacao da espécie (Wosiacki e Cereda, 1984).

O pinhdo € considerado uma fonte de amido, devido a presenca de uma alta
guantidade (~34%) deste componente. Também € caracteristica da semente o baixo
conteludo de proteinas (~3%) e lipidios (1,3%) (Cordenunsi et al., 2004).

O amido é um polissacarideo constituido basicamente por polimeros de a-D-glicose, a
amilose e a amilopectina. Devido a diversidade bioldgica e ambiental, os amidos se
apresentam como granulos das mais diversas formas, tamanhos e propriedades. O dominio
e 0 conhecimento dessas caracteristicas sdo uma importante ferramenta para a valorizacdo
de seu potencial (Marcon et al., 2007).

Nos ultimos anos, tem se verificado o esfor¢co de pesquisadores em encontrar novas
fontes de amido nativos ndo convencionais, com propriedades especificas, principalmente
para resistir a tratamentos industriais estressantes que deterioram a estrutura do gel de
amido, como: temperaturas altas (hidrolise do gel de amido e diminuicdo da viscosidade),
baixas temperaturas (que ocasionam a sinerése do produto), condicbes de alta acidez
(desnaturagdo da estrutura do gel de amido) e fortes tensGes mecanicas (corte,
homogeneizacao, etc.) (Bermudez, 1997). No entanto, apesar do amido nativo ser um bom
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estabilizador de textura e regulador em sistemas alimenticios, possui limitacbes como a
baixa resisténcia e decomposicao térmicas e a alta tendéncia a retrogradacéo, o que limita o
seu uso para algumas aplicacdes industriais (Hermansson e Svegmark, 1996).

Para contornar os problemas de funcionalidade dos amidos nativos em uso,
atualmente é realizada a préatica de modificagdo da molécula do polissacarideo, com fins de
alteracdo das propriedades funcionais para melhor adequacao as necessidades do mercado.
Uma das modificacbes de amido amplamente utilizada é a hidrdlise acida, que consiste em
tratar o amido com solugfes acidas, abaixo da temperatura de gelatinizagdo. Deste processo
pode-se obter um polimero com grande aplicabilidade como substituto de gordura (Zambrano
e Camargo, 2001a).

Para o0 uso como substitutos de gordura, especificamente, sdo recomendados amidos
com um contetdo médio de amilose de 20%, com baixos teores de lipidios e proteinas
aderidos, que formam pastas claras e que possuam sabor neutro (Vanderveen e Glinsmann,
1992), caracteristicas que, segundo Bello-Pérez et al. (2006), encontram-se no amido de
pinh&o.

Amante (1986) relata que para um vegetal servir como fonte de amido, ele deve conter
quantidade representativa desse carboidrato, ser de facil extracdo e conter propriedades de
interesse econdmico. O amido do pinhdo, segundo Wosiacki e Cereda (1984), pode ser
facilmente obtido através da sedimentagdo, apds trituragcdo das sementes sem casca. Além
disso, o polimero possui propriedades como resisténcia ao aquecimento e desintegracao
mecanica, baixa temperatura de pasta e relativa estabilidade ao armazenamento sob
refrigeracéo.

Na bibliografia, pouco se encontra a respeito desta semente, em relagcdo aos seus
aspectos tecnolégicos. Dentre os trabalhos que abordam algum aspecto, pode-se citar Stahl
et al. (2007), Bochi et al. (2002), Bello-Pérez et al. (2006), Olivarez & Norefa (2006) e
Cladera-Olivera et al., (2008). Olivarez & Norefia (2006) estudaram as curvas de secagem do
pinhao cru nas temperaturas de 55, 65 e 75° C, no entanto, o tempo total de secagem foi de
8 h, insuficiente para obter niveis de umidade menores que 70% em base seca. Cladera-
Olivera (2008) estudaram as isotermas de sor¢cdo do pinhdo cru, entretanto ndo existem
relatos a respeito das isotermas de sor¢géo de amido de pinhao.
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Bello-Pérez et al. (2006) estudaram o amido nativo de pinhdo, sugerindo uma
metodologia para a sua extragdo e incluindo a caracterizacdo do polissacarideo. No entanto,
a metodologia de extracdo descrita ndo previu a presenca de proteinas, que mesmo em
pequenas quantidades gera um menor grau de pureza do amido obtido. Também estes
autores reportaram as propriedades reolégicas G, G™” e tan d em dispersdes de amido (10%
p/v) quando aquecidas (25 a 90°C) embora ndo tenham abordado o comportamento
reoldgico da pasta/gel de amido, parametro muito importante quando se pretende avaliar o
comportamento do amido em um processo alimenticio.

Em relacdo a modificagdo &cida da molécula do amido de pinh&o, objetivando a
obtencéo de propriedades funcionais com maiores possibilidades de aplicagdo na industria,
principalmente alimenticia, nada consta em literatura.

Através da auséncia de informac¢des completas a respeito do amido de pinhao, tanto
na forma nativa quanto apds algum processo de modificagdo de sua molécula, o objetivo
deste trabalho foi caracterizar o amido de pinhdo a fim de determinar as suas propriedades
funcionais, térmicas e reoldgicas e todas as suas possiveis aplicagbes na industria de

alimentos.
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1 FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 OPINHAO

7

O pinhdo é a semente da arvore Araucaria angustifélia (Araucaria brasiliense),
pertencente a familia Araucariacea. E amplamente consumido no estado brasileiro do Rio
Grande do Sul durante os meses de safra (maio a agosto) (Cordenunsi et al., 2004)., onde é
considerado a principal espécie de conifera nativa de importancia econémica (Zandavalli et
al., 2004). Os paises da Argentina, Paraguai e Chile também apresentam producdo desta

conifera (Cordenunsi et al., 2004).

Historicamente, pode-se dizer que o pinhdo era uma importante fonte de alimentos
para as tribos indigenas cacadores-coletores-pescadores, que no final do verdo ou inicio do
outono, coletavam a semente, um dos seus alimentos mais importantes. Na ocasido, a
semente era desidratada para posterior consumo, e, quando consumida, era diretamente
assada no borralho, cozida ou transformada em farinha, com a qual eram elaborados

diversos produtos (Ribeiro, 2000).

Atualmente, o pinhdo é consumido apds cozimento e posterior descascagem, sendo
considerado uma boa fonte de carboidratos complexos (amido e fibra dietética), magnésio e
cobre, possuindo baixos contetdos de proteinas, lipidios, aclcares solUveis e componentes
fendlicos (Cordenunsi et al., 2004). A Tabela 1 mostra os valores obtidos nas analises fisico-

guimicas do pinhdo cru e cozido realizados por estes autores.
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Tabela 1: Resultados obtidos por Cordenusi et al. (2004) para as analises fisico-quimicas
realizadas com o pinh&o cru e cozido

Anélise (%bu*) Pinhao cru Pinhao cozido
Umidade 49,50 + 0,02 50,35+£0,71
Proteina 3,57 £ 0,05 2,31 £0,05
Lipideos 1,26 + 0,07 1,26 + 0,09
Residuo mineral fixo 1,60 + 0,01 1,41 +0,02
Amido 36,28 +0,11 34,48 + 0,72
Fibra dietética soltvel 0,63 +0,13 0,55 +0,18
Fibra dietética insoltvel 4,26 + 0,20 5,17 +0,25
AcUcares sollveis totais 2,43 0,64

*bu, base Umida

1.2 O GRANULO DE AMIDO

O amido esta disponivel em abundancia na natureza, sendo encontrado em todas as
plantas e extraido de folhas, raizes, caules, sementes e frutos. A planta serve, assim como
aos seres humanos e animais, como alimento, funcionando como componente de reserva
energética. Entretanto, o homem encontrou aplicacdes diversificadas para o amido, que vai
além de sua funcdo original como fonte de energia, sendo utilizado, assim como seus
derivados, em quase todas as industrias.

Na industria de alimentos e farmacéutica o amido é utilizado para alterar diversas
caracteristicas, tais como, textura, aparéncia, umidade, consisténcia e estabilidade durante o
processamento e posterior armazenagem. Pode ser utilizado para ligar ou desintegrar;
expandir ou tornar denso, clarear ou tornar opaco, atrair ou inibir umidade, produzir textura
curta ou longa, lisa ou de polpa, coberturas leves ou crocantes. Pode ser usado para
estabilizar emuls6es ou formar filmes resistentes a 6leo. Ainda pode ser utilizado para
auxiliar o processo de obtencéo de algum produto, assim como a embalagem final do mesmo
(National Starch and Chemical Industrial Ltda, 1995).
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1.2.1 Estrutura e composicao do granulo de amido

O amido é um homopolissacarideo formado por dois polimeros: amilose e
amilopectina, ambos formados por unidades de D-glucose. Estas unidades ligam-se através
da condensacéo enzimatica que ocorre predominantemente entre atomos de carbono 1 e 4

(Figura 1) e ocasionalmente entre &tomos de carbono 1 e 6 (Manners, 1989).
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Figura 1: Secdo da molécula de amilose (a) e (b) detalhe da ramificacdo da amilopectina,
incluindo a numeragé&o dos carbonos da glicose.

Fonte: Franco et .al (2002)

Quando somente ligacdes a,1-4 sdo formadas, o homopolimero resultante possui
cadeia linear, sendo denominada amilose. A distribuicdo da massa molar da amilose é
variavel com as fontes botanicas e também com a forma de extracdo (Buléon et al., 1998),
podendo conter de 200 a 2000 unidades de glicose (Wurzburg, 1986). De acordo com
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Buléon et al. (1998), ndo existem variacdes significativas entre as massas molares médias
de amiloses de cereais quando comparadas com as de raizes ou tubérculos.

A amilose se caracteriza por apresentar uma estrutura helicoidal, na sua forma
cristalina, dentro da qual é possivel acomodar moléculas de iodo, formando um complexo de
cor azul intensa, sendo essa reacdo a base de uma das técnicas utilizadas para a
determinacdo de amilose (blue value) e indicacéo da presenca de amido (Barros, 1984; Jane
et al., 1984).

E interessante notar que a amilose e a celulose sdo muito semelhantes em estrutura,
somente se diferenciando pelo arranjo espacial das liga¢gdes entre os carbonos 1 e 4, que na
celulose, devido as fortes ligagdes intermoleculares da 3-glicose a tornam néo digerivel pelos
seres humanos. A ligacdo a da amilose permite que a molécula seja flexivel e digerivel
(National Starch and Chemical Industrial Ltda (1995).

O segundo tipo de polimero existente no amido, a amilopectina, se desenvolve
quando a condensacédo enzimatica entre unidades de glicose ocorre entre os carbonos 1 e 6.
Esta ligagdo ocasional, juntamente com as predominantes ligacdes 1-4, resulta em uma
ramificacdo e na formag&o de uma molécula muito maior em tamanho do que a amilose, mas
constituida por cadeias lineares de 20 a 25 unidades de glicose (Buléon et al. 1998; National
Starch and Chemical Industrial Ltda,1995; Whistler et al., 1997).

Uma molécula de amilopectina consiste em uma cadeia principal C que carrega o
grupo redutor da molécula, e numerosas cadeias ramificadas, denominadas cadeias A e B.
As cadeias A sédo aquelas conectadas a outras cadeias via ligacdes a,1-6, entretanto néo
carregam qualquer ramificacdo. As cadeias B sdo conectadas a outras cadeias também via
ligacdes a,1-6, que possuem uma ou mais cadeias A ou B ligadas a ela através de ligaces
a,1-6 (Franco et al., 2002). Este modelo proposto foi chamado de “Modelo de Clusters da

7

Amilopectina” é e apresentado na Figura 2.
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Figura 2: Diagrama da estrutura molecular da amilopectina em forma de cachos (clusters).

Fonte: Eliasson et al. (1987)

Os mesmos autores citam que French (1973) e Robin et al. (1975) propuseram um
modelo para a amilopectina, no qual os clusters ou cachos, associados de cadeias A
passariam a constituir uma camada cristalina na direcdo do eixo da cadeia. Tais clusters
associados constituiriam a fragdo dos granulos de amido resistentes ao acido. As areas
intercristalinas entre 0s sucessivos clusters ou camadas cristalinas conteriam a maior parte
das ligagbes a,1-6. No entanto existem variagcées para este modelo proposto por outros
autores e ainda nédo se garante que o mesmo aplica-se a todas as amilopectinas,

independentemente da fonte botanica.
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A proporcéo existente entre a amilose e a amilopectina no granulo de amido, assim
como a sua organizacdo fisica sdo responsaveis pelas propriedades fisico-quimicas e
funcionais do amido e também pela sua susceptibilidade ao atague enzimatico,
caracteristicas particulares a fonte botanica a qual o amido é extraido (Santiago et al., 2004).
Geralmente os amidos contém 15 a 30% de amilose e 70 a 85% de amilopectina, existindo
algumas variedades de milho, sorgo, cevada e arroz referidas como “waxy” ou ceroso que
contém baixas quantidades de amilose, de 0 a 8%, assim como amidos com alta quantidade
da mesma (50 a 70%) (Jane et al., 1994).

As moléculas de amido sdo capazes de formar ligacées por pontes de hidrogénio
sempre que se encontrarem paralelas umas as outras. Devido a este fato aparecem zonas
alternadas amorfas e cristalinas. Esta associacdo é fraca na area amorfa e mais forte nas
areas cristalinas (Barros, 1984).

O resultado destas interacdes € a birrefringéncia do granulo de amido, que apresenta
uma cruz quando examinados em microscopio sob a luz polarizada, a chamada “Cruz de
Malta”, que pode ser concéntrica ou excéntrica. Entretanto, birrefringéncia e cristalinidade
nao estdo necessariamente associadas, sendo a primeira apenas um indicativo de que existe

um alto grau de organizacdo, sem que isto se refira a qualquer forma cristalina (Zobel, 1988).

1.2.2 Caracteristicas Microscopicas

Os granulos de amido diferem entre si na forma, tamanho e outras caracteristicas
fisicas, de acordo com a planta de origem (Franco et al., 2002).

Geralmente, o tamanho do granulo de amido fica na faixa de 1 a 100 um e a sua
forma varia fortemente. A Tabela 2 apresenta estas variagbes para alguns amidos de
diferentes origens botéanicas.
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Tabela 2: Variagao do tamanho e forma dos granulos de amidos de diferentes fontes

botanicas
Origem do amido Tamanho médio (um) Forma
Trigo Normal 13-19 Lenticular
Milho Normal 12-15 Poliédrico e arredondado
Batata Normal 40 Oval
Arroz 6 Poliédrico
Mandioca 5a35 Redondo ou oval

Fonte: Buléon et al. (1998) e Bermudez (1997).

As informacdes sobre o tamanho de grénulos de amido disponiveis na literatura
podem ser bem aproveitadas para estabelecer a variabilidade do tamanho dos granulos, o
gue normalmente se descreve como a faixa entre o diametro maior e o diametro menor da
populacdo de granulos de uma determinada espécie botanica (Franco et al., 2002). O
tamanho dos granulos e sua distribuicdo estdo entre os fatores que mais acentuadamente
afetam o comportamento dos amidos o que pode ser exemplificado para os amidos de trigo e
araruta que devido as pequenas diferencas existentes entre o maior e o menor diametro
apresentam um formato mais regular, que segundo Satin (2000) é desejavel para o0 uso na
fabricacdo de papéis quimicos, como aqueles usados para copias e fax.

A escolha da técnica e do microscopio para uma visualizacdo de alta resolugcdo da
estrutura dos granulos de amido depende do tipo de informagdo requerida, ou seja,
superficie ou estrutura interna. Quando se procura avaliar a superficie do granulo de amido
podem-se utilizar, basicamente, duas técnicas, microscopia eletrénica de varredura (MEV) e
microscopia de forca atdmica (MFA).

1.2.2.1 Microscopiade Forga Atbmica (MFA)

O principio de funcionamento do MFA baseia-se na varredura da superficie da
amostra por uma ponta piramidal (ponteira) de alguns micra de comprimento (100 a 200 pm)
e geralmente com menos de vinte nandmetros de diametro, integrada em um cantilever

flexivel. A sonda (ponteira + cantilever) € o componente basico e, para alcancar resolucdo
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atbmica, a ponta tem que terminar em um conjunto de atomos (Howland e Benatar, 1996). A
forca entre a ponta e a superficie da amostra faz com que o cantilever se aproxime ou se
afaste e essa deflexdo € proporcional a forca de interacdo. Na parte superior da haste ha um
espelho que reflete a luz de um feixe de laser. Apds a reflexdo, o feixe de laser passa por
uma lente e incide sobre um fotodetector (fotodiodo) de quatro quadrantes, que mede as
variagbes de posicdo e de intensidade da luz produzidas pelas deflexdes do cantilever
(Figura 3). A medida que a ponta varre a amostra ou a amostra é deslocada sob a ponta, 0s
diferentes tipos de irregularidades encontrados sobre a superficie fazem com que a interacédo
mude. As variagOes das interacdes séo os fatores que provocam diferentes deflexdes. Essas
diferencas, captadas no detector, sdo armazenadas e processadas por um computador, que
as transformam em imagens topograficas da superficie bi e tridimensionais. A for¢ca mais

comumente associada com MFA na deflexdo do cantilever é a forgca de van der Waals
(Worcester et al., 1988).

Cantilever

Amostra Ponteira

Scanner piezelétrico

Figura 1, Diagrama esquemdtico do sistema de microscopia de forga atdmica

Figura 3: Diagrama esquematico do sistema de andlise por Microscopia de Forca Atdmica.

Fonte: Ferreira e Yamanaka (2006).

A técnica de MFA, conforme apresentado na Figura 4, pode ser operada em trés

modos diferentes: contato, ndo-contato e contato intermitente (“tapping”) (Chichester, 1998).
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Figura 4: Representacdo esquematica dos modos de operacdo da analise de Microscopia de
Forgca Atdmica ((a) modo contato, (b) modo n&o contato e (c) modo intermitente).

Fonte: Ferreira e Yamanaka (2006)

No modo contato, o cantilever € mantido a poucos angstrons da superficie da amostra
e a forca interatbmica entre a ponta e a amostra € repulsiva. Neste modo de operacgéo, a
ponta faz um leve "contato fisico" com a amostra produzindo imagens com alta resolucao,
mas a compressao e as forgcas geradas, entre a ponta e a superficie, podem causar danos a
amostra, o que é especialmente prejudicial as amostras bioldgicas que sédo sensiveis e nem
sempre fortemente aderidas ao substrato (Ferreira e Yamanaka, 2006).

No modo de nao-contato, o cantilever € mantido de dezenas a centenas de angstroms
da superficie da amostra e a forca interatdmica entre a ponta e a amostra é atrativa. Neste
caso a ponta oscila em alta frequéncia (100 kHz a 1 MHz), a poucos nandmetros acima da
superficie e a forga total entre a ponta e a amostra é muito baixa, geralmente em torno de
10 N. Essa oscilacdo aumenta consideravelmente a sensibilidade do microscépio, o que
faz com que forcas de Van der Waals e forgas eletrostaticas possam ser detectadas. O modo
de ndo-contato nao sofre os efeitos do atrito sobre a amostra, causada pela ponta, conforme
€ observado no modo contato apés diversas varreduras (Worcester et al., 1988). Por outro
lado, este modo nédo tem encontrado aplicabilidade geral, devido a instabilidade entre a ponta
e as forcas adesivas da superficie e a resolucao reduzida pela distancia ponta-amostra que é
relativamente grande. Esta limitacdo tem sido contornada com a utilizagdo do modo
intermitente (Ferreira e Yamanaka, 2006).

O modo contato intermitente é similar ao ndo-contato, exceto pelo fato de que a ponta

vibrante fica mais proxima da amostra, de forma que tenha um contato intermitente e &
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utilizado para contornar as limitagbes impostas pelo modo contato. A comparagao das
imagens nos modos contato e intermitente mostra que as superficies sdo menos modificadas

no modo intermitente (Howland e Benatar, 1996).

1.2.2.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O microscopio eletrbnico de varredura € um equipamento muito versatil e usado
rotineiramente em analises micro estruturais de materiais sélidos. Apesar da complexidade
do mecanismo para a obtengcdo da imagem, a sua interpretacdo € muito simples. O aumento
maximo conseguido pelo microscopio eletrénico de varredura, fica entre o0 microscépio optico
(MO) e o microscopio eletrénico de transmissao (TEM), sendo a sua vantagem em relacdo
ao MO a sua alta resolugao, que fica na ordem de 2 a 5 pm, enquanto que para o MO a
resolucdo fica na ordem de 0,5 ym. Comparado com o TEM a grande vantagem esti na
elevada profundidade de foco (imagem com aparéncia tridimensional). Também a
possibilidade de combinar a analise estrutural com a micro analise quimica séo fatores que
contribuem para o amplo uso desta técnica.

Em relacdo ao amido, o MEV consegue diferenciar tamanho e forma dos granulos. O
tamanho dos granulos varia de 2 a 100 um e diferentes formas s&o encontrados, ambos
dependentes da espécie da planta analisada. Tanto a forma quanto o tamanho dos granulos
sdo caracteristicos de cada espécie de planta e podem ser usados para identificar a origem
de um amido (Coultate, 2004). A Figura 5 apresenta fotos de MEV de diferentes fontes de

amido, onde se pode verificar os diferentes formatos e tamanhos de gréanulos.
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Figura 5: Fotomicrografias de granulos de amido de diferentes fontes boténicas (aumento
1440 x).

Fonte: Leonel et al. (2000)
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1.2.2.3 Microscopia Optica

Outra técnica bastante utilizada no estudo da estrutura dos granulos de amido é o uso
da luz polarizada, através de um microscopio Optico, 0 que permite visualizar, como
consequéncia da cristalinidade do granulo, uma cruz de malta. Além disto, com a utilizacdo
de um segundo filtro, pode-se ter a confirmagdo de uma orientagao radial do eixo principal
dos cristais, caso for revelada uma birrefringéncia positiva (Gallant et al., 1997).

1.2.3 Padrdes de Cristalinidade

Os granulos de amido exibem uma estrutura do tipo “cebola” com variado nimero de
anéis de crescimento concéntricos, prontamente visiveis através de microscopia eletronica e
optica. A difratometria de raios-x aponta que estes granulos exibem uma estrutura lamelar
com subunidades nanométricas da ordem de 9-10 nm. Atualmente é sabido que a
cristalinidade parcial dos granulos de amido nativo é devida a organizacdo de clusters da
cadeia de amilopectina. As cadeias de amilopectina dentro dos granulos estao radialmente
arranjadas com seus grupos terminais ndo redutores em direcdo a superficie e estas sdo
organizadas alternando areas cristalinas e amorfas (Figura 6) (Jenkins et al., 1993). O
arranjo da amilose e da amilopectina nos granulos leva a formacdo de zonas de deposi¢ao
mais ou menos densas. A regido onde se concentra a amilopectina € mais densa ou
cristalina. Sendo mais compacta, dificulta a entrada de moléculas como as de agua e
enzimas, apresentando-se, portanto mais resistente ao processo de hidrélise (Mestres,
1996).
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Figura 6: Representacdo esquematica da estrutura da amilose e amilopectina do granulo de
amido nativo e do interior do granulo.

Fonte:Buléon et al. (1998)

A cristalinidade do granulo de amido que gira em torno de 15 a 45% se deve
basicamente & amilopectina (Zobel, 1988) e pode ser caracterizada por difracdo de raios X
em trés padrbes principais: A, B ou C, como conseqiéncia do empacotamento em dupla
hélice das cadeias ramificadas deste polimero (Zobel, 1988). Segundo Mestres (1996) estes
padrdes tém as seguintes caracteristicas:

e Tipo A apresenta maiores picos de intensidade de refracao para os angulos a 2
A a15,17,18 e 23 A, sendo tipico dos amidos de cereais;

e Tipo B apresenta maiores picos de intensidade de refracao para os angulos a 2
A a5,6, 15,17, 22 e 23 A, sendo mais comum nos amidos de tuberosas, sendo
0 representante mais tipico o amido de batata com o pico a 5,6 A;

e Tipo C é uma mistura dos precedentes sendo o amido de mandioca um
exemplo tipico. Classifica-se do tipo C com caracteristicas de A e B, mas
predominantemente A. Este tipo compreende os amidos de ervilha e algumas
variedades de feijao (Rosenthal, 1974).
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Quando a amilose estiver complexada com compostos organicos, agua ou iodo, o tipo
V pode aparecer. Diferentemente dos tipos A, B e C, o tipo V pode existir na forma anidra
(Va) ou hidratada (Vy) (Mestres, 1996).

1.2.3.1 Avaliacéo da cristalinidade do granulo de amido: Difractometria de raios- X

A difracdo de raios-X possibilita a definicdo dos tipos de arranjos formados nas areas
cristalinas, segundo a posicéo dos picos de difragdo, conforme mostra a Tabela 3 .

Tabela 3: Tipos de Cristalinidade de amidos obtidos de espectros de raios- X

Origem botanica | Tipo cristalino | Cristalinidade (%)
CEREAIS
Milho A 40
Arroz A 40
TUBEROSAS
Mandioca C=A+B 40
Batata B 25

Fonte: Adaptado de Mestres (1996).

A Figura 7 apresenta os picos de difracdo de cada tipo cristalino (A, B e Vy),
apresentados por um grafico tipico de difracdo de raios-X. Segundo Mestres (1996), todos 0s
amidos sdo semicristalinos e a cristalinidade é calculada a partir da area dos picos de
difracdo, sendo de cerca de 40% para a maioria dos amidos. A interpretacdo destes picos
permite calcular a estrutura molecular dos tipos cristalinos, sendo a organizacdo das hélices

pareadas (zonas cristalinas) que diferencia os picos cristalinos.
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Figura 7: Difratogramas de raios-X obtidos para amidos com padrao de cristalinidade dos
tipos A, B e Vh.

Fonte: Buléon et al. (1998)

1.2.4 Gelatinizacdo do amido

O aquecimento de suspensdes de amido em excesso de agua (>60%) causa uma
transicdo irreversivel denominada gelatinizagdo (Franco et al., 2002). Este fendbmeno da-se
guando o granulo de amido, nestas condi¢des, intumesce com gradual hidratacdo devido ao
rompimento das pontes de hidrogénio mais fracas das areas amorfas (National Starch and
Chemical Industrial Ltda, 1995). Nestas condi¢des, os grupamentos hidroxila sé&o liberados,
ficando prontamente disponiveis para as ligagbes com as moléculas de agua e em
consequUéncia disto ocorre a expansado dos granulos de amido (Rickard et al., 1991). Sob

aquecimento a temperatura constante, eventualmente todas as regides amorfas sao

desestabilizadas e as regides cristalinas comeg¢am a gelatinizar. A extensdo deste processo
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€ dependente da temperatura. Com a elevagéo desta, a extensdo de regides cristalinas que
sdo gelatinizadas também aumenta. Quando a temperatura € suficientemente alta (T >
80°C), ambas as regides, amorfas e cristalinas sao gelatinizadas, sendo desta forma, as
regibes amorfas interpretadas como promotoras das regides cristalinas do granulo quando
ocorre a gelatinizacao (Franco et al., 2002).

Fisicamente, este inchamento é observado através do aumento da viscosidade,
ficando a dispersdo de amido transparente, devido a maior incorporagdo de agua, apos certo
periodo de tempo. A temperatura na qual a viscosidade comeca a aumentar é chamada
“temperatura de pasta”, parametro que pode ser obtido através de amilogramas provenientes
de andlises de viscosidade obtidas por viscoamilégrafos (Brabender ou RVA) (Marcon et al.,
2007). Esta temperatura de pasta nao deve ser confundida com a chamada temperatura de
gelatinizagdo, que consiste na temperatura ou faixa de temperatura onde ocorre a perda de
birrefringéncia (Biliaderis, 1991) e onde acima da mesma, 0 processo de expansao é
irreversivel, devido a perda da estrutura cristalina (Morrison, 1995).

E considerada temperatura de gelatinizacdo a faixa de temperatura na qual a perda da
birrefringéncia € primeiramente notada, até o ponto onde menos de 10% de birrefringéncia
permanece. Este gradiente de temperatura € influenciado pelas forcas de ligacao no granulo,
a qual variam de acordo com as espécies (Franco et al., 2002), isto é, composi¢do do
granulo (razdo amilose /amilopectina, contetdo de fésforo, lipidios, enzimas e proteinas
presentes), estrutura molecular da amilopectina (extensdo da ramificacdo, massa molecular
e arquitetura granular — razéo entre regides cristalinas e amorfas), morfologia do granulo e
distribuicdo de tamanhos dos granulos do amido (McCarthy et al., 2007).

Neste aquecimento progressivo ocorre a fusédo das regides cristalinas do granulo com
o rompimento das ligacdes hidrogénio, o que pode também ser alcancado através da
utilizacdo de produtos quimicos adequados, a temperatura ambiente. Isto ocorre, pois a
temperatura de gelatinizagdo também é funcdo do pH quando a concentracdo do ion
hidrogénio esta fora da faixa 5,9 a 7,0. Como exemplo tipico o cloreto de sédio é utilizado
para aumentar a temperatura de gelatinizacdo, enquanto que o hidréxido de sédio é usado
para baixar esta temperatura. A esterificacdo ou eterificacdo também reduz a temperatura de
gelatinizacao (Barros, 1984, Biliaderis, 1991).
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Sendo a gelatinizacdo do amido um processo de absorgéo de energia, a mesma pode
ser caracterizada por uma endoterma obtida através de calorimetria diferencial de varredura
(DSC), pela perda de birrefringéncia, observada pela microscopia otica (perda da ‘cruz de
malta’) e pelo desaparecimento da cristalinidade evidenciado pela difracao de raios-X (Garcia
et al.,1996).

A faixa de temperatura de gelatinizacdo do amido é uma caracteristica do genétipo da
planta na qual o amido € sintetizado e ¢é afetada pelas condicbes do meio (Ellis et al, 1998).
Rickard et al. (1991) complementam que como 0s granulos da mesma fonte botanica néo
tém exatamente a mesma temperatura de gelatinizacdo, em uma populagédo de granulos

naturais a transigédo ocorre a um intervalo de 5 a 15°C.
1.2.4.1 Avaliacédo da Gelatinizacdo do amido através de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) € a técnica mais usada para detectar as
transicdes térmicas de primeira (fusdo) e segunda ordem (vitreas) em diversos materiais
(McCarthy et al., 2007) e quando aplicada ao amido, fornece medidas quantitativas do fluxo
de calor associado a gelatinizagéo, onde a presenca dos picos endotérmicos é um indicativo
da fusdo da molécula. Para deteccao das fases de transi¢cdo nos amidos, o método de DSC
tem a vantagem da independéncia com a birrefringéncia dos granulos. Esta é uma diferenca
importante, pois em alguns casos a birrefringéncia est4 ausente devido aos cristais serem
pequenos ou casualmente orientados e também porque a birrefringéncia pode estar
relacionada a orientacdo molecular nas regides amorfas (Zoben & Stephen, 1995). Os dados
de temperatura obtidos por este método de analise sdo as temperaturas de inicio da
gelatinizacdo- onset (T,), de pico endotérmico (T,) e de conclusdo do fenémeno de
gelatinizacéo (T ou T¢), assim como dados referentes a entalpia da rea¢éo (AHge) (Figura 8)
cCarthy et al., 2007). A T, é a temperatura em que a linha tangencial do lado da temperatura
mais baixa do pico se cruza com a linha de base; Tp é a temperatura na ponta do pico e T; é
a temperatura em que a linha tangencial do lado da temperatura alta do pico se cruza com a
linha de base. A AHyq € a area sob o pico limitado pela linha base no grafico (Altay e
Gunasekaran, 2006).
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Figura 8: llustragdo esquematica das temperaturas de transi¢ao (T,, temperatura inicial-
onset, T,, temperatura de pico e Tr, temperatura final) obtidas pela analise de DSC.

Fonte: Altay e Gunasekaran (2006).

As mudancas de entalpia observadas em uma endoterma obtida por DSC geralmente
sdo relacionadas a transicdo do tipo ordem/desordem dos cristais presentes e a entalpia
especifica de gelatinizacéo para amidos nativos é de cerca de 15 J.g* , sendo mais elevadas
para amidos de tuberosas (Franco et al.,, 2002). A Tabela 4 mostra os valores das
temperaturas de pico de endotermas, obtidas por DSC para cereais e tuberosas, assim como
os valores de AH em J.g™.
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Tabela 4: Dados obtidos por andlise de DSC para diferentes espécies de amidos nativos.

Origem botéanica |  Temperatura do Pico (°C) | AH (J/g)*
CEREAIS
Milho 69,6 7,5
Arroz 66,3 8,8
Trigo 59,2 8,1
TUBEROSAS
Mandioca 65 17
Batata 64,4 11

Fonte: Modificado de Mettler-Toledo (2007) e Mestres (1996).

*massa seca

1.2.4.2 Avaliacéo da viscosidade do gel do amido através de amilogramas

A viscosidade do amido é tradicionalmente avaliada por meio da analise das curvas de
viscosidade, denominadas viscoamilogramas construidos através de viscoamilégrafo
Brabender e atualmente também através do chamado viscoamilégrafo rapido (rapid visco
analyser — RVA) com base na metodologia de Mazurs et al. (1959).

O perfil de empastamento de amidos obtidos através do RVA inclui o pico de
viscosidade, tempo para atingir este pico, quebra, viscosidade final, temperatura de pasta e
setback ou indice de retrogradacdo que consiste na diferenca entre a viscosidade final e a
viscosidade minima (Thomas e Atwell, 1999), como mostrado na Figura 9.

Nesta andlise, durante a fase inicial de aguecimento, um aumento na viscosidade é
registrado no RVA quando os granulos comecam a inchar. A temperatura na qual a
viscosidade comeca a aumentar € denominada temperatura de pasta. Neste ponto,
polimeros com menor massa molecular, particularmente moléculas de amilose, comegam a
ser lixiviadas dos granulos. Um pico de viscosidade é obtido durante o empastamento,
guando os granulos, em sua maioria, estdo totalmente inchados, havendo também granulos
intactos e o alinhamento molecular dos polimeros solubilizados ainda ndo ocorreu dentro do
campo de atrito do instrumento. Durante a fase de temperatura (95°C) e agitacao constantes,

os granulos comegcam a quebrar, a solubilizacdo dos polimeros continua e o alinhamento
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molecular ocorre dentro do campo de atrito do instrumento, causando uma diminuicao da

viscosidade (Thomas e Atwell, 1999).

Ao ocorrer o resfrimento, alguns polimeros de amilose e amilopectina solubilizados

comecam a se reassociar, formando um precipitado ou gel ocorrendo um aumento de

opacidade da pasta. Este processo € conhecido como retrogradacdo ou setback (Whistler e

Bemiller, 1997).
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Segundo Marcon et al. (2007), os viscoamilogramas obtidos pelos dois métodos

(viscoamilégrado Brabender ou viscoamilografo rapido) refletem as caracteristicas do amido

durante a formagcdo do gel, bem como a resisténcia do gel as forcas mecéanicas no
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aquecimento e a tendéncia a retrogradacdo, mediante andlise do comportamento no
resfriamento.

Os mesmos autores mencionam que as curvas de viscosidade representam uma
importante ferramenta para as observacdes do comportamento do gel com as condi¢bes de

processamento da industria, tais como aquecimento, agitacéo e resfriamento.

1.2.5 Retrogradacao do amido

A retrogradacgéo € o fenébmeno que ocorre quando a dispersédo de amido gelatinizado é
esfriada e as moléculas de amilose se reassociam formando zonas cristalinas (mais
ordenadas), com a consequente formacao de um gel, que sob condi¢cBes favoraveis pode-se
desenvolver em forma cristalina. Esta transformacao pode ser acompanhada da expulséo de
agua das moléculas de amilose, fendbmeno conhecido por sinerese (Atwell et al., 1988).

O mesmo autor cita que o nome retrogradacdo € dado porque o amido volta a sua
condicao de insolubilizacdo em &gua fria, fendmeno freqlientemente encontrado em pastas
de amido envelhecidas e/ou refrigeradas e/ou congeladas. De acordo com Silva et al. (2006),
a analise de resisténcia a ciclos de congelamento e descongelamento é importante para
caracterizar um tipo de amido em termos de sua aplicabilidade em alimentos que devem ser
refrigerados e/ou congelados, visto que a liberacdo de &gua € geralmente prejudicial a
gualidade do produto final.

Considera-se que a retrogradagdo origina-se da tendéncia das moléculas ou de
grupos de moléculas, de amido dissolvido, se unirem umas as outras através de pontes de
hidrogénio, dando formacéo a particulas de maior tamanho, numa tentativa de cristalizacdo
de moléculas grandes e pesadas que, por esta razdo, precipitam.

Sob armazenamento a baixas temperaturas, a firmeza do gel formado durante a
gelatinizacdo do amido aumenta devido a associa¢cdo da cadeia do amido na regido formada
pelas moléculas de amilopectina (Sandhu et al., 2007).

Segundo o mesmo autor, entre os varios fatores que influenciam a retrogradacgéo, os

trés mais importantes séo:
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e aconcentracao de amilose presente;
e 0 tamanho das moléculas de amilose;

e 0 estado de dispersao das cadeias lineares.

7

A retrogradacdo € inibida quando sdo introduzidas na molécula de amido grupos
substituintes através da acetilacdo, hidroxi-etilacdo ou oxidac&o por hipoclorito (Barros,
1984).

Geralmente, quanto menor o contetdo de amilose presente no amido, mais macio € o
gel formado, enquanto pasta, por outro lado, as pastas derivadas de amidos de alta amilose
convertem-se em um gel bastante rijo (National Starch and Chemical Industrial Ltda, 1995).

A taxa de retrogradacdo em amidos acido modificados diminui com o grau da reacao
de hidrolise (Sandhu et al., 2007).

1.2.5.1 Avaliacdo da Retrogradacdo do amido

A tendéncia do amido a retrogradacdo € uma avaliagdo importante para estimar a
estabilidade do gel de amido na estocagem. De maneira geral, amidos que tendem a
retrogradar aumentam a opacidade durante a estocagem e por isso a determinacdo da
retrogradacao é realizada através da medida da transmitancia do gel de amido na estocagem
sob refrigeracao (Marcon et al., 2007).

O mesmo autor relata que através do método de Albrecht et al. (1960) esta tendéncia
a retrogradacédo pode ser demonstrada por meio de gréficos da variagdo da transmitancia no
tempo de estocagem.

Também a retrogradacdo pode ser medida através de calorimetria diferencial de
varredura (DSC) através da variacdo da medida de entalpia (AH) de uma amostra de amido
submetida ao envelhecimento. Ainda, podem-se obter informacdes a respeito do processo de
retrogradacdo atraveés dos viscoamilogramas, obtidos pela analise de RVA (item anterior).
Neste caso, o indice de retrogradacdo € dado pela diferenca entre a viscosidade minima,
apos resfriamento da pasta e a viscosidade final, medida chamada de setback.
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1.2.6 Propriedades de Sorg&o de Agua

A umidade de equilibrio de um material, em uma determinada temperatura, é definida
como a umidade correspondente ao equilibrio entre as pressées de vapor da agua no
material e no meio. Esta varidvel determinard o minimo valor de umidade que o material
pode atingir em um determinado conjunto de condi¢cbes operacionais, sendo seu valor de
fundamental importancia na modelagem de processos de secagem (Lehn e Pinto, 2004).

As isotermas de sorcao de 4gua sdo dados que relacionam a quantidade de 4gua em
um alimento com sua atividade de agua, uma vez alcancado o equilibrio, & temperatura
constante. Constituem uma ferramenta muito valiosa para cientistas e tecndélogos, pois
podem ser utilizadas para predizer mudancas na estabilidade dos alimentos, para determinar
métodos de estocagem, para selecionar embalagens e ingredientes e para o subseqtente
desenvolvimento e otimizacdo de equipamentos de secagem (Stenel, 2004).

A informacé&o obtida com as isotermas é de utilidade nas operacdes de concentracao
e desidratacdo, na formulagdo de misturas de alimentos evitando a migragdo de 4gua entre
os diversos ingredientes, na determinacdo da impermeabilidade requerida no material
embalado, na determinacdo da atividade de &gua que impede o crescimento dos
microrganismos de interesse e na predi¢cao da estabilidade quimica e fisica dos alimentos em
funcdo do conteddo de &gua (Fennema, 2000). A Figura 10 apresenta as isotermas de

sorcao de diversos alimentos.
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Figura 10: Variabilidade de isotermas de sor¢cdo de agua em materiais alimenticios

(1) Produto com grande quantidade de sacarose; (2) extrato de chicéria liofilizado;(3) café; (4)
extrato em po de pancreas de suino;(5) amido de arroz
Fonte: Van den Berg e Bruin (1981), citado por Fennema (2000).

Em uma isoterma tipica de um alimento, podem-se distinguir trés zonas pouco
delimitadas (I, Il e Ill) que indicam a forma como a agua esté ligada ao alimento (Fennema,
2000), o que é apresentado pela Figura 11.
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Figura 11: Zonas caracteristicas de uma isoterma de sor¢édo de 4gua de um alimento.

Fonte: Fennema (2000)

As definicdes dadas a estas zonas, segundo Fennema (2000), sdo descritas a seguir:

Zona | representa a agua mais fortemente ligada e menos movel. Corresponde
a agua da camada monomolecular fixa aos grupos polares de certos
compostos. A sua extragdo € muito dificil, ndo € congelavel e ndo se encontra
disponivel para atuar como solvente ou reagente, comportando-se
simplesmente como parte integrante do solido. A entalpia de vaporizacdo desta
agua é muito maior que da agua pura. Corresponde a uma atividade de agua
(aw) inferior a 0,2 até 0,3. O limite entre as zonas | e Il é conhecido como o

contetdo de umidade da monocamada do alimento, que pode ser interpretada
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como a quantidade de agua necessaria para formar uma monocamada sobre

0S grupos altamente polares e acessiveis de matéria seca.

Zona |l representa a agua correspondente as camadas de hidratacdo dos
constituintes solaveis (proteinas, aglcares, sais, etc) e esta ligada por pontes
de hidrogénio e interacbes dipolo-dipolo ou retida fisicamente em
microcapilares de diametro inferior a 1 um. O ponto de congelamento e a
capacidade solvente da agua encontram-se muito reduzidos, sendo que a aw
esta entre 0,2-0,3 e 0,8 aproximadamente. A entalpia de vaporizacdo da agua
da Zona Il é levemente ou moderadamente maior do que a da agua pura, 0 que
depende da proximidade da agua aos constituintes ndo aquosos. A agua que
se adiciona a um alimento com um contetdo de agua no limite das zonas | e Il,
iniciard processos de dissolugdo, atuara como solvente e promovera o
inchamento da matriz sélida. O inicio dos processos de dissolu¢do mobilizara
0s reagentes, determinando assim uma aceleracao da velocidade das reac0es.

Zona lll representa a maior parte da agua dos tecidos frescos, e é a agua
menos ligada e a mais movel (molecularmente) dos alimentos. Pode ser
facilmente eliminada por diversos procedimentos. Sua retencdo € determinada
pelo pH e pelas forcas ibnicas sendo a responsavel pela alteragcdo dos
alimentos, j& que esta disponivel para o desenvolvimento de microrganismos e
para as reacdes quimicas. A aw corresponde a valores entre 0,8 e 0,99. A
entalpia de vaporiza¢do da agua da Zona lll é essencialmente igual do que a da
agua pura. Esta agua é facilmente congelavel.

Ao tratar-se de amidos, Al-Muhtaseb et al. (2004b) comentam que a isoterma é

atribuida a pontes de hidrogénio formadas pela molécula de agua e os grupamentos hidroxila

disponiveis tanto nas regiées amorfas, quanto nas superficies das regides cristalinas, sendo

gue estas Ultimas exibem uma resisténcia tipica & penetragdo de solvente. Para os autores, a

agua afeta a estrutura do granulo de amido, pois tem um efeito plastificante das regides
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amorfas que é reduzido sob baixos valores de atividade de agua, fazendo com que, neste
caso, a mobilidade da regido amorfa seja restrita. Entretanto, sob valores mais altos de
atividade de agua a umidade adsorvida causa uma solubilidade do biopolimero com
consequente reducao de cristalinidade e aumento da disponibilidade de grupos polares para
estabelecer ligacdbes com a &gua, gerando a formacgdo de ligacbes entre a agua e o
polissacarideo.

Os meétodos utilizados na determinacdo da atividade de &gua (para construgdo das
isotermas de sorcao de umidade) podem ser classificados em: (a) método gravimétrico, onde
o material é colocado em equilibrio com ar a uma determinada temperatura e umidade
relativa e, entdo, a umidade do material € medida e, (b) métodos em que o ar é colocado em
equilibrio com o material a uma determinada temperatura e a umidade relativa do ar é
medida. Rao e Pfost (1978) concluiram que estes Ultimos sdo mais simples e mais rapidos,
no entanto, o método gravimétrico foi recomendado como método padrdo (Speiss e Wolf,
1987).

A temperatura influi diretamente nas isotermas de sor¢éo de um alimento, pois afeta a
mobilidade das moléculas de 4gua do mesmo. No entanto, nem sempre as isotermas em
diversas temperaturas apresentam separac¢ao consistente ao longo de toda a curva. E muito
frequente observar-se um cruzamento entre as curvas em determinados valores de a,, (entre
0,15 e 0,85). Em baixos valores de atividade de agua, a sor¢cdo deve-se aos polimeros
alimenticios e os aumentos da temperatura tendem a deslocar as curvas para baixo, em
relacdo as abscissas. Para valores de aw altas, ocorre a solubilizacdo de aclcares e de
substancias de baixo massa molecular num processo endotérmico, favorecido portanto, pelo
aumento da temperatura, de maneira inversa ao que ocorre com 0s biopolimeros. Como
resultado final ha um aumento do teor de umidade (Baruffaldi e Oliveira, 1998).

Dependendo na natureza do alimento em questdo (pd, cristalino ou amorfo), cinco
tipos de isotermas podem ocorrer. Estes cinco tipos foram descritos em 1983, por Brunauer,
Emmet e Teller (BET) (Figura 12), onde o eixo das ordenadas representa o teor de agua. O
Tipo 1 € conhecido como isoterma de Langmuir e é obtido pela adsorgdo de gas na camada
monomolecular em sélidos porosos. O Tipo 2 é a isoterma sigmdide, obtida por produtos
sollveis e é representada por uma curva assintotica. O Tipo 3, conhecida como isoterma de
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Flory-Huggins, ocorre pela adsor¢ao de um solvente ou substancias como glicerol, abaixo da
temperatura de transicao vitrea. A isoterma do Tipo 4 descreve a adsor¢cado gerada por um
solido hidrofilico até a maxima hidratagdo dos sitios de adsorcédo e por fim, a isoterma do
Tipo 5 € a isoterma de adsor¢cdo multicamada de B.E.T (Brunauer, Emmet e Teller),
observada pela adsorcao de vapor de 4gua, relacionada aos Tipos 2 e 3 (Mathlouthi e Rogé,
2003). As isotermas mais comumente encontradas para produtos alimenticios sdo as do Tipo
2ed4.

Umidade em base seca (%
Umidade em base seca (%) 1 Umidade em base seca (%) 0)

A LA . A

TIPO 2

TIPO 3

0

i
i
i
i
) Aw
1

I
Figura 12: Tipos de isotermas descritos por Brunauer, Emmet e Teller em 1983.

Fonte: Mathlouthi e Rogé (2003)

E grande o nGmero de estudos envolvendo modelos de sor¢cdo de alimentos,
principalmente nas Ultimas duas décadas. Nestes trabalhos é apresentada a dependéncia
das isotermas com a temperatura, a estimativa dos calores de sor¢cdo e os modelos
matematicos para representar as isotermas (Kaymak-Ertekin e Gedik, 2004). Entre o0s

trabalhos realizados podem ser citados a determinacdo de isotermas de semolina e farinha
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(Erbas et. al., 2005), glaten de trigo (De Jong et al., 1996), café (Cepeda et al., 1999), amido
de batata (Wolf e Jung, 1984), amido de milho (Peng et al., 2007), proteina de soja (Cassini
et al., 2006), cha (Arslan & Togrul, 2005), abacaxi (Hossain et al., 2001), cogumelos
(Shivhare et al., 2004), tomate e cebola (Viswanathan et al., 2003), espécies de amidos (Al-
Muhtaseb et al., 2004a), biscoitos (Arogba, 2001), quinoa (Tolaba et al., 2004) e pinh&o cru
(Cladera-Olivera et al., 2008), entre outros.

Um grande numero de equacfes telricas, semi-empiricas e empiricas tém sido
propostas para a estimativa da umidade de equilibrio de materiais biol6gicos. Nao existe uma
equacédo geral para isotermas de alimentos em funcdo de que a atividade de 4gua depende
da composicado dos alimentos e da interacdo dos diferentes constituintes com a agua em
condicdes de equilibrio termodindmico (Welti-Chanes & Vergara, 1997). Alguns dos modelos

de sorcao que foram utilizados neste trabalho s&o apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5: Modelos de isotermas de sor¢do comumente utilizados para materiais biologicos

alimenticios.
Nome da equagéo Equacéo
| 1033 aw 1 +(C—])aw
BET (Brunauer et al., 1 -
(Brunau : l-agX X,C X,C
GAB (Guggenheim-Anderson-de Boer) X = X CKaw
(Van den Berg, 1985) (1- Kaw) x (1- Kaw+CK.aw
A
Halsey (Halsey, 1948) aw = exp(— FJ
Peleg (Peleg, 1993) X =k .aw™ +k,.aw™
. B
Oswin (Lomauro et al., 1985) X = A( aw j
1-aw
Chung - Pfost (Chung & Pfost, 1976) In(aw) = —A.exp(-B.X)
Henderson (Henderson, 1952) (1- aw) = exp(A X "®)
Chirife (Castillo et al., 2003) X =exp[A+ B.In(C - Inaw||
Smith (Smith, 1947) X = A+ (B.log(1- aw))

Onde:

X é a umidade de equilibrio (kg agua kg™ solidos secos); aw é a atividade de agua; Xm é a
umidade de monocamada (kg kg™ sélidos secos) e A, B, C, K, ki, ks, ni, n,, k, sdo os
parametros das equacoes.

Segundo Al-Muhtaseb et al. (2004b), o modelo de Smith, proposto em 1947, possui
muita utilidade na descricdo de isotermas de sor¢do de materiais bioldgicos como amidos e

celulose.
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1.2.6.1 Histerese

O processo de sor¢do ndo € completamente reversivel, o que causa uma diferenca
entre as isotermas de adsorcdo e as de dessorgao. A taxa de mudanca de aw em uma
isoterma de sorcao difere dependendo se a umidade é removida do alimento (dessor¢éo) ou
se é adicionada ao alimento seco (adsorcdo). A diferenca existente entre os caminhos de
adsorcéo e de dessorcdo € conhecida como histerese e pode ser observada na Figura 13.
Segundo Lahsasni et al. (2003) o fenbmeno de histerese ocorre devido a existéncia de poros
de estrutura rigida que sédo conectados ao seu redor através de pequenos capilares. Durante
a adsorcédo, os capilares comegcam a encher como resultado do aumento da umidade
relativa, enquanto os poros mantém-se vazios. Quando a pressdo parcial de vapor do ar
torna-se maior do que a pressao de vapor do liquido do capilar, a umidade se move para o
poro. Para a dessor¢cdo, o poro é inicialmente cheio de liquido da saturagdo. Este liquido
pode escapar somente quando a pressao do ar do ambiente for menor do que a pressao de
ar do liquido de dentro do capilar. A ampla faixa de diametros capilares existente no sistema
de poros resulta nas diferencas entre a adsorcao e dessorgao, observada graficamente pelo
fendmeno de histerese.

A histerese pode ser grande em alguns alimentos (como o arroz) e é importante na
determinacdo da protecdo necessaria contra o ganho de umidade (Ordofiez et al., 2005;
Fellows, 2006). Para se atingir determinada umidade, € necesséaria uma pressao de vapor
menor se esta umidade é atingida através de um processo de dessor¢cdo do que se é
atingida por adsorcao, devido ao fendmeno de histerese (Baruffaldi & Oliveira, 1998).

48



Conteudo de agua

Dessorcao

Adsorcao

Figura 13: Fen6meno de histerese

Fonte: Fennema (2000)

1.3 FONTES DE AMIDO E PRODUGAO MUNDIAL

Amidos nativos comerciais sao obtidos de sementes, como milho, milho ceroso, milho
com alto conteudo de amilose, trigo e varias espécies de arroz, e de tuberosas e raizes,

como a batata, batata doce e mandioca.

1.4 NECESSIDADES DE NOVAS FONTES DE AMIDO

O amido é o agente espessante e gelificante mais utilizado na industria de alimentos
permitindo o desenvolvimento de um grande numero de produtos, como sopas, flans,
molhos, alimentos prontos para o consumo, entre outros (Thebaudin et al., 1998). Nos
ultimos anos, tem se verificado o esfor¢co de pesquisadores em encontrar novas fontes de
amido nativos ndo convencionais, com propriedades necessarias para a industria alimenticia,

tais como auséncia de sinerese, transparéncia, estabilidade e solubilidade a frio, por
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exemplo, (Zhang et al., 2005) pois mesmo o amido nativo sendo um bom estabilizador de
textura e regulador em sistemas alimenticios possui limitagdes como baixas resisténcia e
decomposicdo térmicas e a alta tendéncia a retrogradagdo, que limita 0 seu uso para
algumas aplica¢des industriais (Hermansson e Svegmark, 1996). Os setores de amido e
alimentar estdo procurando amidos nativos com propriedades especificas, principalmente
para resistir a tratamentos industriais estressantes que deterioram a estrutura do gel de
amido, como: temperaturas altas (hidrolise do gel de amido e diminuicdo da viscosidade),
baixas temperaturas (que ocasionam a sinerése do produto), condicbes de alta acidez
(desnaturagdo da estrutura do gel de amido) e fortes tensGes mecanicas (corte,
homogeneizacao, etc.) (Bermudez, 1997).

Para contornar os problemas de funcionalidade dos amidos nativos em uso
atualmente é realizada a préatica de modificagdo da molécula do polissacarideo, com fins de

alteracdo das propriedades funcionais para melhor adequacgéo as necessidades do mercado.

1.5 AMIDOS MODIFICADOS

De amido até glicose, todos os produtos podem passar por reacdes de modificacédo e
de conversao, conduzindo a producédo de moléculas com grau de complexidade variada. Por
processos fisicos e quimicos pode-se alterar o amido nativo, originando um produto com
novas propriedades ou corrigindo caracteristicas indesejaveis em relacdo a tecnologias ja
estabelecidas. Muitos destes amidos sdo modificados junto a prépria unidade extratora
(Cereda, 1983).

As principais razfes que levaram, segundo BeMiller (1997), aos processos de

modificacdo da molécula de amido estdo apresentados a seguir.

 Modificagcdo das caracteristicas de cozimento (gelatinizac&o);

e diminuicdo da retrogradagéo;

e reducdo da tendéncia das pastas em formarem géis;

e aumento da estabilidade das pastas ao resfriamento e congelamento;

e aumento a transparéncia das pastas ou géis;
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e melhorias na textura das pastas ou géis;
e melhorias na formacao de filmes;
e aumento da adesividade;

e adicdo de grupamentos hidrofébicos e introduzir poder emulsificante.

A modificacdo da molécula do amido € geralmente ativada através de processos de
derivatizagdo, como eterificacdo, esterificacdo, ligagdo cruzada, decomposicdo (hidrolise
acida ou enzimética e oxidacdo) ou através de tratamentos fisicos do amido, utilizando o
aguecimento ou a umidificacdo, conforme apresentado na Tabela 6. Estas modificacbes
alteram profundamente a gelatinizacdo dos granulos de amido nativo, assim como seu

comportamento quando na forma de pasta e sua retrogradacao (Singh et al., 2006).
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Tabela 6: Tipos de modificacdo da molécula de amido e técnicas de preparacao

Modificacéo Tipo

Técnica de Preparacao

Aquecimento

Fisica /Umidificacéo

1) Aquecimento do amido a temperaturas maiores do
gue a temperatura de gelatinizacdo, com umidade
insuficiente para causar o processo de gelatinizacéo.
2) Anelamento: aquecimento do amido a temperaturas
menores do que a temperatura de gelatinizacdo por
grandes periodos de tempo.

Pré-Gelatinizacao

Processo que utiliza cilindros aquecidos com vapor (Drum-

dryer) ou sistema spray-dryer.

Hidrolise parcial &cida

Tratamento com &acido cloridrico, orto-fosférico ou sulfurico.

Hidrolise enzimatica

parcial

Tratamento de uma solucéo aquosa de amido sob
temperaturas menores do que a de gelatinizagcdo com a

utilizacdo de uma ou mais enzimas amiloliticas.

. Tratamento com alcali
Converséao

Tratamento com hidroxido de sodio ou hidréxido de potéssio.

Oxidacao/Bleaching

O tratamento pode ser feito com &cido peracético e/ou
perdxido de hidrogénio, hipoclorito de sédio, cloreto de sodio,
permanganato de potassio, persulfato de aménia e didxido

de enxofre.

Piroconversao

(dextrinizacéo)

Tratamento com pirodextrinas, preparado por tostagem do

amido acidificado.

Eterificacdo

Esterificagdo com Oxido propilico.

Esterificagcédo
Derivatizacdo

1) Esterificacdo com anidrido acético ou acetato vinilico.
2) Esterificacdo com anidrido acético e anidrido adipico.
3) Esterificacdo com anidrido octenilsuccinico.

Ligacdo Cruzada

Fonte: (Singh et al., 2006).

1) A eterificacdo pode ser feita com: &cido orto-
fosférico, ortofosfato de s6dio ou potéassio e
tripolifosfato de sédio.
2) Esterificacdo com trimetafosfato de sddio ou
oxicloreto de fosforo
3) Combinacédo dos tratamentos 1 e 2

52



1.5.1 Amido modificado por Oxidag¢ao

O processo de modificagcdo do amido por oxidagdo origina grupos carboxila ou
carbonila através do rompimento dos anéis de glicose (Cereda, 1983). A ocorréncia da
hidrolise acarreta a redugcdo da viscosidade das pastas confeccionadas com este amido,
assim como alta claridade da pasta e a menor estabilidade da mesma a temperatura (Singh
et al., 2006).

Aparentemente e mesmo ao microscopio, os granulos de amido ndo apresentam
modificacdo, embora a coloragcéo seja ainda mais branca do que o amido né&o tratado, de
forma que pode-se cogitar que as reacfes de oxidacdo restringem-se as camadas amorfas
do granulo (Cereda, 1983).

O mesmo autor descreve que a reacdo é obtida pelo borbulhamento do gas cloro
através de uma solucédo de hidroxido de sodio a frio, com temperatura ndo superior a 30°C. A
partir dai, da-se a formacao de hipoclorito de sédio (NaOCI), com 5 a 10% de cloro ativo,
através do qual o amido é tratado. A reacdo pode ser paralisada a qualquer momento pela
adicdo de um agente neutralizante do cloro, tais como o bissulfito ou o tiossulfato. O pH é
mantido entre 8,0 e 10,0 e a concentracdo de amido ao redor de 20 a 24°Bourné. Apols a
reacdo o pH é ajustado entre 3,0 e 7,0 e a suspensédo é lavada, a fim de eliminar o sal, e

posteriormente seca.

1.5.2 Amido esterificado

Para a obtencdo de amido esterificado, trata-se uma dispersao de amido (24% p/p)
com anidrido acético ou succinico, por 5 horas a 40°C. Para tanto, esta dispersao deve ter,
previamente, seu pH ajustado para 8,0 a 10,0. Quando o grau de substituicdo desejado for

alcancado, a dispersdo € neutralizada e o amido é recuperado, lavado e seco (American
Maize Products Company, 1996).

1.5.3 Amido modificado por ligagdo cruzada (Reticulagéo)

O tratamento de ligacdo cruzada é alcancado quando se adiciona ligacdes inter e

intra-moleculares em localizagBes randdmicas no granulo do amido, atraves da utilizacao de
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um agente polifuncional, entre os quais citam-se: acido orto-fosférico, ortofosfato de sédio ou
potassio, tripolifosfato de sédio, epicloridina, vinil sulfona dipoxido, oxicloreto de fosforo e
dialdeidos (Singh et al., 2006; Cereda, 1996). Neste processo, formam-se tanto ligacdes éter,
quanto ligacBes éster inter-moleculares entre os grupamentos hidroxila da molécula do
amido, estabilizando e aumentando a mesma (Acquarone e Rao, 2003). As ligacbes
cruzadas reforcam as ligagbes normais dos granulos de amido, proporcionando alta
resisténcia a agitacdo mecanica e a altas temperaturas. O granulo, por sua vez, absorve
mais adgua sem romper-se e portanto apresenta picos de elevada viscosidade, sem quedas
posteriores (Cereda, 1983).

O amido reticulado, como também é denominado, pode ser preparado, segundo Gall
et al. (1977), através da preparacdo de uma solugédo aquosa de amido e solucado alcalina (pH
12,2), na proporcao massica de 1:1,5 e posterior agitacdo e aquecimento a 30°C, em reator.
A esta solucdo, segundo o autor, adiciona-se a epicloridina dissolvida na mesma solugdo
alcalina (0,075% p/p) pela parte inferior do reator. Apds duas horas, a reacdo é interrompida
através da reducdo do pH com acido cloridrico (0,5 N) e a solucdo centrifugada a 2000
rpm/15 minutos, sendo a fase liquida eliminada. O amido resultante é lavado em agua
destilada (0 dobro em relagdo ao seu volume) por duas vezes e apOs decantado e seco
(45°C) por 24 horas.

1.5.4 Amido Fosfatado

O acido fosforico pode reagir com o amido formando dois grupos de compostos: o
amido mono-éster-fosfato ou o amido di-éster-fosfato. Em ambos os casos é preparado pelo
aquecimento de uma mistura de amido ligeiramente iumido com solug¢do de &cido fosférico,
até proporcionar suspensdo com 40% de umidade. ApGs a mistura o amido é seco até 10% e
aquecido a 120-170°C por 1 hora, onde o binbmio tempo/temperatura proporciona diferentes
graus de fosfatacao (Cereda, 1983).

Os amidos fosfatados apresentam pasta mais branca, maior pico de viscosidade,
grande resisténcia a retrogradacdo e estabilidade a ciclos alternados de congelamento e
descongelamento, podendo ainda serem empregados como agentes emulsificantes, devido a

sua polaridade caracteristica (Stahl et al., 2007).
54



1.5.5 Amidos Hidrolisados

1.5.5.1 Amido Modificado por Hidrolise Enzimética

Quando na forma gelatinizada, o granulo de amido é facilmente hidrolisado por
enzimas. As principais enzimas utilizadas para este fim séo a alfa-amilase (endo-enzima que
ataca ligacoes alfa 1,4), a beta-amilase (exo-enzima que hidrolisa também ligacdes a-1,4) e
a glucoamilase (hidrolisa ligacbes a-1,4 e a-1,6) e pode produzir dextrose (Barros et al.,
1984).

Para este processo de hidrélise primeiramente se ajusta o pH da disperséao para 5,6 —
5,7 com acido ou alcali. A partir de entdo, adiciona-se a enzima (em torno de 0,02%, p/p de
amido) e procede-se o0 aquecimento da dispersdo sob temperaturas superiores a de
gelatinizagdo. Quando o grau de conversao for alcancado, de acordo com a viscosidade de
pasta a quente desejada, o pH é reduzido a 2,0 através da utilizagcdo de acido a fim de
desativar a enzima. Este pH é mantido por cerca de 10 minutos, procedendo-se o reajuste do
mesmo a neutralidade. O processo finaliza com o cozimento da dispersao de amido que tem
por objetivo a desativacdo da enzima residual (National Starch and Chemical Corporation,
1985).

1.5.5.2 Amido Modificado por Hidrélise Acida

A hidrélise &cida ocorre quando uma alta concentracdo de amido (30-40g/100g de
solidos) é tratada com &cido, sob temperaturas inferiores aquelas de gelatinizacédo (30-60°C,
variando com a espécie botanica), durante uma ou muitas horas de reacao, produzindo a D-
glucose ou dextrose, como € conhecida comercialmente. Os acidos minerais comumente
utilizados sao o cloridrico e o sulfurico (Sandhu et al., 2007). A hidrélise do amido depende
da consisténcia do granulo, acidez do meio, temperatura e duracdo da hidrélise. A
depolimerizacdo via &cido ndo € seletiva, mas pode-se dizer que a formacdo de mono e
oligossacarideos da-se pelo rompimento mais préximo ao final da cadeia. No primeiro
estagio da hidrolise a formacdo de D-glucose, maltose e maltotriose é mais ou menos

idéntica (Barros et al.,1984).
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No processo lento, o amido é tratado com 7,5% de &cido cloridrico em temperatura
ambiente por 7 dias, apds é lavado e seco. O tempo pode ser reduzido pelo aumento da
temperatura ou da concentracdo de acido. Nesta reacao, o amido (40-50% p/v) é suspenso
em agua acidulada (0,05 a 0,5N) e aquecido a 50-55 °C por 2 a 24 horas, sendo, apos o
tratamento, neutralizado, lavado e seco. Assim preparado é denominado amido de Lintner
(Cereda, 1983).

Desde muito tempo é conhecida a cinética da reacdo da hidrolise do amido. Esta
teoria, j& imensamente comprovada, diz que a reacdo inicia pela acdo do acido sobre a
regido amorfa do granulo, que € mais suscetivel & degradacdo, etapa esta que ocorre
rapidamente (French, 1973). Ap6s a etapa rapida, ocorre a hidrélise da regido cristalina,
reacdo com velocidade muito mais lenta. Robin et al. (1975) comprovaram esta teoria
através da realizacdo de uma recdo de hidrdlise acida de amido de batata, com é&cido
cloridrico 2,2 mol.I-1, a 35°C, por um periodo de 40 dias. Nesta ocasido, 0s cientistas
observaram que a porcentagem de amido solubilizado em relacdo ao tempo de hidrolise,
mostrou uma curva com dois estagios distintos. O primeiro (0 a 8 dias) com alta velocidade,
atribuido a hidrdlise da regido amorfa, e o segundo (8 a 40 dias), com baixa velocidade,
caracteristica da hidrélise da regido cristalina. O amido, que no final da reacao alcangou uma
taxa de 85% de hidrdlise, apresentou difractograma de raios-X similar ao nativo, com relacdo
a localizacdo dos picos, porém com maior intensidade, o que demonstrou o ataque
preferencial do acido na regido amorfa do granulo.

A hidrdlise &cida diminui a massa molar do polissacarideo inicial, aumentando,
consequentemente, o contetdo dos grupos aldeido livres. O amido hidrolisado via acido nao
apresenta mudancgas significativas em sua forma granular, tem birrefringéncia similar e a
mesma solubilidade em &gua fria do amido nativo (Donovam e Berkeley, 1980). Entretanto
apresenta menor viscosidade de pasta a quente, maior relagdo viscosidade fria/ viscosidade
a quente (poder de gelificacdo), maior nimero de alcali, menor viscosidade intrinseca, menor
afinidade com o iodo, incremento na solubilidade em agua a temperaturas inferiores a da
gelatinizacao (Radley, 1976) e reducao do fen6meno de sinerese (Whistler & Daniel, 1990).

De forma geral, quando o tempo de reacdo da hidrélise é aumentado, a zona cristalina
do amido é aumentada, enquanto o seu conteido de amilose é reduzido. Também se pode
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comentar que o ataque acido é conhecido como influenciador do fenédmeno de gelatinizacdo
do amido (Sandhu et al., 2007) resultando em uma maior temperatura de gelatinizacao
(Radley, 1976) , tanto da temperatura de inicio da gelatinizacdo(T,) quanto da temperatura
do pico endotérmico(Tp) quando comparado a um amido nativo (Jenkins & Donald, 1997).

A partir da reagdo de hidrélise parcial acida ou enziméatica do amido podem ser
obtidas maltodextrinas com baixo valor de dextrose equivalente (DE). O DE é expresso como
a porcentagem de hidrélise das ligacBes glicosidicas e indica o poder redutor (Setser &
Racette, 1992).

As maltodextrinas, por sua vez, sdo, em sua maioria, apropriadas como substitutos de
gordura devido as suas propriedades de retencdo de umidade, viscosidade e por apresentar
mouthfell (sensac¢do na boca) similar a gordura (Best, 1991). Como consequéncia da sua
presenca, em formulacdes de bolos, tem-se o aumento no teor de solidos solluveis, com
inibicdo da cristalizagdo do amido e um maior controle do ponto de congelamento (Candido e
Campos, 1996). As maltodextrinas de DE baixa (< 6,0), possuem propriedades mais
préximas ao amido nativo e apresentam baixa umectancia, sendo utilizadas de maneira mais
efetiva como substitutos de gordura. J& aquelas com altos valores de DE (entre 6,0 e 25,0),
geralmente utilizadas em formulagcbes de coberturas para carnes empanadas oferecem
aparéncia atraente e umidade a carne durante o0 cozimento, caracteristicas que se
assemelham as dos xaropes de milho (Setser e Racete, 1992; Yang e Xu, 2007).

Zambrano e Camargo (1999) em seu estudo com amido de mandioca modificado por
hidrdlise parcial 4cida, constataram que em altas condigdes de tempo e/ou concentragdes de
acido ndo houve a formacdo de gel a partir do amido modificado, devido ao alto grau de
hidrdlise gerado e desta forma o0 uso como substituto de gordura foi inviabilizado. Salienta-se
gue estas condicdes foram encontradas em trés combinacdes de tempo e concentragao de
acido: 3,0% de HCI/9 horas, 4,5% HCI/6 horas e 4,5% de HCI/ 9 horas. Entretanto foram
citadas patentes (National Starch and Chemical Corporation) onde amidos com DE entre 5,0
e 8,0 formaram géis termorreversiveis de consisténcia variada (pastosa ou suave cremosa)
apropriados para substituir gordura e 6leo em alimentos. Desta forma, anélises de formacao
de gel e termorreversibilidade do gel s&o complementares para a definicdo dos parametros
da reacao de hidrélise parcial acida, quando se objetiva esta aplicacéo.
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1.6 APLICACOES DO AMIDO NA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

Na industria alimenticia os amidos e derivados séo utilizados como ingredientes,

hY

componentes basicos ou aditivos de produtos, visando a melhoria do processo de

fabricacao, apresentacao ou conservacédo dos mesmos. Os produtos oriundos dos processos

de hidrdlise, por exemplo, sdo utilizados na industria de balas, doces, chocolates, bolos ,

pastelaria, assim como na industria de geléias e sobremesas devido as propriedades

higroscépicas, anti-cristalizantes (do acucar) ou adogantes. Da mesma forma sao utilizados

os derivados de processos de isomerizacédo do amido (Franco et al., 2002).

1.6.1 Aplicacao do amido nativo

No Brasil, dois tercos da fécula de mandioca produzida s&o utilizados na indastria

alimenticia, na forma nativa. As principais industrias/setores alimenticios que utilizam o

amido e/ou a fécula na forma nativa segundo Franco et .al (2002) sédo apresentadas a seguir:

Frigorificos: a fécula de mandioca é muito utilizada como enchedor carneo, isto
é, um ingrediente que aumenta a CRA (Capacidade de Retencédo de Agua) e
consequentemente reduz custo, aumentando o rendimento. As gomas
carragenas e as proteinas de soja podem ser utilizadas com a mesma funcao,
produtos altamente competitivos, ja que a fécula possui problemas como
variagao de preco.

IndUstria de Biscoito: neste caso, o0 amido é utilizado na matéria prima (farinha),
para padronizar o teor de gluten da mesma, na propor¢éo de 15 a 20% sobre o
peso da farinha. Este procedimento confere biscoitos mais leves e mais
agradaveis ao paladar.

IndUstria de Macarrdo: a fécula de mandioca diminui o tempo de coc¢édo das
massas frescas e secas. Em geral a substituicdo das farinhas pela fécula se da
em torno de 25 a 50% (dependendo do teor de glaten), resultando também, em

maiores rendimentos, pela CRA da fécula (ja comentada) e pelo mantimento do
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seu peso, apos a etapa de secagem, no caso de confecgdo de massas secas.
Também observa-se que a utilizacdo de féculas em massas reduz a coloragéo
amarelada do produto final e melhora a digestdo do mesmo, sendo portanto,
bastante indicada ao publico infantil e idoso.

Industria de Sobremesas: o amido nativo é utilizado como espessante, em
mistura com leite, na base de 1 a 2%, dependendo das caracteristicas do
produto.

IndUstria de logurtes: utilizado para substituir a gelatina, outro ingrediente
utilizado para obtengédo de um produto final mais cremoso.

IndUstria de Snacks: apenas alguns snacks utilizam o amido nativo na sua
composicao, normalmenmte aqueles elaborados com amendoins (“‘ovinhos” de
amendoins ou amendoins japoneses). Para estes produtos utiliza-se cerca de
20 a 35%.

IndUstria da Panificacdo: a utilizagdo de farinhas mistas na obtencdo de
produtos de panificacdo j4 é bastante difundida em varios paises. O uso de
fécula de mandioca em farinhas mistas para paes, na propor¢do de 10 a 15%
sobre o peso de farinha oferece as seguintes vantagens: cor mais clara do
produto final, retardamento do fendmeno de retrogradacdo do amido
(envelhecimento), maior absor¢do de agua pela massa, miolo com mais
umidade, entre outras.

IndUstria de Chocolates e Bombons: muito utilizado na producdo de wafers,
para diminuir a forgca do glaten.

Industria de Balas e Caramelos: os amidos nativos em p6é sédo usados nos
moldes para a producédo de balas e caramelos, para absorver a umidade dos
moldes.

Indlstria de Sopas: as féculas de batata sédo preferidas como espessantes de
sopas desidratadas, pois tém baixa temperatura de formacéo de pasta e
permite a consisténcia cremosa procurada para uma sopa depois de cozida.
Normalmente utiliza-se um amido com baixa umidade (6 a 12%) para atuar

como protetor de umidade para outros elementos desidratados das sopas.
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Como pode-se observar existem indameras utilizacbes para os amidos nativos,
entretanto pela sua limitacdo funcional, pois geralmente s&do insolUveis em agua fria,
instaveis frente a ciclos de congelamento/descongelamento e muito susceptiveis a
retrogradacao, o seu uso é bastante limitado (Limberger et al., 2008). A industria conseguiu
contornar estas limitagdes através dos processos de modificagdo, e assim o uso do amido

estendeu-se bastante, o que é mostrado no item que segue.

1.6.2 Aplicagdes do amido modificado

As modificacdes ajudam a estabilizar a viscosidade, aumentar a transparéncia da
pasta e as propriedades emulsificantes. Dependendo do tipo de modificacdo que é feito na
molécula do amido, uma ou mais propriedades funcionais sédo alteradas, o que favorece a
sua aplicagcdo em uma nova gama de produtos, que anteriormente, antes da modificacao,
nao aconteceria.

De maneira geral, estes amidos atuam como estabilizantes e/ou emulsificantes
(gerando a estabidade da emulséo) e proporcionam cremosidade, auxiliando na retencdo de
umidade e melhorando a claridade da pasta, o sabor, a textura, a vida util e o valor
nutricional de bolos, cookies, recheios, pées, e outros (Lunardini, 2008; Zambrano e
Camargo, 1998).

Geralmente sédo produzidos a partir de amido de batata, milho, aveia, trigo, mandioca
e arroz, sendo a origem do amido, o tipo e o grau de modificacdo fatores determinantes das
caracteristicas fisicas de termorreversibilidade, capacidade de gelificar, resisténcia ao
aquecimento, cisalhamento e a pH baixos (Monteiro et al., 2006).

Em bolos e derivados, a utilizacdo de amidos modificados proporciona uma melhora
significativa na estrutura celular, no aumento do volume da massa, além de contribuir com
propriedades de retencdo de umidade no produto final, aumentando sua vida util sensorial.
Isto ocorre devido ao fato de que o envelhecimento (staling) que comega assim que o

forneamento é completado e se inicia o resfriamento, € retardado pela menor tendéncia do
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amido modificado a retrogradacdo, fendmeno que tem como consequéncia a sinerése e o
endurecimento precoce do produto (Lunardini, 2005).

Comercialmente estdo disponiveis no mercado inameros produtos com essas
finalidades, alguns nomes séo: Frigex (National Starch), Gel “N” Creamy (National Starch),
Instant Puré Flo (National Starch), Instant Stellar™, Leanbind (National Starch), Farinex™,
Amalean [, Puré-Gel [, Inscosity [,_ehtre outros (Monteiro et al., 2006).

Para o uso como substitutos de gordura especificamente sdo recomendados amidos
com um contetdo médio de amilose de 20%, com baixos teores de lipidios e proteinas
aderidas a superficie, que formam pastas claras e que possuam sabor neutro (Vanderveen e
Glinsmann, 1992). Estas caracteristicas sdo encontradas, segundo Zambrano e Camargo
(1999), em destaque, nos amidos de mandioca, embora o presente trabalho aponte o amido
de pinhdo como uma forte alternativa para este uso.

A Tabela 7 mostra outras utilizagdes para diferentes amidos modificados.
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Tabela 7: AplicagBes dos amidos modificados na indastria de alimentos

R Funcéao do . - ~ Caracteristicas nao
Industria am%do Tipo de Modificagao desejadas do amido nativo
N&o resistem a baixas
Espessante Oxidagéo, Pre- temperaturas, pois retrogradam
Sorvetes ” L ~ . .
Estabilizante gelatinizagao, fosfatacéo mais facilmente, gerando
sinerese.
Pudins e Espessantes Ligacdo Cruzada e Pré- Apds cozido ndo apresenta a
Sobremesas gelatinizagao textura suave recomendada.
N&o resistema T altas e
corte. A quebra dos granulos
Extrusados Ligacao C_:r_uzada deixa a massa grudenta e
Pré-gelatinizacédo favorecem a perda da
Capacidade de Retencao de
Agua.
Balas e Agentes Aciglo modificados elc\e/\llzgzszqduidn%g Stlijlcieznatlgomcu(;trﬁ
Caramelos Ligantes Pré-gelatinizados altos teores de solidos.
Sopas e Espessantes _ Ofidagéo N&o retém alt_a} umi~dade apos
Conservas Ligacao Cruzada a esterilizacao
Resisténcia a alta acidez e a
Molhos Espessante Ligacao Cruzada acao mecanica durante a

Fonte: Alexander (1996).

homogeneizacao do molho.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Em vista do exposto na revisao bibliografica realizada, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar uma nova fonte de amido a partir de semente de Araucéria angustifolia, através
de um estudo detalhado da metodologia de extracdo do amido de pinh&o, das caracteristicas

fisico-quimicas, funcionais e reoldgicas do granulo e de sua modificacao estrutural.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer uma metodologia para a extracdao do amido de pinhdo com alto teor de
pureza.

e Avaliar a eficiéncia da eliminagdo das proteinas através dos diferentes métodos de
extracdo testados via andlise de espectroscopia de fluorescéncia intrinseca dos
sobrenadantes obtidos das lavagens da extragdo e de determinacgéo de proteinas no
amido extraido.

e Avaliar mudancas morfologicas e estruturais do granulo de amido apds a extracao
com alcali, em diferentes concentracdes.

e Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do amido de pinhdo nativo.

e Determinar as isotermas de sor¢cao do amido de pinhao nativo.

e Realizar a modificagédo do granulo de amido do pinh&o via hidrolise acida.

e Otimizar as condi¢des da reacdo de hidrdlise acida via Metodologia de Superficie de
Resposta.

e Avaliar as mudancas reolégicas e funcionais do amido de pinhdo hidrolisado por
acido, em comparacdo com o amido nativo de pinhdo e milho, assim como com o

amido de milho modificado pela técnica estabelecida
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE EXECUGAO

O presente trabalho foi desenvolvido nos laboratérios de Engenharia de Processo em
Alimentos e Bioquimica e Microbiologia Aplicada, do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da UFRGS, no Laboratério de Tecnologia em Engenharia Quimica (LATEQ) do
Departamento de Engenharia Quimica da UFRGS, no Laboratoério de Reatividade e Catalise
do Instituto de Quimica da UFRGS, no Laboratério de Microscopia Eletronica da UFRGS e
no Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS), em Campinas (SP).

3.2 MATERIA PRIMA

As sementes de Araucaria angustifolia (pinhdo) utilizadas foram adquiridas em
mercado local (Porto Alegre, RS), selecionadas, lavadas com agua corrente para a retirada
das sujidades, secas a temperatura ambiente durante 24 horas e colocadas em sacos de
polietileno de 2,0 kg, seladas, e armazenadas em freezer doméstico. Foi utilizado pinh&do das
safras 2006 e 2007.

O amido de milho nativo utilizado foi da marca comercial Maisena ®, adquirido em
mercado local (Porto Alegre, RS) e armazenado a temperatura ambiente, conforme
orientagdes do fabricante. Teve-se o cuidado de coordenar a data de fabricagdo do amido de
milho com a data de obten¢do do amido de pinhdo para analises comparativas.
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3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS PARA A EXTRAGAO DO AMIDO E PRODUGAO DE FARINHA DE
PINHAO

3.3.1 Obtencéo da farinha de pinhao

Na elaboracdo da farinha foi utilizado pinhdo da safra 2006, estocado & — 5°C em
sacos de polietiieno até o uso, conforme item 4.2. As sementes foram descascadas
manualmente, sendo também retirada a pele interna e cortadas em rodelas uniformes com
aproximadamente 5 mm de espessura. Posteriormente, foi realizada a desidratacédo das
rodelas de pinhdo em secador de bandejas, a 70 °C durante 10 horas. O produto seco foi
moido em moinho de martelos marca Fritsch - Pulverizette, e peneirado em malha Tyler N°
35. Este foi disposto em embalagens de polietileno contendo aproximadamente 500 gramas,
fechada hermeticamente com selador marca Barbie e armazenada a temperatura ambiente

até utilizacao.

3.3.2 Extracao do amido

A extragdo do amido de pinh&o foi feita utilizando pinh&o das safras 2006 e
2007, com solugbes, através de trés protocolos diferentes, a fim de determinar o melhor
método a ser utilizado. No primeiro protocolo, o pinhdo descascado foi desintegrado em
liquidificador domeéstico com adicdo de agua na propor¢do 1:2, por 1,5 minutos. Apos a
desintegragcéo, o material foi passado por peneiras de 60 e 200 mesh, sendo o permeado
lavado quatro vezes em 4gua, a 5 °C. ApoOs cada lavagem, uma etapa de decantagao (por
30-40 minutos), sob refrigeragédo (5°C), foi realizada. Finalmente, o amido extraido foi seco
em estufa a 40 °C, por 3 dias, conforme realizado por Leonel et al.(2003) e apos resfriamento
foi passado por moinho de martelos marca Fritsch - Pulverizette, com tamanho de malha
Tyler N° 35, & velocidade de 8000 rpm. Para os outros dois protocolos de extracdo
realizados, o procedimento foi idéntico ao descrito por Leonel et al. (2003), com excec¢ao de
que, em um deles, 0,1M de NaOH (Merck) foi adicionado tanto a agua da extracdo, como a
agua das lavagens e, no outro, 0,05 M de NaOH.
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3.4 AVALIAGCAO DOS PROTOCOLOS DE EXTRACAO DO AMIDO DE PINHAO

A fim de avaliar qual o protocolo mais indicado para a obtengcédo do amido de pinhé&o,

considerando a pureza da amostra, realizaram-se as analises indicadas a seguir.

3.4.1 Rendimento do método de extragdo em amido

O indice de aproveitamento da semente de pinh&do foi calculado de acordo com a
equacao 4.1, a partir de 400 g sementes de pinhdo com casca. O rendimento do amido de
pinhdo apos a extragdo (item 4.3.1) foi calculado de acordo com a equagédo 4.2. , para os trés
protocolos de extracdo testados, a partir da semente sem casca.

Massa do Pinh&o sem Casca (g) <100

indice de aproveitamento da semente (%) = —
Massa do Pinh&o com Casca (g) (4.1)

Massa do Amido Seco apés Extracdo (g) , ;.

Rendimento do pinh&o em amido (%) = Mas= do Pinhao som Casca (g)
(4.2)

3.4.2 Analises Fisico-quimicas

Todas as andlises fisico-quimicas descritas foram realizadas em triplicata e os

resultados expressos como valor médio + desvio padrao.

3.4.2.1 Umidade

O conteudo de umidade foi calculado através da perda de massa apds 0 aquecimento

da amostra a 105 °C de acordo com os métodos padrdo de anélises AOAC (1990).
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3.4.2.2 Proteina

A quantificacdo da proteina residual foi determinada pelo método Kjeldahl de acordo
com o protocolo 2055 da AOAC (1990). Para isso a amostra foi digerida com solugéao
sulfocuprica, destilagéo utilizando hidroxido de sédio e titulagdo com acido sulfarico. O fator

de correcao utilizado foi %N x 5,75.

3.4.2.3 Lipidios

Os lipidios (matéria graxa) foram extraidos em um extrator Soxhlet de acordo com
AOAC (1990), utilizando éter de petroleo para a extragao.

3.4.3 Espectrometria de Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia intrinseca dos sobrenadantes, obtidos apds cada
lavagem, foi realizada a fim de determinar a quantidade de proteina removida durante a
extracdo e, assim, avaliar a pureza do amido extraido. As andlises foram realizadas em
espectrofotometro (Hitachi F-4500) operando entre 250 e 650 nm e usando excitagao, no
comprimento de onda de 350 nm. Os sobrenadantes obtidos durante apos as lavagens foram
utilizados sem diluicdo utilizando uma célula de quartzo 6ptica, de acordo com Thys et al.
(2008).

3.4.4 Microscopiaeletronica de varredura

As caracteristicas e mudancas morfolégicas do amido, obtido apos as diferentes
formas de extracdo (dgua e &lcali) e da farinha de pinhdo foram detectadas através de
microscopia eletrbnica de varredura (MEV), utilizando um microscopio JEOL JSM-6060
(JEOL, TOkio, Japéao) (Laboratério de Microscopia Eletronica - UFRGS), operando a 8kV. As
amostras secas foram afixadas em suportes de cobre, através de uma fita adesiva dupla-
face e posteriormente metalizadas com ouro (Au), metodologia empregada por Thys et al.
(2008). As fotomicrografias foram obtidas através de um aumento de 2000 e 4000 vezes.
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3.4.5 Microscopiade Forgca Atdmica (MFA)

A andlise de MFA foi realizada no Laboratério Nacional de Luz Sincroton (Campinas,
Séo Paulo). Aliquotas de amido de pinhdo em suspenséo (5 mg/ml) foram depositadas sobre
placas e secas a temperatura ambiente. Posteriormente as amostras foram analisadas em
microscépio (DI Nanoscopio lll) operando em modo nao-contato. As imagens foram
capturadas no ar, a temperatura ambiente, com 40% umidade relativa, conforme realizado

por Thys et al. (2008), recomendado por Horcas et al.(2007).

3.4.6 Difracao de raios- X (DRX)

Os experimentos de difractometria de raios-X foram utilizados a fim de estimar as
fracOes cristalinas e amorfas em cada amostra de amido extraido através das diferentes
formas (4gua, alcali a 0,1M e a 0,05M). A andlise também foi realizada no Laboratério
Nacional de Luz Sincroton (Campinas, Sao Paulo), de acordo com Thys et al. (2008).

O indice de cristalinidade das amostras foi quantitativamente estimado através do
método de Nara e Komiy (1983), através de plotagem computacional (realizada pelo proprio
software do equipamento) de uma curva conectada a linha base dos picos do difractograma
(Figura 13), onde a &rea acima da curva é a porgao cristalina e a area entre a curva e a linha
base linear conectada aos pontos de intensidade 26 igual 30° e 20 igual 4 ° é a fracdo
amorfa. A areas dos picos do difractograma (Ac), assim como a area compreendida entre a
curva solida e a linha base (Aa) foram integradas utilizando o software Smadchrom (Morgan
and Kennedy Research, Australia). A razao entre estas areas € o indice de Cristalinidade,

calculado pela equacao 4.3. Estas areas séo indicadas na Figura 14.

N (4.3)
(Ac+ Aa)
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Figura 14: Célculo do indice de cristalinidade, onde Aa € a area referente a fracao
cristalina do polimero e Ac, a area refrente a fragdo amorfa do polimero.

Fonte: Shujun et al. (2007)

3.5 CARACTERIZACAO DO AMIDO NATIVO EXTRAIDO

E conhecido como amido nativo, o polissacarideo extraido através do uso de agua ou
outro solvente, que ndo tenha sido submetido a processos que modifiguem a sua molécula,
estruturalmente.

Neste trabalho, o amido nativo refere-se ao polissacarideo extraido com agua
(processo descrito no item 4.3.2), com o qual foram realizadas as analises a seguir.

3.5.1 Amido

A quantificacdo do amido no material obtido foi realizada através de metodologia para
analise de amido do Instituto Adolfo Lutz (1985), a fim de determinar o teor de amido do

material extraido e conseqlentemente a sua pureza. A andalise tem como principio a
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deteccdo da glicose (pelo método de Lane-Eynon) produzida através de hidrélise da
molécula de amido presente na amostra, em autoclave (pH 4,75, 30 minutos).

3.5.2 Amilose

A guantidade de amilose presente no amido do pinhdo nativo foi detectada através do
método espectrofotométrico, recomendado por Williams et al. (1970), viabilizado pela reacéo
da amilose com o iodo, que forma um complexo de coloracdo azulada. Para tanto 20 mg de
amido foram dissolvidos em 10 ml de KOH (0,5 M), sendo a dispersao transferida para um
baldo volumétrico de 100 ml, sendo o volume do mesmo completado com agua. Uma
aliguota de 10 ml da dispersao foi pipetada em baldo volumétrico de 50 ml, onde foram
adicionados 5 ml de HCI (0,1M), seguidos de 0,5 ml de reagente iodina. O volume foi diluido
em 50 ml e a absorbéancia foi medida a 625 nm. A medida da amilose foi determinada a partir

de uma curva padréo usando misturas de amilose e amilopectina comerciais.

3.5.3 Cinzas

O conteudo de cinzas foi determinado por incineragdo do material em mufla a 550 °C,
de acordo com a AOAC (1990), método n° 923.03.

3.5.4 Fibra bruta

O conteudo de fibras foi determinado de acordo com a AOAC (1990), método n°

962.09, através de digestao acida e basica da amostra desumidificada e desengordurada.

3.5.5 Microscopia 6tica

A microscopia 6tica do amido de pinh&o foi realizada em microscépio 6tico marca
Olympus CX 40 (Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japéao). As amostras foram preparadas
através da dispersao do amido em agua, de acordo com Stahl et al. (2007), e colocadas
sobre laminas de microscépio cobertas com uma gota de solucao de glicerina, para evitar a
sua evaporacdo. A seguir foram cobertas por uma laminula e apdés uma hora de repouso

foram observadas ao microscopio sob luz polarizada.
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Uma camera nao digital, acoplada ao microscépio, foi utilizada para capturar a
imagem, utilizando um filme colorido comercial (Fuijifilm, 135 mm, Asa 100). Para avaliar as
mudancas geradas no granulo de amido, pelo seu aquecimento, a lamina contendo a
amostra foi colocada sob uma chapa com aquecimento controlado, onde foi possivel gerar
uma rampa de aquecimento (35 — 80 °C). As fotomicrografias foram capturadas sob um

aumento de 200x.

3.5.6 Determinacéo das isotermas de sorgéo

Os dados de sor¢cdo foram determinados utilizando o método gravimétrico,
recomendado como método padrdo (Speiss e Wolf, 1983), que consiste em colocar as
amostras em ambientes com umidades relativas conhecidas e constantes, deixando-as até
atingir o equilibrio e determinando-se nessa condi¢do a umidade das amostras. Para tanto,
utilizaram-se solugdes salinas saturadas no interior de frascos hermeticamente fechados,
gue, sob determinada temperatura, conferiam ao interior de cada frasco uma umidade
relativa de equilibrio conhecida. Os sais utilizados foram os mesmos que 0s empregados por
Cassini et al., (2006) e Cladera-Olivera et al. (2008): cloreto de litio, acetato de potassio,
cloreto de magnésio, carbonato de potassio, nitrito de potassio, cloreto de sédio, cloreto de
potassio, cloreto de bario e sulfato de cobre, cujos valores de umidade relativa para cada sal
a cada temperatura sao apresentados na Tabela 8. Frascos de vidro contendo as amostras
de amido foram colocados em triplicata no interior dos recipientes hermeticamente fechados,
contendo na sua parte inferior a solugao saturada, e estes foram acondicionados em camara
termostatica com circulagdo interna de ar (marca Tecnal, modelo TE-381 com faixa de
operacéao entre — 10°C e 50°C + 0,3°C). Para evitar o crescimento de fungos nos recipientes,
em ambientes cuja umidade relativa era superior a 50%, foram colocados, nos seus
interiores, dois pequenos frascos contendo 1 ml de tolueno. Ap6s duas semanas, foram
pesadas as amostras a cada 5 dias até a verificacdo de que ndo existia mudanca
significativa no peso (<0,0005 g) considerando que as amostras tinham chegado ao
equilibrio. Ao alcancar o equilibrio, a umidade das amostras foi determinada. Os
experimentos de sorgéo foram realizados nas temperaturas de 10, 20, 30 e 40°C.
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Tabela 8: Solucdes salinas saturadas utilizadas na determinacéo das isotermas de adsorgéo
de amido de pinhao.

Umidade Relativa (%)
Sal 10°C 20°C 30°C 40°C
LiCl 0,113 0,112 0,112 0,110
CH3COOK 0,235 0,230 0,220 0,210
MgCl, 0,335 0,332 0,325 0,317
K2COs3 0,440 0,430 0,430 0,430
NaNO, 0,675 0,655 0,635 0,615
NaCl 0,760 0,755 0,755 0,755
KCI 0,870 0,853 0,835 0,820
BaCl, 0,914 0,907 0,900 0,893
CuSOq4 0,978 0,973 0,968 0,962

Fonte: Young (1976).

3.5.7 Determinacéo das propriedades termodinamicas

Os dados experimentais de sorcdo obtidos foram ajustados aos modelos
apresentados na Tabela 8 utilizando o médulo de andlises de regressdo nédo linear do
programa Statistica 7.0 (Statsoft, USA, 1995). Foram empregados dois métodos de
otimizacdo (Gauss-Newton e Lenvenberg-Marquardt) e valores iniciais diferentes, para os
parametros da equacéo, para garantir a convergéncia. Para avaliar a qualidade do ajuste de
cada modelo, foram utilizados o coeficiente de regressdo (r’) e o erro médio relativo (EMR),
definido como:

EMR =

100 &, [ X = X
Z‘ - ] (4.4)

i=1 e

onde Xe e X, sdo, respectivamente, a umidade de equilibrio experimental e predita pelos
modelos (kg agua. kg™ sélidos secos) e, N, o nimero de pontos experimentais. Geralmente é
considerado que valores de EMR menores do que 10% indicam um ajuste adequado
(Lomauro et al., 1985).
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3.5.7.1 Calculo da entalpia e da entropia diferenciais de sor¢ao

A entalpia diferencial de sorcdo foi calculada através da seguinte equacgédo, derivada
da equacéo de Clausius-Clapeyron (Tsami, 1991):

_ ol 9In(aw)
h= R{a(llT)L (49

Cuja solucéo é:

Ah AS
4+

(Inaw), =- =

(4.6)

Onde aw é a atividade de &gua, 4h a entalpia diferencial molar de sor¢do (kJ mol™),
A4S a entropia diferencial de sorcdo (kJ mol™ K*), R a constante universal dos gases (kJ mol™

K1), X a umidade de equilibrio (kg &gua kg™ sélidos secos) e T a temperatura absoluta (K).

As entalpias (4h) e entropias (4S) diferenciais de sor¢cdo foram calculadas através da
Eq. (4.5) utilizando a andlise de regressao linear onde os valores de aw e T, para cada nivel
de X foram obtidos a partir do modelo de isoterma de sor¢cédo que melhor se ajustou aos
dados. Esse procedimento foi repetido para diferentes umidades a fim de determinar a
dependéncia de 4h com a umidade de equilibrio. Considerou-se que 4h ndo varia com a
temperatura e requer dados de modelos de isotermas no minimo em trés temperaturas
(Tsami, 1991).

3.5.8 Sinerese do amido de pinh&o nativo

O grau de sinerese foi determinado pelo método descrito por Biliaderis (1982) através
da determinacdo da agua exsudada de uma pasta de amido a 5% preparada por
aquecimento a 95°C, com agitagdo por 30 minutos. Apéds a formagdo do gel do amido, as

73



mesmas foram armazenadas em sacos plasticos selados, a fim de estabelecer um equilibrio
entre 0 gel e o exsudado. As medidas foram realizadas aos 7, 14, 21 e 28 dias de
armazenamento a 5°C, através da pesagem da massa da agua liberada ao verter os sacos
onde as amostras se encontravam. Também foi realizada essa analise para o amido de
milho nativo.

A guantidade de agua exsudada foi expressa como a porcentagem de peso do
sobrenadante que se encontra por cima da superficie da suspensdo, de acordo com a
equacao 4.7.

Massa de Agua do Sobrenadante (g)
Massa total da Pasta (g)

% Snerese = %100 4.7)

3.6 MODIFICACAO QUIMICA DO AMIDO DE PINHAO NATIVO

3.6.1 Modificacdo do amido de pinh&o via hidrélise acida para obtencdo de um
substituto de gordura

A reacgdo de hidrdlise foi realizada utilizando o método proposto por Mun e Shin (2006)
com algumas modificagBes (descritas abaixo) utilizando o amido de pinhdo extraido com
agua. O método consiste na imersdo do amido (10 g) em acido cloridrico em solug&o (40 ml),
sob temperaturas inferiores a gelatinizacdo do amido (45 a 55°C) e agitacdo mecéanica (150
rpm). Ap6s a hidrélise, a dispersao foi ajustada a pH 5,5 com NaOH (1 mol.I""), sob agitac&o.
A seguir a dispersao foi centrifugada (2000 rpm/10 min/25°C), e realizada uma lavagem com
agua (40 ml), seguida de nova centrifugacao para recuperar o amido. O sobrenadante obtido
foi ajustado a pH 7,5 com NaOH (1 mol.I'!) para determinacéo do equivalente de dextrose
(DE) e o amido foi seco em desidratador de circulacdo de ar forcado a 45°C, durante 3 dias,
até a umidade alcancar 11-13%.

Em reacdes de hidrolise parcial acida normalmente se utilizam condi¢bes baixas de
temperatura e concentracdo de acido, com tempos de rea¢do muito longos, em torno de 30
dias (Mun e Shin, 2006). Como forma de obter uma maior aplicabilidade do processo de
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modificacdo &cida em niveis industriais, buscou- se estudar, primeiramente, o tempo de
reacdo, em uma faixa de 3 a 9 horas, utilizando condicées de 37°C e 2,2 mol.I"* realizado.
Este estudo teve por finalidade determinar o tempo onde é possivel gerar uma hidrdlise que
leve a formacdo de maltodextrinas com 2,0 <DE< 6,0, valor este recomendado por Yang e
Xu (2007) para que o amido modificado tenha aplicabilidade como substituto de gordura em
alimentos.

Os niveis de temperatura e concentracdo de HCI foram posteriormente estudadas
através de planejamento experimental, utilizando a Metodologia de Superficie de Resposta
(MSR) tendo como resposta o teor de agucares redutores (DE), a taxa de hidrdlise e as
analises de formacdao, fusdo e termorreversao do gel (itens 4.6.1.2, 4.6.1.3 € 4.6.1.4).

Para tanto foi empregado um planejamento experimental que consistiu em um
experimento fatorial 2° com um ponto central, conduzido através de um desenho completo
aleatério (DCA), onde os fatores estudados foram temperatura e concentracdo de acido
cloridrico. A Tabela 9 apresenta os niveis de cada fator e o total de tratamentos. O tempo

empregado foi obtido no experimento anterior.

Tabela 9: Matriz e niveis dos fatores estudados e total de tratamentos realizados

Tratamento Valores Valores
Codificados Reais
X1 X2 | Temperatura | Concentragéo
(°C) HCI (mol. I
1 -1 -1 30 1,2
2 +1 -1 44 1,2
3 -1 +1 30 3,2
4 +1 +1 44 3,2
5 0 0 37 2,2

Os niveis foram escolhidos a partir dos dados empregados por Mun e Shin (2006),
Shujun et al.(2007) e Kim et al.(1996), que relatam que a faixa de temperatura de 30 a 44°C
e de concentracdo de &cido de 1,2 a 3,2 mol.I'* sdo as mais indicadas para o processo de
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hidrélise acida. O conhecido amido de “Lintner” é produzido sob estes parametros de
hidrélise (2,2 mol.I* e 30-40°C) (Mun & Shin, 2006).
A resposta, teor de agucares redutores foi determinada através da analise de dextrose

equivalente.
A equacdao da superficie de resposta foi predita a partir da equacgéo 4.8:
Y =b, +bx; +b,x, + b, X;X, (4.8)

Onde:

Y é a concentracdo de agucares redutores (DE, em mg.ml™),

bo b1 b, e by, s&o os coeficientes da equacéo

X1 € o0 valor codificado do fator temperatura, x, € o valor codificado do fator

concentracdo de &cido cloridrico e xix; € a interagéo entre estes fatores.

A andlise de regressdo foi realizada através do software Statistica, versao 7.0
(StatSoft).

Para fins de comparacgéo da susceptibilidade do amido de pinhdo nativo a reacao de
hidrolise &cida, foi realizada também a modificacdo via hidrélise 4cida do amido de milho
comercial (Maisena ) Os parametros utilizados na reacéo de hidrélise (concentracéo de
acido e temperatura) foram os valores 6timos da reagéo de hidrélise para o amido de pinhéo,

apos a realizacdo do planejamento fatorial.
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3.7 ANALISES Fisico QUIMICAS E FUNCIONAIS REALIZADAS NO AMIDO MODIFICADO DE PINHAO

3.7.1 Dextrose Equivalente (DE)

O equivalente de dextrose (DE) é um termo convencional utilizado para descrever o
grau de hidrélise do amido e € expresso como a porcentagem de acucares redutores
presentes (American Maize Products Company, 1992). A determinacdo de acuUcares
redutores foi realizada pelo método do acido dinitro-salicilico (DNSA) (Miller, 1959). O
sobrenadante obtido apds recuperacdo do amido hidrolisado, foi ajustado a pH 7,5 com
NaOH 1 mol.I"* (ver item anterior) e analisado em espectofotdmetro (Shimadzu U-1100) com
comprimento de onda de 540 nm. O teor de dextrose equivalente foi obtido através de uma
curva padrdo previamente realizada através de solucdes de diferentes concentragBes de
glicose (mg glicose/ml solucéo) (Anexo 1).

3.7.2 Testes de Formacao, Fusao e Termorreversao do Gel

A formacdo de gel foi determinada seguindo a metodologia descrita por National
Starch and Chemical Corporation (1985). Amostras de amido (8g em base seca),
previamente secos em estufa de circulagéo de ar (42°C, por 72 horas), foram dispersas em
24 ml de 4gua, em béquer de 50 ml, sendo anotado a massa total. A dispersao foi aquecida
em chapa metalica a 95-100°C, por 15 minutos, novamente pesada e levada ao peso inicial
com agua destilada.

A disperséo foi resfriada a temperatura ambiente e deixada sob refrigeragao (4-5°C)
por 18 horas. Apoés este periodo o béquer foi deixado sob temperatura ambiente por 2 horas
e foi observado se ocorreu a formagdo de gel, através da solidificacdo da amostra e nao
somente do aumento de sua viscosidade.

O gel obtido foi fundido em banho Maria a 100°C, sob agitacdo, segundo
procedimento citado por Richter et al.(1973). A mudanca de consisténcia foi observada
visualmente, e com o auxilio de um termémetro foi apontada a temperatura na qual o gel se

apresentou totalmente fundido, considerada como o ponto de fusdo do gel.
77



O gel fundido foi deixado resfriar a temperatura ambiente e a seguir estocado a 4-5°C,
durante 18 horas. A formacao de gel foi observada, apds 1 hora do material estocado ficar a
temperatura ambiente (Zambrano e Camargo, 2001a).

3.7.3 Porcentagem de Hidroélise

A porcentagem de hidrélise foi calculada de acordo com o método de Robin et al.
(1975), citado por Mun e Shin (2006), segundo a equacéo 4.9:

Agicar Redutor do Sobrenadante (g)x09

: _ 100 (4.9)
Quantidade de amido total (g)

Porcentagem de Hidrdlise (%) =

3.8 AVALIAGAO DAS PROPRIEDADES FUNCIONAIS E TERMICAS DO AMIDO DE PINHAO NATIVO E
MODIFICADO APOS HIDROLISE ACIDA

Com intuito de avaliar e comparar a provavel mudanca de propriedades funcionais
adquirida pelos amidos de pinhdo nativo, através da reacdo de hidrélise acida, na melhor
condicado obtida ap6s a avaliagcdo do experimento fatorial, foram realizadas as andlises a
seguir. Essas analises também foram realizadas com os amidos nativo e hidrolisado de milho
(modificado nas mesmas condi¢cdes que o amido de pinhdo). Para as analises descritas
abaixo, os amidos modificados foram secos em estufa, por 72 horas e triturados em moinho
de martelos (Fritsch - Pulverizette).

3.8.1 Porcentagem de Recuperacdo do Amido apos a Hidrdélise Acida

A porcentagem de recuperacdo do amido apds a modificacdo por hidrdlise &cida foi

calculada de acordo com Shujun et al. (2007), da seguinte forma:
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% Recuperacdo = % %100 (4.10)

Onde W, é a massa do amido (em base seca) apdés a hidrolise acida e posterior
secagem e W é a massa do amido em base seca antes da reagdo de hidrdlise.

Para isso, 0 amido antes e depois da hidrdlise foi seco em estufa & 105°C por 3 dias.
Apos este periodo, este foi transferido para um dessecador para que resfriasse e em seguida

pesado.

3.8.2 Teste de Formagéo, Fusao e Termorreversibilidade do Gel

A formacao, fusédo e termorreversibilidade do gel foi determinada de acordo com a
metodologia descrita no item 4.7.2.

3.8.3 Retrogradacgéo

A tendéncia a retrogradacdo do amido foi analizada pelo método de Albrecht et al.
(1960). Suspensbes com 0,2% de amido em &agua (pH 6,5) foram gelatinizadas por
aquecimento a 95°C por 30 minutos e posteriormente armazenadas a 5°C. O monitoramento
da tendéncia a retrogradacdo foi realizado por medida diaria da transmitancia
(espectofotdmetro modelo Shimadzu U-1100), empregando-se a agua destilada para ajustar
0 100% de transmitancia do aparelho. As medidas de transmitancia foram realizadas por um
periodo de 31 dias. A tendéncia a retrogradagédo foi demonstrada por meio de grafico da

variagao da transmitancia no tempo de estocagem.

3.8.4 Estabilidade ao Congelamento e Descongelamento

A avaliagcado da estabilidade do gel de amido ao congelamento e descongelamento foi
realizada através do método de White et al. (1989). Para isso, uma suspensao de amido em
agua a 5% foi aquecida a 95°C com agita¢do, por 30 minutos. A seguir 20 g do gel obtido
foram colocados em um tubo de centrifuga, tampado hermeticamente e submetido a 6 ciclos
sucessivos de congelamento e descongelamento. Cada ciclo consistiu do congelamento a
-18°C em um congelador por 24 horas e o descongelamento em banho termostéatico a 30°C
por 90 minutos. Apds o ultimo ciclo, o gel foi centrifugado a 6.000 rpm por 30 minutos.
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O sobrenadante foi pesado e a extensao da sinerese, calculada conforme a equacao
4.7. Os valores foram expressos em porcentagem de agua exsudada, em relagdo a massa
inicial da pasta.

3.8.5 Poder de Inchamento (PI)

O poder de inchamento foi determinado segundo metodologia descrita na
AACC (2002). Para tanto, suspensodes aquosas de 8 g de amido (base seca) em 100 ml de
agua destilada foram submetidas a diferentes temperaturas (25, 50, 60, 70, 80 e 90°C), em
banho termostatico por 30 minutos e com agitacdo a cada 5 minutos. O material resultante
foi centrifugado a velocidade de 2500 rpm por 5 minutos. A massa do residuo da
centrifugacdo (gel) foi coletada. O sobrenadante foi utilizado reservado para a analise de
indice de solubilizacéo (4.8.6), sendo o poder de inchamento calculado através da equacéo
4.11.

Massa do Gel (g)

(4.11)
Massa da Amostra em base seca (g)

Poder de Inchamento (P! ) =

3.8.6 Indice de Solubilizac&o (IS)

O indice de solubilizacdo também foi determinado segundo metodologia descrita na
AACC (2002). Para tanto uma aliquota de 10 ml do sobrenadante proveniente da
centrifugacdo descrita no item 4.8.5 foi colocada em placas de petri e seca em estufa a
105°C, até atingir massa constante. Essa massa foi pesada e a % do indice de solubilizacédo
foi calculada segundo a equacdo abaixo, onde a massa da amostra em base seca € a

mesma descrita no item anterior.

Massa Final (g)

%Indice de Sdubllizaggo (1S)=————— "~ = Base Seca (g)x10

x100 (4.12)
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3.8.7 Microscopiaeletronica de varredura

As caracteristicas morfolégicas do amido do pinhdo e milho modificados foram
observadas através de microscopia eletrénica de varredura (MEV) de acordo com o item
444,

3.8.8 Determinacéo da viscosidade de pasta

Para a determinacdo da viscosidade de pasta foi utilizado o Analisador R4pido de
Viscosidade (Rapid Viscosity Analyser, RVA, Newport Scientific Pty. Ltd., Warriewood,
Australia). As amostras de amido (nativas e modificadas) foram analisadas no RVA. Para 4 g
de cada amostra (umidade ajustada para 14% em base Uumida) foram adicionados 25 g de
agua destilada. As suspensfes assim preperadas foram colocadas, posteriormente, em
recipientes de aluminio do equipamento, para a analise. O equipamento inicia a analise a
50°C por 2 minutos; aquece a uma razao de 14°C por minuto até atingir 95°C e permanece
nesta temperatura por 5 minutos; resfria-se até 50 °C a mesma taxa de 14°C por minuto e
mantém-se esta temperatura (50°C) por mais 2 minutos, totalizando 13 minutos de andlise.
Durante toda a andlise as suspensfes foram agitadas empregando uma rotacdo de
velocidade angular de 160 rpm. Foi utilizada a programacao Std 1 (Standard analysis 1) do
software Thermocline for Windows, versdo 2.2 para coleta dos dados e andlise dos
resultados. Com os dados obtidos foram avaliadas as seguintes propriedades de viscosidade
aparente em fungcdo da temperatura: temperatura de pasta (°C), viscosidade maxima (pico)
(cP), viscosidade minima (cP), quebra ou breakdown (diferenca entre a viscosidade maxima
e da pasta mantida a 95 °C por 5 minutos) (cP), viscosidade final (cP) e setback ou tendéncia
a retrogradacao (diferenca entre as viscosidades final e da pasta a 50°C por 2 minutos) (cP).
A temperatura de pasta é obtida, aproximadamente através do viscoamilograma, pelo ponto
onde a viscosidade da suspensao comeca a aumentar, na ocasiao do aquecimento da pasta,
a partir dos 50°C.
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3.8.9 Determinacédo das propriedades térmicas e termodinamicas

A analise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foi utilizada para detectar a
transicdo térmica da gelatinizacdo dos amidos de pinhdo e milho nativos e modificados.
Para isso, suspensfes de amido em agua destilada (2,5 mg amido/5,0 mg de agua) foram
pesadas e dispostas em pequenos suportes de aluminio. Os suportes foram imediatamente
selados hermeticamente e equilibrados por 3 horas a temperatura ambiente antes de
aquecimento no equipamento de DSC. O equipamento utilizado foi um calorimetro (TA-
Instruments, USA, modelo 2010) e as amostras foram aquecidas de 30 a 120°C, a uma taxa
de aquecimento de 5°C min™. Um suporte vazio foi usado como referéncia. A entalpia de
gelatinizacdo (AHg, expressa em J.g™) foi obtida através da integracdo da curva endotérmica
obtida pelo equipamento, utilizando o software Origin 6.0 Professional (Microcal) baseado na
massa de amido utilizada na analise, em base seca. A temperatura do pico endotérmico (Tp)
também foi obtida através do termograma, automaticamente. A temperatura inicial (T;) e de
concluséo ou final (T.) foram determinadas através da endoterma. Todos os resultados foram

obtidos através da média de trés repeticdes.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DOS METODOS DE EXTRACAO DO AMIDO DE PINHAO NATIVO

4.1.1 Avaliacdo da semente do pinhdo como fonte de amido

No procedimento de extracdo do amido de pinhdo uma das etapas de maior cuidado
foi a retirada da membrana interna do pinhdo localizada entre a casca e a semente. Esta
membrana deve ser retirada em sua totalidade pelo fato de transferir coloracao de tonalidade
marrom para o amido obtido, assim como de oferecer perigos de rancificagao, devido ao seu
elevado teor de lipideos (Bello-Perez et al., 2006).

O indice de aproveitamento da semente de pinhdo para a posterior obtengédo do amido
foi de 77%, similarmente ao que foi encontrado por Bello-Pérez et al. (2006) (78%) em seu
estudo de caracterizacao do amido de pinhao.

O rendimento do pinhdo em amido foi de 42,97 + 1,46% para o protocolo de extragao
com agua, 41,28 +1,23% para a extragdo com NaOH 0,05M e 40,78 £1,54% para a extracao
com NaOH 0,1mol.I"". Foi constatado que ndo houve diferenca significativa (mediante Anélise
de variancia (ANOVA) seguido de Teste de Tukey), entre os rendimentos do pinhdo em
amido para os diferentes protocolos de extracdo. Também se pode afirmar que, em
comparacao ao rendimento em amido das tuberosas batata inglesa (18%), mandioca (22-
27%), araruta (8-16%), inhame (18-23%) e mandioquinha salsa (5-23%) (Franco et al.,
2002), comumente utilizadas para a obtencdo de amido, o resultado obtido indica o potencial
industrial desta semente como fonte de amido (Franco et al., 2002). Entretanto, Belo-Pérez
et al. (2006) em seu trabalho de extracdo de amido de pinhdo obtiveram uma taxa de
recuperagdo em torno de 70%, resultado bem maior ao encontrado neste trabalho. Esses
autores utilizaram a passagem dupla do material liquidificado por uma peneira de nylon-100

com subsequente lavagem com agua fria e secagem em estufa a 37°C, por 24 horas
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4.1.2 Analises Fisico-quimicas

Foram realizadas analises de umidade, proteina e lipideos no amido de pinhdo obtido

através dos trés métodos de extracdo (Tabela 10).

Tabela 10: Andlises fisico-quimicas do amido de pinhdo obtido através da extracdo com
agua e alcali (0,05 mol.I'* e 0,1 mol.I'*)

Andlise (base seca) Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3
(H.0) (NaOH 0,05 mol.I* ) | (NaOH 0,1 mol.I*)
Umidade (g/kg) 31,57 +0,19° 35,06 + 0,40° 12 +0,17°
Proteina (g/kg) 0,35 + 0,4° 0,10 +0,02° 0,09 +0,01°
Lipideos (g/kg) 0,47+ 0,07° 0,31+ 0,00° 0,16 + 0,01°

abL vsalores seguidos de letras distintas na linha diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05); os

resultados sdo expressos como média + desvio padrao.

Cladera-Olivera et al. (2008) em seus estudos de caracterizacdo da semente de
pinhdo crua (sem casca) (safra 2006/comprado em Porto Alegre, RS), analise ndo realizada
neste trabalho, apresentaram os seguintes resultados para andlises fisico-quimicas: teor de
proteinas (% bs) de 2,97 +0,05 e teor de lipideos (% bs) 1,24 + 0,09, dentre outros resultados
que serdo discutidos posteriormente. Através desses resultados, comparativamente aos
apresentados pela Tabela 10, pode-se concluir que o amido de pinhdo nativo, apos extracao
com agua (método mais usual de extracdo) teve o teor de proteinas bastante reduzido,
guando comparado ao pinh&o cru (sem casca) (de 2,97 para 0,35%), 0 que demonstra que a
maioria das proteinas ficou retida nas peneiras de extracdo, juntamente com o material
fibroso. Este fato foi mais pronunciado na extragdo com élcali (NaOH), o que pode estar
relacionado com o menor rendimento de extragéo obtido com estes tratamentos.

Também em relagdo ao teor protéico do amido de pinh&o pode-se ressaltar que o
mesmo possui baixos teores de proteinas quando comparado ao amido de milho nativo
(0,43%) (Stahl et al., 2007), batata-baroa (1,64%) (Pereira et al., 1999) e mandioca (0,61-
0,71%) (Ascheri, 1992) também extraidos com agua. Este fato, de acordo com Bello-Perez et
al. (2006) indica a ndo necessidade de uma etapa, durante o processo de extracao, para a
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desproteinizacdo do amido de pinhdo, realizada por muitos pesquisadores através de
tratamentos com alcali (Sodhi et al.,2003). Entretanto, de acordo com Cardoso et al., (2006)
o crescente uso de amidos como aditivos na industria de alimentos tem aumentado o
interesse na separacdo dessas proteinas aderidas ao granulo ja que, quanto maior a pureza
do granulo, melhor o seu desempenho, como aditivo alimentar, pois menores sao as
interacdes geradas pela presenca de proteinas ligadas a superficie do amido com os demais
constituintes presentes. De maneira geral, pode-se dizer que conforme o uso, a etapa de
desproteinizacdo pode ser empregada, como por exemplo para a aplicagdo como veiculo de
medicamentos, onde uma grande pureza € requerida.

Com respeito aos lipideos, Cladera-Olivera et al. (2008) reportaram valores de 1,24 %
+0,09 (% b.s.) para a semente de pinhdo sem cascas. Este resultado, comparado aos
valores encontrados para o teor de lipideos no amido demonstraram que, a extracdo do
amido de pinh&o, assim como ocorreu no caso das proteinas, gerou uma drastica reducao do
teor de lipideos, de 1,24% para 0,47% na extracdo com agua, para 0,31% na extragdo com
NaOH 0,05 mol.I* e para 0,16 na extracdo com NaOH 0,1 mol.I"*. Buléon et al. (1998)
relatam que existem trés tipos de componentes minoritdrios associados aos granulos de
amido, dentre os quais estdo 0os materiais particulados, compostos principalmente por
fragmentos de parede celular, os componentes internos e os componentes de superficie
(lipidios, proteinas, enzimas, amino-acidos e acidos nucleicos). Estes Ultimos, segundo
esses autores sdo os removiveis pelos procedimentos de extracdo do amido, o que foi
comprovado pelos resultados descritos.

Para a utilizacdo do amido na industria de alimentos, a desproteinizagdo do amido de
pinhdo torna-se irrelevante frente ao baixo teor de proteinas aderidas. Entretanto para o uso

do amido de pinhdo como veiculo de medicamentos, esta etapa torna-se inprescindivel.
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4.1.3 Espectroscopia de fluorescéncia e determinacdo da proteina residual no
amido extraido

A Figura 15 apresenta o espectro de fluorescéncia dos sobrenadantes obtidos durante
a extracdo com agua (para os outros tratamentos somente foi realizada a quantificacdo das
areas dos espectros, dados da Tabela 12). Na figura, cada curva representa o espectro de
fluorescéncia do sobrenadante obtido ap6s uma lavagem do amido extraido com agua e
posterior sedimentacdo. Ao total foram realizadas quatro lavagens com agua, podendo-se

entdo visualizar quatro espectros de fluorescéncia.
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Figura 15: Espectro de fluorescéncia de proteinas presentes nos sobrenadantes obtidos
apos lavagem e centrifugacao do material amilaceo.

A area das curvas apresentadas na Figura 15 representa o contetdo de proteina
extraida durante cada lavagem e a intensidade dos picos, a variabilidade das proteinas
presentes (Cardoso et al., 2007). Agboola e Mills (2005) relatam que diferentes tipos de
proteinas, quando aderidos a superficie do granulo de amido, podem ser fracionados devido
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a chamada solubilidade seletiva, isto €, um solvente pode ser sollvel para uma dada
proteina ndo o sendo para outra, fazendo com que seja possivel a sua separacao.

A Tabela 11 apresenta as areas das emissdes de fluorescéncia calculadas para os
diferentes sobrenadantes e tratamentos, assim como a quantidade de proteina residual no

final de cada tratamento.

Tabela 11: Area dos picos dos espectros de fluorescéncia dos sobrenadantes para os
diferentes solventes de extragdo e teor de proteina residual do amido extraido, apos
secagem em estufa.

Area do Pico x 10 ° (Unidades Arbitrarias)* Teor de
Solvent~e de | Lavagem 1 | Lavagem 2 | Lavagem 3 | Lavagem 4 proteina
extragcao** .
Residual (%)
Agua 17,7 9,6 7,3 3,3 0,35 * 0,04°
NaOH 11,6 14,7 9,9 3,4 0,09 +0,01°
0,05 mol.I"*
NaOH 13,3 18,3 11,7 4,3 0,10 £ 0,02°
0,1 mol.I"

* Valores obtidos através de analise de multi-picos ~ Proteina residual encontrada no amido de pinh&o obtido

apos a quarta lavagem e posterior secagem em estufa por 72 horas, a 42°C. ab | etras iguais na coluna indicam

gue ndo existem diferencas significativas obtidas a partir do teste de Tukey (p<0,05).

A reducéo das areas dos picos em um mesmo tratamento é atribuida a reducéo da
guantidade de proteina como conseqiiéncia das lavagens seqienciais. A area obtida ap0s a
primeira etapa de lavagem é normalmente relacionada a contribuicdo de todas as proteinas
presentes na semente de pinh&o, por este motivo possui, geralmente, o maior valor.
Entretanto, pode-se evidenciar que para os tratamentos com alcali, as areas da emisséo de
fluorescéncia obtidas para a primeira lavagem foram menores do que as obtidas para a
segunda lavagem. Um efeito similar foi encontrado por Cardoso et al. (2007a) durante a
extragdo alcalina de amido de arroz e segundo os autores esse fato foi atribuido ao
“quenching” de fluorescéncia, que ocorre devido a alta concentracdo de proteinas em
solugcdo na primeira lavagem alcalina, o que dificulta a quantificacdo. Este fato nao foi
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observado durante a primeira etapa de lavagem do tratamento com agua, provavelmente
devido a reduzida quantidade de proteina extraida no mesmo.

Devido ao fendmeno mencionado, a soma das areas ndo pode ser utilizada para
medir a quantidade de proteina extraida em cada tratamento. Como pode ser observada na
Tabela 11, a quantidade de proteina residual foi de 0,35% para o tratamento com agua e em
torno de 0,10% para os demais (alcalinos), sendo essa reducédo significativa, comprovada
pelo Teste de Tukey (p< 0,05). Esse resultado pode ser explicado pelo efeito das solugbes
alcalinas na solubilizacdo de glutelinas presentes na superficie do granulo de amidos nativos
extraidos de alguns cereais e tubérculos (Cardoso, 2007b). Neste caso, para o tratamento
com agua, as glutelinas permaneceram associadas aos granulos de amido, o que gerou um
maior valor na medida da proteina residual. Este fato é claramente associado ao fato das
glutelinas serem extremamente sollveis em solugdes alcalinas e praticamente insolUveis em
agua (Agboola e Mills, 2005).

Mesmo com indicios de que as referidas proteinas aderidas a molécula do amido de
pinhdo se tratam de glutelinas, pois assim como estas, sdo menos sollveis em agua e mais
soliveis em solucdes alcalinas, esta hipotese ainda ndo pode ser confirmada, pois nao
existem na literatura trabalhos que especifiguem o tipo de proteina aderida a molécula do
amido de pinhdo, particularmente.

4.1.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Figura 16 mostra as fotomicrografias obtidas através de microscopia eletronica de
varredura do amido de pinh&o extraido através dos trés tratamentos. As Figuras A, B e C
estdo com aumento de 2000x, as Figuras D, de 4000x, E de 2000x e F, de 6000x.
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Figura 16: Imagens da MEV do amido de pinh&o obtido apds os diferentes tratamentos

(A e B, (extracdo em agua);C e D, (extracdo em NaOH 0,05M); E e F, (extragcdo em NaOH 0,1M).

Com relagédo a morfologia do granulo de amido de pinhdo (16A), podem-se evidenciar
as formas geométricas predominantes sdo as ovais e elipsoides truncados ou hemisféricos.
O tamanho caracteristico (diametro médio) se encontra na faixa de 7 e 20 um. Segundo
Fennema (2000) o didametro médio do granulo do amido de milho estd em 15 pm, da batata
branca, em 33 um, da batata doce entre 25 e 50 um, da mandioca em 20 pm, do trigo entre
20 e 22 um e do arroz em 5 um. Também se pode observar que a superficie dos granulos é
bastante lisa, sem apresentar irregularidades ou porosidade superficial (Figura 16B e 16D),
também observados no amido de milho (Bello-Pérez et al., 2006). Essa caracteristica do

granulo do amido de pinhdo é importante, pois a presenca de canais e porosidades,
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presentes no amido de milho, segundo esses autores, pode ter efeito na reatividade do
amido quando modificado quimicamente, assim como em suas propriedades funcionais e
fisico-quimicas.

Para o tratamento com NaOH 0,05 mol.I"* (Figura 16C e 16D) pode-se observar que
raramente aparecem os granulos isolados e sim os granulos agrupados, o que pode ser
explicado pelo efeito do tratamento alcalino sobre os granulos do amido, pois de acordo com
Cardoso et al. (2007b) as solugbes alcalinas alteram a estrutura dos granulos. Este
comportamento relaciona-se a formagdo de complexos NaOH-amido (Yovanovich,1951;
Yovanovich e Champetier,1951) ou a gelatinizacdo parcial dos granulos (Cardoso et al.,
2007b).

Para o tratamento com NaOH 0,1 mol.I* (Figura 16E e 16F) observa-se um filme
continuo devido a total perda da estrutura granular. Isto pode ser observado pelo aspecto de
gel, apresentado pela amostra analisada. Um efeito similar foi observado por Cardoso et al.
(2006) quando granulos de amido de arroz foram tratados com NaOH (0,30% m/v). Em
ambos os casos o efeito esta relacionado ao tratamento alcalino, o qual gera a gelatinizacdo
do amido, em concentragdes maiores do que 0,24% (m/v) (Cardoso et al.,2007b).

No caso da farinha de pinhao, através da MEV apresentada na Figura 17, se pode
observar a existéncia de outros constituintes aderidos ao granulo do amido, e entre 0s
granulos, cuja auséncia é verificada na micrografia do amido apds extracdo (Figura 16).
Estes constituintes sdo basicamente fibras, que no processo de extracdo do amido foram
parcialmente separadas no peneiramento (60 e 200 mesh), pois a concentracédo de fibras
presente no amido foi de 0,4%. Cladera-Olivera et al., (2008) reportaram que o teor de fibras
na farinha de pinh&do é de 1,5%.
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Figura 17: Imagens de MEV da farinha de pinh&o (esquerda, aumento de 900x, direita,
aumento de 2000x).

4.1.5 Microscopiade Forgca Atdmica (MFA)

A Figura 18 mostra as imagens obtidas pela microscopia de forga atdmica, assim
como a distribuicdo de alturas das protuberancias da superficie dos granulos de amido. A
Figura 18A apresenta superficie do amido de pinhdo extraido com agua. Essas superficies
planas sdo compostas por protuberancias regularmente espacadas, referenciadas neste
trabalho como nédulos. A distribuicdo de alturas dos ndédulos da superficie do granulo foi
obtida através de quatro imagens diferentes (Figura 18B). Como pode ser observado, este
histograma exibe uma distribuicdo monomodal entre 15 e 75 nm, apresentando um maximo
em 55 nm. Baldwin et al. (1997) através de seu estudo com amido de batata detectaram
nodulos maiores que 100 nm, o que nao foi observado para os granulos de amido de pinhao.

A Figura 18C apresenta as imagens de MFA obtidas para os granulos de amido
extraidos ap6s o tratamento com NaOH (0,05 mol.I" ) e a distribuicdo de altura dos nédulos
da superficie deste amido é apresentada pela Figura 18D. Nesse caso, também se observa
uma distribuicdo de alturas monomodal, entretanto na faixa entre 5 e 70 nm, com maximo em
42 nm, comparativamente menor do que a principal populacdo encontrada para a extracao
com agua. Este fato indica relevante alteragdo na superficie do granulo provocada pelo

procedimento de extragao do amido com solucéo alcalina.
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Figura 18: Imagens de MFA e dos histogramas de distribuicdo do tamanho de altura das
superficies dos granulos do amido de pinh&o obtido apos os diferentes tratamentos.

A e B: extracdo com agua; C e D: extracdo com NaOH 0,05 mol.I" ; E e F: extracdo com NaOH 0,1
mol.I™" .

Para a extracdo com NaOH 0,1 mol.I* , os nédulos apresentaram uma significante
reducéo nas alturas (em nm), como pode ser observado pela Figura 18F.

Analisando os trés tratamentos, pode-se afirmar que a populagdo principal na
distribuicdo das alturas dos nddulos foi claramente deslocada de valores altos (Figura 18B)
para valores baixos (Figura 18F) quando a maior concentracao do alcali foi empregada. Um
efeito similar de reducdo de tamanho de nddulos foi descrito por Ayoub e Ohtani et al.(2006)
para os granulos de amido de arroz submetidos a liofilizac&o e plasticizagéo.
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4.1.6 Difratometria de raios X (DRX)

A Figura 19 mostra o difatograma de difracdo de raios-X do amido de pinhdo. Como
pode ser observado, as diferencas visualizadas nos perfis de DRX das amostras exibem
diagramas do tipo C, o que sugere que o amido de pinhdo seja composto de uma mistura de
alomorfos dos tipos A e B. Esta constatagdo concorda com a literatura que diz que, com
base na cristalinidade, o amido pode ser classificado em formas A, B, C, das quaisa A e B
encontram-se presentes nos cereais e a forma C, considerada uma mistura das anteriores, é
encontrada na maioria dos tubérculos, leguminosas e sementes (Annision e Topping,1994;
Freitas, 2002), onde a semente de pinhdo se inclui. Esta cristalinidade é, segundo os
mesmos autores, atribuida & amilopectina formada pela associacdo das longas cadeias de
polissacarideos do granulo de amido, por meio de pontes de hidrogénio.

Tipicamente 0s espectros do tipo A apresentam maiores picos de intensidade de
refracdo para angulos a 2 A a 15, 17, 18 e 23 °sendo evidenciados em amidos de cereais. Ja
o tipo B apresenta maiores picos de intensidade de refragéo para os angulos a 2 A a5.6, 15,
17, 22 e 23° sendo mais comum nos amidos de tuberosas, frutas, assim como em amidos
com alto conteudo de amilose (Moore, 2001; Franco et al., 2002; Soares, 2003). O tipo C
apresenta uma mistura das caracteristicas A e B, com predominancia de A (Mestres, 1996).
Waliszewski et al. (2003) relataram um espectro de DRX do tipo C para o amido de banana

(Musa, var. valery).
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Figura 19: Perfis de DRX dos granulos de amido de pinhé&o

(A, extracdo em agua; B, extragdo com NaOH 0,05 mol.I* ;e C, extracdo com NaOH 0,1 mol.I" )

O perfil apresentado pela Figura 19A corresponde ao do amido extraido com agua.
Para este caso, o indice de cristalinidade calculado foi de 23,3 + 0,3% e as fracdes dos
alomorfos foram 60£2% para o0 espectro do tipo B e 40£2% para o espectro do tipo A, sendo
a proporcédo entre os tipos A e B de 0,66. Na Figura 18B, apds a extragdo com NaOH 0,05
mol.I', se observa que a intensidade dos picos caracteristicos do tipo B foi reduzida
drasticamente, mesmo assim, o perfil do tipo C dos granulos do amido de pinhdo manteve-se
inalterado. O indice de cristalinidade, neste caso, foi reduzido para 22,1+0,2% como
consequéncia do tratamento alcalino. O contetdo de granulos tipo B decresceu, enquanto o
do tipo A manteve-se praticamente constante, 0 que acarretou em um crescimento no valor
A/B para 0,85.
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O efeito do tratamento alcalino € mais fortemente pronunciado no caso da extracao
com NaOH 0,1 mol.I'* (Figura 19C). O decréscimo da intensidade dos picos de difracéo do
tipo B bem como a drastica reducdo da intensidade do pico a 5,6° indicaram a perda
preferencial da estrutura do tipo B, comparativamente ao tipo A. O indice de cristalinidade foi
de 19,1+0,4% e o valor A/B de 1,41. A queda no indice de cristalinidade das amostras em
estudo, traduz a reducdo da forca das ligacdes internas das moléculas, assim como do grau
de associacdo entre as cadeias de amido (Salgado et al., 2005), o que é, segundo 0s
resultados, potencializado com o tratamento alcalino e com 0 aumento da intensidade do
mesmo.

Através do aumento do valor de A/B observado, pode-se afirmar que, como a solucéo
alcalina age provavelmente de forma similar nas regides internas e externas dos granulos
(devido a presenca dos poros superficiais e canais interiores (Zhang e Hamaker et al., 2006),
os cristalitos do tipo B, localizados no centro do granulo tipo C, do amido de pinhdo foram os
mais afetados pela solugéo alcalina, j& que foi evidenciado um decréscimo da fracdo amorfa
do tipo B e a manutencéo da fracdo amorfa do tipo A.

4.2 CARACTERIZACAO DO AMIDO DE PINHAO NATIVO

Todas as analises que seguem foram feitas no amido de pinhdo extraido com agua.

4.2.1 Analises Fisico quimicas

Os resultados das analises fisico-quimicas de umidade, amido, amilose, fibras e
cinzas estao apresentados pela Tabela 12.
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Tabela 12: Dados obtidos para as analises fisico-quimicas do amido de pinh&o nativo

Anédlise Composicéo (%)*
Umidade 12,21+1,24%
Amido (b.s.) 69,13 £ 0,22%
Amilose (b.s.) 26,3 £ 0,70%
Cinzas (b.s.) 0,44 + 0,00%
Fibra bruta (b.s.) 0,39 + 0,00%

! Média de trés determinacdes (b.s.).

Os resultados apresentados para o teor de amido apds a extracdo (69,13%) foram
menores do que os encontrados por Bello-Pérez (2006) em seu estudo com amido de
pinhdo, que foi de 86%. Este fato pode ser explicado pela diferenca de protocolos utilizados,
assim como pelas diferencas da matéria prima utilizada, que foram colhidas em diferentes
regides, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul, por Belo-Pérez (2006) e o presente trabalho,
respectivamente.

O teor de amilose encontrado para o amido de pinhao foi de 26,3 + 0,7%, similar ao
encontrado por Bello-Pérez et al. (2006) de 25%0,6%, e Stahl et al. (2007) de
23,54%x1,74%. O baixo teor de amilose encontrado para o amido de pinh&o, segundo Bello-
Pérez et al. (2006) é o responsavel por um importante papel nas propriedades fisico-
guimicas e funcionais do amido de pinhao, ja que, segundo os mesmos autores, a amilose é
a principal responsavel pelo fendémeno de retrogradacdo do amido.

Varios autores reportaram os teores de amilose de diferentes espécies botanicas,
muitas vezes ndo evidenciando valores similares, o que € devido a diferencas nas espécies,
locais de cultivo das mesmas, assim como nas épocas de colheita (Moorthy, 2004; Hoover,
2001; Salgado et al., 2005; Sandhu et al.,2007). Algumas diferengas encontradas foram, para
amido de batata, 8,5 e 38 % de amilose (Moorthy, 2004), para amido de mandioca, 13,6 e
27% (Hoover, 2001), para amido de milho, entre 16,8 e 21,3% (Sandhu et al., 2007) e para
amido de cenoura, 15,1 e 38% (Hoover, 2005).
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O teor de cinzas (%bs) foi de 0,40%, superior ao declarado por Bello-Pérez (2006) de
0,04%, e préximo ao encontrado por Stahl et al. (2007), de 0,32%+0,09%, em seus estudos
com amido de pinh&o.

O teor de fibras encontrado do amido extraido de 0,39% foi menor ao relatado por
Stahl et al. (2007) de 0,86+0,40%. Segundo esses autores, as diferengas encontradas estao

relacionadas as diferencas nos protocolos de extracdo utilizados e/ou na matéria prima.

4.2.2 Microscopia Otica

A Figura 20 apresenta as fotomicrografias sob a luz polarizada do amido de pinhao
obtidas através da microscopia o6tica, sob uma rampa de aquecimento de 30 a 80°C. As
fotomicrografias obtidas nas temperaturas de 40°C e 45,3°C, respectivamente mostram que,
0s granulos de amido possuem sua estrutura intacta, mantendo o comportamento
birrefringente e a “Cruz de Malta” bem definida, caracteristica de amidos nativos. A
birrefringéncia refere-se a um alto grau de orientagédo molecular e nada sugere em relacdo a
formas cristalinas particulares (Bello-Perez et al., 2006). A presenca da birrefringéncia e
consequentemente da Cruz de Malta, para ambos 0s casos, indica que nao foram perdidas
as caracteristicas do granulo de amido nao gelatinizado (Whisltler e Paschall,1965).

Na microscopia obtida a 47,1°C ainda se percebe a presenca da birrefringéncia,
indicando a presenca de uma estrutura organizada. No entanto, a temperatura de 50,3°C
pode-se verificar que o0s granulos isolados desapareceram isto é, perderam a sua
birrefringéncia ou a “Cruz de Malta”. Este fato indicaria que a temperatura inicial de
gelatinizacdo do amido de pinh&o seria préxima a esta temperatura, isto porque 0s granulos,
devido a heterogeneidade dos seus cristais, ndo gelatinizam a mesma temperatura. Os
maiores geralmente gelatinizam primeiro, portanto a temperatura de gelatinizagéo representa
uma soma de eventos particulares e a gelatinizacdo ocorre em uma faixa de temperatura
(Marcon et al.,, 2007). Somente através de analises como a calorimetria diferencial de
varredura (DSC) pode-se determinar a temperatura inicial de gelatinizagdo do amido de
pinhdo com maior precisao.

Fenemma (2000) relata faixas de temperatura de gelatinizagdo de diferentes espécies

de amido, milho (61-72°C), batata branca (62-78°C), mandioca (59-70°C), trigo (53-64°C) e
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arroz (65-73°C), onde se pode perceber uma diferenca de = 10°C, entre a temperatura inicial
e final de gelatinizagéo.

@ PR sy TS

_,.

==

5. X g

«, >
[

_e'

> W

Figura 20: Micrografia em luz polarizada (200X) do amido de pinh&o nativo, sob diferentes
temperaturas (A:40°C; B: 45,3°C; C: 47,1°C; D: 50,3°C)
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4.2.3 Isotermas de sorcao do amido de pinh&o nativo

A Figura 21 mostra as curvas experimentais obtidas relacionando a umidade de
equilibrio, em base seca, do amido de pinhdo com a sua atividade de agua para as
temperaturas estudadas (10, 20, 30 e 40°C). Os valores experimentais representam a média

de duas réplicas.
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Figura 21: Valores experimentais de umidade de equilibrio (base seca) em funcao da
atividade de agua (a,) para amido de pinhdo em diferentes temperaturas e modelo de GAB

A figura mostra que a umidade de equilibrio diminui com o decréscimo da atividade de
agua (aw) para uma determinada temperatura. Este comportamento é manifestado na forma
de uma curva sigmoéide que corresponde a uma isoterma do Tipo 2, de acordo com a
classificacdo de Brunauer (Mathlouthi e Rogé, 2003), que torna-se assintotica a partir de
valores de atividade de agua ao redor de 0,40. Este resultado concorda com o encontrado
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por Al-Muhtaseb et al. (2004b) na qual um comportamento de isotermas de adsorcédo do tipo
2 foi encontrado para amido de batata, de altos conteidos de amilopectina e amilose.
Também, Van den Berg (1975) e McMinn (2003) mencionam esse mesmo comportamento
ao estudar as isotermas de amidos de batata e trigo.

Os dados apresentados na Figura 21 também mostram que o contetdo de umidade
decresce com o aumento da temperatura, a um mesmo valor de atividade de agua, o que
indica que o amido de pinh&o torna-se menos higroscépico com o aumento da temperatura.

Existem, segundo a literatura, diversas discussdes a respeito: segundo Mazza e
LeMaguer (1980) este fato pode ser devido a reducdo do nimero de sitios (grupos hidroxila)
disponiveis, das regides amorfas ou da superficie das regides cristalinas, para ligacdes com
a molécula de agua (pontes de hidrogénio), como resultado de mudancas quimicas e/ou
fisicas no produto geradas pela temperatura. Por outro lado, Palipane e Discroll (1992)
sugerem que sob altas temperaturas, as moléculas de agua sao ativadas a niveis mais altos
de energia, fazendo com que as mesmas se tornem menos estaveis, assim levando ao
rompimento das ligacdes estabelecidas com os sitios de sor¢cdo do alimento e, portanto
ocasionando a reducgéo da umidade.

Também pode-se verificar que as isotermas apresentadas sdo dependentes da
temperatura, para valores de aw maiores que 0,6, o0 que indica que a influéncia da
temperatura (entre 10 e 40°C) é relevante nas isotermas de adsorcdo do amido de pinhao,
resultado este similar ao encontrado por Al-Muhtaseb et al. (2004b) para as isotermas do
amido de batata. Segundo Mok e Dick (1991), alimentos ricos em amido e proteina tém os
dados de sorgdo afetados pela temperatura, devido a grande quantidade de sitios polares
presentes, tais como -OH e —H", que s&o centros ativos de sorgao.

No entanto, para o pinhdo cru descascado, assim como para o pinhdo cozido,
Cladera-Olivera et al. (2008a) reportaram que a temperatura tem pouco efeito nas isotermas
de dessorcdo. Os mesmos autores reportaram que para a farinha de pinhdo, o mesmo
ocorre para as isotermas de adsorgao.

Os parametros para os modelos de adsor¢cédo do amido sdo mostrados na Tabela 13,
em conjunto com o coeficiente de correlacéo (r?) e o erro relativo médio (ERM). O modelo de
Peleg foi o que melhor se ajustou aos dados experimentais na faixa de temperaturas
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estudadas, seguido do modelo de Chung-Pfost e GAB. O modelo de Peleg apresentou
valores de ERM entre 3,88% e 6,27% (valor médio 4,80%). J& o modelo de Chung-Pfost
apresentou valores entre 2,86% e 7,21% (valor médio 5,11%) e o modelo de Gab entre 5,05
e 8,5% (valor médio de 6,17%).

Esses resultados foram similares aos encontrados por Al-Muhtaseb et al. (2004b) e
Delgado e Sun (2002) para as isotermas de amido de batata, assim como para Peng et al.
(2007), para amido de milho. Ja Van der Berg (1975), Mc Minn e Magee (1996) e
Timmermann et al. (2001) reportaram que o modelo de GAB representou muito bem as
isotermas de batata, amido de trigo, dentre outros materiais amilaceos. Neste trabalho,
baseado no fato de que os trés modelos acima discriminados apresentaram valores de ERM
menores que 10% para todas as temperaturas, preferiu-se trabalhar com o modelo de GAB,
por ser este um modelo semi-tedrico e amplamente utilizado em materiais alimenticios
(Gabas et al.,, 2007). A Figura 22 apresenta o modelo de GAB ajustado aos dados

experimentais.
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Figura 22: Modelo de GAB ajustado aos dados experimentais de umidade de equilibrio
(base seca) em funcao da atividade de agua (aw) para amido de pinhdo em diferentes
temperaturas

O contetdo de umidade de monocamada (Xm), que é um parametro importante para
predizer as condicbes de armazenamento e a deterioracdo de alimentos, obtido pelos
modelos de BET e GAB ¢é um indicador da disponibilidade dos sitios polares para
estabelecer ligacdes com as moléculas de agua (Chung e Pfost, 1976). Pode-se perceber
que o valor de Xm no modelo de GAB diminui com o aumento da temperatura. Similar
comportamento teve o valor de X, apresentado pelo modelo de BET, modelo valido somente
para a, entre 0,2 e 0,6 (Labuza,1975).

Este decréscimo no teor de umidade da monocamada pode ser explicado pelas
mudancas estruturais no amido devido ao aumento da temperatura, onde o grau das
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ligacbes de hidrogénio é reduzido com o aumento da temperatura, diminuindo a
disponibilidade dos sitios ativos para possiveis ligacdes com a molécula de agua e, portanto,
diminuindo a umidade da monocamada (Westgate et al., 1992).
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Tabela 13: Valores dos parametros preditos e erro relativo médio (ERM) obtidos para os
diferentes modelos de adsorcéo aplicados aos dados experimentais para o amido de pinh&o

Temperatura Média
Modelo Constante S S S S
10°C 20°C 30°C 40° C
BET Xm 0,09 0,08 0,07 0,07
C 14,37 25,58 31,12 47,36
r’ 0,97 0,91 0,88 0,84
ERM (%) 4,08 7,79 7,11 9,97 7,24
GAB Xm 0,10 0,10 0,08 0,07
C 22,61 28,25 37,87 113,09
K 0,80 0,67 0,71 0,76
r° 0,99 0,98 0,98 0,95
ERM (%) 5,84 5,29 5,04 8,5 6,17
Helsey A 0,02 0,00 0,00 0,00
B 1,86 2,79 2,57 2,69
r° 0,97 0,96 0,96 0,95
ERM (%) 20,84 28,93 27 26,9 25,92
Peleg ky 0,26 0,11 0,13 0,17
ky 0,65 10,12 9,85 0,43
N 0,24 0,20 0,18 0,21
Ny 10,91 0,49 0,47 14,76
r° 0,9979 0,9937 0,993 0,9897
ERM (%) 3,88 4,53 4,53 6,27 4,80
Oswin A 0,16 0,13 0,12 0,12
B 0,28 0,22 0,24 0,26
r° 1,00 0,97 0,98 0,99
ERM (%) 11,82 10,53 7,78 5,89 9,01
Chung-Pfost A 12,18 20,15 20,64 20,11
B 4,97 10,40 8,98 8,52
r° 1,00 0,98 0,99 0,97
ERM (%) 2,86 6,5 3,87 7,21 5,11
Henderson A -16,66 -82,63 -79,49 -70,76
B 1,75 2,45 2,32 2,26
r° 0,99 0,99 0,98 0,94
ERM (%) 5,85 4,48 53 9,67 6,33
Chirife A -2,03 -2,06 2,22 2,27
B -0,60 -0,58 -0,49 -0,36
C 0,11 0,23 0,13 0,02
r° 0,99 0,98 0,98 0,98
ERM (%) 8,11 6,63 6,73 8,52 7,50
Smith A 0,08 0,08 0,07 0,07
B -0,23 -0,14 -0,14 -0,15
r° 0,98 0,94 0,96 0,97
ERM (%) 10,53 14,61 11,59 9,15 11,47
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Na Tabela 13 verifica-se que o valor de K no modelo de GAB ficou em torno de 0,7,
para as temperaturas estudadas, o que concorda com Labuza (1975) que indica esse valor
para alimentos que contenham amido. Essa constante € um pardmetro de corre¢cdo das
propriedades das moléculas da multicamada em relacdo ao liquido bulk (Hebrard et al.,
2003). O valor da constante C para o modelo de GAB foi maior que 2,0. Segundo Blahovec
(2004) quando 0<K< 1 e C > 2 aisoterma € do tipo Il, o que confirma a observacéo realizada
anteriormente.

A Figura 23 mostra os valores de entalpia diferencial de adsor¢do do amido (Ah) em
funcdo da umidade de equilibrio. Na figura pode-se observar que a energia requerida para a
sorcdo aumenta quando diminui a umidade de equilibrio. O calor de sor¢cdo comeca a
aumentar drasticamente a baixos conteudos de umidade (umidades menores que 0,25 kg kg
"1 bs) e decresce rapidamente com o aumento do contetido de umidade, até a curva tornar-se
assintotica. Segundo Shivhare et al. (2004), os altos valores do calor de sor¢do (entalpia
diferencial) em baixos teores de umidade indicam a forte interacdo entre o alimento e a agua
contida nele, no produto desidratado. Ao aumentar o conteudo de umidade, os sitios
disponiveis para a sor¢cdo diminuem, resultando em valores de entalpia diferencial menores

(Shivhare et al., 2004).
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Figura 23: Entalpia diferencial de adsor¢édo do amido de pinhdo em funcéo do conteudo de
umidade de equilibrio

Al-Muhtaseb et al. (2004a) apresentaram valores muito menores para a entalpia
diferencial de adsor¢cdo do amido de batata, sob mesmos valores de umidade. Este fato
demonstra que o amido de pinhdo possui mais sitios polares na sua superficie do que o
amido de batata por eles estudado (fornecedor Roquette, UK) e, portanto, a energia
necessaria para estabelecer a ligacdo entre a molécula de agua e a superficie do granulo,
para o amido de pinhdo é maior do que para o amido de batata. Van den Berg et al. (1975)
que em seu estudo abordando a capacidade de ligacdo com agua do amido de batata,
estabeleceram que 0 mesmo possui a mais alta capacidade de ligacdo com agua de todos
as espécies de amido nativas ja estudadas, devido ao fato deste possuir 0S menores graus
de associacao entre as suas moléculas, o que discorda com o apontado neste trabalho.

Os valores de entropia diferencial de adsor¢ao (4S) em funcdo da umidade sao
mostrados na Figura 24.
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Figura 24: Entropia diferencial de adsor¢cédo do amido de pinhdo em fungcao da umidade de
equilibrio

Para a estimativa de AS (assim como no caso do Ah) considerou-se que estas
propriedades ndo variam com a temperatura, & umidade constante (Aguerre et al., 1986).
Pode-se observar que a entropia diferencial depende fortemente da umidade, para valores
de umidade menores do que 0,25 kg 4gua kg ™ ss, o que segundo a literatura indica que o
namero de sitios de sorcéo disponiveis para estabelecer ligacdes com as moléculas de agua
aumentam a medida que a umidade diminui, o que para o amido de pinhdo comecga a ocorrer
para valores de umidade inferiores 0,25 kg 4gua kg ™ ss. Resultado similar foi encontrado por
Al-Muhtaseb et al. (2004a) para amido de batata, assim como para variedades com alto
conteudo de amilose e alto conteddo de amilopectina.
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4.2.4 Sinerese do amido nativo de pinhao

A sinerese apresentada pelo amido de pinh&o nativo, apés refrigeracao (5°C) aos 28
dias, esta apresentada pela Figura 25. Para fins de comparacéao, foi conjuntamente analisado
0 amido de milho nativo.
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Figura 25: Sinerese das pastas de amido de milho e pinh&o nativos durante armazenagem a
5°C durante 28 dias

A porcentagem de agua exsudada pelo amido de pinh&o foi de 14%. Stahl et al.
(2007) encontraram que a porcentagem de sinerese do amido de pinhdo nativo, apés 28
dias, & mesma temperatura, foi de aproximadamente 17%.

A sinerese do amido de pinh&o foi significativamente menor (p < 0,05) do que a do
amido de milho apos refrigeracéo (5°C) por 28 dias. Esse resultado indica que o amido de
pinhdo é menos propenso a retrogradacdo do que o amido de milho. Este comportamento
pode ser explicado pelo menor conteddo de amilose do amido de pinhao (26,3%) em relacdo
ao de milho (aproximadamente 30%) (Stahl et al, 2007), o que traduz-se em uma menor
probabilidade de retrogradacéo, j& que este fenbmeno, segundo Ishiguro et al. (2000), ocorre
preferencialmente na amilose e nas cadeias mais longas da amilopectina. Em
complementacao, Jane (1995) afirma que a taxa de retrogradacdo depende das cadeias
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longas de amilose, que, com cerca de 100 unidades de glicose, tém grande tendéncia a
retrogradar.

Através da menor sinerese apresentada pelo amido de pinhdo frente ao amido de
milho pode-se indicar o maior potencial de aplicagdo do amido de pinhdo em produtos

pereciveis que possuem necessidade de armazenamento sob refrigeracao.

4.3 MODIFICACAO QUIMICA POR HIDROLISE AcCIDA DO AMIDO NATIVO DE PINHAO

4.3.1 Estudo preliminar do tempo de reacédo de hidrdlise

A Tabela 14 apresenta os resultados do estudo do tempo de reacéo de hidrélise para
temperatura de 37°C e uma concentracdo de Acido cloridrico de 2,2 mol.I*, cujas respostas
sdo dadas em teores de dextrose equivalente, uma medida do conteddo de agucares
redutores expresso como glucose, que equivale ao indice do grau de hidrdlise do amido. Os
resultados para cada tempo estudado representam a média de trés repeticdes.

Tabela 14: Resultados do estudo da varidvel tempo na reagéo de hidrélise

Parametros Respostas
Teste T (°C) HCI (mol.I"Y) | Tempo (h) DE (mg glicose/ml)*
1 3 0,26 + 0,062
2 37 2.2 6 2,68 +£0,07"
3 9 5,89 + 0,05°

* Média de trés repetices + desvio padrdo. Letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo
Teste de Tukey (p<0,05).Ensaios realizados a 37°C com 2,2 mol.I" de HCI.

Na Tabela 14 se observa que para um tempo de reacao de 3 horas o valor de DE foi
considerado baixo (0,26) o que pode acarretar na ndo ocorréncia da hidrolise, sob condi¢des
mais amenas de temperatura e concentracdo de &cido. O tempo de hidrolise de seis horas
inicialmente estipulado para a conducdo da hidrdlise &cida gera uma resposta mensuravel,
isto € DE > 0. Além disto, uma reacéo de hidrolise de apenas seis horas torna-se bastante
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interessante sob o ponto de vista industrial, por questbes econdmicas ja que,
tradicionalmente, os resultados alcancados nas reacdes tradicionais de hidrélise acida
parciais sdo alcancados em tempos maiores (Mun e Shin, 2006).

Para o tempo de reacdo de 9 horas, o valor de DE ficou proximo de 6,0,
significativamente maior do que os demais tratamentos, entretanto, neste caso, as
propriedades de substituto de gordura, isto €, a formacdo de gel termorreversivel, segundo
Zambrano a Camargo (1998) ndo sao mais garantidas, ainda mais sob as condi¢cdes mais

severas de temperatura e concentracdo de acido que serdo estudadas no presente trabalho.

4.3.1.1 Planejamento experimental para avaliagdo da reacao de hidrolise

A Tabela 15 apresenta os resultados de dextrose equivalente (DE) e porcentagem de
hidrdlise provenientes do planejamento experimental empregado, para um tempo de 6 horas
de reacdo. A porcentagem de hidrélise € um valor diretamente proporcional ao valor de
dextrose equivalente (calculado atraveés do valor de DE, equacao 4.9), sendo mais passivel
de comparacdes com a bibliografia ja que muitos autores a reportam diretamente em seus
trabalhos (Mun e Shin, 2006; Jakyakody e Hoover, 2002; Lim et al., 2004, dentre outros).

As temperaturas empregadas foram menores do que 50°C, pois conforme o0s
resultados obtidos pela microscopia 6tica o inicio da temperatura de gelatinizagdo do amido

de pinhao encontra-se préximo a 50,3°C.
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Tabela 15: Valor de dextrose equivalente e porcentagem de hidrdlise dos hidrolisados
mediante diferentes condi¢des de hidrdlise acida do amido de pinhéo

Tratamento Valores Valores
Codificados Reais Dextrose Equivalente Porcentagem de
X X Temperatura | Concentracdo (mg glicose/ml)l hidrélise (%)
! 2 (°C) HCI (mol.I'™")
1 1| 1 30 1,2 0,00 + 0,000 0,00
2 +1 | -1 44 1,2 1,75 + 0,063 0,63
3 -1 |+ 30 3,2 0,00 + 0,042 0,00
4 +1 | +1 44 3,2 6,5 + 0,026 2,34
5 0 0 37 2,2 2,8 £0,073 1,00
6 0 0 37 2,2 2,740,074 0,97
7 0 0 37 2,2 2,7+0,074 0.97

1 Média de trés determinagdes + desvio padréo.

Na Tabela 16 sdo apresentados os coeficientes de regressdo do modelo, os quais

foram significativos (p < 0,05) para os fatores temperatura, concentracdo de acido cloridrico

assim como para a interacao entre estes.

Tabela 16: Coeficientes estimados da analise de regressao para as variaveis codificadas

Fator Coeficiente Erro Padrao Valor de t Valor de p
|ntersegé0 2,29 0,03 79,39 0,008
X0 4,13 0,04 58,34 0,01
Xo 2,38 0,04 33,59 0,02
X1Xo 2,38 0,04 33,59 0,02

A equacdo resultante para o modelo empirico codificado é apresentada abaixo.

DE =2,29-4,13.x, - 2,38.X, - 2,38.X,X,

(4.13)
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Onde:

- Xi,a temperatura (valor codificado);

- Xg aconcentracdo de 4cido cloridrico (valor codificado).

A andlise de variancia (ANOVA) para o modelo de superficie de resposta de primeira

ordem se apresenta na Tabela 17, onde se observa que a analise de regressdo mostrou um

bom ajuste (Fcalculado > F tabelado), cujo r*> = 0,9280.

Tabela 17: Analise de variancia (ANOVA) para o indice de dextrose equivalente dos

hidrolisados
Somado

Soma dos | Graus de |Quadrado
Fonte de Variagdo |Quadrados |Liberdade| Médio F calculado | F tabelado
Regressao 28,297 3 9,432 29,70 19,16
Residuo 0,635 2 0,318
Erro Puro 0,005 1 0,005 0,01 161,4
Falta de Ajuste 0,630 1 0,630
Total 28,932 5

O grafico das linhas de contorno apresentado pela Figura 26 demonstra que 0s maiores

valores de dextrose equivalente sao alcancados para as maiores temperaturas e maiores

concentracfes de acido cloridrico empregados, o que concorda com a literatura que indica

que a hidrdlise acida se potencializa em maiores valores de temperatura da reacdo e

concentracdo de acido utilizadas, para um mesmo tempo de hidrolise (Lim et al., 2004;
Jayakody e Hoover, 2002; Mun e Shin, 2006).
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Figura 26: Valores de Dextrose Equivalente observado como uma resposta da interagao
entre as variaveis temperatura e concentracao de acido cloridrico, apos hidrolise acida.

A Tabela 18 relaciona os valores de dextrose equivalente obtidos, com a porcentagem
de hidrolise e os testes de formacao e termorreversao do gel.
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Tabela 18: Relacdo entre o valor de dextrose equivalente e a porcentagem de hidrélise com
a formacéo e termorreversao do gel para o amido hidrolisado de pinhao

Tratamento Parametros da reagéo Dextrose |Porcentagem| Formacdo | Termorreversio
— Equivalente | de hidrolise de gel do gel
Temperatura Concentragf\o (mg (%)
C) HCI (mol.1™) | glicose/ml)*
1 30 1,2 0,00+0,000 0,00 Sim N&o
2 44 1,2 1,75+0,063 0,63 Sim N3o
3 30 3,2 0,00+0,042 0,00 Sim N&o
4 a4 3,2 6,5+ 0,026 2,34 Sim Sim
° 37 2,2 2,840,073 1,00 Sim Sim
6 37 2,2 2,740,074 0,97 Sim Sim
! 37 2,2 2,740,074 0,97 Sim Sim

Nos tratamentos cujos valores de DE foram maiores do que 2,5, com porcentagem de
hidrélise maiores do que 0,95% foram observadas a formacdo de gel termorreversivel,
consequentemente isto indica uma aplicabilidade potencial do amido hidrolisado como
substituto de gordura, ja que a gordura igualmente a um gel termorreversivel, possui a
capacidade de fundir-se e termorreverter, quando exposta a temperaturas altas e baixas,
respectivamente. Resultados similares também foram reportados por National Starch and
Chemical Corporation (1985), indicando que hidrolisados com DE entre 5,0 e 8,0 formam
géis termorreversiveis.

Nos tratamentos cujas porcentagens de hidrolise foram menores ou iguais a 0,63 %, 0
gel ndo termorreverteu. Zambrano e Camargo (2001a) no estudo de hidrdlise acida de amido
de mandioca relataram que alguns dos tratamentos estudados tiveram valores de DE entre
1,0 e 2,0 e geraram géis nao termorreversiveis.

Mun e Shin (2006) obtiveram porcentagem de hidrélise menores do que 5% para o
amido de milho nativo hidrolisado parcialmente por acido, (10 g de amido em 40 ml de
solucao 4cida a 0,1mol.I"}/35°C), porém com 30 dias de reacéo.

Lim et al. (2004) encontraram para a hidrélise do amido nativo de milho (1 mol.I* de
concentracdo de HCI), uma porcentagem de hidrolise de 47,4%, ap6s o 20° dia de reacao.

Jayakody e Hoover (2002) encontraram uma porcentagem de 73,4% para a mesma espécie
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de amido sob condicdes de 2,2 mol.I"* (HCI) e 35 °C , ap6s o 15° dia de reacdo. O fato da
maior ou menor susceptibilidade do granulo de amido ao acido (taxa e grau de hidrdlise
alcancados), sob determinada condicdo, esti relacionado a diferengcas no tamanho do
granulo, tipo de cristalinidade e composi¢cao do amido, como o conteudo de amilose e o grau
de fosforilagdo do mesmo (Gerard et al.,2002; Hoover, 2000; Jacobs et al., 1998; Jane et al.,
1997; Li et al., 2001). A porgéo da fragdo amorfa do amido (Mun e Shin, 2007) influencia
fortemente o ataque acido, ja que este reage preferencialmente com esta regidao do granulo
(Komiya e Nara, 1986; Komiya, Yamada e Nara, 1987). Devido a este fato tem-se que, em
amidos modificados por acidos, o conteido de amilose decresce ap6s a modificacdo, ja que
segundo Atichokudomchai et al.,(2000), este polimero reside preferencialmente na regiao
amorfa do granulo.

Com respeito aos tratamentos 1 e 3 foram obtidos valores de DE iguais a zero. Este
fato indica que & 30 °C a mudanca de concentracdo de 1,2 mol.I* para 3,2 mol.I"n&do
influencia na hidrolise do amido.

A hidrélise quando induzida para mudar caracteristicas funcionais (emprego como
substituto de gordura, agente ligante) deve alcangcar um grau de hidrélise (que se relaciona
tanto com o valor de DE, quanto com o valor da porcentagem de hidrélise alcancada) ndo
excessivo (DE maiores do que 10), ja que segundo Zambrano e Camargo (1999), quando a
hidrolise acida se estende em demasia, quer por condicdes excessivas de tempo,
temperatura ou concentragcdo de acido, a propriedade de formacéo de gel se perde e assim,
0 amido ndo tem mais aplicacdo como substituto de gordura. Essas mesmas autoras
também afirmam que para aplicacdo como agente ligante, este valor ndo poderia ser
demasiadamente baixo (DE menores que 2,5).

Assim, as caracteristicas de formacéo de gel e termorreversibilidade do gel do amido
modificado foram utilizadas como critério para a selecdo das condi¢ges de hidrélise do amido
de pinhdo para uso como substituto de gordura. A escolha destes parametros foi baseada
em estudos anteriores (Furcsik et al., 1992; Lenchin et al., 1985; Zambrano e Camargo,
1998) que mostraram a importancia da formacao de géis termorreversiveis, para uso como

substituto de gordura.
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A andlise dos resultados considerando esses parametros, mostrou que os tratamentos
4, 5, 6 e 7 produziram géis termorreversiveis, portanto qualquer um destes tratamentos
poderia ser selecionado se o intuito fosse somente a obtenc&do de um substituto de gordura.

Entretanto, a fim de dar maior potencial de aplicabilidade ao amido modificado, optou-
se pelo tratamento 4 (3,2 mol.I" e 44 °C) para que a utilizacdo como agente ligante pudesse
ser viabilizada, ja que o valor de DE alcancado (6,5) ndo é muito baixo (~2,5).

Correlacionando os resultados aqui apresentados com aos descritos pela Tabela 14
pode-se perceber que resultado similar (5,89) para dextrose equivalente foi obtido para a
hidrélise &cida nas condicdes de 37°C e 2,2 mol.I'* de &cido cloridrico, entretanto para um
tempo de 9 horas de reacdo. Este fato indica que o tratamento acido prolongado, em
condi¢cdes mais amenas, também seria satisfatorio para o proposito em questao, levantando,
portanto a necessidade de avaliacdo do custo operacional para a melhor avaliagdo das

condi¢des do processo.
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4.4 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES FUNCIONAIS DOS AMIDOS NATIVOS E MODIFICADOS

Os resultados apresentados a seguir tém por objetivo avaliar as
propriedades do amido de pinhdo adquiridas apdés a modificagdo via hidrélise
acida em comparacgdo ao amido de pinh&o nativo, amido de milho nativo e amido
de milho hidrolisado.

A modificacdo do amido de milho e pinhdo foi realizada empregando
temperatura de 44 °C e 3,2 mol.I"* de concentraco de HCI, com um tempo de 6
horas.

4.4.1 Porcentagem de Recuperacio do Amido ap6s a Hidrélise Acida

A porcentagem de recuperacdo do amido de pinhdo apoés hidrolise acida foi
de 42,97% £ 1,46 e para o amido de milho de 63,3% + 0,29, sendo, portanto, a
recuperacédo do amido de pinh&o 20% menor em relagcdo ao amido de milho.

Shujun et al. (2007) relataram uma porcentagem de recuperacdo para o
amido acido modificado de Rizoma de Dioscorea de 60%, em seis dias de
hidrolise, com temperatura de 35°C e 2,2 mol.I-1 de HCI, que reduziu com o
aumento do tempo de reacéo.

Estes resultados indicam que a técnica de modificacdo utilizada neste
trabalho ainda pode ser melhorada, assim como, as faixas de estudo para
temperatura e concentracdo de acido cloridrico (item acima) revistas, de forma a

aumentar a recuperacao do amido durante o processo de modificagdo &cida.

4.4.2 Formagéo, Fuséo e Termorreversibilidade do Gel

Os resultados para a formagdo, temperatura de fusdao e
termorreversibilidade do gel para os amidos nativos e modificados de pinhao e
milho, estdo apresentados pela Tabela 19. A termorreversibilidade somente foi

realizada nos géis que fundiram, nas condi¢des da analise.
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Tabela 19: Formacéo, fuséo e termorreversibilidade do gel dos amidos nativos e
modificados de amido de pinhdo e milho

Amido Formacgéo de Fuséo de Gel | Termorreversibilidade
Gel do Gel

Pinhdo Nativo Sim N&o -

Milho Nativo Sim N&o -

Pinh&o Modificado Sim Fuséo a 46°C Termorreverteu sem
sinerese

Milho Modificado Sim Fuséo a 23°C Termorreverteu com
sinerese

A formacdo de gel pelos amidos modificados comprova que o grau de
hidrdlise sofrido pelas moléculas do amido em ambas as espécies, nao foi muito
extenso, conservando-se neles uma das propriedades requeridas para os amidos
utilizados como substitutos de gordura, que € a formacao de gel (Radley, 1976). A
modificacdo acida teve um forte efeito nas propriedades de ambas as espécies de
amido analisadas, ja que os amidos nativos formaram géis que nao fundiram, apés
aquecimento.

O amido de milho modificado fundiu a 23°C e o de pinhdo a 46°C. Ambos
apresentaram termorreversdo dos seus géis quando submetidos a refrigeracao,
apo6s fusdo. Esse valor de ponto de fusdo em conjunto com a propriedade de
termorreversédo, garantem a aplicabilidade do amido de pinh&o como substituto de
gordura na formulacgéo de bolos, pois segundo Blanshard et al.(1987), o ponto de
fusdo das gorduras para este fim depende da composicdo de &cidos graxos e
geralmente varia na faixa de 37 — 45°C.
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4.4.3 Determinagdo da tendéncia a retrogradagdo dos amidos nativos e
modificados

A verificacdo da tendéncia a retrogradagdo dos amidos nativos e
modificados de pinh&o e milho foi realizada através da observagdo da influéncia
do tempo de armazenamento na opacidade das pastas dos amidos, apresentada
pela Figura 27. Os amidos nativos e modificados mostram a tendéncia a
diminuicAo da transmitancia das pastas, com 0 aumento do tempo de
armazenamento. Segundo Stahl et al. (2007) a retrogradacéo é a responsavel pela
tendéncia da pasta de amido em tornar-se opaca (reducdo de %T) e formar géis
com estruturas rigidas durante o resfriamento, o que significa que com o decorrer
do tempo de armazenamento o polissacarideo tende a retrogradar.

Quando comparado o amido de pinh&do com o amido de milho, pode-se
verificar que, tanto para a espécie nativa quanto para a modificada, o amido de
pinhdo mostrou menor opacidade, isto é, maior % de transmitancia. Este fato,
segundo o mesmo autor, sugere que o amido de pinhdo € menos susceptivel a
retrogradacdo do que o amido de milho e est4 de acordo com o menor contetdo
de amilose presente no amido de pinh&o (23,6%), quando comparado ao milho
(~30%) (Bello-Pérez et al., 2006). Este fato concorda com o resultado obtido pela
analise de sinerese, apresentada no item 5.2.4.

Durante a estocagem, pode-se verificar que a transmitancia dos amidos
modificados foi maior do que a apresentada para os amidos nativos. Este
resultado concorda com o obtido por Sandhu et al. (2007) onde foi verificado um
efetivo aumento na porcentagem de transmitancia de luz nos amidos de milho
acido modificados, quando comparado ao amido de milho nativo. Segundo Lawal
(2004), esse aumento na transmitancia da luz, apés a reacao de hidroélise &cida do
amido, deve-se a reducdo da tendéncia a retrogradacdo. A remocao da regido
amorfa durante a hidrdlise acida aumenta a formacdo de pontes interativas entre

as moléculas da amilopectina e, portanto aumenta a sua transmitancia.
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Figura 27: Opacidade da pasta dos amidos nativos e modificados de pinh&o e
milho (transmitancia a 625nm).

4.4.4 Estabilidade ao Congelamento e Descongelamento

A Figura 28 mostra a estabilidade dos amidos de pinhdo e milho nativos e
modificados, ap0s seis ciclos de congelamento e descongelamento. Nela se
observa que os amidos nativos (pinhdo e milho) foram susceptiveis a liberagédo de
agua ap0s o congelamento e descongelamento, demonstrando suas baixas
resisténcias ao processo aplicado. Takizawa et al. (2004) verificaram que para a
mesma andlise, os amidos nativos de mandioca e milho ceroso mostraram-se
resistentes ao congelamento e descongelamento, enquanto que os amidos de
mandioquinha salsa, batata, batata doce e milho regular mostraram
susceptibilidade ao processo, apresentando liberacdo de agua de suas pastas

(sinerese), similarmente ao ocorrido neste trabalho.
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Figura 28: Sinerese das pastas de amido de milho e pinh&o seis ciclos de
congelamento e descongelamento

(*Letras iguais indicam que néo existem diferencas significativas (p<0,05)).

Comparando as espécies pinhdo e milho, verifica-se que os amidos de
pinhdo nativo e modificado apresentaram maior estabilidade aos ciclos de
congelamento e descongelamento, resultado interessante para a sua possivel
utilizacdo em alimentos sujeitos a conservacado sob congelamento, j& que o gel
formado liberou, significativamente, menos agua. Esses resultados foram
melhores aos encontrados por Stahl et al. (2007), para os amidos nativos de
pinhdo e milho (submetidos a trés ciclos de congelamento (-18°C) e
descongelamento (30°C)), onde a exsudacgdo de 4gua para o amido de pinhao foi
de aproximadamente 77% e, para o amido de milho, de aproximadamente 82%,
resultado que apresentou diferenga similar (~5%) a aqui encontrada, entre as
espécies em questao.
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Esse resultado indica que o amido de pinhdo possui maior aplicabilidade
frente ao de milho como ingrediente em alimentos sujeitos a conservacdo sob
congelamento, pois possui menor tendéncia a sinerese (Marcon et al., 2007).

Também se observa que os amidos modificados apresentaram maior
sinerese, similarmente ao encontrado por Takizawa et al. (2004) e Shirai et al.
(2007), que atribuiram a maior liberacdo de dgua a ocorréncia de uma degradacgao
parcial das macromoléculas constituintes do amido, 0 que ocorre no caso da
reacdo de hidrolise acida. Esse fato evidencia que o processo de modificacdo
acida ndo gera uma maior estabilizacdo das pastas de amido expostas a ciclos de

congelamento e descongelamento.

4.45 Poder de Inchamento (Pl) e indice de Solubilizagdo (IS) para os
amidos nativos

A Tabela 20 apresenta os resultados obtidos para o poder de inchamento
dos amidos nativos e modificados de pinhao e milho.

Tabela 20: Poder de Inchamento dos amidos nativos e modificados de pinhdo e
milho em fung&o da temperatura

Poder de Inchamento (g H,O/g amido base seca)
Temperatura | .20 Nativo | Milho Nativo msé?fri‘f; ' | Milho Modificado
25°C 1,76 +0,13 | 1,93""+0,01 | 2,16°+0,01 | 2,34% +0,00
50°C 1,91+ 0,01 | 1,92 +0,00 | 2,252 +0,02 | 2,27°2+0,02
60°C 3,84°€+0,02 | 4,18"+0,01 | 2,07°°+0,03 | 2,18%+0,01
70°C 11,08%° + 0,04 | 4,822 +0,02 | 1,55°° + 0,00 1,66%° + 0,00

Os resultados sao expressos como média + desvio padrdo (n = 3). Médias seguidas de letras
mindscula diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas através do teste Tukey
(p<0,05).Médias seguidas de letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam diferencas
significativas através do teste de Tukey (p<0,05).

O resultado apresentado pela Tabela 20 indica a forte influéncia da
temperatura no poder de inchamento (capacidade de retencdo de &gua) para o
amido de pinhdo (p<0,05). Este fato estad relacionado a maior vibracdo das
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moléculas do granulo de amido sob altas temperaturas, 0 que causa o rompimento
das ligacdes intermoleculares e permite que os sitios de ligacao liberados possam
realizar ligacbes de pontes de hidrogénio com a molécula de 4gua (Fennema,
2000). De acordo com Hashim et al. (1992), durante a faixa de temperatura de
gelatinizagao, o granulo de amido tem um limitado inchamento onde somente uma
pequena quantidade de carboidratos € solubilizada, mas a medida que a
temperatura aumenta, acima da faixa de temperatura de gelatinizagéo, existe um
aumento do poder de inchamento e uma grande quantidade de carboidratos é
lixiviada a partir do granulo de amido. Para o amido de milho nativo, a influéncia
da temperatura no poder de inchamento somente foi observada a partir de 50°C.

O incremento do poder de inchamento com a temperatura, para espécies
nativas foi também observado por Waliszewski et al. (2003), para o amido de
banana.

Ao contrario do que ocorreu com 0s amidos nativos, o poder de inchamento
dos amidos modificados decresceu com o aumento da temperatura, sendo
significativamente menor a 70°C. Isto pode estar relacionado com o fato de que,
na hidrélise acida, as cadeias que compde o amido, principalmente a amilose, sdo
fragmentadas e formam uma estrutura desorganizada que com o aumento da
temperatura, ndo consegue reter agua em seu interior (Sandhu et al., 2007).

Analisando as espécies nativas, pode-se verificar que a temperaturas de 25
e 60°C, ao contrario do relatado por Woisiacki e Cereda (1989), o amido de pinh&o
apresentou valores para o poder de inchamento menores (p<0,05) do que o amido
de milho, enquanto que a 50°C nenhuma diferenca significativa foi encontrada
entre o poder de inchamento das espécies. Entretanto, a 70°C o valor alcancado
para o poder de inchamento do amido de pinhao foi maior do que para o amido de
milho. Stahl et al. (2007) em seu estudo com amido de pinhdo constatou que a
85°C o amido de pinh&o nativo apresentou um poder de inchamento similar ao
encontrado para o amido de milho. Henriguez et al. (2008) encontraram valores de
2,55 g H,O/g amido base seca , a 60°C para o amido da semente de Araucaria
araucana, (conifera da familia das araucérias tipica de paises como Chile e
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Argentina). Este valor foi inferior ao encontrado para o amido de pinhdo, na
temperatura mais alta estudada (70°C).

Os amidos modificados de pinhdo e milho apresentaram valores maiores do
gue os similares nativos para o poder de inchamento, sob as temperaturas de
25°C e 50 °C, enquanto que sob as temperaturas de 60 °C e 70 °C se observa a
situacao inversa. Essa Ultima situacao foi relatada por Sandhu et al.(2007) em sua
avaliacdo da modificacdo &cida do amido de milho, o que segundo Laval (2004),
se deve a reducdo da regido amorfa do granulo de amido, o que reduz o niumero
de sitios disponiveis para estabelecimento de ligacées com a molécula de agua.

A diferenga encontrada nos valores de poder de inchamento para espécies
estudadas deve-se basicamente as suas diferentes porcentagens de amilose,
amilopectina e tamanho e compactacdo de granulos (Marcon et al., 2007).
Estudos tém demonstrado que variagbes genéticas, condigBes climaticas e de
solo, idade da cultura e época de colheita também afetam as caracteristicas
reologicas, principalmente viscosidade, poder de inchamento, retrogradacéo
(Franco et al., 2001).

A Tabela 21 apresenta os resultados obtidos para o indice de solubilizacéo

dos amidos nativos e modificados de pinh&o.

Tabela 21: indice de Solubiliza¢io dos amidos nativos de pinh&o e milho em
fungéo da temperatura

indice de Solubilizag&o
Temperatura |, d0 pinhdo | Amido Milho | ~'P80 | priiho Modificado
modificado
25°C 0,31 +0,04 | 0,71"+0,01 | 7,52+0,12 | 6,87 +0,07
50°C 0,128 +0,01 | 1,48°+0,04 | 7,47+0,12 | 6,939 +0,14
60°C 4,02°° +0,20 | 2,98°°+0,11| 8,65®®+0,02 | 8,11 +0,04
70°C 1,45 +0,09 | 2,85°°+0,06 | 9,02° +0,05 | 8,19%® +0,02

Os resultados sao expressos como média + desvio padrao (n = 3). Médias seguidas de
letras mindscula diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas através do teste de
Tukey (p<0,05).Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam
diferencgas significativas através do teste de Tukey (p<0,05).
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Através da tabela, pode-se observar que as temperaturas de 25, 50 e 70°C,
o valor encontrado para o indice de solubilizacdo do amido de pinhdo nativo foi
menor que no milho, o que pode ser explicado devido ao menor contetudo de
amilose do amido de pinhéo, ja que segundo Marcon et al. (2007) a amilose, que
deixa o granulo com a entrada da agua em seu interior, € quem contribui para o
incremento do IS. Entretanto sob a temperatura de 60°C, o amido de pinhao
apresentou IS (%) significativamente maior do que o milho. O incremento do IS
(%) com a temperatura foi verificado para o amido de milho, entretanto para o
amido de pinhao este fato ndo seguiu uma sequéncia légica. Nao foi encontrado
nenhum relato a respeito deste resultado.

Henriquez et al. (2008) encontraram valores similares de 1S(%) para a
semente de Pifion (Araucaria araucana), sob temperatura de 30°C (0,3%).

Para os amidos modificados, de ambas as espécies, o IS foi
significativamente maior do que o encontrado para 0s nativos. Este fato ocorre
porque o acido ataca preferencialmente a regido amorfa da molécula de amido,
onde a amilose reside, preferencialmente (Atichokudomchai et al., 2000), gerando
uma significativa reducdo de seu conteudo no grénulo e a consequente
solubilizagdo da mesma, acarretando em um aumento do IS. Este fato foi
potencializado com o incremento da temperatura, para ambas as espécies. Ainda,
pode-se perceber que o IS do amido de pinhdo foi significativamente maior
(p<0,05) do que o encontrado para o amido de milho, demonstrando a maior
susceptibilidade do pinh&o, frente ao milho, a reacao de hidrélise &cida.

4.4.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) dos amidos nativos e
modificados

A Figura 29 apresenta as fotomicrografias obtidas através de MEV do
amido de pinhao nativo e modificado.

Nela pode-se observar que o tratamento &cido afetou a estrutura dos
granulos do amido de pinhdo, aumentando a porosidade e a forma da superficie,

gue na espécie nativa se encontra sem protuberancias. Também se observa que a
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hidrdlise ndo foi uniforme, pois alguns granulos parecem mais afetados do que
outros.

Esse fato confirma que a condi¢&o hidrolise acida, no amido de pinh&o néao
foi muito intensa, de acordo com o valor de DE encontrado de 6,5.

SkuV XZ, 880 18mm

Figura 29: Micrografias obtidas através de MEV do amido de pinh&o nativo e
modificado, sendo A, pinh&o nativo (2000x); B, pinh&o modificado (2000x).

A Figura 30 apresenta as fotomicrografias do amido de milho nativo e

modificado.
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Figura 30: Microaiafias obtidas através de MEV do amido de milho nativo e
modificado, sendo A, milho nativo (2000x); B, milho modificado (2000x).
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Assim como para o amido de pinhdo, o amido de milho apresentou
mudancas na estrutura dos granulos, com uma superficie que apresenta “fendas”
e com alguns poros. Este fato comprova que a hidrélise acida realizada também
afetou o granulo do amido de milho.

Sandhu et al. (2007) ndo observaram destruicdo granular apds a hidrdlise
acida do amido de milho (50°C/0,14 M de HCI/8 horas), devido ao baixo grau de
hidrdlise gerado. You e Izydorczyk (2007) relataram que o amido de cevada, ap6s
hidrolise acida, também n&o apresentou alteracdes na superficie granular.
Observacdes similares também foram relatadas por Chang et al. (2006),
Kuakpetoon e Wang (2001) e Lawal (2004) em estudos com amidos submetidos a
modificag&o por hidrdlise acida.

4.4.7 Propriedade de pasta
A Figura 31 apresenta os viscoamilogramas agregados dos amidos nativos
e modificados de milho e pinhdo, sendo os valores de viscosidade maxima,

viscosidade minima, viscosidade final, quebra e setback apresentados na Tabela
22.
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Figura 31: Viscoamilogramas agregados dos amidos nativos e modificados

de pinhao e milho.

Tabela 22: Propriedade de pasta dos amidos nativos e modificados de milho e

pinh&o
Temperatura | Viscosidade Viscosidade Viscosidade | Breakdown ou
Amido de Pasta (°C) Méxima Minima Final guebra Setback (cP)
(cP) (cP) (cP) (cP)
Pinhao 5595,0 £ 3320,0 £ 5072,5 a a
) 68,0 a a a 2275,0 £ 0,00 | 1752,5+ 7,78
Nativo 48,08 48,08 40,31
Milho b 2468,0 £ b 1881,0 + 2067,5 £
) 78,0 4347,0 + 8,49 b 4534,5 + 4,95 b b
Nativo 77,78 83,44 81,32
Pinh&o . c . . c
. 0,0 10,0+ 1,41 0,0 £ 0,00 15+£0,71 12,0+ 1,41 1,0 £ 0,00
Modificado
M||h0 C [ [ C [
» 0,0 57,0+ 2,83 140+ 1,41 18,0+ 1,41 46,0 £ 2,83 25+0,71
Modificado

Os resultados sdo expressos como média + desvio padréo (n = 3). Médias seguidas de letras

mindscula diferentes na mesma comuna indicam diferencas significativas através do teste de

Tukey(p<0,05).
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Na figura pode-se perceber que o aumento da temperatura leva a
gelatinizagdo do amido, o que provoca 0 aumento da viscosidade, devido ao
inchamento dos granulos de amido. Nesse ponto, polimeros com menor massa
molecular, particularmente amilose, comecam a ser lixiviadas dos granulos
(Thomas e Atwell, 1999). A temperatura na qual os granulos comecam a inchar é
denominada temperatura de pasta, que para o amido de pinhdo nativo foi menor
(68°C) do que para o amido de milho nativo (78°C), o que indica que o amido de
pinhdo apresenta menor resisténcia a dissociacdo das pontes de hidrogénio
intramoleculares e maior facilidade de expansédo do que o amido de milho (Leonel
et al, 2005). Resultado similar foi encontrado por Bello-Pérez et al. (2006) e por
Stahl et al. (2007) quando comparavam o amido de pinhdo ao amido de milho.

Na temperatura de pasta, a viscosidade alcancada para o amido de pinhdo
foi de aproximadamente 3500 cP e para o amido de milho, de aproximadamente
3300 cP (valores obtidos diretamente do viscoamilograma). O pico de viscosidade
€ obtido durante o empastamento, quando os granulos, em sua maioria, estao
totalmente inchados, havendo também a presenca de alguns granulos intactos
(Thomas e Atwell, 2007). A viscosidade maxima alcancada pelo amido de pinh&o
nativo (pico de viscosidade) foi maior (5595 cP) do que a obtida pelo amido de
milho nativo (4347 cP) e as temperaturas na qual ocorreram estes picos de
viscosidade foram de aproximadamente, 90°C para o amido de pinhdo e 95°C
para o amido de milho. Resultado muito similar foi encontrado por Stahl et al.
(2007) que encontrou para o amido de pinhao nativo, 89,2 °C para a temperatura
de pico de viscosidade, e para o amido de milho, 94°C. Entretanto, estes mesmos
autores encontraram uma viscosidade de pico 34% maior para o0 amido de pinhao
frente ao amido de milho e no presente trabalho, este aumento foi de apenas 14%,
fato que pode estar associado a diferencas de cultivares utilizadas, condi¢cbes
experimentais e processo de extracdo do amido.

A viscosidade de pasta € importante na avaliagdo da qualidade do amido,
uma vez que a fluidez pode interferir nos equipamentos a serem utilizados e
dimensionados em uma linha de producéo, até no produto a ser fabricado (Bello-
Pérez et al.,2006). Nesse contexto, pode-se dizer que o amido de pinhdo é uma
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importante alternativa para o desenvolvimento de produtos que requerem alta
viscosidade, sob temperaturas de processo ndo muito altas, assim como para
produtos com ingredientes termolabeis.

Durante a fase de temperatura constante (95°C), os granulos comecam a
se dissociar e a solubilizagdo das moléculas de amilose continua, gerando a
gueda de viscosidade observada na Figura 31. A diferenca entre as viscosidades
maxima e minima é denominado “Breakdown”, que representa a resisténcia do
amido a agitacdo mecénica, onde é possivel avaliar a estabilidade do amido em
altas temperaturas, cujos granulos se rompem sob agitagdo mecanica (Thomas e
Atwell, 1999). O “breakdown” para o amido de pinhdo nativo foi maior do que o
obtido para o amido de milho nativo, o que, segundo Vieira (1994) revela a maior
fragilidade do amido de pinh&o quando cozido em agua ou seja, menor resisténcia
a agitacado a quente.

Imediatamente apoOs a etapa de reducdo da temperatura, para ambas as
espécies, ocorre a reassociacao entre as moléculas e a viscosidade aumenta,
provavelmente devido a reorganizacdo das cadeias lineares (principalmente
amilose) do amido que foram solubilizadas durante o aquecimento e a fase de
matimento da temperatura. Este processo produz um alto niamero de ligacdes
cruzadas formando uma rede que retém uma grande quantidade de agua em seu
interior, 0 que representa o fenGmeno de retrogradacgao.

O setback (tendéncia a retrogradacdo) para o amido de pinhdo foi
significativamente menor (1752,5 cP ) do que o encontrado para o amido de milho
(2067,5 cP) o que indica a maior estabilidade a retrogradacdo do amido de pinhéo,
fato que concorda com os resultados anteriormente discutidos nos itens 5.4.3 e
5.4.4. Também, segundo Yuan et al. (2007) maiores valores de setback séo
encontrados para amidos cujos granulos possuem maior diametro, devido a maior
fragilidade encontrada em granulos maiores, o que concorda com o item 5.1.4 que
aponta menores valores para o diametro do amido de pinhéo (7 a 20 um) frente ao
amido de milho (21-96 um) (Fennema, 2001).

Como pode ser visualizado pela Figura 31 e mensurado pelos dados da
Tabela 22, as pastas de amido de pinhdo e milho modificados apresentaram
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valores de viscosidade muito baixos, pois o0 amido gelatinizado, para ambos os
casos apresentou elevada fluidez. Esse fato concorda com o encontrado por
Shandu et al. (2007) que relatou que para diferentes espécies de amido de milho
acido modificadas, uma drastica reducdo dos valores de viscosidade maxima,
viscosidade final, “breadown” e “setback” quando comparado ao amido nativo. De
acordo com os mesmos autores a hidrélise acida gera esta reducéo drastica no
pico de viscosidade devido a redugéo das cadeias que compdem o amido.

De maneira geral, a reacdo de hidrolise acida reduziu drasticamente a
viscosidade de pasta a quente para os amidos analisados, 0 que concorda com a
bibliografia (Whistler & Daniel, 1990). Cruz e El-Dash (1984) relataram que ao
submeter o amido de chuchu e milho a hidrélise acida, utilizando uma
concentracdo de &cido cloridrico de 0,075 mol.I*, a viscosidade maxima foi
reduzida em aproximadamente 50%, tornando a pasta de amido mais fluida.
Porém, os mesmos autores relataram que quando a modificacdo acida foi
realizada com uma concentracdo maior de &cido cloridrico (0,3 mol.I'") esta
reducéo foi de aproximadamente 100%. Isto confirma o fato de que quanto maior a
concentracdo de &cido cloridrico utilizada, maior é a severidade da reacao (o que
concorda com o resultado apresentado no item 5.3), e consequentemente, maior é
a diferenca das caracteristicas adquiridas, no caso, a reducéo da viscosidade de
pasta a quente. Da mesma forma, Silva et al. (2006), em seu estudo sobre amidos
modificados de grau alimenticio comercializados no Brasil, demonstraram que as
viscosidades maximas de amidos modificados por hidrdlise acida, foram de 100 a
75% menores do que as viscosidades maximas encontradas para 0os amidos
nativos. Da mesma forma, Sriroth (2002), em seu estudo com amido de mandioca
acido modificado relatou uma drastica reducéo no valor da viscosidade méaxima do
amido nativo (~4000 cP) com relacdo ao amido acido modificado (~30 cP).

Estudos utilizando outros protocolos de modificagdo da molécula de amido
também alcancaram reducdo de viscosidade de pasta a quente. Stahl et al.
(2007), em seu estudo com amido de pinhdo e milho submetidos a fosfatagcédo
(12% de substituicao), obtiveram uma reducao total do pico de viscosidade obtido.
J4, Limberger et al. (2008) demonstraram, com a mesma técnica de fosfatacao
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(grau de substituicdo de 7,5%), que o amido de quirera de arroz obteve uma
reducdo de 26% na viscosidade maxima. Henrique et al.(2008) relataram que o
amido de mandioca modificado via esterificagdo gerou uma reducdo de 90% da
viscosidade de pico em relagdo ao amido nativo.

Os menores valores de breakdown e setback encontrados para o amidos
modificados de pinhdo e milho sugerem tanto maior estabilidade a agitacédo
mecéanica, quanto a sua menor tendéncia a retrogradagcdo, quando comparados
aos similares nativos. Ao se comparar os amidos modificados de pinhdo e de
milho, pode-se concluir que a reacdo acida foi mais drastica para o amido de
pinhdo (modificagdo mais intensa), visto que proporcionou um pico de viscosidade
muito menor, além disso o amido modificado de pinhdo é menos susceptivel a
retrogradacdo do que o modificado de milho, resultado que concorda com o
apresentado na andlise de determinacgdo da tendéncia a retrogradacao.

A caracteristica de baixa tendéncia a retrogradacdo, aliada aos baixos
valores de viscosidade de pasta indicam, segundo Henrique et al. (2008), uma
potencial aplicabilidade do amido de pinhdo modificado para a formacgao de filmes
biodegradaveis comestiveis (biofilmes) que tém como finalidade a protecédo de
produtos embalados (alimenticios ou ndo) de danos fisicos e bioldgicos,

aumentando a sua vida util.

4.4.8 Determinacao das propriedades térmicas e termodinamicas

A Figuras 32 apresenta os termogramas obtidos pela analise de calorimetria
diferencial de varredura (DSC), para os amidos de pinh&o nativo (A), milho nativo
(B), pinhdo modificado (C) e milho modificado (D), cujos parametros, temperatura
de pasta, temperatura inicial de gelatinizacdo (T,), temperatura do pico
endotérmico (Tp), temperatura de conclusdo da gelatinizacdo (T.), faixa de
gelatinizacdo (T. — To) e entalpia de gelatinizacdo (AHge) S&0 apresentados na
Tabela 23 (os marcadores indicam as temperaturas inicial, do pico endotérmico e

de concluséo, da menor para a maior temperatura).
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Figura 32: Termogramas obtidos através de DSC dos amidos nativos de
pinhao, safra 2007 (A) e milho (B) e modificados via hidrélise acida (44°C e 3,2
mol.I* de HCI) de pinh&o (C) e milho (D).

Tabela 23: Propriedades térmicas e termodinamicas dos amidos nativos e
modificados de pinhao e milho

Espécie To (°C) Tp (°C) Tc(°C) |AH g (J.g7)
Pinh&o Nativo 18,76 47,64 62,52 15,23
Pinh&o Modificado 21,34 53,10 67,02 14,52
Milho Nativo 18,84 53,78 68,25 13,85
Milho Modificado 19,07 54,17 69,82 18,30

Através da figura e da tabela, em relacdo as espécies nativas, se observa

gue a temperatura de pico endotérmico do amido de pinhdo é menor do que a
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encontrada para o amido de milho. Bello-Pérez et al. (2006) apontaram um maior
valor para a T, do amido de pinhdo (63,4°C) do que a encontrada no presente
trabalho (47,64°C). Contrariamente ao encontrado pelos autores, a AH 4 do
amido de pinh&o nativo encontrado no presente trabalho foi maior do que a AH g
do amido de milho nativo, o que indica, segundo Biliaderis (1991), que a
desorganizacdo dos componentes do amido de pinh&o requer mais energia,
comparado ao amido de milho. Este fato concorda com louchi et al. (1984) que
indica que amidos que possuem menor conteudo de amilose, como o0 pinhéo
(23,6%), frente a ~30% do milho) possuem maiores valores de AH 4 . Ainda, 0
mesmo autor relatou menor entalpia de gelatinizacéo (8,0 J.g™%) para o amido de

pinhdo & aqui encontrada (15,23 J.g%).

De acordo com Franco et al. (2002), os parametros térmicos sao
influenciados pelas forcas de ligacdo no granulo, a qual variam de acordo com a
espécie. Estas forgcas, segundo 0os mesmos autores estdo relacionadas a
composicdo do granulo (razdo amilose/amilopectina, contetudo de fosforo, lipidios,
enzimas e proteinas presentes), estrutura molecular da amilopectina (razdo entre
regides cristalinas e amorfas), morfologia do granulo e distribuicdo de tamanhos
dos granulos de amido. Ainda, Ellis et al. (1998) relata que as condi¢cdes do meio
afetam diretamente o gendtipo da planta, o que pode acarretar em diferencas nas
caracteristicas térmicas e funcionais de plantas de mesma espécie, o que pode ter
explicado as diferencas encontradas no estudo de Bello-Pérez et al.(2006) e
neste.

A entalpia de gelatinizacdo do amido de milho foi proxima a encontrada pela
literatura, que varia entre 7,5 a 14 J.g™* (Metler Toledo, 2007; Mestres, 1996; Bello-
Pérez, 2006).

Em ambos amidos modificados pode-se perceber o aumento na
temperatura de gelatinizagéo (Tp). O tratamento acido ataca preferencialmente a
regido amorfa do granulo, gerando a decomposicao e desestabilizacao dos cristais
do granulo, pela parte amorfa, o0 que acarreta em maiores temperaturas de
gelatinizacdo (Garcia et al.,1996; Hoover, 2000; Jenkins & Donald, 1997). Da

mesma forma, os valores de T, e T, dos amidos modificados foram maiores aos
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encontrados para os amidos nativos. Este fato, segundo Tester e Morrison (1990)
indica que os amidos modificados possuem um nivel mais alto de cristalinidade do
gue os amidos nativos, o que esta de acordo com o fato de que o acido ataca
preferencialmente a regido amorfa do granulo, aumentando a fragdo da regiao
cristalina.

A AH 4o do amido de pinh&o modificado foi menor a encontrada para o
pinh&o nativo. Segundo Blanshard (1987) a reducdo do AH g ,ap6s hidrdlise
acida, ocorre pois 0 acido ataca em primeiro lugar, a regido amorfa do granulo e
esta regido tem um importante papel na termodindamica da gelatinizagéo.
Decréscimo similar no valor de entalpia, apds tratamento acido foi apresentado por
outros autores (Wang e Wang, 2001; Wang et al., 2003). Muhr et al. (1984)
atribuem o fato a perda de ordem da regido amorfa, antes a gelatinizacéo.

Para o amido de milho modificado, o fato da sua AH 4 ser menor a
encontrada para o amido nativo, discorda ao encontrado por outros autores (Stahl
et al., 2007; Wang et al.,2003) que relatam maiores valores desta propriedade
para o amido nativo. Esse comportamento pode ser explicado pela menor
susceptibilidade do amido de milho, frente ao amido de pinhdo, a reacdo de
hidrolise acida, conforme constatado pela anélise de indice de Solubilidade (item
5.4.5) e pelo menor pico de viscosidade do amido de pinhdo modificado, gerado
pela maior susceptibilidade do amido de pinh&o frente ao amido de milho, (item
5.4.7).
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5 CONCLUSOES

O rendimento do pinhdo em amido, para todos os protocolos de extragéo
testados foi de aproximadamente 40% (sem diferenca significativa entre o0s
mesmaos).

A extracdo alcalina foi mais eficaz no processo de desproteinizacdo do
amido, assim como na eliminacdo de lipideos aderidos ao granulo, entretanto
estas alteram a estrutura dos granulos, o que se relaciona a formacdo de
complexos NaOH-amido ou a gelatinizagdo parcial dos granulos, sendo este
efeito potencializado pela concentracdo da solugéo alcalina.

A extracdo com 4gua mostrou ser a mais viavel tecnologicamente, pois ndo
alterou as caracteristicas estruturais do granulo, embora a quantidade de
proteinas residuais no granulo tenha sido superior, quando comparada a extragdo
alcalina.

Os granulos do amido de pinh&o possuem estrutura do tipo C e variadas
formas nas quais coexistem tanto granulos ovais, quanto elipséides truncados ou
hemisféricos, apresentando uma superficie lisa. O diametro médio varia entre 7 e
20 pm. Sob luz polarizada, o granulo do amido de pinhdo apresentou
birrefringéncia caracteristica (Cruz de Malta) até a temperatura de
aproximadamente 50,3°C.

Os modelos que melhor se ajustaram aos dados experimentais de
isotermas de amido de pinhdo foram: Peleg, Chung—Pfost e GAB. O modelo de
GAB foi empregado para determinar as propriedades termodinamicas: calor de
sorcao (entalpia diferencial) e entropia diferencial. A isoterma do tipo Il foi
evidenciada.

A sinerese do amido de pinhé&o foi significativamente menor do que a do
amido de milho apos refrigeracdo (5°C) por 28 dias, indicando que o amido de
pinhdo nativo é menos propenso a retrogradacao do que o amido de milho nativo.

O planejamento experimental realizado para modificacdo acida do amido de
pinhdo indicou que a temperatura, a concentracdo de acido e a interagdo entre
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estes afeta significativamente o grau de hidrélise do amido, que é maximizado
para as condicdes de 44°C e 3,2 mol.I"* com valor de DE de 6,5, onde observou-se
a formacgéo de gel termorreversivel.

As andlises comparativas dos amidos nativos e modificados de pinhdo e de
milho indicaram que: (1) todos os amidos formaram gel, entretanto somente os
modificados termorreverteram; (2) a modificagdo acida do amido causou um
aumento na porcentagem de transmitancia de luz para os amidos de pinh&o e
milho, para tempos de armazenamento similares, o que se traduz em uma menor
tendéncia a retrogradagcdo gerada pelo tratamento acido; (3) o amido de pinhéo
nativo possui menor tendéncia a sinerese, durante armazenamento sob
refrigeracdo e maior estabilidade aos ciclos de congelamento e descongelamento
do que o amido de milho; (4) os amidos modificados apresentaram baixa
estabilidade frente ao congelamento e descongelamento, o que indica que a
hidrdlise acida ndo incrementa a estabilidade de amidos frente a esta condi¢cdo de
processo.

A temperatura influi significativamente no poder de inchamento (capacidade
de retencdo de agua) dos amidos nativos e modificados e sob temperaturas de 60
e 70 °C, os amidos modificados apresentaram menor Pl do que os nativos. O valor
encontrado para o indice de solubilidade (IS) (%) do amido de pinhdo nativo foi
menor ao encontrado para o amido de milho a 25°, 50° e 70°C, sendo o IS dos
amidos modificados maior do que o dos amidos nativos, nas temperatura
estudada.

A hidrélise acida realizada mostrou afetar a superficie dos granulos dos
amidos de pinhdo e milho, entretanto n&o drasticamente. Esta alteracdo granular
nao foi uniforme para o amido de milho, o que sugere que a reagédo néo alcangou
um grau de hidrélise muito alto.

A viscosidade méxima alcancada pelo amido de pinhdo nativo (pico de
viscosidade) foi maior (5595 cP) do que a obtida pelo amido de milho nativo (4347
cP) e as temperaturas na qual ocorreram estes picos de viscosidade foram de
aproximadamente, 90°C e 95°C, respectivamente. O breakdown para o amido de
pinh&o nativo foi maior do que o obtido para o amido de milho nativo, o que revela
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a maior fragilidade do amido de pinhdo quando cozido em agua, ou seja, menor
resisténcia a agitacdo a quente. O setback (tendéncia a retrogradacéo) para o
amido de pinhao foi significativamente menor (1752,5 cP ) do que para o amido de
milho (2067,5 cP) o que indica a maior estabilidade a retrogradacdo do amido de
pinhdo, frente ao do milho. A reacdo de hidrélise acida reduziu drasticamente
(quase em 100%) a viscosidade de pasta a quente dos amidos analisados.

A temperatura de pico endotérmico (T,) do amido de pinh&o nativo (47,64
°C) foi menor do que a encontrada para o amido de milho nativo (53,78 °C) e o
AH g do amido de pinhdo (15,23 J.g}) foi maior do que a AH get do amido de
milho (13,85 J.g), o que indica que a desorganizacéo dos componentes do amido
de pinh&o requer mais energia. Apos a reagdo de hidrdlise &cida, para ambas as
espécies nativas, ocorreu um aumento na temperatura de gelatinizagéo (T,) de
47,64 °C a 53,10 °C para o pinhdo e de 53,78 °C a 54,17 °C, para o milho. A AH
gel do amido de pinhdo modificado foi menor & encontrada para o pinh&o nativo, o
contrario foi encontrado para o amido de milho, evidenciando a menor

susceptibilidade do amido de milho frente ao amido de pinh&o, a hidrolise acida.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O amido de pinhdo extraido no presente trabalho apresentou um alto grau
de pureza e propriedades funcionais diferenciadas frente a amidos nativos
comumente utilizados na industria. Entretanto, a dificuldade do descascamento da
semente crua e a reduzida area de plantio da espécie comparativamente a outras
fontes de amido, como o milho, por exemplo, sédo fatores limitantes para a sua
utilizagdo em maior escala.

Sendo assim, 0 seu uso na forma nativa é justificado quando se consideram
aplicacdes que requerem menores quantidades de material, como a producgéo de
embalagens ativas biodegradaveis ou a sua utlizagdo como veiculos em
farmacos. Ainda pode-se dizer que, depois de hidrolisado, o amido de pinhéao,
através da sua capacidade de termorreversdo e seu alto ponto de fusdo, tem
potencial aplicabilidade para a substituicdo parcial da gordura em formulagdes
alimenticias ou farmacéuticas, quando em pequenas quantidades.

Para tais afirmacoes, inicialmente, uma melhor avaliagcdo do processo de
extracdo do amido de pinh&o deve ser realizada, visando a mecanizagcado do
processo de retirada da casca ou a sua extracdo quimica pela utilizacdo de
solventes, como é o caso do processo de lixiviacdo de frutas. Posteriormente,
estudos visando a avaliacdo do desempenho do material amilaceo frente a estas
aplicacoes devem ser realizados, a fim de apontar as vantagens e desvantagens
do uso do amido de pinhdo na industria farmacéutica, de alimentos e até mesmo

guimica.
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8 ANEXOS

8.1 ANExXO 1. CURVA PADRAO PARA DETERMINAGAO DO VALOR DE DEXTROSE
EQUIVALENTE (DE)

Absorbancia (nm)

"

2
1,9
1

©
&)

0 | |

y = 0,026x2 + 0,2073x + 0,0925
R2=0,9925

3
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