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RESUMO

Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze é uma conifera presente nas florestas
brasileiras e as suas sementes apresentam alto teor de amido. Os pinhdes utilizados
nesta pesquisa foram provenientes de materiais genéticos e selecionados com base
em testes preliminares por apresentarem temperatura de gelatinizacéo inferior a 60°C.
Esta € considerada uma caracteristica interessante e vantajosa, podendo economizar
tempo e energia durante o processo de gelatinizacdo do amido. O amido na sua forma
natural apresenta limitaces, portanto uma das alternativas é a hidrélise acida que tem
o intuito de alterar as suas propriedades fisico-quimicas. Este tratamento aliado a
solucéo alcodlica apresenta a capacidade de recuperar grande parte do granulo. O
objetivo deste estudo foi identificar os efeitos da modificagdo acida em meio aquoso e
alcodlico de amidos de pinhdo (A. angustifolia) com temperaturas de gelatinizagao
abaixo de 60 °C. As amostras foram avaliadas quanto ao pH e Colorimetria, por
analise térmica (TG-DTA e DSC), pelo comportamento reolégico (RVA), por anélises
estruturais (DRX e MEV) e por andlises estatisticas (ANOVA e Tukey). A recuperacao
do granulo de amido foi maior no meio aquoso e no meio alcodlico os valores ficaram
proximos a 90% de recuperacdo. Os valores de pH comprovaram que 0 processo
eliminou o acido utilizado na modificacdo e a colorimetria identificou a coloracdo
branca e levemente amarela para ambos os acessos, mostrando que os tratamentos
nao alteraram as caracteristicas colorimétricas dos amidos de pinhdo. Nas curvas TG-
DTA em ar sintético foram observadas trés perdas de massa. As amostras nativas
apresentaram diferenca no DTA e as temperaturas finais demonstraram maior
resisténcia térmica dos amidos. Nas curvas TG-DTA em nitrogénio foram encontradas
duas perdas de massa. As amostras tratadas apresentaram semelhanca no DTA e as
temperaturas finais ndo foram alteradas devido a atmosfera inerte. Na analise de DSC,
a Tc e a AHgel N80 apresentaram diferencas significativas, apenas no To e Tp. Os
tratamentos mais intensos mostraram leve resisténcia térmica e menor AHgel. No RVA
foi observado reducdo nos parametros de viscosidade conforme a intensidade do
tratamento. O DRX identificou o padréo do tipo C para os amidos e a cristalinidade
relativa aumentou conforme a intensidade da hidrolise acida. Pelo MEV foram
observadas alteracfes superficiais nos granulos. Diante dos resultados encontrados,
0os amidos de pinhdo demonstraram ser promissores para aplicagdes industriais
visando specialties, ou seja, para produtos com escala reduzida. O intuito é estimular
0s pequenos produtores, proporcionar agregacdo de valor ao produto final e a
manutencao da espécie A. angustifolia.

Palavras chaves: amido modificado, modificacdo acida aquosa e alcoolica, TG-DTA,
DSC, RVA, DRX, MEV.



ABSTRACT

Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze is a conifer present in Brazilian forests
and its seeds are high in starch. The pinhdes used in this research were derived from
genetic material and selected based on preliminary tests because they presented a
gelatinization temperature below the 60 °C. This is considered an interesting and
advantageous feature, which can save time and energy during the starch gelatinization
process. Starch in its natural form has limitations, so one of the alternatives is acid
hydrolysis, which has the purpose of altering its physicochemical properties. This
treatment combined with alcoholic solution has the ability to recover majority of the
granule. The aim of this study was to identify the effects of acidic modification on
agueous and alcoholic solutions of pinhdo starches (A. angustifolia) with gelatinization
temperatures below of 60 °C. The samples were evaluated for pH and Colorimetry by
thermal analysis (TG-DTA e DSC), by rheological behavior (RVA), by structural
analysis (XRD and SEM) and by statistical analysis (ANOVA and Tukey). The recovery
of the starch granule was higher in the aqueous medium and in the alcoholic solution;
the values were close to 90% recovery. The pH values showed that the process
eliminated the acid used in the modification and the Colorimetry identified the white
and slightly yellow coloration for both accessions, showing that the treatments did not
alter the colorimetric characteristics of the pinhao starches. In the TG-DTA curves in
synthetic air, three mass losses were observed. The native samples presented a
difference in the DTA and the final temperatures showed a higher thermal resistance
of the starches. In the TG-DTA curves in nitrogen, two mass losses were found. The
treated samples showed similarity in DTA and the final temperatures were not changed
due to the inert atmosphere. In the DSC analysis, Tcand AHgel did not show significant
differences, only in To and Tp. The most intense treatments showed light thermal
resistance and lower AHgel. In the RVA, a reduction in the viscosity parameters was
observed according to the intensity of the treatment. XRD identified the type C pattern
for starches and relative crystallinity increased as the acid hydrolysis rate increased.
Superficial changes in the granules were observed by SEM. Considering the results
found, the pinhdo starches demonstrated to be promising for industrial applications
aiming specialties, that is, for products with reduced scale. The intention is to stimulate
small producers, provide benefits to the final product and the maintenance of the
species A. angustifolia.

Keywords: modified starch, agueous and alcoholic acid modification, TG-DTA, DSC,
RVA, XRD, SEM.
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1 INTRODUCAO

O pinhdo é a semente da Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze,
pertencente a familia Araucariaceae (KOCH e CORREA, 2002). Essa espécie
encontra-se distribuida nos estados brasileiros do Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul, no nordeste da Argentina, no Paraguai e no Chile (CARVALHO,
2003).

O pinh&@o possui composicdo quimica variavel apresentando proporcdes de
nutrientes diferentes dentro da mesma espécie (GAMA et al., 2010). Esta semente
crua contém valores médios de: amido (36%), proteinas (3%), lipidios (1%),
acucares soluveis (2,4%), além de fibras, minerais e compostos fenélicos (menor
que 0,2 mg %) (BICUDO et al., 2009).

Existem poucas pesquisas que mencionam outras aplicacdes ao pinh&o com
0 objetivo de aumentar o seu consumo. Uma alternativa promissora € a utilizacao do
seu amido, porém o amido natural ou nativo apresenta limitacdes em funcdo das
condicBes de processamento e das caracteristicas do produto final (CEREDA, 1996
e SPADA et al.,, 2013). O amido modificado € uma opcao viavel que tem sido
empregada com o intuito de superar a maior parte das limitacdbes dos amidos
naturais e alavancar o seu uso em aplicagcdes industriais (JIMENEZ et al., 2012;
ZAMBRANO e CAMARGO, 2001).

Através da hidrélise acida em meio alcodlico € possivel um melhor controle
da degradacdo molecular do amido. Justifica-se este fato pela diferenca de
penetracdo ao interior do granulo do catalisador H3O*, quando comparado com a
mesma reagdo em meio aquoso. Assim permite a expansdo do granulo conforme o
tempo de tratamento. Alguns estudos encontraram até 90% de recuperagdo do
granulo apos a modificagéo (LIN; LEE e CHANG, 2003; LIN e CHANG, 2006; LIN et
al., 2011). As alteracdes das caracteristicas das amostras hidrolisadas em meio
aguoso e alcodlico foram avaliadas através das analises termogravimétricas, pelo
comportamento reoldgico e pelas andlises estruturais.

A analise térmica apresenta atualmente um alto grau de sofisticacdo,
conquistando espaco em varios setores da pesquisa, como por exemplo a
identificagdo da funcionalidade e da estrutura das moléculas de amido. Dentre as

ferramentas utilizadas nas analises termoanaliticas destacam-se a Termogravimetria
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(TG), a Analise térmica diferencial (DTA) e a Calorimetria exploratoria diferencial
(DSC) (IONASHIRO; CAIRES e GOMES, 2014; LACERDA et al., 2008a).

A técnica reoldgica, utilizando o Rapido visco-analisador (RVA), € uma
alternativa para realizar a interpretacdo de dados a respeito da taxa de deformacao
gue o amido apresenta quando sujeito a uma tenséo, poder de inchamento dos
granulos e estabelecimento dos perfis de gelatinizagdo e empastamento (ZORTEA
et al., 2011).

As técnicas estruturais como Difratometria de raios X/ DRX (BENINCA et al.,
2013a) e Microscopia eletronica de varredura/ MEV (AMINI; RAZAVI e MORTAZAVI,
2015) séo consideradas instrumentos importantes para determinar as modificacdes
na porcao cristalina do polimero e investigar as alteracbes morfolégicas dos
granulos de amido.

Neste trabalho foram usados amidos de pinhdo provenientes de materiais
genéticos e selecionados com base em testes preliminares por apresentarem baixa
temperatura de gelatinizacdo (abaixo de 60 °C). Esta € considerada uma
caracteristica interessante e vantajosa pois economiza tempo e energia durante o
processo de gelatinizacdo do amido. Estes amidos foram submetidos a modificagao
acida em meio aquoso e alcodlico. O intuito foi obter amidos de pinhdo modificados
com propriedades diferenciadas e com possivel aplicacao pelas industrias.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar os efeitos da modificacdo &cida em meio aquoso e alcodlico de

amidos de pinhao (A. angustifolia).

2.2 Objetivos Especificos

1- Obter amido isolado das sementes de A. angustifolia;

2- Modificar por hidrolise 4cida em meio aquoso e alcoolico os amidos de pinhao de
baixa gelatinizac&o (abaixo de 60°C);

3- Caracterizar os amidos naturais e modificados usando técnicas termoanaliticas;

4- Determinar o comportamento reologico dos amidos naturais e modificados;

5- Verificar os granulos de amidos naturais e modificados utilizando técnicas

estruturais.



19

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze

A Araucaria angustifolia (Bert.)) O. Kuntze, representada na Figura 1,
pertencente a familia Araucariaceae, € uma conifera antiga nas florestas brasileiras
gue apresenta um tronco reto e ramos horizontais, medindo cerca de 30 a 50 metros
de altura e o didametro do tronco pode chegar a um metro ou até dois metros e meio
(KOCH e CORREA, 2002). Também ¢ conhecida como pinheiro-do-parand, pinho,
pinho-do-parana, pinheiro-brasileiro, pinheiro-das-missdes, curil, curi ou curilva
(nomes indigenas), dentre outros nomes. Esta espécie apresenta ampla ocorréncia,
desde a regido Sudeste e Sul do Brasil, até Argentina e Paraguai. No sul do Brasil,
distribui-se em altitudes médias de 600 a 800 m no Planalto Sul-Brasileiro, sendo
que em algumas poucas areas atinge mais de 1000 m (CARVALHO, 2003;
CAPELLA et al., 2009; HENRIQUEZ et al., 2008; HUECK, 1972).

Figura 1 - Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze

Fonte: A Autora.

O clima da regido sul favoreceu o crescimento e a expansao das araucarias,
porém, com o aumento das temperaturas ao longo dos anos, foi tornando esta
conifera restrita as regides de maiores altitudes, caracterizadas por um clima com

temperaturas mais frias (KOCH e CORREA, 2002). Sua polinizacdo ocorre entre 0s
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meses de agosto e outubro e suas sementes, chamadas pinhdes, sao colhidas a
partir de abril (GAMA et al., 2010). Esta arvore ndo possui apenas valor comercial,
mas também cultural uma vez que faz parte da tradicdo dos povos do sul, tanto nas
histérias populares quanto na culinaria (CAPELLA et al., 2009, HENRIQUEZ et al.,
2008).

3.2 Dados do mapeamento florestal da A. angustifolia

De acordo com a Lei n°® 11428 de 22 de dezembro de 2006, o Bioma Mata
Atlantica é formado por um conjunto de formacd@es florestais, dentre elas a Floresta
Ombrdfila Mista, a qual refere-se a area de ocorréncia das Araucéarias (BRASIL,
2006). No Brasil, a area original desta floresta era de aproximadamente 182.295 km?
até inicio do século XX, em altitudes entre 500 a 2.300 m, sendo 40% da area no
estado do Parana (73.780 km?), 31% em Santa Catarina (56.693 km?), 25% no Rio
Grande do Sul (46.482 km?), 3% em Sé&o Paulo (5.340 km?) e 1% da &rea no Rio de
Janeiro e Minas Gerais (HUECK, 1972). A espécie A. angustifolia representa mais
de 40% dos individuos da Floresta Ombréfila Mista, apresentando valores elevados
de prevaléncia e periodicidade se comparado as demais espécies componentes
desta associagdo e ainda protege diversas espécies da fauna e flora localizadas na
regido (SCHAFFER e PROCHNOW, 2002).

Apesar da importancia da A. angustifolia, durante a colonizacéo da regiao
sul as florestas foram exploradas sem preocupacdo com a preservagao ou com o0
meétodo extrativista, sendo a principal fonte madeireira do Brasil durante grande
parte do século XX (KOCH e CORREA, 2002). A exploracio desordenada da sua
madeira, desmatamento e queimadas para aumento de territdério e ampliacdo das
zonas urbanas, substituicho da vegetacdo por pastagens, agricultura,
reflorestamento com espécies exaticas e limitacdes de reproducao, séo fatores que
provocaram a reducdo da area das florestas originais (DANNER, ZANETTE e
RIBEIRO, 2012; MEDEIROS, SAVI e BRITO, 2005).

Conforme alguns dados extraoficiais existem varias divergéncias em relacéo
a estimativa real da quantidade de remanescentes pertencentes a Floresta
Ombrofila Mista. Dados do Ministério do Meio Ambiente/ MMA (BRASIL, 2002b)
informam que a area original ndo totaliza mais de 0,7%. Outras indicacdes

mencionam o registro de 1 a 2% das areas originais cobertas pela floresta com a
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Araucéria considerando os trés estados da regido Sul (KOCH e CORREA, 2002). No
Parana, estudos realizados pelo PROBIO Araucaria (FUPEF, 2001), revelam a
ocorréncia de apenas 0,8% (66.109 hectares) da Floresta Ombréfila Mista, sendo
que a distribuicdo dos remanescentes apresenta-se distribuida em parcelas
pequenas e médias, mas inferior a 5.000 hectares. Uma das provaveis explicacbes
para tanta divergéncia € a fonte de dados, ou seja, falta de mapeamentos oficiais,
sendo os numeros obtidos por estimativas de especialistas. Outro problema é que
alguns autores se referem a area remanescente de florestas em “estagio avangado
de conservagao”, ndo ao total de areas com florestas, em diferentes estagios.

Devido a este cenario, 0 Ministério do Meio Ambiente (MMA) sancionou a
Instrucdo Normativa n° 6 de 23 de setembro de 2008 (BRASIL, 2008) reconhecendo
a A. angustifolia como uma das espécies da flora brasileira ameacadas de extin¢ao.
Esta legislacdo considerou os estados de Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul,
Santa Catarina e Sdo Paulo, onde esta espécie € pertencente ao Bioma da Mata
Atlantica. As Figuras 2 e 3 demonstram a distribuicdo da ocorréncia original e de
remanescentes da Floresta Ombrdfila Mista nos trés estados da regido sul do Brasil,
segundo a RBMA (RBMA, 2011), que é um organismo da sociedade civil, que tem
entre membros da rede também governos estaduais e instituicdes publicas.
Documentos oficiais que cubram toda a area de ocorréncia da araucaria, com dados
recentes sobre sua éarea atual ndo estdo disponiveis ainda. Entretanto, ha
possibilidades de mudancas nesse cenario, com a edicdo do Inventario Florestal
Nacional (IFN-BR), iniciativa oficial do Servigco Florestal Brasileiro (SFB) ligado ao
Ministério do Meio Ambiente (MMA). Os dados para os estados do Parana e para o

Rio Grande do Sul j4 foram coletados e estdo em fase de processamento.
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Figura 2 — Area de ocorréncia da Floresta Ombréfila Mista da regi&o sul do Brasil

Araucéria (Araucaria angustifolia)
Area de Ocorréncia Natural
Projeto Inventario dos Recursos Florestais da Mata Atlintica

12 Atidencs

Fonte: RBMA (2011).

Figura 3 - Area de remanescentes da Floresta Ombroéfila Mista da regi&o sul do Brasil

Araucdaria (Araucaria angustifolia)
Area de Ocorréncia Atual
Projeto Inventario dos Recursos Florestais da Mata Atlantica

Fonte: RBMA (2011).

Assim, no momento, o Unico documento oficial disponivel é o Inventario
Floristico Florestal de Santa Catarina. Este trabalho indicou que as é&reas florestais

remanescentes de Floresta Ombrdfila Mista apresentaram uma reduzida tendéncia
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de individuos jovens arboreos. Quanto a regeneracao natural, denotaram tendéncia
de ocupagédo permanente nas florestas avaliadas, embora com baixa densidade. A
A. angustifolia foi encontrada em Unidades Amostrais de ecdtono (regido resultante
do contato entre dois ou mais biomas fronteiricos) entre a Floresta Estacional
Decidual e a Floresta Ombréfila Mista, como demonstrado no mapa, Figura 4
(VIBRANS et al., 2012).

Figura 4 — Mapa do Inventario Floristico Florestal de Santa Catarina
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3.3 Pinhao

O pinhdo é a semente da pinha, considerada o estrébilo feminino da A.
angustifolia. Cada pinha possui em torno de 15 a 20 cm de didametro e pode ter em
média 120 pinhdes com tamanhos entre 3 a 8 cm de comprimento por 1 a 2,5 cm de
largura e peso médio de 8 g (GODOQY et al., 2013). Os pinhdes apresentam forma
cOnica e diferentes tamanhos, conforme demonstrado nas Figuras 5, 6 e 7 (FORLIN
et al., 2009). Estas caracteristicas dependem da variedade, idade e condi¢cdes de
crescimento da espécie (SANQUETTA et al., 2007).



Figura 5 - Visdo externa do pinhdo com revestimento

4 |

Fonte: A autora.

Figura 6 - Visao interna do pinh&o com revestimento

Fonte: A autora.

Figura 7 - PinhBes crus sem revestimento

Fonte: A autora.
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Sao constituidos por um envoltério rico em celulose, polpa com alto teor de
amido e embrido de elevada quantidade de lipideos (CORDENUNSI et al., 2004,
CAPELLA et al., 2009). A casca do pinhdo apresenta uma camada externa de cor
marrom-avermelhado, uma mediana de cor branco-amarelado a marrom e outra
interna de cor marrom a rosa avermelhado. As duas primeiras camadas conferem
maior resisténcia as sementes, sendo parecidas com a madeira e a ultima camada é
mais fina e membranacea (COSTA et al., 2013). A polpa contém uma massa de
amido extremamente dura quando crua. Quando cozido abranda a sua textura,
devido a ocorréncia da gelatinizacdo do amido, tornando-o comestivel (LEITE et al.,
2008; CLADERA-OLIVERA et al., 2008).

O pinhdo apresenta composicdo quimica variavel, pois € definida
geneticamente e podendo ser influenciada pela proveniéncia da variedade (GAMA et
al., 2010). O estagio de desenvolvimento, a desidratagdo no final da maturacéo e a
constituicdo do solo e do clima sdo outros fatores que podem alterar a sua
composicdo (CAPELLA et al., 2009). Esta semente é uma boa fonte de
polissacarideos complexos, apresentando a cada 100 g do produto cru 0s seguintes
valores médios referente a composi¢do nutricional: amido (36%), proteinas (3%),
lipideos (1%), acUcares soluveis (2,4%), além de fibras, minerais e compostos
fendlicos (menor que 0,2 mg %) (BICUDO et al., 2009).

O revestimento interno das sementes de A. angustifolia apresenta
compostos fendlicos naturais que podem migrar para o pinhdo durante o cozimento
(CORDENUNSI et al., 2004). Os polifendis sdo metabdlitos secundarios de plantas e
considerados os principais antioxidantes da dieta, podendo proteger os constituintes
das células contra os danos oxidativos (HENRIQUEZ et al., 2008). O pinhé&o
apresenta resposta glicémica baixa por promover a liberacéo lenta da glicose devido
a presenca de amido resistente (RS) e amido lentamente digerivel (SDS) em sua
composicdo. Isto reduz o risco de algumas patologias como a Diabetes Mellitus,
obesidade, doencas cardiovasculares e cancer de célon (ZORTEA-GUIDOLIN et al.,
2017).

3.4 Producéao de pinh&o no Brasil

Para demonstrar um panorama nacional da produgcdo de pinhdo, uma

pesquisa realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) através
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do levantamento da Producgédo da Extracdo Vegetal e da Silvicultura (PEVS) indicou
que em 2014 foram produzidos 8,7 mil toneladas de pinhdo. O estado do Paran& € o
maior produtor brasileiro. Em segundo lugar encontra-se Santa Catarina e o terceiro
estado produtor € o Rio Grande do Sul, seguido pelos demais estados conforme os
dados do Quadro 1 (IBGE/PEVS, 2014):.

Quadro 1 - Producéo de pinh&o no Brasil por estados

Producéo (toneladas)
Estados
2013 2014
Paran& 4.567 3.5682
Santa Catarina 3.213 3.147
Rio Grande do Sul 828 881

Minas Gerais 276 1.162

Sé&o Paulo 6 6
BRASIL 8.889 8.779

Fonte: IBGE/PEVS (2014).

A Ultima pesquisa realizada em 2015 pelo Departamento de Economia Rural
(DERAL) da Secretaria de Agricultura e Abastecimento (SEAB) revela uma reducao
na quantidade produzida de pinhdo, de acordo com a Figura 8 (SEAB/DERAL,
2016).

A Figura 8, mostra uma reducédo na quantidade produzida nos dois ultimos
anos de pesquisa, de 2012 a 2014, obtendo uma reducdo de 50%, diminuindo o
valor de 6,1 para 3,0 mil toneladas. Véarios fatores influenciaram nesta reducéo,
porém um dos fatores mais significativos e que merece atencdo € a fragil situagéo
da regeneracdo natural da espécie A. angustifolia. Novos incrementos na producao
dependem de novos exemplares sendo produzidos, que geralmente chega de 10 a
15 anos o tempo para iniciar a geracao e obtencdo das sementes (SEAB/DERAL,
2016).
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Figura 8 - Producédo de pinhdo no Brasil por ano em mil toneladas
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3.5 Amido em geral

O amido é o polissacarideo de reserva mais importante e distribuido em
maior quantidade em plantas (HUNG, MAEDA e MORITA, 2007). E o Unico
carboidrato de reserva produzido e armazenado nos amiloplastos e tecidos de
plantas superiores (WAGHORN et al., 2003). Ocorre naturalmente sob a forma de
granulos (particulas de 2 a 100 ym) em caules, sementes e raizes de iniUmeras
plantas. Este polissacarideo é considerado a mais importante fonte de glicidios para
nutricdo de humanos e animais (ZOBEL E STEPHEN, 1995). Representa cerca de
70 a 80% das calorias consumidas pelo homem. (LEONEL e CEREDA, 2002). A
interpretacdo de que o amido é um polissacarideo nutricionalmente disponivel &
baseado na hipétese de que seus polimeros amilose e amilopectina sejam
tranquilamente hidrolisados no intestino, obtendo carboidratos de menor peso
molecular (COLONNA, LELOUP e BULEON, 1992).

O amido apresenta vérias aplicacdes industriais, como papel, téxteis,
materiais de construgdo, produtos farmacéuticos e quimicos. A sua versatilidade é
proporcionada pelas suas caracteristicas naturais como inchamento, gelatinizacao,
viscosidade, agente espessante e ligante, formacdo de filme, biodegradabilidade e
hidrofilicidade (JANSEN et al., 2001, MISCHNICK, 2005).
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O amido € um polimero semicristalino composto principalmente por duas
macromoléculas conhecidas como amilose e amilopectina, que representam cerca
de 98 a 99% do peso seco (TESTER, KARKALAS e QI, 2004). Estes polimeros
encontram-se dentro de células vegetais, podendo ser extraidos e utilizados para
fins industriais (COLMAN et al., 2012, CONFORTI e LUPANO, 2007).

Praticamente boa parte dos amidos contém aproximadamente 20 a 25% de
amilose e 75 a 80% de amilopectina. A funcionalidade do amido pode ser afetada
devido a quantidade destas duas macromoléculas, como também a organizacao
fisica das mesmas dentro da estrutura granular. Esta propor¢do dependera do nivel
de maturacdo do vegetal, da espécie botanica e das condicbes de cultivo,
ocasionando alteracbes nas caracteristicas de pasta do amido (JIMENEZ et al.,
2012, RIBEIRO et al., 2014a; BICUDO et al., 2009).

3.5.1 Amilose

A amilose, conforme Figura 9, apresenta uma molécula tipicamente linear
em sua maioria. E composta normalmente por mais de 1000 unidades de D-
glicopiranosidio interconectadas em unides o 1,4, ou seja, em ligagdes glicosidicas
entre o0 C1 de uma unidade e C4 da préxima unidade. As cadeias de D-glicose com
unides a-glicosidicas pertencentes a amilose tendem a assumir um arranjo em
hélice (SOLOMONS e FRYHLE, 2006). Também tem sido relatado que contém
algumas redes ramificadas (COLMAN et al., 2012, CONFORTI e LUPANO, 2007).

Quimicamente as moléculas de amilose em solucdo se orientam
paralelamente devido a sua linearidade, cercando-se umas nas outras para que se
formem ligacdes de hidrogénio entre hidroxilas de polimeros adjacentes. Devido a
isso, a afinidade do polimero pela agua é menor, facilitando a formacao de filmes
mais resistentes, estaveis e flexiveis (SHIMAZU et al., 2007).

O aumento da proporcao de amilose no amido provoca reducao no ponto de
fusdo das regifes cristalinas e na energia para iniciar a gelatinizagdo (To). Por
possuir cadeias mais curtas exige menores temperaturas (SINGH et al., 2006;
HORNUNG et al.,, 2014). Amidos com elevado teor de polimeros de amilose
proporcionam produtos com forca e resisténcia superiores e filmes mais
homogéneos (ALMEIDA et al., 2010, KROGARS, 2003).



Figura 9 - Estrutura molecular da amilose
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Fonte: A autora.

3.5.2 Amilopectina

A amilopectina, demonstrada na Figura 10, € um grande polimero que
apresenta-se ramificado. E constituida por centenas de cadeias interconectadas de
20 a 25 unidades de glicose em cada. As ramificacbes ocorrem entre o C6 de uma
unidade de glicose e o C1 de outra unidade de glicose (SOLOMONS e FRYHLE,
2006). Estas cadeias sdo unidas por ligacbes a 1,4 que servem como a espinha
dorsal, e por ligagbes o 1,6, que servem como pontes nos pontos de ramificacdo
(COLMAN et al., 2012, CONFORTI e LUPANO, 2007).

A amilopectina apresenta um papel importante na cristalinidade dos granulos
de amido, proporcionando maior resisténcia a gelatinizacdo e estabilidade na
estrutura dos granulos (SINGH et al., 2006; HORNUNG et al., 2014). Ja a presenca
de elevado teor de amilopectina causara aumento na tendéncia de separacao de
fases, obtendo biopolimeros mais frageis e quebradicos (KROGARS, 2003). A
ramificacdo da cadeia proporciona reducdo nas interagdes intramoleculares,
relacionadas as ligagGes de hidrogénio, entre suas cadeias (LIU, 2005; COSTA et
al., 2013). Devido a isto, por possuirem longas cadeias, necessitam de maior
temperatura para se dissociarem completamente se comparado a amilose (SINGH et
al., 2006; HORNUNG et al., 2014).
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Figura 10 - Estrutura molecular da amilopectina
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Fonte: A autora.

3.5.3 Propriedades morfoldgicas e térmicas do granulo de amido

O amido encontra-se organizado sob a forma de granulos. Estes sé&o
unidades mindsculas individuais e densas. A estrutura dos granulos de amido séo
bastante complexas. A origem botanica, a variagdo genética, o estagio de
desenvolvimento da planta, a hidrélise do amido e as condicbes do ambiente
determinam o seu tamanho e forma (WAGHORN et al., 2003). O estudo da estrutura
dos granulos de amido € importante para proporcionar o esclarecimento de suas
propriedades fisico-quimicas, as quais influenciam seu desempenho em varios
processos industriais (STAHL et al., 2007).

No interior do granulo de amido, a amilose e a amilopectina encontram-se
em camadas sucessivas em torno de um nudcleo proporcionando-lhe um carater
semicristalino (HULLEMAN et al., 1999; STADING et al., 2001). A regidao amorfa é
composta por cadeias de amilose e por ramificagbes da amilopectina (SOUZA e
ANDRADE, 2000). Esta regido é menos densa, facilitando o ataque de enzimas e a
absorcdo de elevada quantidade de agua em temperaturas mais baixas que a
gelatinizacdo (ALMEIDA, 2012).

As regibes cristalinas encontram-se no interior do granulo de amido, sendo
regides mais ordenadas e constituidas pelas partes lineares das moléculas de
amilopectina, a qual possui estruturas helicoidais duplas, estabilizadas por ligacbes
de hidrogénio entre os grupos hidroxila (SOUZA e ANDRADE, 2000).

3.5.4 Gelatinizagéo
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O aquecimento do amido em presenca de agua provoca uma desordem,
considerada como uma transi¢éo de fase, chamada de gelatinizagdo, a qual ocorre
em determinado intervalo de temperatura, variando com a espécie do amido
utilizado (ZHANG et al.,, 2005; SIQUEIRA et al., 2016). Este processo de
gelatinizagc&o provoca vérias alteragcdes como difuséo de dgua no granulo, absor¢céo
de &gua pela regido amorfa promovendo hidratacdo e inchamento dos granulos de
amido, perda de birrefringéncia e de cristalinidade, ganho de calor, dissociacédo das
duplas hélices nas regides cristalinas e lixiviacdo da amilose (ATWELL et al., 1988;
BILIADERIS, 1991). Alguns polissacarideos resultantes do processo podem ainda
formar estrutura helicoidal, interagindo com diferentes lipideos (BILIADERIS e
SENEVIRATNE, 1990).

Quimicamente a gelatinizacdo é um processo onde ocorre a quebra das
ligacBes intermoleculares de moléculas de amido na presenca de agua e calor, 0
que permite a ligacao de hidroxilas para haver a penetracdo de maior quantidade de
agua. A estrutura do granulo de amido aumenta enquanto a extensdo da regido
semicristalina diminui. Devido a isto a disponibilidade de amido para a hidrdlise
aumenta melhorando a sua digestibilidade (JENKINS e DONALD, 1998). As
propriedades de gelatinizacdo podem se apresentar diferentes em amidos
pertencentes da mesma espécie, isso justifica-se pela influéncia de efeitos
ambientais (RUSSELL, 1987; TESTER e KARKALAS, 2001). Um destes efeitos que
afetam as propriedades do amido é a temperatura durante a etapa de maturacdo do
vegetal (KOHYAMA et al., 2004).

Durante o processo de gelatinizacdo a agua executa uma funcdo térmica
importante no amido. Neste sentido, a temperatura de gelatinizagdo diminui com o
aumento do teor de 4gua nas suspensfes de amido. Além disso, a presenca de
outras substancias também podem influenciar na gelatinizacdo do amido como sais,
acucares, lipideos, acidos organicos, alcoois alcalinos e 0s seus sais, entre outras. A
presenca destas substancias podem provocar o rompimento das ligacdes de
hidrogénio no interior do granulo de amido, ou por meio da formacao de complexos
soliveis com o amido. Oferecendo este impacto sobre a temperatura de
gelatinizacdo podem interferir portanto no grau de gelatinizacéo (ZOBEL, 1984).

A gelatinizacdo geralmente ocorre a uma extensa faixa de temperatura, a
qual sera determinada pela fonte de amido selecionada (SINGH et al., 2003). A

Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC) tem sido utilizada para analisar sistemas
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de amido em &gua e quantificar a gelatinizacdo. Com o uso da microscopia Optica
sob luz polarizada observa-se que o granulo de amido em solucdo aquosa €
birrefringente. A refracdo proporcionada pelas regides cristalinas resulta no modelo
conhecido como “Cruz de Malta” que caracteriza a orientagdo radial das
macromoléculas (ELIASSON, 2004). Apds o processo de gelatinizacdo é possivel
observar a perda de birrefringéncia e consequentemente a auséncia da “Cruz de
Malta” (BICUDO et al., 2009; GARCIA et al., 1997).

Através da microscopia podem ser avaliados os tamanhos dos granulos, que
pode influenciar nas temperaturas de gelatinizacdo. O aumento da temperatura de
gelatinizagdo pode estar relacionado a hidrolise da amilose que provoca alteragao
na quantidade de amilopectina, aumentando o intumescimento dos granulos (WANG
e WANG, 2003). Além disso, existem outros equipamentos que identificam a
viscosidade de pasta dos amidos, conhecidos como viscoamilografos (Brabender,
RVA — Rapid Visco-Analyser), os quais fornecem o comportamento de gelatinizacéo
do amido (SINGH et al., 2003; ELIASSON, 2004).

3.5.5 Retrogradacao

A retrogradagcdo é um processo onde ocorre a cristalizacdo das moléculas
de amido devido a intensa tendéncia de formar ligacbes de hidrogénio entre as
moléculas mais proximas. Esta associacdo promove o desenvolvimento de uma rede
tridimensional, a qual € mantida totalmente resistente pelas areas cristalinas. A rede
tridimensional € formada por constituintes do amido em solucéo e por granulos de
amido parcialmente inchados. Durante o resfriamento, abaixo da temperatura de
gelatinizac&o, ocorre a transformacao da rede em um gel (HOOVER, 2001). Este gel
apresenta a tendéncia de liberar agua com o passar do tempo, conhecida como
sinérese. As diversas fontes botanicas retrogradam em diferentes temperaturas,
sendo uma caracteristica importante a ser considerada na industria (CEREDA et al.,
2001).

Apoés a retrogradacdo, o amido encontra-se alterado em numero e/ou na
estrutura das regifes reorganizadas em comparacao ao amido natural. A explicacéo
destas alteracOes se deve ao fato que a retrogradacdo consiste em dois processos
principais: mudangas a curto prazo na cristalinidade do amido estdo relacionadas a

geleificacdo rapida de amilose, solubilizadas durante a gelatinizacdo. Ja as
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mudangas a longo prazo estdo relacionadas a recristalizacdo lenta do amido
atribuida a retrogradacdo da amilopectina (BILIADERIS, 1990; MATALANIS,
CAMPANELLA e HAMAKER, 2009).

A grande preocupacdo da indastria para a elaboracédo de alimentos a base
de amido, refere-se a ocorréncia da retrogradagéo, pois geralmente promove a
deterioragéo dos sistemas de amido, sendo parte destas modificacbes a reducdo da
viscosidade, maior firmeza do gel, resisténcia a enzima e sinérese (WU et al., 2012).
Devido a sua complexidade, a retrogradacao é geralmente caracterizada a partir de
técnicas analiticas, sendo uma delas a Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC),
utilizada para avaliar a entalpia e a temperatura de gelatinizacdo quando o gel é
aguecido em agua suficiente e a temperatura mais elevada (ATWELL et al., 1988;
BERNAZZANI et al., 2008). Para analisar a estrutura cristalina e o arranjo do pacote
de duplas hélices (SEVENOU et al., 2002), se utiliza comumente a Difracdo de raios
X/ DRX (VERMEYLEN et al., 2006; HAN et al., 2009; ZHOU et al., 2010).

3.6 Modificacdo do amido

A producgéo e a utilizacdo do amido encontram-se atualmente em grande
crescimento no mercado, incentivando a procura continua de produtos que atendam
as necessidades da industria e apresentem caracteristicas especificas. Uma
alternativa que tem sido utilizada € o amido modificado, com o intuito de superar as
limitacbes dos amidos naturais e ampliar suas aplicagdes industriais (JIMENEZ et
al., 2012; ZAMBRANO e CAMARGO, 2001).

Dentre as desvantagens e limitagcbes da utilizacdo de amido natural,
encontram-se a baixa solubilidade, alta viscosidade do gel de amido em temperatura
ambiente, retrogradacédo irreversivel, baixa resisténcia ao cisalhamento, baixa
resisténcia térmica, decomposicio térmica, entre outras (SMITH, 1982; BETTAIEB,
JERBI e GHORBEL, 2014). Devido a estes fatores o amido ndo pode cumprir com
suas propriedades funcionais em aplica¢des industriais. Para evita-las € indicado o
uso de modificacdes fisicas, quimicas, enzimaticas e até mesmo biotecnologicas
(HEBEDA, BOWIES e TEAGUE, 1990; KAMASAKA et al., 2002).

As modificagbes quimicas do amido sdo frequentemente utilizadas para
alterar grupos funcionais, o tamanho das cadeias das macromoléculas e adicionar

ligantes, mudando assim suas propriedades fisico-quimicas, oferecendo vantagens
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industriais. Estas podem ser obtidas por varias reacfes e mecanismos quimicos
diferentes, como derivatizacéo através de éter ou formacéo de éster, hidrélise acida
das ligacbGes glicosidicas, oxidacdo dos grupos hidroxila ou acido carboxilico,
esterificacdo e reticulacdo (JAYAKODY e HOOVER, 2002).

Quanto a regulamentacdo do amido modificado no Brasil, destaca-se a
Resolucdo RDC n° 259 de 20 de setembro de 2002, a qual aprova o regulamento
técnico sobre rotulagem de alimentos embalados e revoga a Portaria n® 42 de 14 de
janeiro de 1998. A resolucdo estabelece que os amidos modificados ndo sao
considerados aditivos alimentares, mas devem ser mencionados na lista de
ingredientes como “amidos modificados”. Entretanto, os amidos naturais e amidos
modificados por acdo enzimatica ou fisica devem ser descritos na lista de
ingredientes como “amidos” (BRASIL, 2002a).

3.6.1 Modificacdo acida do amido

A modificacdo acida promove alteracdo nas propriedades fisico-quimicas do
amido, porém apresenta o poder de preservar a estrutura do granulo (WANG,
TRUONG e WANG, 2003; SIQUEIRA et al. 2016). Este tratamento provoca aumento
da temperatura e da entalpia de gelatinizacdo, da resisténcia do gel e da
solubilidade e diminui a massa molar, a viscosidade e a sinérese, tornando o amido
apto para varios usos industriais, principalmente nas industrias téxteis e de papel.
(WANG, TRUONG e WANG, 2003; CHANG, LIN e CHANG, 2006; LAWAL et al.,
2005). A proporgéo e a extensao da hidrolise acida tem sido diferenciada através de
algumas caracteristicas como tamanho do granulo, interagdo das regiées amorfas e
cristalinas dos granulos de amido, o numero de ligacdes o 1-6 de amilose com
lipideos complexos e a extenséo da fosforilagcdo e da distribuicdo das ligacdes al-6
entre os dominios amorfos e cristalinos (JAYAKODY e HOOVER, 2002).

A utilizacdo da modificagdo acida apresenta algumas vantagens como baixo
custo, sabor suave e uma boa protecdo ao sabor contra a oxidacdo (WAGNER e
WARTHESEN, 1995). E amplamente utilizada para a producio de amidos em
alimentos, papel, téxtil e outras industrias, pois adaptam os amidos para resistirem
ao processamento e aumentarem a eficiéncia nos processos produtivos (BECERRA
e ODERMATT, 2014; HORNUNG et al, 2015). Aléem disso, pode ser interessante

para compreender a estrutura interior dos granulos de amido.
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O procedimento mais comum utilizado para a realizacdo da modificacéo
acida envolve o tratamento do amido em suspensdo contendo acido mineral com
uma alta concentracdo de amido (30 a 40 g/ 100 g de sélidos), a uma temperatura
menor que a temperatura de gelatinizacdo do amido (30 a 60 °C), durante um
determinado periodo de tempo. A hidrélise do amido depende da consisténcia do
granulo, da concentragdo do acido, da temperatura e do tempo em que ocorre a
reacdo. A origem botanica do amido e as caracteristicas estruturais do granulo
também podem influenciar a cinética da hidrélise (CHANG, LIN e CHANG, 2006;
SANDHU, SINGH e LIM, 2007).

3.6.2 Modificacao acida do amido em meio metandlico e etandlico

A modificacdo &cida-alcodlica provoca a quebra ou degradacdo do amido
com &cidos em suspensfes de alcoois. Apresenta como vantagens a alta
recuperacdo e maior controle de degradacdo da molécula do amido, oferecendo
apenas pequenas alteracdes na estrutura do seu granulo (LIN et al., 2011). Apds o
tratamento &cido-alcodlico, o peso e o comprimento da cadeia das moléculas de
amido diminuem parcialmente (ROBYT et al., 1996, LIN, LEE e CHANG, 2003; LIN e
CHANG, 2006). Isso ocorre porque as ligacdes glicosidicas pertencentes ao amido,
principalmente as localizadas nas regibes amorfas, sédo hidrolisadas pelo acido (LIN,
LEE e CHANG, 2003). Com a utilizacdo da solucdo alcoolica € possivel obter a
recuperacdo dos granulos ap6s o tratamento com acido. O meio alcodlico se
comparado ao meio aquoso permite a entrada da solugcédo no interior do amido de
maneira mais lenta na fase inicial do processo, ocorrendo a expansdo do granulo
conforme o tempo de tratamento. Alguns estudos encontraram até 90% de
recuperacdo do granulo apos a modificacdo (LIN; LEE e CHANG, 2003; LIN e
CHANG, 2006; LIN et al., 2011).

Conforme Chang, Lin e Chang (2006) relataram que a modificacdo &cida-
alcodlica demonstrou uma elevada viabilidade em controlar a degradacdo da
molécula de amido. Por meio do controle das condigcbes do tratamento acido-
alcoolico, pode ser preparado amidos com tamanhos diferentes de moléculas e grau
de polimerizacdo variando de 106 a 102 unidades de glicose anidra (AGU). Dentre
estas condi¢cOes destacam-se o tempo da reacédo, a temperatura, a concentracéo do

acido, o tipo e a concentracéo do alcool.
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3.7 Amido de pinhao

Nos ultimos anos, foram evidenciados grandes esforcos na busca por novos
amidos, com o intuito de estudar suas propriedades funcionais, reologicas e fisico-
quimicas e selecionar o amido mais adequado para uma aplicacao especifica, além
da continua necessidade de melhorar a qualidade dos produtos e processos
industriais (HOOVER, 2001; MOORTHY, 2002; ZHANG et al., 2005; TAKIZAWA et
al., 2004). Um exemplo disso é o pinhdo, que tem despertado ao longo dos anos um
maior interesse pela pesquisa por apresentar caracteristicas fisicas particulares e
potencial uso alternativo. O pinhdo é uma boa fonte de amido, sendo o principal
componente de suas sementes (aproximadamente 34%) e portanto apresenta um
grande potencial para uso comercial (CORDENUNSI et al., 2004). Além disso, o
pinhdo tem mostrado propriedades fisico-quimicas e reoldgicas atraentes para
utilizag&o industrial (BELLO-PEREZ et al., 2006).

As diferentes espécies de amidos apresentam grande variacdo em relacéo a
proporcao de amilose/ amilopectina, a morfologia dos granulos de amidos e a parte
estrutural de suas moléculas. Quando se trata de uma mesma espécie, as
caracteristicas funcionais também podem modificar conforme a linha genética e o
estagio de maturacdo dos amidos (LINDEBOOM, CHANG e TYLER, 2004
WAGHORN et al., 2003). Alguns estudos encontraram que o amido de pinh&o
natural apresenta estrutura cristalina do tipo C, um teor consideravel de amilose, e
alta viscosidade de pasta e retrogradacdo (BELLO-PEREZ et al., 2006; PINTO et al.,
2012).

A distribuicdo dos grénulos de amido em sementes de A. angustifolia é
diferente do grdo de cereal. Em cereais o0 amido é armazenado no endosperma. Ja
no pinhdo o amido é armazenado em amiloplastos nos embrides e gametofitos
femininos (WAGHORN et al., 2003). Apesar de todos os esforgcos para caracterizar o
amido de pinhdo, a sua organizagdo estrutural permanece pouco explorada,
necessitando de maiores pesquisas a respeito (CLADERA-OLIVERA et al., 2008).

O amido de pinhéo, Figura 11, apresenta uma mistura de granulos de formas
arredondadas e ovais, hemisféricos, formas elipsoidais truncadas e superficie lisa.
Os granulos de amido de pinhdo apresentam diametro médio em torno de 12 um,
variando conforme a origem botanica (CONFORTI e LUPANO, 2007; ZORTE-
GUIDOLIN et al., 2017).
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Figura 11 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) do amido de pinhdo
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Fonte: A autora

3.7.1 Extracdo do amido de pinhé&o

Atualmente tem sido investigado inUmeros métodos de extracdo para manter
o estado original dos granulos de amido natural e para melhorar o rendimento
durante o processo de extracdo. Porém, alguns destes métodos podem provocar
alteracdes irreversiveis na organizacdo estrutural do amido, prejudicando a sua
aplicabilidade na industria. Portanto, antes de selecionar o método de extragdo, é
importante avaliar a extensao das alteragdes que serdo provocadas nos granulos de
amido, sendo o método mais adequado que ira proporcionar o minimo de
modificacdes (THYS et al., 2010).

Com o intuito de preservar ao maximo os granulos de amido, Bello-Pérez et
al. (2006) desenvolveram um método de isolamento do amido especifico para as
sementes de pinhdo. Neste processo, as sementes foram moidas sem o
revestimento interno e externo do pinhdo em agua fria, utilizando a proporcéo de 1
kg de pinh&o para 1,5 L de agua em um misturador doméstico. O homogeneizado foi
filtrado através de peneira de aco (100 mesh) e o processo foi repetido por duas
vezes. O liquido contendo o amido foi levado para refrigeracdo a aproximadamente
4 °C durante a noite e posteriormente centrifugado. O amido precipitado foi lavado
por trés vezes com agua fria e a secagem realizada em estufa a 37 °C por uma

noite.
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3.7.2 Modificagdo acida do amido de pinhéo

A modificacdo de amidos por hidrélise acida oferece aumento da resisténcia
a retrogradacdo e estabilidade durante os processos de congelamento e
descongelamento (BEMILLER, 1997). O estudo de Cordenunsi et al. (2004) mostrou
que o amido de pinhdo natural apresenta boas caracteristicas estruturais e
funcionais, podendo ser utilizado como uma nova fonte de amido, pois 0s granulos
contém baixo teor de proteinas e lipideos e um teor consideravel de amilose.

Segundo Wosiacki e Cereda (1985) o amido de pinh&o apresenta baixa
opacidade de géis quando quente, baixa temperatura de pasta, é bastante resistente
a aguecimento e desintegracdo mecanica, e relativamente estavel durante o
armazenamento sob refrigeracdo, sendo caracteristicas interessantes para a
indastria de alimentos. Entretanto, trabalhos mais recentes indicam a existéncia de
pico de viscosidade e altas temperaturas de pasta no amido de pinhdo (STAHL et
al., 2007; BELLO-PEREZ et al., 2006).

Thys et al. (2013) estudaram a modificacdo acida em amidos de pinhdo e de
milho. Este tratamento proporcionou aos amidos serem termorreversiveis ao
processo de gelatinizacgdo e menor tendéncia a retrogradacdo. Atualmente
encontram-se inUmeras aplicacdes para os amidos termorreversiveis, na forma de
géis, desde de capsulas para liberacdo controlada de drogas na industria
farmacéutica até espessantes utilizados em produtos na industria alimenticia
(CARVALHO, 2000).

Outro estudo realizado por Ribeiro et al. (2014b) mostrou que o amido de
pinhdo tratado com acido cloridrico provocou aumento em todas as temperaturas de
gelatinizac&do envolvidas no processo, como temperatura onset (To), temperatura de
pico (Tp) e temperatura de concluséo (T¢), quando realizada a analise térmica por
DSC. Quanto ao valor de entalpia de gelatinizacdo este estudo apresentou queda
significativa nas amostras modificadas. O decréscimo na entalpia também foi
observado por Oliveira et al. (2014) em amido de milho ceroso devido a acao

hidrolitica do acido e a menor tendéncia a gelatinizacao.
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3.8 Determinacéo de pH

A sigla pH representa o potencial hidrogeniénico ou potencial hidrogénio
ibnico de uma determinada solucdo ou mistura. Trata-se de um indice que informa a
quantidade (concentracdo molar ou molaridade) de céations hidrénio (H* ou HsO™)
presentes no meio e indica a acidez, neutralidade ou alcalinidade de qualquer
solucéo. A escala de pH pode variar de 0 a 14, sendo que quanto menor o indice de
pH de uma substancia, mais acida esta serd (RUSSEL, 1994).

Os métodos colorimétricos ou potenciométricos (ou eletroanaliticos)
apresentam a funcdo de avaliar o pH. Os processos colorimétricos usam
determinados indicadores (substancias organicas) que provocam alteracdo na
coloracdo da substadncia analisada, conforme a concentracdo de ions H®.
Apresentam aplicagao limitada, pois os valores sao aproximados e ndo se aplicam a
solugbes com coloragfes intensas ou turvas e a solu¢des coloidais, pois existe o
risco de absorverem o indicador, influenciando no resultado. Entretanto, os métodos
potenciométricos utilizam aparelhos que s&o potencibmetros especialmente
adaptados e permitem uma determinacdo simples, direta e precisa do pH,
oferecendo confiabilidade no resultado (INSTITUTO ADOLF LUTZ, 1985).

Para a determinacédo de pH em amido deve-se realizar a dispersdo em agua
na proporcdo de 20 gramas de amido para 100 mL de &gua deionizada e
posteriormente a agitacao da suspensao pelo tempo de 30 minutos. Recomenda-se
imediatamente apos a agitacdo, realizar a leitura do pH em potenciémetro calibrado,
a temperatura ambiente (aproximadamente 20° C) (SMITH, 1967).

3.9 Colorimetria

A colorimetria € a ciéncia que mede e analisa a composicéo da cor, podendo
ser realizada de modo objetivo e matematico quando converte em numero as
principais caracteristicas da cor (JUNIOR e CORREA, 2003). Oferece uma forma
objetiva de diagndstico de cor pois se baseia em todo o espectro visivel e faz com
gue seja possivel a obtencéo do perfil cromatico real dos alimentos (OSORIO et al.,
2007).

Atualmente a investigacdo a respeito da cor dos alimentos, 0s processos

qguimicos envolvidos e os fatores que podem provocar alteracfes, tem sido objeto de
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pesquisa na area de alimentos. A medida de cor especificamente, vem sendo
utilizada como uma ferramenta para observar a mudan¢ca de um produto e para
determinar as caracteristicas sensorias relacionadas a qualidade dos alimentos,
como aceitacdo, coloracdo visual e aparéncia (HUTCHINGS, 2005;. HERNANZ et
al., 2009).

Os parametros de cor sao definidos pela reflectancia de um feixe de luz
guando disparado na direcdo da amostra. Os valores captados pelo colorimetro séo
matematicamente distribuidos em trés eixos, criando um espaco tridimensional de
determinacao de cor, conhecido como espaco “CIELAB”.

Neste modelo existem trés eixos que recebem a seguinte definigéo:

Eixo L* este eixo varia de 0 que identifica falta de luz (escuro) a 100 que
identifica o0 maximo de luminosidade (branco);

Eixo a* que pode variar de -120 que identifica a cor verde a +120 que
identifica a cor vermelha;

Eixo b* que pode variar de -120 que identifica a cor azul a +120 que
identifica a cor amarela.

O modelo de colorimetria apresentado acima funciona como ponto de
converséo universal, pois pode ser relacionado matematicamente com os demais
modelos de deteccdo de cor existentes como o RGB (Vermelho, Verde e Azul) ou
CMYK (Ciano, Magenta, Amarelo e Preto) (MINOLTA, 1998).

A colorimetria por reflectancia foi utilizada nos estudos realizados por
Lorlowhakarn e Naivikul (2006) para analisar o efeito da temperatura em amostras
de farinha de arroz. Os pesquisadores Balasubramanian et al., (2011) também

realizaram estudos semelhantes com amido de milheto (Pennisetum typhoides).

3.10 Analise Térmica

A definicdo de Andlise Térmica segundo a Confederacdo Internacional para
Andlise Térmica e Calorimetria (ICTAC) e as recomendacdes da Unido Internacional
de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) € um termo que compreende o estudo da
relacdo entre uma propriedade da amostra e sua temperatura, enquanto a amostra é
aguecida ou resfriada de maneira controlada (LEVER et al.,, 2014). Permite

monitorar uma propriedade fisica ou quimica de uma substéncia, ou de seus
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produtos de reacdo, em funcdo do tempo ou temperatura, sob uma atmosfera
especifica e a uma temperatura controlada (WENDLANT, 1974).

A instrumentacdo termoanalitica atingiu alto grau de sofisticacdo e ganhou
crescente divulgacdo nas duas ultimas décadas, em funcdo da sua aplicacéao
pratica, sendo uma ferramenta importante para todos os setores da pesquisa
cientifica, principalmente nos estudos em relacdo ao fendmeno do tratamento
térmico em alimentos, avaliando o comportamento dos amidos. Além disso, ainda
pode ser utilizada no desenvolvimento de novos produtos, estudo de excipientes
farmacéuticos e no controle de qualidade da producéo (SCHNITZLER et al., 2004).

Entre as técnicas mais divulgadas e utilizadas estdo: a Termogravimetria
(TG), a Termogravimetria Derivada (DTG), a Analise Térmica Diferencial (DTA), a
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), a Andlise de Gas Liberado (EGA), a
Analise Termomecéanica (TMA) entre outras (IONASHIRO, CAIRES e GOMES,
2014).

As técnicas de andlise térmica fornecem poderosos métodos de investigacao
as transi¢cbes que ocorrem quando os polimeros sédo aquecidos, permitindo obter
informacdes a respeito da variagdo de massa, estabilidade térmica, caracterizacdo e
quantificacdo de gases liberados pela amostra, agua livre e agua ligada, pureza,
ponto de fusdo, ponto de ebulicdo, calores de transicdo, calores especificos,
diagramas de fase, cinética da reacéo e transicdes vitreas (LELIEVRE e LIU, 1994;
AGGARWAL e DOLLIMORE, 1998).

3.10.1 Termogravimetria (TG)

A Termogravimetria (TG) é uma técnica analitica na qual a massa da
amostra é medida em funcdo da temperatura ou tempo, quando uma amostra é
submetida a uma temperatura controlada. A curva resultante da massa da amostra é
reproduzida em uma curva de analise termogravimétrica, conhecida como curva TG.
Esta curva é caracteristica de um determinado composto, onde as variacdes de
massa resultam a formacéo ou quebra de ligacdes quimicas ou processos fisicos o0s
quais liberam produtos volateis, produtos de oxidacdo ou a formacéo de produtos de
maior massa molecular. Fornece ainda os dados necessarios para identificar a
estequiometria, a estabilidade térmica, a composicdo da amostra inicial ou de algum
composto intermediario (WENDLANT, 1974; LAYE, 2002).
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De acordo com lonashiro, Caires e Gomes (2014), em uma curva TG, 0s
desniveis em relacdo ao eixo das ordenadas correspondem a perda da massa pela
amostra e isto permite a analise quantitativa dos dados. Pode auxiliar a observar o
comportamento térmico dos granulos de amido quando sofrem aumento da
temperatura. (LACERDA et al., 2008b).

E importante ressaltar que existem alguns fatores que podem afetar a curva
TG: os instrumentais e os referentes as caracteristicas da amostra. O primeiro
envolve a razdo de aquecimento, atmosfera e geometria do suporte das amostra em
relacdo ao forno. O segundo engloba caracteristicas como tamanho das particulas,
quantidade da amostra, solubilidade dos gases liberados na prépria amostra, calor
da reacdo, compactacdo da amostra, natureza e condutividade térmica da amostra
(IONASHIRO, CAIRES e GOMES, 2014).

3.10.2 Analise Térmica Diferencial (DTA)

E uma técnica que mede a diferenca de temperatura entre uma amostra e
um material de referéncia. Essas medi¢cdes de temperatura sdo consideradas
diferenciais, pois se detecta a diferenca entre a temperatura de referéncia (Tr) e da
amostra (Ta), em funcdo da temperatura ou do tempo, onde o aquecimento ou
resfriamento determinados serdo sempre realizados em ritmo linear (IONASHIRO,
CAIRES e GOMES, 2014).

Existem alguns fatores importantes que podem interferir no resultado das
curvas DTA: natureza do suporte da amostra, razdo de aquecimento do forno,
natureza da substancia inerte utilizada como referéncia, compactacdo da amostra,
referéncia nos orificios do bloco de suporte e natureza, dimensdes e localizacdo dos
termopares diferenciais (HAINES, 2012; IONASHIRO, CAIRES e GOMES, 2014).

Por meio da utilizacdo desta técnica é possivel acompanhar os efeitos e
variacdes de calor relacionados a alteragfes fisicas ou quimicas da amostra, como
por exemplo as transicoes de fase. Incluem-se nestas transi¢des: fusao, ebulicéo,
sublimacdo, congelacdo e inversdes de estruturas cristalinas; reacbes de
desidratacéo, de dissociacdo, de decomposicao, de oxidacdo-reducado, entre outras
(IONASHIRO, CAIRES e GOMES, 2014).
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3.10.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

E uma técnica que mede de duas diferentes formas conforme o tipo de DSC.
No DSC com compensacéao de poténcia, mede a diferenca de poténcia elétrica entre
uma amostra e um material de referéncia, em funcédo da temperatura (método dos
aparelhos Perkin-Elmer). No DSC com fluxo de calor, mede a diferenca na razao do
fluxo de calor entre uma amostra e um material de referéncia, também em funcéo da
temperatura, sendo este o modelo que serd utilizado no presente trabalho.
(IONASHIRO, CAIRES e GOMES, 2014).

Segundo Wendlant (1974) pode ser definida como a medida da diferenca de
energia fornecida entre a amostra e um material de referéncia em funcdo da
temperatura ou tempo, durante o processo de aguecimento ou resfriamento de
ambos, o registro desta variacéo € a curva DSC.

Com a utilizacdo do DSC, € possivel estudar as variacdes de entalpia (AH),
sendo as mais comuns as transi¢des vitreas que sofrem certos polimeros. E possivel
acompanhar também as reacdes endotérmicas e exotérmicas, sendo geralmente as
transicbes de fase, desidratacdes, reducdes e certas reacfes de decomposicéo
relacionadas ao efeitos endotérmicos, enquanto as cristalizacbes, oxidacoes,
algumas reacbes de decomposicdo referem-se aos efeitos exotérmicos
(IONASHIRO, CAIRES e GOMES, 2014).

Dentre os fatores que podem modificar a forma das curvas DSC, conforme
lonashiro, Caires e Gomes (2014), destacam-se:

- razdo de aquecimento do forno;

- natureza do suporte de amostras;

- profundidade do orificio do cadinho usado para colocar a amostra,

- localizagéo, natureza e dimensodes dos termopares diferenciais;

- natureza da substancia inerte utilizada como referéncia;

- compactacédo da amostra e da referéncia no cadinho;

- efeito de colocacgéo da tampa sobre o cadinho;

- influéncia da atmosfera do forno;

- tamanho das particulas da amostra e seu grau de cristalinidade;

- 0s cations adsorvidos e a presenca de misturas na argila.

As principais vantagens da utilizacdo do DSC, de acordo com lonashiro,
Caires e Gomes (2014), é a rapidez nas determinacfes, 0 uso de pouca massa da
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amostra, a possibilidade da amostra estar na forma liquida ou sélida, é aplicavel a
processo de resfriamento e medidas sob alta pressdo e oferece o estudo de
diferentes tipos de reacfes quimicas.

Em relacdo as aplicacdes, a Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) tem
sido bastante empregada para estudar principalmente os fenbmenos de
gelatinizagéo e retrogradagcdo (ANDRADE et al., 2014). A curva DSC de um amido
varia conforme sua origem e com as condi¢cdes de DSC, podendo ser influenciada
pela estrutura ordenada em duplas hélices da amilopectina (KOHYAMA et al., 2004).

Na gelatinizacdo do amido, estas analises fornecem medidas quantitativas
deste processo associado ao fluxo de calor, avaliando os fenbmenos endotérmicos
gue geralmente se apresentam com picos mais elevados devido ao alto teor de
amilopectina (BILIADERIS, 1990; RUSSELL, 1987). Conforme estudos realizados
por Biliaderis (1991), a ocorréncia da gelatinizacdo depende da quantidade de agua
no sistema, influenciando assim a curva DSC. Portanto, quanto mais agua no
sistema, menor sera a temperatura do evento e mais definida sera a curva.

O fendmeno da retrogradacdo pode ser observado através da utilizacdo do
DSC, uma vez que a regidao reorganizada em amilopectina funde-se
endotermicamente, além de permitir o estudo a longo prazo da retrogradacdo do
amido com um contetdo de agua constante e os cadinhos selados (NAKAZAWA et
al., 1985).

3.11 Anélise Viscoamilografica (RVA)

A andlise de RVA é utilizada para estudar o comportamento de pasta do
amido, sendo necessario uma pequena quantidade de amostra e um curto periodo
de tempo para a sua realizacdo. O grau de degradacao do amido, o inchamento do
granulo e a geleificacdo da pasta de amido séo algumas das informacdes geradas a
partir desta andlise (RYU, NEUMANN e WALKER, 1993).

O Rapido Visco-analisador modelo RVA-4 é um viscosimetro rotacional
muito utilizado para a avaliacdo da qualidade de amidos e farinhas em muitos paises
(THOMAS e ATWELL, 1999). O perfil de empastamento de amidos obtidos pelo RVA
inclui pico de viscosidade, tempo para atingir o pico, quebra, viscosidade final e
temperatura de pasta.
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Quando o aquecimento comeca acontece o inchamento dos granulos de
amido, que proporcionam a elevagdo na viscosidade da suspensdo de amido
conforme o tempo e a temperatura de pasta, onde os polimeros como a amilose séao
lixiviados. O pico de viscosidade € visualizado quando os granulos de amido estédo
completamente inchados, mantendo a pasta em 95 °C de temperatura em
movimento constante. Os granulos de amido quebram e ocorre a solubilizacdo dos
polimeros que provocam a reducéo da viscosidade, apontada no grafico como curva
de quebra. O resfriamento do granulo ocasiona a reorganizacdo da amilose e da
amilopectina, isso eleva a opacidade e viscosidade da pasta por meio de um
processo conhecido como setback e que acontece por causa da grande tendéncia
para formar ligac6es de hidrogénio entre as moléculas mais préximas (WHISTLER e
BEMILLER, 1997).

E importante ressaltar que varios perfis de gelatinizacdo e empastamento
podem ser gerados pelo equipamento de RVA, isso dependera do tipo de amido,
considerando sua fonte botanica e se o amido utilizado é natural ou modificado.
Além disso, o nivel de solidos, o pH e o regime de aquecimento sdo outros fatores
gue auxiliam na determinacéo destes perfis (THOMAS e ATWELL, 1999).

3.12 Difratometria de Raios X (DRX)

O processo para gerar a radiacdo de raios X ocorre por meio do
bombardeamento do anodo por elétrons do catodo. As radiacdes eletromagnéticas,
como sao conhecidas as radiacfes, apresentam diferentes comprimentos de onda
(A), variando aproximadamente de 0,02 A a 100 A. Um cristal promove a difragéo
dos raios X, pois os elétrons dos seus atomos absorvem a radiacdo, servindo como
fontes secundarias que emitem novamente as radiacbes em todas as direcdes
(RUSSEL, 1994).

Estas ondas reemitidas reforcam-se mutuamente em algumas direcdes e
cancelam-se umas as outras (RUSSEL, 1994). A aplicacdo da Difratometria de
Raios X em amidos permite determinar matematicamente a por¢cao cristalina do
polimero, o tamanho da particula e a rugosidade (BENINCA et al., 2013b).

Segundo Mestres (1996), os amidos podem apresentar trés diferentes
padroes de cristalinidade. O primeiro denomina-se tipo A, apresentando maior

intensidade de pico para angulos de refracédo 20 a 15°, 17 °, 18 °e 23 ° e isso é
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tipico para amidos de cereais. O segundo denomina-se tipo B, com maior
intensidade de pico para angulos de refragdo 20 a 5° 6 °©159°, 179, 22 °%e 23 9,
sendo mais comum em amidos de tubérculos. O terceiro denomina-se tipo C, o qual
contém o perfil mais complexo dos demais pois € uma mistura dos tipos A e B.
Apresenta proporgbes diferentes no amido sendo considerado a seguinte
classificacao: tipo C-A (maior predominancia do tipo A), tipo C (proporc¢des iguais
dos tipos A e B) e tipo C-B (maior predominancia do tipo B) (CAl et al., 2014).

3.13 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O microscopio eletrénico de varredura (MEV) € um equipamento muito
utilizado em andlises morfolégicas e estruturais de materiais solidos e apresenta
inmeras fungdes. A interpretacdo dos dados obtidos € simples, porém o mecanismo
utilizado para detectar as imagens € complexo (MUCCILLO, 2009).

A técnica aplicada pelo MEV baseia-se na irradiacdo por um feixe de
elétrons de pequeno diametro. A interacdo do feixe de elétrons com a superficie da
amostra promove a perda de energia dos elétrons, a qual € liberada de diversas
formas, como elétrons secundarios, retroespalhados, raios X, elétrons auger e fétons
(KITAJIMA e LEITE, 1997). As radiacdes quando atraidas corretamente propiciam
informacBes a respeito da amostra, como topografia da superficie, composicédo e
cristalografia e por meio de linhas sucessivas transmitem o sinal do detector a uma
tela da qual a varredura esta sincronizada com o feixe incidente (MALISKA, 2004;
KITAJIMA e LEITE, 1997).

Para a formacéo da imagem referente a superficie da amostra deve ocorrer
a emissdo de sinais que proporcionem as informacdes necessarias, sendo 0s
elétrons secundarios e retroespalhados os mais relevantes. A interagdo do feixe
primario com a amostra, Figura 12, converte-se em elétrons secundarios. Os
elétrons retroespalhados pertencentes ao feixe primario mudam de direcdo apos
atingir o nucleo dos atomos da amostra e, portanto, sdo desprendidos do material.
Estas diferencas de numero atbmico dos elementos que constituem a amostra

resultam no contraste das imagens geradas (MALISKA, 2004).
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Figura 12 — Interacdo e origem de alguns elétrons com a amostra
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Fonte: Maliska (2004).

O estudo e caracterizacao da superficie externa dos granulos de amido tem
grande importancia para a determinacdo das propriedades quimicas e do nivel de
modificacdo sofrido pelos granulos de amido (SAIBENE e SEETHARAMAN, 2008;
TUSKE, LASZLO e PINTYE-HODI, 2007). Nos amidos em geral, o MEV apresenta a
finalidade de detectar as alteracBes no tamanho e forma dos granulos. Ambos os
fatores sdo influenciados pela espécie da planta e podem identificar e determinar a
origem do amido (MUCCILLO, 2009).

Os amidos naturais de diversas fontes vegetais apresentam as
caracteristicas morfolégicas variando de acordo com as praticas culturais e o
gendtipo da planta. Portanto podem apresentar por exemplo uma forma arredonda,
no caso da fécula de mandioca e manga, ou mostrar uma forma oval como
encontrado na fécula de batata e banana (HOOVER, 2001; ROMERO-BASTIDA et
al.,, 2005). Geralmente a maior parte dos granulos de amido natural sé&o
birrefringentes e exibem as caracteristicas do padrdo de "cruz de malta" quando
submetidos a luz de polarizacdo. Esta birrefringéncia provoca um alto grau de
orientacdo das moléculas no interior do granulo, mas ndo esta relacionada com a
forma cristalina (BELLO-PEREZ et al., 2006).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Matéria prima

As sementes de pinhdo foram coletadas de arvores de A. angustifolia
pertencentes ao banco de Germoplasma da Embrapa Florestas localizado sobre as
coordenadas de latitude 25°16'36”S e longitude 49°04’58"W no municipio de
Colombo—PR. Este municipio apresenta classificacdo climatica de Koppen-Geiger,
sendo subtropical imido mesotérmico, com temperatura média variando de 22° C a
18° C. Os invernos séo rigorosos com ocorréncias de severas geadas.

O Banco de Germoplasma de Araucaria da Embrapa Florestas foi
desenvolvido com o intuito de pesquisar a caracterizagéo e avaliacdo da diversidade
do germoplasma disponivel. Para a formacdo deste banco foram escolhidas
sementes de diferentes localidades que foram plantadas em Colombo—-PR.
Atualmente, o banco possui um total de 224 acessos, com idade média de 31 anos.
Entretanto, o estudo selecionou dois acessos de diferentes procedéncias
identificados como CO05-B1 e 127-B1, considerados pinhdes tardios e cuja a
procedéncia se localiza nas cidades de Cacador-SC e lIrati-PR, respectivamente.
Estas sementes foram coletadas no referido Banco Ativo de Germoplasma (BAG) no
més de julho de 2013 e testes preliminares evidenciaram que estas amostras
apresentavam temperatura do evento de gelatinizacdo abaixo de 60 °C, sendo uma
caracteristica interessante e vantajosa para a inddstria (economiza tempo e energia
durante o processo de gelatinizacdo do amido). Para facilitar a compreensédo do

presente estudo as amostras selecionadas foram denominadas como acessos C e I.

4.1.2 Reagentes

Os reagentes que foram utilizados neste trabalho estéo listados abaixo:

- Acido Cloridrico (P. A.) — Marca Vetec;

- Alcool Etilico Absoluto (Padrdo HPLC) — Marca PanReac — AppliChem —
ITW Reagents;
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- Alcool Metilico Absoluto (Padrdo HPLC) — Marca PanReac — AppliChem —
ITW Reagents.
A agua tipo Il foi usada para a realizacdo da diluicdo das amostras tratadas

com &cido cloridrico em meio aquoso e no enxague das amostras modificadas.

4.2 Métodos

4.2.1 Fluxograma do procedimento experimental

Figura 13 - Fluxograma do procedimento experimental
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Fonte: A autora.
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4.2.2 Extragdo do amido

A metodologia de extracdo foi realizada conforme Costa et al. (2014). A
primeira etapa refere-se ao descascamento do pinhdo, onde foi efetuado com as
sementes cruas. Foi realizado um corte transversal e outro longitudinal no meio da
semente, para facilitar a abertura e a retirada da casca.

A segunda etapa refere-se a remocéao da pelicula e do embrido, localizados
no centro da semente, com o intuito de facilitar o isolamento do amido. Na terceira
etapa foi realizada a trituracdo, em equipamento especifico juntamente com agua
para facilitar o processo. Depois segue-se para a quarta etapa, onde foi realizado a
filtracdo do amido de pinh&o triturado, com o uso de um filtro de pano fino do tipo
poliéster. Este processo foi realizado por duas vezes, sendo triturada na segunda
vez antes de passar por uma nova filtragao.

A quinta etapa refere-se a decantacdo da fracdo liquida obtida
anteriormente, sendo depositada em formas de aluminio por cerca de 2 a 3 horas.
ApoOs esta etapa, foi eliminado o excesso de agua, sem desprezar o precipitado que
formou no fundo do recipiente. A massa obtida deste processo foi encaminhada para
a sexta etapa, onde realizou-se uma secagem em estufa a 40 °C por 24 horas. A
Ultima etapa compreende a maceragdo e o peneiramento, onde o amido foi moido
até formar pé e realizado posteriormente o peneiramento para a desintegracdo dos

grumos com peneiras de 250 e 100 mesh (63 um e 150 um).

4.2.3 Modificagdo do amido por tratamento de acido cloridrico em meio

aguoso, metanolico e etandlico

Apoés a secagem, os amidos de pinhdo dos acessos C e I, foram divididos
em sete amostras cada, contendo massa aproximada de 10 gramas, totalizando 14
amostras. Destas sete amostras de cada acesso, seis foram destinadas a
modificacdo quimica e uma amostra foi separada como amostra natural. A
modificacdo foi realizada com base na metodologia adaptada de Mukerjea et al.
(2007) e Siqueira et al. (2016). As solucdes utilizadas foram de &cido cloridrico 0,1 e
0,5 mol Lt em meio aquoso e alcodlico (metanol e etanol).

Para a modificacdo dos amidos de pinh&o foi primeiramente preparada as

solugcbes acidas em meios aquoso e alcodlico. Em trés béqueres de 200 ml foi



51

colocado aproximadamente 100 ml de cada uma das solu¢cbes de a4gua, metanol e
etanol separadamente. Em seguida, foi adicionado lentamente 11,36 ml de HCI
concentrado para cada béquer, sendo que as solucbes foram transferidas
posteriormente para trés baldes volumétricos de 250 ml sendo preenchidos com os
respectivos solventes até a marca do menisco. A diluicdo estipulada foi de 10
gramas de amido em 50 mL de solucdo &cida padronizada em meio aquoso,
metandlico e etandlico. As amostras tratadas sofreram hidrolise acida durante 1 hora
em agitacdo magnética em temperatura ambiente, Figura 14 a. Posteriormente
foram filtradas em funil de Blichner e lavadas com agua de osmose reversa, Figura
14 b, até a eliminacdo completa do acido utilizando o indicador nitrato de prata a
uma concentracdo de 0,05 mol L. Os amidos secaram em estufa a 40 °C por 24
horas, Figura 14 ¢ e em seguida sofreram moagem e peneiramento por duas vezes
com peneiras 80 e 170 mesh (180 um e 90 um), Figura 14 d-g. As amostras
modificadas foram acondicionadas em dessecador até o momento da realizacao das
analises (SIQUEIRA et al., 2016).

Figura 14 — Etapas principais do processo de modificacdo do amido por hidrélise acida

Fonte: A autora.

(*) a) agitacdo magnética por 1 hora; b) lavagem e filtragem a vacuo; c) secagem em estufa a 40 °C
por 24 horas; d) amido de milho tratado apés secagem; e) trituracdo do amido; f) tamisacdo com uso
de tamis 80 e 170 mesh; g) amido de milho tratado em p6.
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4.2.4 Determinacgéo de pH

Para determinacdo do pH foi utilizado o medidor de pH digital (HI-2221 —
Calibration Check pH/ORP Meter, Hanna Instruments, Romania — Europa) utilizando
uma suspensdo aquosa de 2% (massa/volume), 2 mL de agua diluidos em 40 mg de
amido. As solugdes foram acondicionadas em tubos de ensaio Falcon a temperatura
ambiente de acordo com a metodologia adaptada de Daudt et al. (2014).
Posteriormente foram agitadas e homogeneizadas com o equipamento de ultrassom
(Ultra Cleaner 1400 A — Unique — Ultra Sonic Clean, S&o Paulo - Brasil) para evitar a
deposicdo de amido pela dificuldade de manter em suspensdo e para facilitar a
liberacdo das espécies &acidas que por ventura tenham ficado retidas. A
programacao utilizada foi a frequéncia de 40 KHz e o tempo total de 30 minutos. O
intuito da determinacao de pH foi avaliar a presenca de &cido residual nas amostras
modificadas apos a lavagem e filtragem, complementando a informacao do teste

com nitrato de prata.

4.25 Colorimetria

Para determinar os parametros de cor foi utilizado o equipamento conhecido
como espectrofotdmetro de reflectancia MiniScan XE 45/0-L Plus (Hunter Inc., EUA),
gue consiste na indicacdo de trés componentes de cor: L*, a* e b*.

A cor das amostras modificadas e da nativa de amido de pinh&o foram
avaliados pelos seguintes parametros, Figura 15: L* € o eixo da luminosidade que
varia de 0 (preto) a 100 (branco), a* € o eixo de variacdo de cor verde (a negativo)
para o vermelho (a positivo) e b* é o eixo de variacdo de cor azul (b negativo) e
amarelo (b positivo). (COLMAN, DEMIATE e SCHNITZLER, 2014).
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Figura 15 - Representacdo esquematica do sistema de avaliacao de cor
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Fonte: Adaptado de HunterLab (1996).

426 Anéalise Térmica

4.2.6.1 Termogravimetria e Analise Térmica Diferencial (TG-DTA)

As curvas TG-DTA foram obtidas por meio do equipamento de andlise
térmica (modelo DTG-60H — Shimadzu, Jap&o). Foi usado o padrao mono-hidrato de
oxalato de calcio para verificar a calibracdo do equipamento. As amostras foram
pesadas em balanca analitica e acondicionadas em cadinhos de alumina pré-
tarados na balancga.

As analises foram baseadas na metodologia adaptada de Ramos et al.
(2015). As amostras foram analisadas em duas atmosferas diferentes, primeiro em
ar sintético e posteriormente em nitrogénio. Em ambas as andlises foi usado
aquecimento de 30 °C a 650 °C, um fluxo de ar e N2 de 100 mL min? e razdo de
aquecimento de 10 °C minl. A massa inicial das amostras analisadas com ar
sintético foram de 2,98+0,02 mg para ambos 0s acessos. Para a atmosfera de
nitrogénio as massas foram de 3,00+0,01 mg para os acessos C e I. As
porcentagens de perda de massa foram determinadas pelo programa de analise TA
60WS (Shimadzu, Jap&o).

4.2.6.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)
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As curvas de DSC foram analisadas a partir do sistema de analise térmica
(modelo DSC-60A — Shimadzu, Japéao), calibrado com padrdo de indio puro
(99,99%), ponto de fusdo Tp. = 156,6 °C, AH = 28,56 J g™

As condicdes para a analise foram baseadas na metodologia adaptada de
Hornung et al. (2015). Foi utilizada a atmosfera de nitrogénio, massa da amostra de
1,5 mg e o volume de agua de 4,5 pL (proporcao de agua/amido w/w 3:1), fluxo de
N2 de 50 mL min-, razdo de aguecimento de 2 °C min e temperatura de 30 até 100
°C. As amostras foram acondicionadas em cadinhos de aluminio fechados e
selados. Os resultados foram analisados por meio das curvas de DSC no software
Universal Analysis 2000 (TA Instruments, EUA).

4.2.7 Analise Viscoamilografica (RVA)

Antes da realizagdo das andlises no viscosimetro RVA foi determinado a
porcentagem de umidade com o intuito de realizar um ajuste de calculo para massa
seca. Para isto, foi inserido aproximadamente 0,5 g de cada amostra em uma
balanca determinadora de umidade (marca Sartorius, modelo MA 35 M - AG
Germany).

Uma suspensao de amido foi preparada baseada no seguinte padréo: 8%
m/m de 28 g de massa total. Este valor foi adaptado conforme o valor de
porcentagem de umidade da amostra detectado na balanca determinadora de
umidade. Com o resultado realizou-se um calculo para avaliar a quantidade de
amostra e de agua que foi utilizada no preparo e a suspenséao foi misturada no porta
amostras do RVA.

Para o preparo da suspensao foi utilizado um homogeneizador tipo turrax
(marca Marconi, modelo TE 102, série 892588 — Piracicaba — SP) com a intencéo de
homogeneizar a suspenséo de amido de pinh&o a fim de ndo comprometer a leitura
no RVA. Durante a homogeneizacdo foi empregada uma velocidade intermediaria,
pelo periodo de aproximadamente 1 minuto.

As analises de Rapido visco-analisador (RVA), foram realizadas no Rapid
Visco Analyser (marca Newport Scientific — RVA-4 — modelo NSW 2102 — Australia),
um equipamento que vem sendo utilizado em todos os paises para a avaliacdo da
qualidade dos amidos e farinhas (ZORTEA et al., 2011). As repeticbes analiticas n&o

foram realizadas devido a restricdo na quantidade de massa das amostras de
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amidos de pinh&o de ambos os acessos e devido ao baixo desvio padrédo para esta
andlise encontrado na literatura em amidos tratados por hidrélise acida (BET et al.,
2016; SUN et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2014; BENINCA et al., 2013a; OKUNLOLA
e AKINGBALA, 2013; SINGH et al., 2005).

ApGs inserir no equipamento, informou-se as condigBes da amostra, sendo
equilibrada a 50 °C por dois minutos, aquecida a 95 °C numa razdo de 6 °C min,
mantendo-se nesta temperatura por cinco minutos. A seguir, a pasta foi resfriada a
50 °C, em uma razéo de 6 °C mint e mantida nesta temperatura por dois minutos. A
amostra permaneceu no equipamento por vinte e trés minutos no total, onde a
suspensao foi agitada a 160 rpm. As propriedades de pasta dos amidos foram
determinadas usando o software Thermocline for Windows, verséo 2.2.

Como apresentando na Figura 16, os parametros avaliados e o perfil de
empastamento tipico de amidos obtidos pelo RVA inclui pico de viscosidade, tempo
para atingir o pico, quebra, viscosidade final e temperatura de pasta. Observa-se
que o grafico foi separado em trés curvas de tempo conforme o comportamento
reologico do amido, mostrando trés fases distintas, sendo a primeira fase
pertencente ao empastamento, a segunda fase referente ao cozimento e a terceira
fase relacionado a retrogradacéo do amido (THOMAS e ATWELL, 1999).

Figura 16 - Curva de viscosidade tipica do RVA mostrando os parametros
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Fonte: Newport Scientific (1998).
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4.2.8 Difratometria de Raios X (DRX)

As amostras foram analisadas no equipamento de difratometria de raios X
Ultima IV (Rigaku, Jap&o), do Complexo de Laboratdrios Multiusuarios (C-Labmu) da
Universidade Estadual de Ponta Grossa. O objetivo da utilizacdo deste equipamento
foi para caracterizar e determinar a porcéo cristalina dos granulos de amido de
pinh&o natural e modificados.

As amostras foram depositadas uma a uma sobre um suporte de vidro
pertencente ao equipamento e empregando a radiacdo CuKa com o comprimento de
onda (A) de 1,541 A, submetida a 40 kV e a uma corrente de 30 mA. A radiacéo
emitida foi detectada no intervalo angular de 5° a 50° (28), com velocidade de
escaneamento de 2° mint e um passo de 0,02 °.

O grau de cristalinidade relativa foi estimado pelo software Microcal Origin
8.0 e conforme metodologia encontrada na literatura (COLMAN, DEMIATE,
SCHNITZLER, 2014), sendo que para calcular o grau de cristalinidade dos picos
mais acentuados considera-se a regido em 10° a 50°. Os espectros de difracdo por
raios X de todas as amostras sofreram aplicagcao de ‘smoothing’ para amenizar os
ruidos instrumentais. A Figura 17 mostra os parametros considerados para o célculo
do grau de cristalinidade relativa:

Figura 17 - Parametros para o calculo do grau de cristalinidade relativa
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Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2009).

Onde Xc € o grau de cristalinidade relativa, Ac é a parcela cristalina e Aa é a

parcela amorfa. A area do pico de difracdo demonstrado acima e toda a area de
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difracdo foram interligadas. Conforme Nara e Komiy (1983), existe uma equacéo
para calcular o grau de cristalinidade relativa:

AcC

Xc . 100

(ActAa)

Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2009).

4.2.9 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As caracteristicas e mudancas morfolégicas do amido foram detectadas
através do microscopio eletrénico de varredura (Tescan, VEGA 3, Kohoutovice,
Republica Checa) do Complexo de Laboratérios Multiusuarios (C-Labmu) da
Universidade Estadual de Ponta Grossa. Estas andlises foram realizadas com os
granulos de amido de pinhdo natural e modificados de ambos os acessos. Os
resultados obtidos foram analisados e comparados com as demais técnicas
utilizadas.

As amostras foram fixadas nos suportes através de uma fita adesiva dupla-
face e posteriormente metalizadas com ouro (Au). As microimagens foram obtidas
no MEV utilizando uma escala de leitura de 10 pm, ampliacdo de 3000 vezes, com
20 kV de tensao no feixe de elétrons, flamento de tungsténio e detector de elétrons
retroespalhados. A leitura da imagem ocorre a partir do detector de elétrons, que
capta as imagens e as transmite a um software operacional especifico do

equipamento.
4.2.10 Andlises Estatisticas
As andlises de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para comparacédo das

amostras com nivel de confianca de 95% (p <0,05) foram realizadas usando o
programa Agri SAMS 8.2.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os amidos de pinhdo dos acessos C e | ap0s a modificacdo acida em meio
aguoso, metandlico e etandlico apresentaram como recuperacao parcial dos

granulos de amido os seguintes valores demonstrados nas Tabelas 1 e 2:

Tabela 1 — Recuperacéo dos granulos de amidos de pinhdo acesso C

Amostras Recuperacgao (%)
(CO0) 100
(C1) 94
(C2) 93
(C3) 92
(C4) 95
(C5) 93
(C6) 88

(C0) amido de pinhao natural, (C1) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L1 + agua, (C2) amido de
pinhdo HCI 0,1 mol L + metanol, (C3) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L + etanol, (C4) amido
de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + &gua, (C5) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L* + metanol, (C6)
amido de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + etanol.

Analisando os dados observou-se no acesso C que o menor valor de
recuperacdo foi encontrado na amostra C6 (88%) e no acesso | na amostra 15
(87%), indicando que a maior concentracéo de HCI pode influenciar na recuperagao
do granulo. Nos acessos C e |, os maiores valores foram coincidentes sendo
identificados nas amostras C4 (95%) e 14 (94%), demonstrando que 0 meio aquoso
proporcionou maior recuperacdo dos granulos em ambas as concentracbes. De
modo geral estes valores encontrados nos acessos C e | corroboram com a literatura
que menciona a recuperacdo de até 90% dos granulos de amido modificados por
hidrolise acida em meio alcoodlico (LIN; LEE e CHANG, 2003; LIN e CHANG, 2006;

LIN et al., 2011). Porém, os amidos avaliados no presente estudo obtiveram um
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perfil diferente, apresentando maior recuperagdo parcial dos granulos no meio

aquoso se comparado ao meio alcodlico.

Tabela 2 - Recuperacéo dos granulos de amidos de pinh&do acesso |

Amostras Recuperagao (%)
(10) 100
(11) 93
(12) 93
(13) 93
(14) 94
(I5) 87
(16) 92

(10) amido de pinhdo natural, (11) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L + agua, (I12) amido de
pinhao HCI 0,1 mol L* + metanol, (13) amido de pinhao HCI 0,1 mol L* + etanol, (I14) amido de
pinhao HCI 0,5 mol L* + agua, (15) amido de pinhdao HCI 0,5 mol L* + metanol, (16) amido de
pinhao HCI 0,5 mol L! + etanol.

5.1 Determinacéao de pH

Os valores de pH dos amidos de pinhao naturais variaram de 6,55 + 0,10 e
de 4,99 + 0,33 para as amostras tratadas com HClI em meio aquoso, etandlico e
metanalico, Tabelas 3 e 4. De acordo com Hausler (2009), as suspensdes de amido
que apresentam pH de 4,0 a 8,0, ndo exibem uma capacidade auto-tamponante.
Assim, as amostras naturais e tratadas de ambos 0s acessos estdao dentro dos
valores esperados de pH, comprovando que as etapas de lavagem e filtragem
eliminaram os residuos do acido utilizado na modificacao.

Silva et al. (2006) avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas de amidos de
milho, mandioca e milho ceroso modificados por hidrélise acida e encontrou valores
de pH menores (3,4 que o presente estudo, indicando que a lavagem ou
neutralizacdo ndo ocorreu. Constataram ainda que o pH final das amostras alterou,

sendo um fator indesejavel, podendo prejudicar a aplicacdo final de amidos
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7

modificados. Portanto, € importante obter a informagédo do pH do produto apds o

tratamento &cido, principalmente para as industrias que utilizam amidos modificados.

Tabela 3 - Determinacao do pH das amostras de amidos de pinhdo acesso C

Amostras Valores de pH
(CO) 6,460,022
(C1) 5,28+0,01°
(C2) 5,09+0,08¢
(C3) 4,89+0,06¢
(C4) 4,81+0,01¢
(C5) 5,2620,04bc
(C6) 4,65+0,01°

(*) Médias seguidas de uma mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste
de Tukey (p<0,05). (C0) amido de pinhdo natural, (C1) amido de pinhdo HCI 0,1 mol Lt +
agua, (C2) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L + metanol, (C3) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L?
+ etanol, (C4) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L* + agua, (C5) amido de pinhdao HCI 0,5 mol L?
+ metanol, (C6) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L + etanol.

Tabela 4 - Determinacao do pH das amostras de amidos de pinh&o acesso |

Amostras Valores de pH
(10) 6,64+0,042
(11) 4,68+0,02¢
(12) 4,94%0,02¢
(13) 5,02+0,04¢
(14) 4,36+0,01¢
(I15) 5,44+0,08P

(16) 5,42+0,05P




61

(*) Médias seguidas de uma mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste
de Tukey (p<0,05). (10) amido de pinhao natural, (11) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L? + 4gua,
(12) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L1 + metanol, (13) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L! + etanol,
(14) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + 4gua, (I5) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L + metanol,
(16) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + etanol.

5.2 Colorimetria

A andlise colorimétrica apresentou diferenca significativa na maioria das
amostras naturais e modificadas de ambos os acessos, conforme observado nas
Tabelas 5 e 6. Para o0 eixo L* ambos o0s acessos apresentaram elevada
luminosidade conferindo cor branca as amostras. Os valores variaram de 84,07 a

90,89 para 0 acesso C e de 86,42 a 89,80 para o0 acesso |.

Tabela 5 - Resultados de Colorimetria das amostras de amido de pinh&o acesso C

Parametros de Cor

Amostras
L* a* b*
(CO) 84,07+0,23f -0,99+0,01¢ 2,06+0,05¢
(Cy 86,17+0,27¢ -0,79+0,20¢ -0,60+0,92¢
(C2) 87,80+0,65¢ -0,58+0,40¢b¢c 2,95+1,32¢cd
(C3) 89,64+0,03bc -0,23+0,08° 4,22+0,05bc
(C4) 90,89+0,052 0,50+0,072 5,37+0,362
(C5) 89,17+0,38¢ 0,560,012 5,12+0,02°
(C6) 90,28+0,092b 1,02+0,022 7,18+0,172

(*) Médias seguidas de uma mesma letra na coluna ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0,05). (C0) amido de pinhdo natural, (C1) amido de pinhdo HCI 0,1
mol L + 4gua, (C2) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L' + metanol, (C3) amido de pinhdo HCI
0,1 mol L! + etanol, (C4) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L + agua, (C5) amido de pinhdo HCI
0,5 mol L* + metanol, (C6) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + etanol.
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Tabela 6 - Resultados de Colorimetria das amostras de amido de pinh&o acesso |

Parametros de Cor

Amostras
L* a* b*
(10) 86,42+0,17¢ 0,46+0,01¢ 4,24+0,08d
(12) 86,86+0,15de 0,53+0,02¢ 4,73+0,03¢
(12) 89,03+0,28° 0,74+0,046bc 5,57+0,01°
(13) 87,07+0,10¢d 0,60+0,05°bc 4,39+0,054
(14) 87,37+0,11¢ 1,48+0,262 4,72+0,14¢
(15) 88,96+0,20° 0,82+0,03° 5,62+0,06°
(16) 89,80+0,072 1,46+0,022 6,560,022

(*) Médias seguidas de uma mesma letra na coluna ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0,05). (I0) amido de pinh&o natural, (11) amido de pinhdo HCI 0,1 mol
L1 + agua, (12) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L* + metanol, (I3) amido de pinhdo HCI 0,1 mol
L1 + etanol, (I4) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L + agua, (I5) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L
+ metanol, (16) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L + etanol.

Caracteristica semelhante obtida pelo acesso C foi encontrada em amidos
de sementes de jaca (DUTTA et al., 2011) e de castanha portuguesa (KUBIAKI,
2016) utilizando hidrdlise acida. Em outra pesquisa que avaliou as diferencas de cor
de farinhas de pinh&o cruas e cozidas, foram encontrados valores semelhantes ao
eixo L* do acesso | nas farinhas de pinhdo cru, variando de 88,18 a 89,92.
(CLADERA-OLIVERA et al., 2008). No parametro de cor a* em ambos 0s acessos,
foram encontrados valores préximos a zero, indicando que ndo houve tendéncia
para as coloracdes verde ou vermelho. Quanto ao eixo b* ambos 0s acessos
apresentaram uma leve tendéncia a coloracdo amarela. Em uma pesquisa realizada
por Abegunde et al. (2013) utilizando amido de batata doce de 12 cultivares
apresentou perfil semelhante, com o valor maximo de b* de 4,21. As coloracdes
predominantes foram tipicas do amido, branca com leve desvio para a coloracao
amarela, mostrando que os tratamentos ndo alteraram as caracteristicas

colorimétricas do amido.
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5.3 Anédlise Térmica

5.3.1 Termogravimetria e Analise Térmica Diferencial (TG-DTA) em ar sintético

Na analise termogravimétrica (TG) realizada sob a atmosfera de ar sintético
foram observadas trés perdas de massa para todas as amostras de ambos os
acessos, Figuras 18 e 19, perfis caracteristicos dos amidos. Observa-se que as
curvas DTA das amostras naturais dos acessos C e | também foram similares. Nas
amostras tratadas os perfis das curvas DTA foram diferentes das amostras naturais,
mostrando semelhanca entre os acessos.

A primeira perda de massa refere-se a desidratacdo que ocorreu a
temperaturas de 30 a 105 °C, Tabelas 7 e 8. Este primeiro evento ocasionou a perda
de moléculas de 4gua aderidas a superficie dos granulos de amido e de compostos
volateis presentes nas amostras, variando de 6,33 a 9,02% de reducdo da umidade
dos amidos dos acessos C e | (LACERDA et al., 2014; DI-MEDEIROS et al., 2014).

Apos um periodo de estabilidade, observou-se a segunda perda de massa,
que ocorreu em ambos 0s acessos na faixa de 252 a 334 °C. O segundo evento
corresponde a decomposicdo da matéria organica, incluindo a amilose e a
amilopectina, cuja as perdas variaram de 58,73 a 65,86% nos acessos C e I. O
amido sofre alteracdes irreversiveis, levando incialmente a formacdo de pirodextrina.
Em temperaturas mais altas, as macromoléculas geradas anteriormente propiciam a
formacdo de compostos como levoglucosano, furfural, produtos volateis de reduzida
massa molecular, restando apenas os compostos carbonaceos (LACERDA et al.,
2008a; LACERDA et al., 2014; MALUCELLI et al., 2015).
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Figura 18 - Curvas TG-DTA das amostras de amidos de pinh&o acesso C em ar sintético
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(C0) amido de pinhado natural, (C1) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L1 + agua, (C2) amido de
pinhdo HCI 0,1 mol L* + metanol, (C3) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L + etanol, (C4) amido
de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + &gua, (C5) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L* + metanol, (C6)
amido de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + etanol.
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Figura 19 - Curvas TG-DTA das amostras de amidos de pinhdo acesso | em ar sintético
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(10) amido de pinhdo natural, (I1) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L! + agua, (12) amido de
pinhdo HCI 0,1 mol L* + metanol, (13) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L* + etanol, (I14) amido de
pinhdo HCI 0,5 mol L! + agua, (15) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + metanol, (16) amido de
pinhdo HCI 0,5 mol L! + etanol.
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Tabela 7 - Valores de TG-DTA obtidos das amostras de amidos de pinhdo acesso C em ar sintético

Amostras TG DTA
Etapas Am(%) AT(°C) Tp(°C)
12 6,39+0,202 30-104 70,01+4,692 (endo)
Estabilidade - 104 — 252 -
(CO) 22 58,73+1,982 252 — 329 339,27+2,772 (exo)
329 — 404
3 32,40+1,59° 404 — 480 444,862,223 (ex0)
478,67+0,252 (ex0)
Cinzas 3,14+4,332
12 9,02+1,332 30-103 65,86+1,842 (endo)
Estabilidade - 103 — 257 -
(C1) 22 60,753,162 257 — 325 289,5716,61bb(?ndc;)
325 - 436 355,00+4,90° (exo
3 26,66+1,32° 436 — 546 492,84+13,642 (€X0)
Cinzas 3,29+2,742
12 7,13+0,542 30-102 70,55+2,752 (endo)
Estabilidade - 102 — 257 -
(C2) 22 62,70+1,312 257 — 325 290,90+1,81° (endo)
. - 325 — 439 354,33+3,10° (ex0)
3 28,20+0,27 439 — 552 490,76+13,24 (ex0)
Cinzas 0,90+0,862
12 7,631,222 30 - 105 68,18+3,562 (endo)
Estabilidade - 105 - 258 -
(C3) 22 62,15+1,222 258 — 326 294,43+4,145 (endo)
326 — 436 354,78+2,78° (ex0)
3 26,69+1,18° 436 — 543 492,18+22,802 (ex0)
Cinzas 2,52+0,842
12 8,01+0,162 30-104 69,39+0,582 (endo)
Estabilidade - 104 — 255 -
(C4) 22 61,75+2,392 255 — 326 296,84+11,90° (endo)
. - 326 — 437 353,79+6,80° (ex0)
3 28,68+1,14 437 — 546 490,90+21,132 (ex0)
Cinzas 0,82+0,342
1a 7,61+0,712 30-103 68,08+2,472 (endo)
Estabilidade - 103 - 256 -
(C5) 22 58,75+2,062 256 — 324 295,5412,92bb(?nd(;)
324 — 437 353,31+3,76" (exo
3 28,741,75% 437 - 547 486,44+22 212 (ex0)
Cinzas 4,09+3,222
12 8,06+0,722 30-105 66,93+1,062 (endo)
Estabilidade - 105 - 254 -
(C6) 22 59,51+1,822 254 — 324 299,97+5,49° (endo)
324 — 442 355,64+4,31b (exo)
3 30,601,212 442 — 557 491,87+26,752 (ex0)
Cinzas 1,44+1,282

(*) Médias seguidas de uma mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p<0,05). (C0) amido de pinh&do natural, (C1) amido de pinhao HCI 0,1 mol L + 4gua, (C2)
amido de pinhdo HCI 0,1 mol L + metanol, (C3) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L + etanol, (C4)
amido de pinhdo HCI 0,5 mol L't + 4gua, (C5) amido de pinhao HCI 0,5 mol L + metanol, (C6) amido
de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + etanol.
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Tabela 8 - Valores de TG-DTA obtidos das amostras de amidos de pinhdo acesso | em ar sintético

Amostras TG DTA
Etapas Am(%) AT(°C) Tp(°C)
1a 6,33+0,26° 30— 103 69,40%0,23 (endo)
Estabilidade - 103 — 253 -
(10) 2 61,10+2,14 253 — 332 338,68+0,41 (ex0)
332 — 406
3 31,96+1,24 406 — 479 447 51+2,592 (exo)
474,20+0,592 (exo)
Cinzas 1,26+0,762
12 7,000,484 30— 104 68,06+0,78 (endo)
Estabilidade - 104 — 258 -
(1) 2 64,71+0,852 258 — 329 304,48+6,52° (endo)
329 - 441 351,84+0,14P (ex0)
3 25,8320,74% 441 - 551 481,18+4.392 (ex0)
Cinzas 2,45+1,002
12 7,77%1,76% 30— 105 68,14+3,682 (endo)
Estabilidade - 105 — 266 -
2 2a 65,86+2,96° ggels - 3431613 33()533,557:11,6é);b((endc;)
- ,54+1,61b (exo
3 24,50+1,08% 446 — 560 489,40+12, 25 (ex0)
Cinzas 2,01+2,642
12 7,001,192 30-104 68,78+3,393 (endo)
Estabilidade - 104 - 266 -
(13) 2 65,012,972 266 — 330 301,12+2,23° (endo)
330 — 446 352,04+3,60° (ex0)
3 26,04+1,37" 446 — 560 492,23+12,81 (ex0)
Cinzas 1,96+2,622
1 5,94=1,55% 30-102 70,49+3,10 (endo)
Estabilidade - 102 — 254 -
a
(14) 2 65,23+1,53 254 — 329 301,04+2,91° (endo)
329 — 443 353,01+1,59° (ex0)
3 27,80+0,27% 443 — 556 481,39+0,312 (ex0)
Cinzas 0,93+0,132
12 7,83%1,29° 30-103 68,70+2,84% (endo)
Estabilidade - 103 — 258 -
05) 2 65,29+0,90° ggg - iig 23%18é7674i22,9625bb((end0))
- ,0412, exo
3 26,00+1,34% 445 — 555 473.47+5,272 (ex0)
Cinzas 1,05+1,032
12 8,81%0,25 30- 104 65,20+1,96% (endo)
Estabilidade - 104 — 262 -
2a 65,802,952 262 — 334 286,65+8,32° (endo)
(16) 30 22.28+0.42° 334 — 442 348,86+4,27° (€x0)
Cinzas 442 — 549 468,39+16,212 (exo0)
3,41+4,10

(*) Médias seguidas de uma mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p<0,05). (I0) amido de pinhao natural, (11) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L1 + agua, (12) amido
de pinhdo HCI 0,1 mol L' + metanol, (13) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L1 + etanol, (I4) amido de
pinhdo HCI 0,5 mol L + agua, (15) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L* + metanol, (16) amido de pinhao
HCI 0,5 mol L + etanol.
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A terceira perda de massa representa a oxidacdo dos compostos gerados
durante a degradacdo da matéria organica, apresentando perdas nos acessos C e |
variou de 22,28 a 32,40%. Este processo de oxidacdo resulta na formacédo de
pequena quantidade de cinzas, descritas nas Tabelas 7 e 8, onde os valores
variaram em média de 0,82 a 4,09% nos acessos C e I. Perfil semelhante, com trés
perdas de massa e um periodo de estabilidade foi encontrado em outros estudos
utilizando amidos de pinhdo (COSTA et al., 2013; CORDOBA, BET e SCHNITZLER,
2015), mandioca (ANDRADE et al., 2014; COLMAN et al., 2014); batata (LEIVAS et
al., 2013); milho ceroso (OLIVEIRA et al., 2014) e abacate (LACERDA et al., 2014).

Na curva DTA, Figuras 18 e 19, identificou-se que as amostras naturais de
ambos os acessos C e |, obtiveram perfis diferentes em relacdo as amostras
tratadas. Essas curvas apresentaram um evento endotérmico e trés exotérmicos,
sendo os dois Ultimos mais intensos em temperaturas de 444 a 448 °C para 0
segundo evento e de 474 a 478 °C para o terceiro evento. Caracteristica similar foi
encontrada em outras pesquisas utilizando oxidacdo em amido de abacate e
hidrolise acida e enzimatica em amido de farinha de babacu, onde também
obtiveram na amostra natural um evento endotérmico e trés exotérmicos em
temperaturas semelhantes as do presente estudo (LACERDA et al., 2014; ALMEIDA
et al.,, 2011). As amostras tratadas mostraram a formacdo de dois eventos
endotérmicos e dois eventos exotérmicos, resultado semelhante a um estudo que
realizou hidrélise acida em amido de mandioca sob diferentes temperaturas
(BENINCA et al., 2013a).

Comparando os resultados de Am (perda de massa) dos acessos C e |,
observou-se comportamento semelhante entre as amostras modificadas. No
segundo evento, as amostras tratadas apresentaram uma tendéncia de aumento das
perdas de massa em relacdo as amostras naturais. Este fato € devido a diminui¢ao
das massas moleculares dos amidos hidrolisados. No terceiro evento a perda de
massa reduziu conforme o esperado, pois as amostras tratadas sofreram maior
decomposicdo nas etapas anteriores, degradando menos no final do processo.

A variacdo de temperatura que ocorreram o0s eventos foram semelhantes
entre 0s acessos C e I. Foi observada uma elevacdo nos valores das temperaturas
finais referente a terceira perda de massa. As amostras naturais tiveram as menores
temperaturas de estabilidade (aproximadamente de 250 °C) e para as perdas totais

de massa a temperatura foi de aproximadamente 480 °C. No entanto, foi observado
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gue as amostras apresentaram temperatura final de estabilidade variando de 254 a
258 °C para o0 acesso C e de 254 a 266 °C para o acesso |, e a perda total de massa
variando de 543 a 557 °C para 0 acesso C e de 549 a 560 °C para o acesso |. Um
estudo anterior realizado em amido de arroz tratado com acido citrico mostrou que a
hidrolise &cida ataca preferencialmente as regides amorfas do granulo e converte o
amido numa estrutura estavel a temperaturas mais elevadas, promovendo assim a
formacéo de novos cristais devido a reorganizacdo das moléculas de amido (SHIN et
al. 2009).

Comportamento semelhante a respeito do aumento da temperatura final do
AT na terceira perda de massa, foi encontrado em outros estudos que utilizaram
adicdo de acucares em amido de pinhdo (RIBEIRO et al., 2014a), tratamento acido
em amidos de milho ceroso (OLIVEIRA et al., 2014), milho (BENINCA et al., 2008),
mandioca (BENINCA et al., 2013a; CORDOBA et al., 2013), ervilhaca (BET et al.,
2016) e banana verde (SILVA et al., 2015) e tratamento enzimatico em amido de
milho ceroso (MALUCELLI et al., 2015).

Segundo Bet et al. (2016), isso ocorreu porque as amostras necessitavam
nesta terceira etapa de maiores temperaturas para promover a carbonizacéo total e
a formacado dos residuos finais e como as amostras tratadas apresentaram uma
determinada resisténcia térmica provocou a elevacdo destas temperaturas quando
comparadas as nativas. Este comportamento foi demonstrado de maneira mais
evidente na amostra C6, apresentando temperatura final de 557 °C e nas amostras
2 e I3, apresentando temperaturas finais de 560 °C. No trabalho de amido de
ervilhaga que utilizou hidrélise acida, foi encontrado este perfil na amostra tratada
com maior concentracdo de HCI, corroborando com o resultado observado para a
amostra C6 do presente estudo.

Algumas amostras modificadas de ambos os acessos, apresentaram valores
de cinzas superiores as amostras naturais, sendo o maior valor 4,09% (C5).
Resultado semelhante foi observado em outro estudo que utilizou modificacéo
enzimatica de amido de pinhdo (CORDOBA, 2015). Outros estudos de analises
térmicas, em atmosfera oxidante, realizados com amido apresentaram similaridade
aos perfis do presente estudo (HORNUNG et al.,, 2016, HORNUNG et al., 2015;
BENINCA et al., 2013a; BENINCA et al., 2013b).
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5.3.2 Termogravimetria e Anélise Térmica Diferencial (TG-DTA) em nitrogénio

As curvas termogravimétricas (TG) realizadas em atmosfera de nitrogénio
foram similares em todas as amostras de ambos os acessos, Figuras 20 e 21,
apresentando duas perdas de massa com intervalo de estabilidade. As curvas DTA
apresentadas nos graficos e conforme os valores demonstrados nas Tabelas 9 e 10,
também foram semelhantes entre os acessos C e |, apresentando a formacéo de
dois picos endotérmicos.

O primeiro evento é devido a perda de umidade, resultando na desidratacao
intermolecular do amido, observado entre as temperaturas de 30 a 110 °C, Tabelas
9 e 10. ApGs o periodo de estabilidade, o segundo evento proporcionou uma perda
de massa média de 64,31% (de 255°C a 338°C), para o acesso C e 67,88% (de
257°C a 342°C), para 0 acesso . Isto representa a degradacdo da matéria organica,
que ocorre devido a remocao de CO2 ou de hidrocarbonetos, provocando no final
desta etapa reacbes de pirdlise e carbonizacdo com residuos carbonaceos
remanescentes (LAZZAROTTO, 2016; CHEN et al., 2010). Neste evento a maioria
das amostras de ambos os acessos apresentaram diferencas nao significativas nas
perdas de massa comparando as amostras naturais com as tratadas. Isto pode ser
explicado pelo fato da atmosfera inerte ndo propiciar a reagdo com 0 oxigénio, sem
provocar mudancas nas temperaturas finais e na estabilidade térmica destes
amidos, justificado pela auséncia de formacdo do terceiro evento. Varios
mecanismos ocorrem para a decomposicdo do amido, sendo um deles a
despolimerizacédo que € a reacao de desidratacédo entre os grupos hidroxila do amido
indicando que quanto menor for a quantidade de grupos hidroxila deixados no amido
maior sera a sua estabilidade térmica (LI et al., 2010). Outro estudo com amido de
milho modificado em acido laurico (GAO et al., 2014) apresentou caracteristica
semelhante na etapa final de decomposicéao.

Comportamento similar apresentando duas perdas de massa e dois periodos
de estabilidade em atmosfera inerte foi encontrado em outros estudos utilizando
amidos de pinhdo modificado por oxidacao induzida com permanganato de potassio
(LAZZAROTTO, 2016), de milho modificado com acido laurico (GAO et al., 2014),
carboximetilagdo com amido de Fritillaria ussuriensis Maxim (LI et al., 2010) e amido
de batata tratado com &cido linoleico em atmosfera de argonio (KAPUSNIAK e
SIEMION, 2007).
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Figura 20 - Curvas TG-DTA das amostras de amidos de pinhdo acesso C em nitrogénio
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(C0) amido de pinhdo natural, (C1) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L1 + agua, (C2) amido de
pinhdo HCI 0,1 mol L! + metanol, (C3) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L + etanol, (C4) amido
de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + &gua, (C5) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L' + metanol, (C6)
amido de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + etanol.
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Figura 21 - Curvas TG-DTA das amostras de amidos de pinh&o acesso | em nitrogénio
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(10) amido de pinhao natural, (I1) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L* + agua, (12) amido de
pinhdo HCI 0,1 mol Lt + metanol, (13) amido de pinhdao HCI 0,1 mol L + etanol, (I4) amido de
pinhdo HCI 0,5 mol L? + agua, (15) amido de pinhao HCI 0,5 mol L* + metanol, (16) amido de
pinhdo HCI 0,5 mol L1 + etanol.
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Tabela 9 - Valores de TG-DTA obtidos das amostras de amidos de pinhdo acesso C em nitrogénio

TG DTA
Amostras Etapas Am(%) AT(°C) Tp(°C)
12 6,62+0,432 30-114 69,78+1,702 (endo)
Estabilidade - 107 — 256 -
(CO) 22 65,23+0,172 256 — 338 312,94+0,022 (endo)
Residuo
carbonéaceo 10,95+5,682
12 10,200,552 30-107 63,24+1,30° (endo)
Estabilidade - 107 — 258 -
(C1) 23 64,59+0,012 258 — 326 290,90+6,972 (endo)
Residuo
carbonaceo 9,03+3,422
12 9,88+0,732 30-108 67,85+0,502° (endo)
Estabilidade - 108 — 259 -
(C2) 22 64,98+2,792 259 — 327 306,26+0,012 (endo)
Residuo
carbonéaceo 7,84+2 552
12 8,98+1,862 30-106 65,21+3,902 (endo)
Estabilidade - 106 — 263 -
(C3) 22 65,283,082 263 — 327 292,62+2,052 (endo)
Residuo
carbonéaceo 7,711,982
12 8,48+1,292 30-105 68,99+2,112b (endo)
Estabilidade - 105 — 256 -
(c4) 22 63,25+2,882 256 — 325 296,96+13,322 (endo)
Residuo
carbonéaceo 11,46+1,022
1a 9,74+0,112 30 - 105 65,55+2,84% (endo)
Estabilidade - 105 - 257 -
(C5) 22 61,77+2,552 257 — 326 304,62+0,452 (endo)
Residuo
carbonéaceo 11,48+1,392
12 9,31+0,762 30-110 68,52+2,622 (endo)
Estabilidade - 110 — 255 -
(C6) 22 65,09+4,322 255 — 327 306,21+0,842 (endo)
Residuo
carbonaceo 8,06+6,422

(*) Médias seguidas de uma mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p<0,05). (C0) amido de pinhdo natural, (C1) amido de pinhdao HCI 0,1 mol L + 4gua, (C2)
amido de pinhdo HCI 0,1 mol L! + metanol, (C3) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L1 + etanol, (C4)
amido de pinhdo HCI 0,5 mol L't + 4gua, (C5) amido de pinhao HCI 0,5 mol L* + metanol, (C6) amido
de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + etanol.
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Tabela 10 - Valores de TG-DTA obtidos das amostras de amidos de pinhdo acesso | em nitrogénio

A TG DTA
mostras
Etapas Am(%) AT(°C) Tp(°C)
12 9,87+0,042 30-105 62,41+1,572 (endo)
(10) Estabilidade - 105 - 263 -
28 67,59+1,612 263 — 342 314,435,882 (endo)
Residuo
carbonéceo 7,02£2,992
12 8,74+1,692 30 - 107 69,29+6,922 (endo)
(11) Estabilidade - 107 - 262 -
22 70,96+1,592 262 — 332 310,07+0,752 (endo)
Residuo
carbonéaceo 4,14%1,202
12 9,10+0,692 30-105 65,060,552 (endo)
(12) Estabilidade - 105 — 267 -
22 67,68+1,052 267 — 334 295,03+8,70° (endo)
Residuo
carbonaceo 10,16+3,382
12 10,2341,842 31-107 65,060,752 (endo)
Estabilidade - 107 — 268 -
(13) 2a 66,64+1,402 268 — 330 309,95+0,9720 (endo)
Residuo
carbonaceo 7.21+5,832
12 7,87+1,462 30-106 68,15+3,722 (endo)
Estabilidade - 106 — 257 -
(14) 22 67,30+1,622 257 — 331 309,660,182 (endo)
Residuo
carbonaceo 10,780,162
12 7,14+1,302 30-108 72,733,332 (endo)
(15) Estabilidade - 108 — 260 ;
22 66,6710,242 260 — 332 309,55+0,082° (endo)
Residuo
carbonéaceo 9,09+0,882
12 8,230,232 30-106 68,650,722 (endo)
(16) Estabilidade - 106 — 267 -
28 68,370,632 267 — 333 311,37+0,272 (endo)
Residuo
carbonaceo 9,31+0,272

(*) Médias seguidas de uma mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p<0,05). (I0) amido de pinh&o natural, (11) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L + 4gua, (12) amido
de pinhdo HCI 0,1 mol L1 + metanol, (13) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L* + etanol, (I4) amido de
pinhdo HCI 0,5 mol L! + agua, (15) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + metanol, (16) amido de pinhado
HCI 0,5 mol L + etanol.
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As fracdes de residuos carbonaceos foram similares entre as amostras,
Tabelas 9 e 10, com uma tendéncia de maior propor¢cao nas amostras modificadas
em relacdo a amostra natural. Este fato também sugere que o0 processo de

decomposicdo dos amidos tratados ocorreu de maneira desproporcional.

5.4 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC apresentaram eventos endotérmicos, perfis
caracteristicos dos amidos. Foi observado no amido de pinhdo do acesso C, Figura
22, que as amostras tratadas apresentaram um deslocamento para temperaturas
mais altas no processo de gelatinizacdo. No amido de pinh&o do acesso |, Figura 23,
foi observado uma tendéncia de deslocamento da curva para temperaturas mais
baixas, exceto apenas a amostra I1.

Esta diferenca entre os acessos foi observada em uma pesquisa que utilizou
quatro tipos de acessos distintos de A. angustifolia. Constataram-se diferencas no
comportamento de gelatinizacdo entre as amostras, devido as alteracfes genéticas,
0 que pode afetar as propriedades de gelatinizacdo quando as sementes sao de
diferentes origens (COSTA et al., 2013).

A tendéncia de acréscimo das temperaturas de gelatinizacdo obtida pelas
amostras do acesso C foi encontrada em outros estudos que utilizaram amidos de
pinhdo (CORDOBA, BET e SCHNITZLER, 2015), batata (LIN, LEE e CHANG, 2003)
e milho (SANDHU, SINGH e LIM, 2007). Isto pode ser justificado pelo tratamento
acido, que provoca a quebra da amilose e da amilopectina, ocasionando o
desenvolvimento de ligacbes cruzadas, o que pode proporcionar uma maior
resisténcia ao processo de gelatinizacdo (HIRASHIMA et al, 2005).

Em outros trabalhos realizados com amidos de milho (LIN, SINGH, WEN e
CHANG, 2011) e milho ceroso (OLIVEIRA et al, 2014) encontraram caracteristicas
semelhantes como o decréscimo dos parametros de gelatinizacdo observada no
acesso |. Esta redugcdo na temperatura de gelatinizacdo geralmente ocorre em
tratamentos por hidrdlise acida, porque promove a degradacdo das cadeias de
moléculas de amido (LIN, LEE e CHANG, 2003).
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Figura 22 - Curvas DSC das amostras de amidos de pinhao acesso C
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(C0) amido de pinh&do natural, (C1) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L! + agua, (C2) amido de
pinhdo HCI 0,1 mol L + metanol, (C3) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L + etanol, (C4) amido de
pinhdo HCI 0,5 mol Lt + &gua, (C5) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L* + metanol, (C6) amido de
pinhdo HCI 0,5 mol L1 + etanol.

Figura 23 - Curvas DSC das amostras de amidos de pinh&o acesso |
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(10) amido de pinh&o natural, (11) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L* + 4gua, (12) amido de pinhdo
HCI 0,1 mol L! + metanol, (I3) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L + etanol, (14) amido de pinhao
HCI 0,5 mol L + 4gua, (15) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + metanol, (I6) amido de pinhdo HCI
0,5 mol L + etanol.

Comparando os dois acessos de amido de pinh&o (C e I), Tabelas 11 e 12,
constatou-se que as amostras naturais apresentaram comportamentos semelhantes,
principalmente em relacdo as temperaturas “onset” e de conclusdo (To e To),
iniciando a gelatinizacéo antes e finalizando depois das demais amostras.

Em outros dois estudos realizados com amido de pinhdo natural da espécie
Araucaria angustifolia, foram encontrados valores das temperaturas de gelatinizacéo
(To, Tp € T¢), AT (Tc — To) € AHgel (entalpia) significativamente maiores que os valores
encontrados nos acessos do presente estudo. Isto reforgca que estas amostras
realmente sdo de baixa gelatinizacéo, ocorrendo o processo completo abaixo de 60
°C (PINTO et al, 2012 e CONFORTI e LUPANO, 2007).

Tabela 11 - Valores de DSC obtidos das amostras de amido de pinhdo acesso C

Amostras To (°C) Tp (°C) Tc (°C) AT (°C) AHge (3.9
(CO) 48,00+0,24> 52,44+0,04°¢  56,54+0,402 8,55+0,642 7,40+1,122
(C1) 48,40+0,25° 52,06+0,06¢  55,60+0,452 7,21+0,702 7,28+0,742
(C2) 49,77+0,082 52,65+0,06* 55,58+0,112 5,81+0,19° 8,98+2,272
(C3) 50,00+0,052  52,92+0,13° 56,02+0,282 6,03+0,23° 6,53+1,542
(C4) 50,15+0,382  52,83+0,00** 56,060,212 5,91+0,17° 9,78+0,332
(C5) 49,96+0,452 52,76+0,18°¢ 55,94+0,062 5,98+0,51° 7,53+1,022
(C6) 50,560,162 53,50+0,04% 56,530,032 5,97+0,13 5,30+0,422

(*) To “onset” temperatura inicial, T, “peak” temperatura de pico, T. “endset”’ temperatura de
concluséo, AT (T, — Tp) heterogeneidade da recristalizagdo dos granulos de amido, AHgel entalpia
de gelatinizagdo.(**) Meédias seguidas de uma mesma letra na coluna ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). (CO) amido de pinh&do natural, (C1) amido de
pinhdo HCI 0,1 mol L! + agua, (C2) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L1 + metanol, (C3) amido de
pinhdo HCI 0,1 mol L* + etanol, (C4) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + agua, (C5) amido de
pinhdo HCI 0,5 mol L1 + metanol, (C6) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + etanol.



Tabela 12 - Valores de DSC obtidos das amostras de amido de pinhao acesso |

Amostras To (°C) Tp (°C) Te (°C) AT (°C) AHge (3.7
(10) 46,79+0,57¢ 51,14+0,08" 55,08+0,212 8,29+0,782  8,32+2,1672
(12) 49,01+0,012 51,78+0,022 54,78+0,13% 5,77+0,12° 6,92+0,972
(12) 47,74+0,45> 50,88+0,16°¢ 54,26+0,362 6,52+0,08° 7,74+0,802
(13) 46,89+0,07¢ 50,48%0,04¢ 54,02+0,152 7,14+0,222b 7,101,152
(14) 47,36+0,19° 50,91+0,07°¢ 54,56+0,172 7,21+0,022b 7,91+1,222
(15) 47,30+0,13 50,69+0,24% 54,12+0,422 6,83+0,29° 7,76+0,982
(16) 47,50+0,26 51,04+0,35° 54,32+0,412 6,82+0,15 6,80+2,482
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(*) To “onset” temperatura inicial, T, “peak” temperatura de pico, T; “endset” temperatura de
concluséo, AT (T, — Tp) heterogeneidade da recristaliza¢@o dos granulos de amido, AHge entalpia
de gelatinizacdo.(**) Médias seguidas de uma mesma letra na coluna nao diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). (I0) amido de pinhdo natural, (I1) amido de
pinhdo HCI 0,1 mol L + agua, (I12) amido de pinhdo HCI 0,1 mol Lt + metanol, (I3) amido de
pinhdo HCI 0,1 mol L + etanol, (I14) amido de pinhdo HCI 0,5 mol Lt + agua, (I5) amido de
pinhdo HCI 0,5 mol L* + metanol, (16) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L + etanol.

Nas Tabelas 11 e 12, a temperatura “onset” (To) de ambos os acessos
apresentaram similar caracteristica, onde todas as amostras tratadas quando
comparadas as amostras naturais obtiveram acréscimo. Esta tendéncia de aumento
da temperatura “onset” foi encontrada em outras pesquisas que utilizaram
tratamento acido em meio alcodlico em amidos de batata e mandioca (LIN, LEE e
CHANG, 2003; CAVALLINI e FRANCO, 2010). Também foi encontrado esta
tendéncia em amido de milho modificado por hidrolise acida combinado com controle
de calor / umidade (SUN et al, 2015).

Todavia, a temperatura de pico (Tp) mostrou uma tendéncia oposta entre os
acessos, sendo de acréscimo para C e decréscimo para |, com excecdo das
amostras C1 e I1. Resultado similar com tendéncia de aumento para T, foi
observado em amidos de batata doce (BABU et al, 2015), mandioca (CAVALLINI e

FRANCO, 2010), milho e milho ceroso (LUO et al, 2011). Entretanto, a caracteristica
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de reducédo do T, foi encontrado no mesmo estudo citado para reducdo de T¢, em
relacdo ao primeiro dia de tratamento acido para amido de milho (LAWAL et al,
2005).

Os dados de temperatura de conclusdo (T¢) identificados em ambos os
acessos C e |, ndao demonstraram diferenca significativa de acordo com o Teste de
Tukey a 5% de significancia. Porém, observou-se nos valores apresentados nas
Tabelas 11 e 12, uma leve tendéncia de reducdo para T.. Este mesmo perfil foi
encontrado apenas no primeiro dia de um estudo que utilizou tratamento acido em
amido de milho por periodos diferentes (um, dois e sete dias) comparando com a
modificacdo por oxidacdo (LAWAL et al, 2005).

No acesso C, observou-se que o tratamento mais intenso (0,5 mol L%)
provocou leve resisténcia térmica ao processo de gelatinizacdo dos amidos, pois 0s
valores de To, Tp e Tc foram mais elevados quando comparados ao tratamento
menos intenso (0,1 mol L*). No acesso |, constatou-se que somente o tratamento
mais intenso em meio etanoico (amostra 16) demonstrou esta leve resisténcia ao
processo de gelatinizacdo. O rearranjo da molécula de amido durante o tratamento
com &cido / alcool promove a formacéo de cristalitos de diferentes estabilidades,
podendo ser influenciada pela concentracao do &cido (LUO et al, 2011).

Dentre as amostras tratadas, a amostra C6 foi a que demonstrou alteracdes
significativas, resultando em temperaturas “onset” e de pico (To e Tp) superiores. No
acesso |, as amostras |1 e |12, obtiveram as maiores temperaturas de pico e “onset”
(Tp e To), respectivamente. Isto pode ser justificado pelo fato da hidrélise &cida
degradar preferencialmente a regido amorfa do granulo de amido, aumentando
assim a regiao cristalina e consequentemente as temperaturas de gelatinizacao
(LAWAL et al., 2005; TESTER e MORRISON, 1990; SPADA et al, 2012).

O AT (To — T¢) € um parametro que informa sobre a heterogeneidade da
recristalizacdo dos granulos. Nas Tabelas 11 e 12, verificou-se que o grau de
heterogeneidade de cristalitos no interior do granulo de amido natural e modificados
é diferente. As amostras tratadas em ambos 0s acessos apresentaram uma maior
homogeneidade em relacédo aos valores das amostras naturais. Os maiores valores
de AT foram para as amostras naturais (CO e 10). Comportamento semelhante foi
observado em um estudo com amido de milho, onde apresentou reducdo do AT em
todos os periodos de tratamento acido (primeiro, segundo e sétimo dia) quando

comparados a amostra natural (LAWAL et al, 2005).
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O AHgel informa o valor global de cristalinidade e indica a desestruturacao
molecular no interior do granulo durante o processo de gelatinizagdo, como por
exemplo a perda da dupla-hélice (TESTER et al., 1994; COOKE e GIDLEY, 1992).
As amostras dos acessos C e |, ndo demonstraram diferenca significativa de acordo
com o Teste de Tukey a 5% de significancia nos resultados de entalpia de
gelatinizacdo. Entretanto analisando os valores encontrados, percebe-se uma
tendéncia de decréscimo nas amostras do acesso |, quando comparadas a amostra
natural, sendo os menores valores encontrados em I1, 13 e 16 e os maiores valores
em 12, 14 e 15. Portanto, sugere-se que a modificacdo acida em meio aquoso e
alcodlico, exclusivamente neste acesso (I), promoveu uma diminuicdo dos custos de
energia para a realizacao do processo de gelatinizacdo, o que proporciona economia
a industria papeleira, fator desejavel para qualquer indastria (HORNUNG et al.,
2014; SIQUEIRA et al., 2016). Perfil semelhante foi encontrado em outros estudos
que utilizaram tratamento acido em amido de milho, milho ceroso e batata-doce
(SUN et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2014; BABU et al., 2015).

O acesso C, ndo mostrou um comportamento semelhante entre as amostras,
sendo as amostras C1, C3 e C6 as menores e as amostras C2, C4 e C5 as maiores
em relacdo a amostra natural. A justificativa encontrada para esta tendéncia de
aumento da entalpia de gelatinizagdo em comparacdo a amostra natural, pode ser
devido ao fato destas amostras (C2, C4 e C5) apresentarem um aumento da
caracteristica cristalina do material, o que provavelmente reduz a intensidade da
acao do HCI no interior do granulo (LACERDA et al., 2008a; BENINCA et al., 2013a).
Outros estudos apresentaram caracteristicas similares utilizando amido de mandioca
modificado por hidrélise acida, demonstrando elevar significativamente os valores de
AHgel nas amostras tratadas (LACERDA et al., 2008a; BENINCA et al., 2013a).

As amostras que sofreram o tratamento mais intenso foram a C6 e 16 (0,5
mol Lt em meio etanoico). Estas amostras apresentaram os menores valores de
AHgel. ISto indica que a presenca de maiores concentracdes de HCI provoca perda
da estrutura ordenada no interior do granulo de amido, ocasionando diminuicdo da
cristalinidade e consequentemente a reducdo nos valores de AHgel (HOOVER e
VASANTHAN, 1994; BABU et al., 2015).
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5.5 Andlise Viscoamilogréafica (RVA)

A andlise de RVA avalia as alteracbes de viscosidade, que € uma das
propriedades funcionais mais importantes, provocando mudancas na estrutura fisico-
quimica durante o aquecimento da suspensdo de amido (KLEIN et al., 2013). As
caracteristicas de pasta do amido séo influenciadas por diversos fatores, como o
tamanho dos granulos, a composicao do amido, ingredientes de processamento e 0
pré-tratamento quimico utilizado (ZHOU et al., 1998; SODHI et al., 2009.).

Ambos 0s acessos apresentaram caracteristicas diferentes entre as
amostras, demonstrando a formacao de picos menores nas amostras tratadas com
maior concentracdo de HCI (0,5 mol L), reduzindo significativamente a viscosidade,
Figuras 24 e 25. Perfil semelhante foi encontrado em outros estudos que utilizaram
hidrolise acida em amidos de mandioca (CAVALLINI e FRANCO, 2010; BENINCA et
al., 2013a), milho ceroso (OLIVEIRA et al., 2014), castanha d’agua (SINGH et al.,
2009) e castanha portuguesa (KUBIAKI, 2016), onde a viscosidade foi reduzida

conforme o0 aumento na concentracdo ou no tempo empregado do tratamento acido.

Figura 24 - Curvas RVA das amostras de amidos de pinh&o acesso C
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(C0) amido de pinh&o natural, (C1) amido de pinhdao HCI 0,1 mol L? + agua, (C2) amido de
pinhdo HCI 0,1 mol L + metanol, (C3) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L* + etanol, (C4) amido de
pinhdo HCI 0,5 mol L! + 4gua, (C5) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L + metanol, (C6) amido de
pinhdo HCI 0,5 mol L1 + etanol.
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Figura 25 - Curvas RVA das amostras de amidos de pinh&o acesso |
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(10) amido de pinhdo natural, (11) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L* + 4gua, (12) amido de pinhao
HCI 0,1 mol L + metanol, (13) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L + etanol, (14) amido de pinhao
HCI 0,5 mol L + 4gua, (I15) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L* + metanol, (16) amido de pinhao HCI
0,5 mol L1 + etanol.

As temperaturas de pasta ndo apresentaram diferencas significativas entre
as amostras de ambos os acessos. Os menores valores foram observados para as
amostras C2 e 12 e os maiores valores para as amostras C4 e 14, Tabelas 13 e 14.
As amostras naturais (CO e 10) comportaram-se de forma semelhante de acordo com
este parametro. Em outra pesquisa realizada com amido de pinhdo da espécie A.
angustifolia encontrou-se valor similar, de 59,6 °C para a temperatura de pasta no
amido natural (STAHL et al., 2007).

A viscosidade de pico demonstrou diferenga entre as amostras. As amostras
C6 e 16 apresentaram as menores viscosidades. Os valores mais elevados foram
encontrados nas amostras C1 e 12. A viscosidade de pico € atribuida ao poder de
inchamento dos granulos de amido durante o aquecimento em presenca de agua.

Analisando ambos os acessos, houve uma tendéncia de reducdo destes
valores conforme a intensidade do tratamento acido, indicando que o poder de
inchamento diminuiu. Isto pode ser justificado pela hidrélise acida atacar as regiées
amorfas, fragmentando as cadeias de amilose, formando uma estrutura

desorganizada. Este amido diminui a capacidade de reter agua durante o aumento
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da temperatura, devido a reducdo do numero de sitios que se ligardo com as
moléculas de agua (SANDHU, SINGH e LIM, 2007; LAWAL, 2004). Outros fatores

como variacdes genéticas, condi¢cdes de clima e solo, estagio de maturacdo e tempo

de colheita, também podem influenciar no poder de inchamento do granulo de amido

(FRANCO et al., 2002).

Tabela 13 - Resultados de RVA obtidos das amostras de amido de pinhdo acesso C

Amostras Temperaturade Viscosidade Tempo de Retrogradacdo Quebra Viscosidade
pasta (°C) de pico (cP) pico (min.) (cP) (cP) final (cP)
(C0) 61,10 2499 5,07 1378 1412 2465
(C1) 59,85 2773 5,13 1792 1430 3135
(C2) 59,55 2661 5,07 1372 1450 2583
(C3) 60,35 2262 5,00 722 1215 1769
(C4) 61,80 918 5,67 224 458 684
(C5) 61,15 1162 5,27 281 725 718
(C6) - 201 5,07 82 123 160

(C0) amido de pinh&o natural, (C1) amido de pinhdo HCI 0,1 mol Lt + agua, (C2) amido de pinhao
HCI 0,1 mol L* + metanol, (C3) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L + etanol, (C4) amido de pinhdo HCI
0,5 mol L* + agua, (C5) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + metanol, (C6) amido de pinhdo HCI 0,5

mol L1 + etanol.
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Tabela 14 - Resultados de RVA obtidos das amostras de amido de pinh&do acesso |

Temperaturade Viscosidade Tempo de Retrogradacdo  Quebra Viscosidade
Amostras

pasta (°C) de pico (cP) pico (s) (cP) (cP) final (cP)
(10) 61,05 2216 5,80 1250 908 2558
(12) 59,75 1876 5,60 748 873 1751
(12) 59,55 2470 5,27 1565 1141 2894
(13) 60,35 1630 5,53 710 782 1558
(14) 63,95 665 5,73 214 266 613
(15) 59,90 1645 5,07 539 919 1266
(16) L 219 5,53 93 102 210

(10) amido de pinhdo natural, (I1) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L + agua, (12) amido de pinhdo HCI
0,1 mol L* + metanol, (13) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L + etanol, (I4) amido de pinhdo HCI 0,5 mol
Lt + agua, (I15) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L* + metanol, (16) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L +
etanol.

O tempo de pico ndo mostrou caracteristicas semelhantes entre os
resultados dos acessos. Para as amostras C3 e |5 foi observada a reducéo dos
valores e as amostras C4 e [0 apresentaram 0s maiores tempos de pico.
Comparando os efeitos do tratamento nos acessos observa-se que a C demonstra
uma tendéncia de elevacdo dos valores relacionada com o aumento do rigor do
tratamento acido. No entanto, o acesso | apresenta perfil de reducdo dos valores
relacionada com o aumento do rigor do tratamento acido. Isto pode ser justificado
pela diferenca de origem entre 0sS acessos, as quais apresentaram alteracfes
genéticas, o que influencia tanto na resposta ao ataque &cido, quanto no
comportamento de gelatinizacdo e nos parametros reologicos (COSTA et al., 2013).
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A retrogradagao encontrou similaridade nos menores valores entre o0s
acessos C e I. As amostras C6 e 16, as quais sofreram o tratamento com HCI| mais
intenso (0,5 mol Lt em meio etanoico), reduziram significativamente os valores de
retrogradacédo. Para as amostras C1 e 2 foram observados os maiores valores de
retrogradacgéo. Este perfil de menor retrogradacéo para as amostras tratadas indica
gue ocorreu menos recristalizacdo e que estes amidos se mostraram menos
propensos a reassociacdes (SODHI et al., 2009; LAWAL, 2004). Isto sugere que 0
tratamento &cido alterou as propriedades fisico-quimicas do amido, apresentando
maior resisténcia a retrogradacdo durante o arrefecimento da pasta de amido
(MALUCELLI et al., 2015). Outra possivel explicacdo encontrada em alguns estudos
€ o comportamento Newtoniano do gel de amido e o tempo escasso para que as
moléculas de amido possam se reorganizar (CHAMBERLAIN e RAO, 1999;
THIRATHUMTHAVORN e CHAROENREIN, 2005; SINGH et al., 2009).

Quanto a quebra, ambos o0s acessos apresentaram semelhanca entre as
amostras. Os valores inferiores foram encontrados nas amostras C6 e 16, os valores
superiores nas amostras C2 e 12, mas em sua maioria observou-se uma tendéncia
de reducéo dos valores. Isto indica que os amidos tratados apresentaram maior
estabilidade que os amidos naturais durante os processos de aquecimento e
agitacdo mecéanica. Esta caracteristica encontrada nos amidos modificados
corrobora com outros estudos (PINTO et al., 2012; ZAVAREZE et al., 2010; KLEIN et
al., 2013) e justifica-se pela reorientacdo das cadeias e moléculas dos granulos de
amido, por meio da reestruturacéao de ligacdes entre a amilose e amilopectina (SUN
et al., 2014; ZAVAREZE e DIAS, 2011).

Na viscosidade final observou-se similaridade nos resultados das amostras
C6 e 16, as quais apresentaram os valores inferiores quando comparados as demais
amostras. Os valores maximos foram verificados nas amostras C1 e 12, indicando
que o tratamento acido em menor concentracdo (0,1 mol L'') provocou aumento da
viscosidade. A taxa e a extensao da formacao do gel de amido aumentam com a
elevacdo da massa molecular (MORRIS, 1990). A partir disso interpreta-se que
guanto maior for a taxa de hidrélise acida no amido, menor sera a viscosidade no
RVA. Isto explica o porqué que os amidos hidrolisados com maior concentracdo de
HCI (0,5 mol L) obtiveram os menores valores de viscosidade final.

De modo geral foi observado em ambos 0s acessos uma tendéncia de

reducdo nos parametros de viscosidade de pico, retrogradacéo, quebra, temperatura



86

de pasta e viscosidade final de acordo com a intensidade do tratamento &cido,
sendo excecao apenas o tempo de pico do acesso C. Esta reducdo drastica nos
parametros de viscosidade foi relatada por outros autores que utilizaram hidrolise
acida em amidos de pinh&o (THYS et al.,2013), milho, milho ceroso e batata (LIN, LIl
e CHANG, 2005; LIN, LEE e CHANG, 2003), mandioca e milho (FERRINI et al.,
2008), sementes de manga (MENDES et al.,, 2015), jaca (DUTTA et al.,, 2011),
lentilha (SODHI et al., 2009) e arroz (THIRATHUMTHAVORN e CHAROENREIN,
2005).

Conforme a literatura isto ocorreu pois os ions de hidrogénio (H*) presentes
em solucdes aquosa e alcodlica de &cidos fortes atacam preferencialmente as
regides amorfas do granulo. Isto provoca a clivagem das ligacdes glicosidicas, o que
reduz o peso molecular e o tamanho das cadeias inicialmente de amilose e
posteriormente de amilopectina (ATICHOKUDOMCHAI et al., 2001; OLIVEIRA et al.,
2014; FERRINI et al., 2008; LUO et al., 2011). Consequentemente, ocorrem
alteracdes na estrutura e nas propriedades do granulo, como por exemplo a
dissolucdo, aumentando assim a solubilidade do amido (CAVALLINI e FRANCO,
2010). Um estudo realizado com hidrolise acida em amidos de pinh&o e milho
encontrou solubilidade significativamente mais elevada no amido de pinhao,
indicando que este apresenta maior suscetibilidade a hidrolise &cida quando
comparado ao amido de milho (THYS et al., 2013).

A utilizacdo do meio etandlico ainda pode contribuir com esta intensa
reducdo dos parametros de viscosidade, pois apresenta a caracteristica de induzir
diferentes tipos de ligacbes a se tornaram mais propensas ao ataque do ion H*
(ROBYT et al., 1996). Estudos realizados com hidrolise acida em meio etandlico em
amidos de pinh&o e de milho ceroso encontraram elevada redugcdo nos parametros
de viscosidade de acordo com a elevagao nas concentracdes de HCI e etanol. Este
fato corrobora com a conclusédo de que além do acido, o meio etanodlico também
pode influenciar os resultados do perfil reolégico dos amidos (RIBEIRO et al., 2014b;
CHANG, LIN e LII, 2004).

As viscosidades de pico e final e a temperatura de pasta estao relacionadas
com a ocorréncia do processo de gelatinizacdo. A temperatura de pasta pode ser
comparada a temperatura “onset” (To) identificada pelo equipamento DSC.
Analisando ambos os acessos (C e 1), verificou-se que as temperaturas de pasta

foram mais elevadas que as temperaturas To, considerando todas as amostras. Esta
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divergéncia pode ser justificada pela técnica de RVA ser menos sensivel na
identificacdo do inicio do processo de gelatinizacdo, comparado com a técnica de
DSC (HORNUNG et al., 2016; OKUNLOLA e AKINGBALA, 2013).

Comparando as viscosidades de pico e final com a entalpia de gelatinizacdo
(AHgel), observou-se similaridade entre os resultados. Isto confirma que as amostras
C6 e 16, de ambos os acessos, foram as que sofreram maiores alteragdes nas
propriedades reoldgicas e no comportamento de gelatinizacdo, indicando que este

tratamento foi mais intenso.

5.6 Difratometria de Raios X (DRX)

A difratometria de raios X identifica estruturas ordenadas envolvendo o
arranjo de duplas hélices, reproduzindo a ordem tridimensional do grau de
cristalinidade do amido (WANG et al., 2015). Esta técnica foi utilizada para verificar
se o0 grau de cristalinidade relativa do amido de pinh&o foi alterado apds a hidrélise
acida em meio aquoso e alcodlico. Como pode ser observado nas Figuras 26 e 27,
as curvas apresentaram perfis semelhantes entre as amostras naturais e tratadas,

confirmando que n&o houve mudanca no padrao de cristalinidade do amido.

Figura 26 - Curvas da andlise de DRX para as amostras de amidos de pinhdo acesso C

| 200

(C0)
— AN T

(C2)
M
M
M
M

10 20 30 0 50
26 ()

Intensidade (cps)




88

(C0) amido de pinh&o natural, (C1) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L! + agua, (C2) amido de
pinhdo HCI 0,1 mol L* + metanol, (C3) amido de pinhao HCI 0,1 mol L'* + etanol, (C4) amido de
pinhdo HCI 0,5 mol L + 4gua, (C5) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + metanol, (C6) amido de
pinhdo HCI 0,5 mol L1 + etanol.

Figura 27 - Curvas da andlise de DRX para as amostras de amidos de pinh&do acesso |
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(10) amido de pinhdo natural, (11) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L* + 4gua, (12) amido de pinhao
HCI 0,1 mol L* + metanol, (I3) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L + etanol, (14) amido de pinhao
HCI 0,5 mol L + 4gua, (15) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + metanol, (I6) amido de pinhdo HCI
0,5 mol L + etanol.

Os granulos de amidos naturais possuem estruturas semicristalinas, que
apresentam trés padrdes de difracdo diferentes: tipo A (15°, 17°, 18°, 20° e 229), tipo
B (5°, 6° 14°, 17°, 18°, 19° e 23°) e tipo C (caracteristicas intermediarias entre os
padroes de difracdo dos tipos A e B) (HORNUNG et al., 2015; HORNUNG et al.,
2016; DAUDT et al., 2014). Os picos mais intensos a angulos de refracdo de 26
(teta) das amostras naturais e modificadas de ambos o0s acessos estao
demonstradas nas Tabelas 15 e 16. Os acessos C e | obtiveram valores similares,
exibindo dois picos mais proeminentes com uma média de 15° e 17° e um pico
duplo com médias entre 22° a 23°. Isto confirma que as amostras apresentaram um
padrao caracteristico pertencente ao tipo C, encontrado em tubérculos, leguminosas
e sementes (ANNISON e TOPPING, 1994). E importante reforcar que o amido que
apresenta o perfil do tipo C € mais complexo que os demais, pois a propor¢cao
presente dos padrdes A e B sao distintas no amido, podendo ser classificada como
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tipo C-A (mais préoximo do tipo A), tipo C (propor¢éo idéntica dos tipos A e B) e tipo
C-B (mais proximo do tipo B) (CAl et al., 2014; LIN et al., 2015).

Outros estudos realizados com amido de pinhdo apresentaram
caracteristicas semelhantes, comprovando que o padrdo deste amido pertencia ao
tipo C. Os picos mais intensos encontrados em angulos de refragcédo de 26 foram:
15°, 17°, 22° e 23° (DAUDT et al., 2014), 5°, 15°, 17° e 23° (THYS et al., 2008), 15°,
17° e 23° (COSTA et al.,2013) e 15° 17°, 18° 23° e 26° (PINTO et al., 2012;
RIBEIRO et al., 2014a). Perfil similar relacionado aos picos mais intensos e a forma
polimorfica do tipo C, também foi encontrado em outros amidos naturais de batata
doce (BABU et al., 2015), de Dioscorea opposita Thunb e Pueraria thomsonii Benth
(JIANG et al., 2011) e de Dioscorea opposita Thunb (XIA et al., 2011).

Em um estudo realizado com tratamento acido em amido de inhame chinés,
foi encontrado que o amido pertencia ao padrdo C. ApGs a hidrélise &cida, observou-
se que o polimorfo do tipo B foi preferencialmente atacado, pois o mesmo é
composto pela parte amorfa do granulo, indicando ser o maior constituinte do amido
em questdo. Isto sugere que o amido de pinhdo pode também ser constituido
principalmente pelo polimorfo do tipo B, sendo classificado como tipo C-B (SHUJUN

et al., 2007).

Tabela 15 - Picos obtidos através de DRX das amostras de amidos de pinhdo acesso C

Amostras Picos (°)
(CO) 15,050,182 17,07+0,132 22,22+0,313/ 23,23+0,332
(C1) 14,97+0,132 17,01+0,012 22,50+0,143/ 23,36+0,032
(C2) 15,00+0,082 17,00+0,062 22,22+0,373/ 23,250,302
(C3) 14,95+0,072 17,02+0,032 22,36+0,03?%/ 23,630,012
(C4) 15,00+0,142 17,04+0,062 22,11+0,10%/ 23,42+0,032
(C5) 14,95+0,132 17,04+0,032 22,61+0,413/ 23,23+0,162
(Ce) 15,09+0,132 16,93+0,012 22,36+0,65%/ 23,45+0,102
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(*) Médias seguidas de uma mesma letra na coluna nao diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0,05). (**) Os picos foram obtidos em angulos de refracdo de 26. (C0)
amido de pinhdo natural, (C1) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L1 + &gua, (C2) amido de pinhado
HCI 0,1 mol L* + metanol, (C3) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L* + etanol, (C4) amido de pinhdo
HCI 0,5 mol L + 4gua, (C5) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + metanol, (C6) amido de pinhdo
HCI 0,5 mol L + etanol.

Tabela 16 - Picos obtidos através de DRX das amostras de amidos de pinhdo acesso |

Amostras Picos (°)
(10) 15,10+0,062 16,94+0,032 22,43+0,13?/ 23,56+0,142
(11) 15,070,072 16,96+0,142 22,42+0,54%/ 23,270,332
(12) 15,02+0,022 17,03+0,012 22,22+0,14%3/ 23,48+0,652
(13) 15,030,182 17,02+0,082 22,61+0,35?/ 23,40+0,572
(14) 14,98+0,082 16,97+0,042 22,31+0,30%/ 23,570,472
(15) 14,980,172 17,04+0,082 22,52+0,233/ 23,530,242
(16) 15,14+0,20% 17,00+0,032 22,19+0,01%/ 23,29+0,272

(*) Médias seguidas de uma mesma letra na coluna ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0,05). (**) Os picos foram obtidos em angulos de refracdo de 26. (CO0)
amido de pinhdo natural, (C1) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L1 + agua, (C2) amido de pinhdo
HCI 0,1 mol L* + metanol, (C3) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L* + etanol, (C4) amido de pinhdo
HCI 0,5 mol L! + 4gua, (C5) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + metanol, (C6) amido de pinhdo
HCI 0,5 mol L + etanol.

A cristalinidade relativa foi obtida por célculo de acordo com a literatura
(ZHANG et al., 2009) e os valores sao demonstrados nas Tabelas 17 e 18.
Comparando os acessos C e | observou-se que ambos apresentaram aspecto
semelhante, onde as amostras tratadas obtiveram valores mais elevados que as
amostras naturais, demonstrando que a cristalinidade aumentou conforme a
realizacdo da hidrélise acida. Os menores valores para o grau de cristalinidade
relativa foram observados para as amostras naturais (CO e 10) e as amostras (C5 e
I3) apresentaram os maiores valores. Este resultado foi semelhante ao encontrado
em outros estudos utilizando tratamento com HCI em amidos de batata doce (BABU

et al, 2015), inhame e milho (XIA et al., 2010), milho, milho ceroso e com alto teor de
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amilose (LUO et al., 2011), mandioca (CAVALLINI e FRANCO, 2010; BENINCA et
al., 2013a), jaca (DUTTA et al., 2011), milho, batata e arroz (WANG e WANG, 2001),
inhame (SHUJUN et al., 2007; XIA et al., 2011), taioba (LAWAL et al., 2004), e milho
(WANG, TRUONG e WANG, 2003; CHUNG e LAI, 2007; LAWAL et al., 2005; LIN et
al.,, 2011). Todos estes trabalhos corroboraram que o grau de cristalinidade

aumentou consideravelmente nos amidos modificados a partir da hidrélise acida.

Tabela 17 — Resultados de DRX das amostras de amidos de pinhdo acesso C

Grau de Cristalinidade

Amostras Relativa (%)
(CO) 11,19+1,052
(C1) 14,15+2,612
(C2) 15,86+0,912
(C3) 13,91+2,672
(o)) 14,09+2,492
(C5) 15,91+4,232
(C6) 13,30+1,002

(*) Médias seguidas de uma mesma letra na coluna ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0,05). (C0) amido de pinh&o natural, (C1) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L-
1 + 4gua, (C2) amido de pinhdo HCI 0,1 mol Lt + metanol, (C3) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L
+ etanol, (C4) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L* + 4gua, (C5) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L1 +
metanol, (C6) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L* + etanol.
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Tabela 18 — Resultados de DRX das amostras de amidos de pinhao acesso |

Grau de Cristalinidade

Amostras Relativa (%)
(10) 12,61+0,90
(1) 14,84+0,15¢
(12) 15,200,012
(13) 16,76+2,142
(14) 14,100,067
(I5) 15,39+1,992
(16) 14,83+1,562

(*) Médias seguidas de uma mesma letra na coluna ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0,05). (10) amido de pinh&o natural, (I1) amido de pinhdo HCI 0,1 mol
L1 + agua, (12) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L* + metanol, (I3) amido de pinhdo HCI 0,1 mol
L1 + etanol, (14) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L1 + agua, (I5) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L
+ metanol, (16) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L + etanol.

O granulo de amido apresenta regides amorfas que sdo constituidas por
amilose e regides cristalinas compostas por amilopectina que agregam-se formando
duplas-hélices. Durante a hidrélise acida, as regides amorfas sdo atacadas
preferencialmente, pois estdo localizadas na periferia do granulo (LUO et al., 2011,
CAVALLINI e FRANCO, 2010). Esta desagregacéao das ligacdes glicosidicas permite
a reorganizacdo dos segmentos da cadeia para oferecer mais estrutura cristalina ao
granulo de amido, com um padrdo de raios X mais nitido, justificando desta maneira
0 aumento da cristalinidade conforme a realizacdo do tratamento acido (WANG e
WANG, 2001; LAWAL, 2004; LAWAL et al., 2005; XIA et al., 2011).
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As amostras tratadas com HCI em meio metandlico apresentaram valores
elevados em ambas as concentra¢des (0,1 e 0,5 mol L) sugerindo que o meio
alcoolico pode influenciar no grau de cristalinidade do amido. Uma pesquisa que
utilizou hidrolise acida em meio metanolico no amido de milho (CHUNG e LAI, 2007),
observou que este tratamento reduzia a quantidade de fragmentos granulares, de
viscosidade e a sinérese da pasta de amido. Com isso, era possivel obter uma maior
locomocédo e reorganizacdo das moléculas de amido, 0 que explica este elevado
aumento na cristalinidade em comparacdo com as demais amostras.

Um estudo que realizou acidificagdo com HCI em amido de sementes de
manga identificou um perfil similar ao presente estudo, onde o percentual de
cristalinidade relativa aumentou apos o tratamento acido. Isto € devido ao aumento
na solubilidade e reducéo da viscosidade de pico, que esta diretamente ligada com
ao intumescimento do granulo de amido (MENDES et al. 2015; LAWAL e
ADEBOWALE, 2005).

Conforme Chung et al. (2004), os amidos que apresentam baixo grau de
cristalinidade, demonstram um aumento na AHgel. Esta relacdo direta foi observada
no amido natural (10), onde observou-se a menor cristalinidade entre os amidos do
acesso | (12,61%) e o maior AHgel (8,32).

Em outro estudo realizado com amidos de milho e batata, apresentou uma
correlacdo inversamente proporcional entre o grau de cristalinidade relativa e as
temperaturas de gelatinizacdo (Tp e Tc) (DHITAL et al.,, 2011). Comparando estes
parametros, o acesso | apresentou trés amostras (I3, I5 e [2) obtendo
simultaneamente os maiores valores de cristalinidade relativa e os menores valores
de T, e T¢, indicando que existe uma influéncia da cristalinidade do amido nas

temperaturas de gelatinizagéao (Tp e T¢).
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5.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia granular e o diametro médio dos granulos de amido de pinhao
dos acessos C e |, naturais e modificados, foram obtidos através de microimagens,
com aumento de 3000x, utilizando Microscopia Eletrénica de Varredura, as quais
estdo representadas nas Figuras 28 e 29. Observa-se que os amidos naturais dos
acessos C e | apresentaram caracteristicas similares, onde o0s granulos se
mostraram de forma arredondada ou ligeiramente ovais, com superficie contendo
pequenas irregularidades, mas sem evidéncias de poros ou erosdo. Estudos
realizados com amido de pinhdo natural da espécie A. angustifolia também
encontraram formato semelhante (BELLO-PEREZ et al., 2006; CONFORTI e
LUPANO, 2007; GONCALVES et al., 2014; PINTO et al., 2015).
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Figura 28 - Microimagens de MEV das amostras de amido de pinhdo acesso C

SEM HV: 20.0 kV WD: 14.96 mm
View field: 46.1 pm
SEM MAG: 3.00 kx

SEM HV: 20.0 KV WD: 15.43 mm VEGA3TESCANf|  SEM HV: 20.0kV WD: 15.08 mm VEGA3 TESCAI
View field: 45.2 ym Det: SE 10pm View field: 46.1 ym Det: SE 10pm
SEM MAG: 3.00 kx __ Date(midy): 04:06/16 SEM MAG: 3.00 kx | Date(midy): 04/06/16 C.LABMU UEPG

SEM HV: 20.0 KV WD: 15.14 mm VEGA3 TESCANf  SEMHV: 20.0kV WD: 14.94 mm
View field: 45.1 ym Det: SE 10 pm View field: 46.1 pm Det: SE 10pm
SEM MAG: 3.00 kx| Date(mid)y): 0406116 SEM MAG: 3.00 kx__ Date(m/dly): 04:06/16 C.LABMU UEPG

/

SEM HV: 20.0 kV WD: 15.05 mm VEGA3TESCANf|  SEM HV: 20.0 kV WD: 15.06 mm VEGA3 TESCAN
View field: 46.1 pm [ 10um View field: 46.1 pm Det: SE 10pm
SEM MAG: 3.00 kx | Date{midly): 04/06/16 C-LABMU UEPG SEM MAG: 3.00 kx __ Date{midiy): 04/06/16 C.LABHU UEPG

(C0) amido de pinhdo natural, (C1) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L + agua, (C2) amido de
pinhdo HCI 0,1 mol L! + metanol, (C3) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L* + etanol, (C4) amido de
pinhdo HCI 0,5 mol L + 4gua, (C5) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L + metanol, (C6) amido de
pinhdo HCI 0,5 mol L1 + etanol.
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Figura 29 - Microimagens de MEV das amostras de amido de pinh&do acesso |

SEM HV: 20.0 kV WX 14.92 mm L
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(10) amido de pinhdo natural, (11) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L + 4gua, (12) amido de pinhao
HCI 0,1 mol Lt + metanol, (13) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L + etanol, (I4) amido de pinhdo

HCI 0,5 mol L1 + 4gua, (15) amido de pinhdao HCI 0,5 mol L* + metanol, (I6) amido de pinhao HCI
0,5 mol L + etanol.
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Analisando as amostras tratadas, de ambos os acessos (C e |), nas Figuras
28 e 29, percebe-se que as amostras modificadas em concentracdes de HCI de 0,1
e 0,5 mol L7, apresentaram alteracdes morfolégicas semelhantes, demostrando
granulos com diversos formatos e alguns contendo tamanho reduzido. Resultados
semelhantes foram encontrados em outros estudos utilizando hidrolise acida em
meio alcoolico em amidos de milho e milho ceroso (LUO et al., 2011), de milho com
menores tempos de tratamento (CHUNG e LAI, 2006), mandioca (FERRINI et al.,
2008) e castanha portuguesa (KUBIAKI, 2016). A justificativa para estas alteracdes
nas amostras tratadas € devido ao fato das moléculas de amilose (regido amorfa),
se apresentarem mais concentradas na superficie do granulo e, portanto ficam mais
suscetiveis ao ataque do HCI (ATICHOKUDOMCHAI, SHOBSNGOB e VARAVINIT,
2000).

O tamanho médio dos granulos naturais e modificados, dos acessos C e |,
estdo descritos nas Tabelas 19 e 20. Os amidos naturais e tratados de ambos os
acessos nao demonstraram diferenca significativa de acordo com o Teste de Tukey
a 5% de significancia. Valores semelhantes corroboram com outros estudos para
amido de pinh&o natural, onde obtiveram tamanho médio de 12,20 um de diametro
(CONFORTI e LUPANO, 2007) 12,42 um de diametro (CORDOBA, 2015) e 13,98
pm de diametro (RIBEIRO, et al., 2014a).

Tabela 19 — Diametro médio por MEV das amostras de amidos de pinhdo acesso C

Amostras Diametro médio (um)
(CO) 13,38+1,612
(C1) 11,54+2,443
(C2) 11,69+1,4720
(C3) 13,75+2,482
(o)) 11,02+1,74b
(C5) 12,57+2,123

(C6) 12,6622,412b
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(*) Médias seguidas de uma mesma letra na coluna ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0,05). (C0) amido de pinh&ao natural, (C1) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L
1 + 4gua, (C2) amido de pinhdo HCI 0,1 mol Lt + metanol, (C3) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L
+ etanol, (C4) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L* + 4gua, (C5) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L1 +
metanol, (C6) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L! + etanol.

Tabela 20 — Diametro médio por MEV das amostras de amidos de pinhdo acesso |

Amostras Diametro médio (um)
(10) 12,30+2,772
(11) 13,87+3,082
(12) 11,37+2,842
(13) 12,97+2,622
(14) 11,94+2,31a
(15) 11,84+2,922
(16) 13,0742,542

(*) Médias seguidas de uma mesma letra na coluna ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0,05). (I0) amido de pinh&o natural, (11) amido de pinhdo HCI 0,1 mol
L1 + agua, (12) amido de pinhdo HCI 0,1 mol L* + metanol, (I3) amido de pinhdo HCI 0,1 mol
Lt + etanol, (14) amido de pinhao HCI 0,5 mol L + agua, (I5) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L
+ metanol, (16) amido de pinhdo HCI 0,5 mol L + etanol.

Duas das amostras tratadas (C3 e C4) apresentaram diferenca significativa
no acesso C e no acesso | ndo ocorreu diferenga significativa entre as amostras,
conforme o Teste de Tukey (5% de significancia). As amostras C4 e |2 apresentaram
o menor tamanho meédio dos granulos, com 11,02 e 11,37 um de diametro,
respectivamente. O maior tamanho médio dos granulos foi observado para as
amostras C3 e 11, (13,75 e 13,87 um de diametro, respectivamente). No acesso C,
observa-se uma tendéncia de reducdo do tamanho médio dos granulos para as
amostras tratadas em comparagdo com a amostra natural. Varios fatores como fonte
botanica, origem genética, fase de desenvolvimento da planta, teor de amilose e
grau de hidrélise do amido, podem influenciar no tamanho médio e morfologia dos
granulos naturais e modificados (WAGHORN et al., 2003; DEEPIKA et al., 2013;
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LAN et al., 2015). No acesso |, foi observado comportamento semelhante apenas
para as amostras 12, 14 e I5, sendo que as demais amostras apresentaram aumento
no tamanho médio em relacdo a amostra natural. Esta tendéncia de reducédo do
amido natural para os amidos tratados também foi observada para os amidos de
pinhdo (GONCALVES et al., 2014), milho e batata (LIN, LEE e CHANG, 2003), milho
e mandioca (FERRINI et al., 2008) considerando que a alteracdo foi aumentando
gradativamente conforme o tempo de hidrélise acida em meio alcodlico.

De modo geral, comparando-se os diametros de tamanho e microimagens
de granulos naturais e tratados, confirma-se que ndo houve variagao significativa no
tamanho entre eles, sofrendo mudancgas apenas superficiais. Em outro estudo
realizado com amido de milho e batata (DHITAL et al., 2011) foi identificado uma
correlacdo direta entre o tamanho dos granulos e a cristalinidade relativa, onde
quanto maior foi o tamanho do granulo mais elevado era o grau de cristalinidade
relativa. Além disso, também foi encontrada uma relacao inversamente proporcional
entre estes parametros com as temperaturas de gelatinizacdo (T, e T¢), onde estas
temperaturas reduziam conforme o aumento do tamanho e da cristalinidade dos
granulos. Esta relacdo foi encontrada no presente estudo, nas amostras C5 e 13,
onde os valores foram elevados para o diametro dos granulos de amido e grau de
cristalinidade relativa, e reduzidos para T, e Te.

De acordo com a literatura (OKUNLOLA e ODEKU, 2011), granulos que
apresentam maiores tamanhos gelatinizam mais rapidamente que o0s granulos
menores. Isto significa que existe uma relagdo inversamente proporcional entre o
tempo de pico e o tamanho do granulo. Esta correlacédo foi observada apenas no
acesso C, onde a amostra C3 apresentou o maior diametro médio (13,7um) e o
menor tempo de pico (300s). Entretanto, a amostra C4 apresentou perfil contrério,
obtendo o menor diametro meédio (11,02um) e o tempo de pico mais elevado (5,67

min).
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6 CONCLUSAO

O tratamento acido em meio alcodlico alterou algumas propriedades do
amido de pinhdo de ambos os acessos. Quanto a recuperacdo dos granulos de
amido apos a modificacdo acida, observou-se que 0 meio aquoso apresentou 0s
maiores valores de recuperagdo e o meio alcodlico obteve os valores préximos de
90% de recuperacédo corroborando com a literatura.

A determinacdo de pH encontrou valores dentro do esperado para o0s
acessos C e |, comprovando que o &cido foi retirado do amido. Por Colorimetria
identificou-se similaridade entre os acessos nos parametros L* e b* apresentando
coloracdo branca e leve tendéncia para a coloracdo amarela, mostrando que o
tratamento do amido de pinhdo ndo alterou as caracteristicas colorimétricas das
amostras.

Na andlise de TG-DTA em atmosfera de ar sintético foram observadas trés
perdas de massa. As amostras naturais apresentaram caracteristicas diferentes para
as curvas DTA, um pico endotérmico e trés picos exotérmicos. Observou-se que a
hidrélise acida em ambas as concentragcbes de HCI resultou em aumento das
temperaturas finais no terceiro evento. Este tratamento proporciona um aumento na
estabilidade térmica final dos amidos, quando analisados em atmosfera de oxigénio.

Para a analise de TG-DTA em atmosfera de nitrogénio foram encontradas
duas perdas de massa. As curvas DTA apresentaram semelhanca nas amostras
tratadas obtendo dois picos endotérmicos. Observou-se que as amostras
apresentaram variacdes nao significativas nas temperaturas finais e na estabilidade
térmica, devido ao uso da atmosfera inerte. Este fato ocorre pois ndo ocorre a
reacao de combustéo do terceiro evento, como observado em atmosfera de ar.

Através das curvas de DSC constatou-se que o0 Tc e 0 AHger nédo
apresentaram diferencas significativas, demonstrando pequenas diferencas apenas
em T, e Tp. As amostras tratadas com maior concentragdo de HCl demonstraram
leve resisténcia térmica para o acesso C e em meio etandlico para os dois acessos.
Estas Ultimas amostras também apresentaram os menores valores de AHgel.

Na analise reoldgica por RVA foi observado em ambos os acessos uma
tendéncia de redugcédo dos parametros de viscosidade conforme a intensidade do

tratamento acido. A hidrélise acida, principalmente em meio etandlico, provocou
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alteracOes nas propriedades dos granulos de amido, indicando que a modificagdo foi
eficaz.

Os difratogramas de raios X apresentaram um padrdo caracteristico do tipo
C. A cristalinidade relativa apresentou comportamento semelhante entre 0s acessos,
demonstrando aumento a partir da hidrolise &cida com destaque ao meio
metandlico. Os ions H* atacam preferencialmente as regiées amorfas, promovendo
a reorganizacao das cadeias, 0 que ofereceu maior estrutura cristalina ao amido.

As microimagens de MEV e o didametro médio dos granulos de amido nao
apresentaram diferenca significativa, ocorrendo apenas alteracdes superficiais apds
a modificacdo acida.

Diante dos resultados encontrados no presente estudo e considerando o fato
do pinhdo ser uma matéria prima sazonal, os amidos modificados de pinh&o
poderiam ser aplicados em specialties, voltados para produtos com escala reduzida
com o intuito de estimular os pequenos produtores. O desenvolvimento de
alternativas para o uso de amido de pinhdo aliado ao progresso continuo da
modificacdo de amidos proporcionam algumas possibilidades de aplicacdo como:
producédo de biofilmes, excipientes farmacéuticos, encapsulamento de nutracéuticos,
nanoencapsulamento para liberacdo lenta de biofertilizantes e fabricagcdo de papeis
especiais. Conclui-se, portanto, que o potencial do amido de pinhao continua ser
promissor como matéria-prima importante para diversas aplicacdes, conferindo

maior valor agregado ao produto final.
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