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RESUMO

O amido é uma fonte energética de grande destaque na alimentacdo humana e
possui inumeras aplicacdes industriais, como espessante, estabilizante coloidal,
geleificante, agente de volume, retentor de 4gua e agente de viscosidade. O pinhéo,
semente da Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, possui alto conteado amilaceo
(entre 68-72 g 100g™”* em matéria seca), o qual foi a matéria-prima do presente
estudo. O objetivo desse trabalho foi analisar o amido de pinh&o (Araucaria
angustifolia) nativo e modificado enzimaticamente por meio de composi¢cao
centesimal, técnicas termoanaliticas (termogravimetria e analise térmica diferencial -
TG/DTA, calorimetria exploratoria diferencial - DSC), técnicas estruturais
(microscopia eletrbnica de varredura - MEV e difratometria de raios X - DRX) e
reolégicas (propriedade de pasta - RVA). As amostras de amido de pinhdo foram
extraidas em laboratério por método aquoso e modificadas com o complexo
enzimatico, composto de a-amilase (EC 3.2.1.1), amiloglucosidase (EC 3.2.1.3) e
Aspergillopepsin 1 (EC 3.4.23.18). A hidrdlise ocorreu no periodo de 12h, 24h e 36h,
na temperatura de 31 °C e pH de 5,0. Por meio da composi¢cdo centesimal foi
possivel quantificar cada componente do amido de pinhdo. Pelo TG, observou-se
que a hidrélise enzimatica elevou a estabilidade térmica das amostras. Na anélise de
DSC observou-se uma diminuicdo da AHge apos a modificagdo enzimatica. Pelo
RVA observou-se uma diminuicdo na tendéncia de retrogradacdo em todas as
amostras tratadas. Por meio da analise DRX caracterizou-se o padrdo do amido de
pinh&o como tipo C e as micro-imagens (MEV) possibilitaram o estudo da estrutura e
a superficie dos granulos do amido. Dessa forma foram determinadas as
propriedades térmicas, estruturais e reolégicas do amido de pinhdo nativo e
hidrolisado enzimaticamente, para uma futura aplicacdo na industria alimenticia,
farmacéutica ou papeleira.

Palavras-chave: Araucaria angustifolia, hidrélise enzimatica, amido modificado,
analise térmica.



ABSTRACT

Starch is used as an important energy source in human diet and furthermore, has
numerous industrial applications, such as thickening, colloidal stabilizer, gelling,
bulking agent, water retaining and viscosity agent. The pinhdo, seed of Araucaria
angustifolia (Bertol.) Kuntze, has a high starch content (between 68-72 g 100 g-1 dry
matter), and was the object of this study. This work aims to analyze the pinh&o starch
(Araucaria angustifolia) in its native and enzymatically modified form through
chemical composition, thermoanalytical techniques (Thermogravimetry and
Differential Thermal Analysis - TG / DTA, Differential Scanning Calorimetry - DSC),
structural techniques (Scanning Electron Microscope - SEM and X-ray Diffraction -
XRD) and rheological (Rapid Visco Analyzer - RVA). The pinh&o starch samples
were extracted in laboratory by aqueous method and modified with an enzyme
complex composed of a-amylase (EC 3.2.1.1), amyloglucosidase (EC 3.2.1.3) and
aspergillopepsin 1 (EC 3.4.23.18). The hydrolysis occurred in the period of 12h, 24h
and 36h at the temperature of 31 °C and pH 5.0. Through chemical composition, it
was possible to quantify each component of pinh&o starch. Through TG analysis, it
was observed that enzymatic hydrolysis increased the thermal stability of the
samples. In the DSC analysis a decrease of AHge after enzymatic modification was
noted. A decrease in retrogradation in all treated samples was observed utilising
RVA. XRD analysis allowed to characterise the pinh&o diffraction pattern as C-type,
and using the micro-images (SEM), it was possible to study the structure and surface
of starch granules. Thus it, was determined the thermal, structural and rheological
properties of native and hydrolyzed enzymatically pinhdo starch, for a future
application in the food, pharmaceutical or paper industry.

Keywords: Araucaria angustifolia, enzymatic hydrolysis, modified starch, thermal
analysis.
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1. INTRODUCAO

O amido é uma fonte energética de grande destaque na alimentacdo humana.
Tal composto € o principal carboidrato de reserva produzido pelas plantas e
consumido pelo homem. O fato de ser armazenado em granulos insollUveis em agua
e de ser facilmente extraido o torna Unico na natureza, com ampla possibilidade de
utilizacao diretamente na dieta humana ou na industria alimenticia. Esse polimero &
constituido basicamente por dois componentes: amilose e amilopectina, ligados
entre si por ligacdes do tipo a 1-4 em cadeias lineares e ligagdes a 1-6 nas
ramificacbes. O amido contribui consideravelmente para as propriedades de textura
de muitos alimentos e tem varias aplicacbes industriais, como: espessante,
estabilizante coloidal, geleificante, agente de volume, retentor de agua e agente de
viscosidade.

O pinhdo, semente da Araucaria angustifolia, € consumido no sul e sudeste
do Brasil principalmente na sua forma in natura, assada ou cozida. Esta semente é
composta de aproximadamente 34-36 g 100g™ de amido e possui um contetido
muito baixo de outros componentes, como lipideos e proteinas, o que o torna
interessante para obtencdo de amido e utilizacdo na indUstria de alimentos.

Muitos amidos em sua forma nativa apresentam limitagcbes que o0s tornam
menos adequados para a diversidade de aplicacdes requeridas. Por essa razao, o
amido utilizado para fins industriais necessita ser modificado (quimica, fisica ou
enzimaticamente) antes de sua utilizagdo, com o objetivo de melhorar as
propriedades fisicas do polimero em consonancia com sua aplicacdo especifica. As
modificacdes por meio enzimatico consistem no tratamento do amido, no estado
seco ou Umido, em presenca de quantidades moderadas de enzimas, tendo como
resultado produtos solubilizados ou parcialmente hidrolisados.

Esse trabalho teve como objetivo analisar o amido de pinhdo (Araucaria
angustifolia) nativo e modificado enzimaticamente por meio de composicao
centesimal, técnicas termoanaliticas (termogravimetria e analise térmica diferencial -
TG/DTA, calorimetria exploratoria diferencial - DSC), técnicas estruturais
(microscopia eletronica de varredura - MEV e difratometria de raios X - DRX) e

reologicas (propriedade de pasta - RVA).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo desse trabalho foi analisar o amido de pinhdo (Araucaria
angustifolia) nativo e modificado enzimaticamente por meio de composicao
centesimal, técnicas termoanaliticas (termogravimetria e analise térmica diferencial -
TG/DTA, calorimetria exploratéria diferencial - DSC), reologicas (propriedade de
pasta - RVA) e técnicas estruturais (difratometria de raios X - DRX e microscopia

eletronica de varredura - MEV).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Extrair o amido de pinhdo e modifica-lo com o emprego do complexo
enzimatico (amilase, glucoamilase e Aspergillopepsin 1);

« Determinar as propriedades térmicas (estabilidade, gelatinizacdo e entalpia)
do amido em estudo, em seu estado nativo, durante e apds o tratamento enzimatico;

« Verificar a cristalinidade do material sélido a partir da difratometria de raios X
(DRX) e a estrutura através da microscopia de varredura eletrénica (MEV).

 Caracterizar as propriedades reolégicas (RVA) do amido nativo e

modificado, frente a diferentes graus de modificacao.



14

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. AMIDO

O amido € um polissacarideo, hidrato de carbono polimérico, de origem
vegetal, normalmente obtido de cereais (milho comum, milho ceroso, milho de alto
teor de amilose, trigo, arroz), tubérculos e raizes, em especial batata e mandioca. As
propriedades dos amidos podem variar conforme sua fonte (raizes, tubérculos,
sementes, cereais) e entre as diferentes variedades de amido, varia também a sua
composicao, a morfologia, estrutura molecular e arranjo de amilose e amilopectina
dentro do granulo (HOOVER, 2010).

Esse polissacarideo é a principal fonte de energia provinda dos alimentos na
dieta humana. Apesar de todos os amidos, de diversas fontes botanicas, serem
quimicamente iguais, o amido de cada fonte botéanica difere em suas propriedades
funcionais especificas e em sua possivel aplicacdo. O amido chama atencao dos
pesquisadores por ser um biopolimero extremamente versatil e possivel de ser
empregado em diversos seguimentos industriais, como: setor alimentar, papel e
celulose, téxtil, farmacéutico, entre outros. E constituido por unidades de
anidroglucose (Figura 1) e existe sob a forma de granulos, que podem mudar de
forma ou tamanho de acordo com sua origem botéanica, variando de 1 a 100 um
(BELLO-PEREZ et al., 2006; LOBO; SILVA, 2003).

FIGURA 1 - Estrutura de anidroglucose.

OH

II||||I||_|

HO  OH
Fonte: Adaptado de SCIENCE (2014).

O amido, quimicamente, € obtido no final do processo fotossintético dos
vegetais (encontrado em sementes, raizes e tubérculos), sendo este a maior fonte

de reserva energética dos mesmos. Entre todos os polissacarideos, somente o
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amido é produzido em pequenos agregados individuais, chamados comumente
como granulos, os quais séo sintetizados e adquirem tamanhos e formas, prescritos
pelo sistema biossintético de cada fonte botanica (BALDWIN, 2001).

Para Mendes; Bora; Ribeiro (2012) o fato dos granulos do amido serem
insoluveis em 4gua e de serem facilmente extraiveis, o torna Unico na natureza, com
ampla possibilidade de utilizacdo diretamente na dieta humana ou na industria
alimenticia. O amido na industria de alimentos contribui consideravelmente para as
propriedades de textura de muitos alimentos e pode ser utilizado como espessante,
estabilizante coloidal, geleificante, agente de volume, retentor de 4gua e agente de
viscosidade.

3.1.1. O PINHAO COMO FONTE DE AMIDO

A arvore Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, € uma espécie encontrada
na Ameérica do Sul, que compde a Mata Atlantica. Pertence a Floresta Ombrofila
Mista (encontro das floras Temperada Austro-brasileira e Tropical Afro-brasileira)
que é conhecida como floresta de pinheiros, pinhais ou mata de araucéria. Seu
desenvolvimento ocorre em locais de grandes altitudes (500 e 1500 m), com
temperatura anual média entre 11,5 e 21 °C (BELLO-PEREZ et al., 2006;
CORDENUNSI et al., 2004).

As sementes do pinheiro do Parana (Araucaria angustifolia) sdo conhecidas
por pinhdes (Figura 2) e possuem casca de cor marrom avermelhada. Sua polpa
possui a parte comestivel, porém para o consumo humano € necessario o
abrandamento da textura através do cozimento (CORDENUNSI et al., 2004; DAUDT
et al., 2014). Sua obtencdo acontece por coleta manual, com producdo anual, no
periodo de abril a agosto. Devido ao desmatamento irracional da Araucaria
angustifolia para fins comerciais ou para a agricultura tradicional, esta arvore esta
em risco de extingdo (CLADERA-OLIVERA, 2008; SPADA et al., 2013).
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Fonte: A autora.

Historicamente o Pinheiro do Parand tem grande importancia para o
comércio de sua madeira. O pinh&o ja era utilizado como fonte de alimentos para as
tribos indigenas e apés a coleta a semente era desidratada para posterior consumo
(quando consumida era diretamente assada, cozida ou transformada em farinha,
para utilizagcdo em diversos produtos). Hoje em dia o pinh&o ainda constitui um
alimento tradicionalmente consumido cozido ou assado na regido Sul do Brasil,
consumido durante o inverno, nos meses de safra (maio a agosto) (CLADERA-
OLIVEIRA et al., 2008; WOSIACKI; CEREDA, 1984).

O pinh&o é utilizado também como ingrediente na forma de farinha crua para
composicdo de varios pratos, e € considerado uma fonte de amido
(aproximadamente 34-36 g 100 g™ do gr&o), fibra alimentar, de magnésio e cobre,
além de produzir um baixo indice glicEmico apds seu consumo. Na literatura ainda
sd0 escassos 0s aspectos tecnoldgicos e nutricionais do pinhdo, mas estudos
recentes sugerem que a semente da Araucaria angustifolia € uma fonte potencial
para a extracdo de amido para fins industriais (BELLO-PEREZ et al., 2006;
CORDENUNSI et al., 2004; DAUDT et al., 2014; STAHL et al., 2007).

Por possuir alto teor de contetido amilaceo (entre 68-72 g 100 g™ em matéria
seca), o pinhdo é considerado uma boa fonte de carboidratos complexos. O amido
do pinhdo pode ser facilmente obtido por decantacdo, apdés moagem das sementes
sem casca e dispersdo da farinha em agua, e posterior filtragdo. A composi¢cao do
pinhdo obtida por Capella; Penteado; Balbi, (2009) esta exposta na Tabela 1. O

consumo das sementes produz um baixo indice glicémico, quando comparado com
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0 consumo do p&o branco (BELLO-PEREZ et al., 2006; CLADERA-OLIVERA, 2008;
CORDENUNSI et al., 2004; STAHL et al., 2007).

TABELA 1 — Composig&o centesimal (g 100 g™) das sementes da Araucaria angustifolia.

COMPOSICAO CENTESIMAL EM BASE SECA (g 100 g*)

Amostra . ; L, . . . .
Umidade Proteinas Lipideos Cinzas Fibra Alimentar Carboidratos
P'”ha%ILESCO ® 5116+029 659+0,15 7,38+0,31 2,85+0,36 1534 0,25 67,84
Pinhdofrescoe 476,025 6314015 627+031 3574068 16,88 + 0,23 66,96

cozido

Fonte: Adaptado de CAPELLA; PENTEADO; BALBI (2009).

Cordenunsi et al. (2004) relata que o pinhdo € uma boa fonte de hidratos de
carbono complexos (amido e fibras alimentares), Mg e Cu, tem baixos teores de
proteina(~3 g 100 g*), lipidios, (~1 g 100 g), aclcares solaveis (~2,4 g 100 g*%) e
menos de 0,2 mg de compostos fendlicos, detectados em 100 g da semente.

Estudos mostraram que o amido de pinh&o apresentou granulos de tamanho
inferior em comparacdo ao amido de milho e mandioca. O granulo de amido de
pinhdo possui formato esférico e com superficie irregular (CORDENUNSI et al.,
2004; WOSIACKI; CEREDA, 1985).

O teor de amilose encontrado por alguns autores no amido de pinh&o nativo
varia de 23,54% a 34%. Segundo Cordenunsi et al. (2004) o amido de pinhdo possui
aproximadamente 34% de teor de amilose, Conto (2009) encontrou 27,25%, Bello-
Pérez et al. (2006) 25%, Stahl et al. (2007) 23,54% e Thys et al., (2010) 26,3% de
amilose.

O amido de pinhdo possui uma estrutura cristalina do tipo C. Sabe-se que
amidos que possuem estrutura cristalina do tipo A, apresentam picos fortes na
difracdo de 26 de 15 ° e 23 °, e um pico duplo a 17 ° e 18 °. Os amidos do tipo B,
apresentam um pico forte a 17°, e pequenos picos nos angulos 15°,20°,22°,24°%e¢
um pico tipo a 5,6°. Ja o amido do tipo C, que € o caso do amido de pinhdo, é uma
mistura das formas cristalinas do tipo A e B dentro de um mesmo granulo (CAl et al.,
2014b; PINTO et al., 2015).
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3.1.2. ESTRUTURA QUIMICA

As unidades de anidroglucose que formam o amido sao organizadas em dois
homopolissacarideos, a amilose e a amilopectina. A amilose praticamente nao
apresenta ramificacdes, sendo que as unidades de glucose sdo conectadas por
ligagdes glicosidicas do tipo a (1,4) e a porcentagem de ramificagdes a 1,6 € menor
do que 1 %. A amilopectina é altamente ramificada e possui cadeias de residuos de
glucose ligados entre si por ligagdes glicosidicas do tipo a 1,4 com
aproximadamente 5 % de ramificagbes a (1,6) (BALL; WAL; VISSER, 1998; MYERS
et al., 2000).

O teor de amilose influencia grandemente as funcionalidades e propriedades
fisico-quimicas do amido, por exemplo, 0 amido com alto teor de amilose tem uma
elevada resisténcia a digestdo e fornece muitos beneficios de salude para humanos
(LIN et al., 2016).

Na Tabela 2 é apresentado o percentual de amilose, em diversas fontes
botanicas. Os amidos normalmente apresentam em torno de 25 % de amilose,
entretanto algumas espécies mutantes, chamadas de amidos com alto teor de
amilose, apresentam um teor de até 80 %. Ja nos amidos chamados cerosos, a
amilose ndo estd presente, entdo nestes sO6 contém amilopectina (MALI;
GROSSMANN; YAMASHITA, 2010; MUNHOZ; WEBER; CHANG, 2004).

A diferenca do amido ceroso para o comum € gue nele, se encontra no
maximo 5 % de amilose, enquanto o amido comum, por exemplo, o de mandioca,
encontra-se em torno de 20 % de amilose e 80 % de amilopectina. Amidos com
baixos teores de amilose sao de grande interesse para a industria de alimentos, por
nao sofrerem retrogradacdo, evitando assim que o alimento endureca e por
consequéncia aumentando sua vida de prateleira (MUNHOZ; WEBER; CHANG,
2004).

As proporcdes de amilose e amilopectina variam, resultando em granulos de
amido com propriedades fisico-quimicas e funcionais muito diferentes, que podem
afetar as suas aplicagdes industriais (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).
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TABELA 2 - Contetdo de amilose de amidos de diversas fontes.

Fontes de amido Teor de amilose (%)
Arroz 16
Arroz Ceroso * 0
Banana 21
Batata 18
Batata Doce 18
Ervilha 30
Mandioca 18
Milho 25
Milho Ceroso * 0
Milho com alto teor de amilose 80
Trigo 24

* Amido contendo apenas amilopectina
Fonte: CEREDA (2002); DENARDIN; SILVA (2009).

A maioria dos amidos € composto por 20 a 30 % de amilose e 70-80 % de
amilopectina, variando de acordo com sua origem botanica. O arranjo estrutural
dessas macromoléculas (amilose e amilopectina) permite a formacdo de &reas
cristalinas e amorfa dos granulos. As éareas cristalinas mantém a estrutura dos
granulos, controlam o comportamento da agua e os tornam relativamente resistentes
ao ataque enzimatico e quimico (BILIADERIS, 1991).

O arranjo da amilose e da amilopectina nos granulos de amido leva a
formacao de zonas de deposicdo de densidade média. A amilopectina se encontra
na regido mais densa ou cristalina, onde sua parte linear € responsavel pela origem
desta cristalinidade (Figura 3). As areas amorfas sdao formadas por cadeias de
amilose e ramificacbes da amilopectina. Granulos de amido no estado nativo
apresentam normalmente uma cristalinidade entre 15 a 45 % (DENARDIN; SILVA,
2009).

FIGURA 3 - Estrutura da amilopectina formando as regiées amorfas e cristalinas no granulo de amido.

Ui 5
i W ~ Regido
/&~ cristalina

Fonte: Adaptado de DENARDIN; SILVA (2009).
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3.1.2.1. AMILOSE

A amilose é um polimero essencialmente linear com ligagbdes a (1,4) entre
unidades de a-D-glucopiranosil, com peso molecular na ordem de 250.000 Daltons
(cerca de 1500 unidades de glicose) (Figura 4). A amilose apresenta conformacgao
helicoidal e tem a propriedade de formar um complexo de cor azul-escura com o
iodo (ALVES et al., 2012).

FIGURA 4 - Estrutura quimica da amilose.

Fonte: MIGUEL et al. (2013).

Os amidos podem ser classificados em grupos diferentes, referente a
guantidade de amilose que possui. Esses grupos sdo: amidos cerosos (“waxy” em
inglés”), que possuem pequenas quantidades de amilose (em torno de 1 %), amidos
normais, que contém entre 17 % a 24 % de amilose e, amidos de alta amilose, que
possuem de 70 % ou mais de amilose (BELLO-PEREZ et al., 2006; WEBER;
COLLARES-QUEIROZ; CHANG, 2009).

3.1.2.2. AMILOPECTINA

A amilopectina € uma molécula mais complexa que a amilose, seu tamanho é
maior, possuindo um grau de polimerizacdo de 10° a 10’. Ela é constituida por
unidades de a-D-glucopiranosil, como a amilose, ligadas entre si por ligacoes
glicosidicas a 1,4, mas por apresentar ramificagdes, como mostra a Figura 5,
apresentando 4-5 % de ligagdes do tipo a 1,6. O comprimento das ramificacbes &
variavel, mas normalmente possuem entre 20 a 30 unidades de glicose. O peso

molecular da amilopectina varia entre 50 e 5 10° Daltons (ALVES et al., 2012).
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FIGURA 5 - Estrutura quimica da amilopectina.
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Fonte: Adaptado de CORRADINI et al. (2005).

3.1.3. PROPRIEDADES DOS GRANULOS DE AMIDO
3.1.3.1. GELATINIZACAO

Quando em presenca de agua fria, o amido tem no maximo 30 % de agua
penetrada nas regides amorfas do granulo. Entretanto, se o amido for aquecido em
presenca de agua, suas moléculas vibram intensamente e as ligacdes de hidrogénio
intermolecures sédo quebradas, permitindo que a agua penetre mais profundamente,
nas micelas, e quanto maior a temperatura, mais agua entra nas micelas (LOBO;
SILVA, 2003; SOUZA; ANDRADE, 2000).

Com o aquecimento continuo em agua abundante, o amido se torna
transparente, pois ha uma perda total das zonas cristalinas, acabando com a
birrefringéncia. A temperatura na qual a birrefringéncia desaparece é chamada de
ponto de gelatinizagcdo do amido ou temperatura de gelatinizacdo. Entretanto,
quando se aquece o amido em presenca de pouca agua, o fenébmeno de
rompimento dos granulos é chamado de fusdo (SOUZA; ANDRADE, 2000).

A gelatinizacdo é definida pelo colapso (rompimento) da ordem das
moléculas dentro dos granulos, o que ocasiona uma serie de mudancas nas
propriedades, como: aumento do tamanho dos granulos, fusdo dos cristais, perda de
birrefringéncia, desenvolvimento de viscosidade e solubilizagdo do amido. O
fenbmeno de gelatinizacdo se inicia na regido amorfa do granulo (hilo) e segue
rapidamente para a periferia (LOBO; SILVA, 2003; SINGH et al., 2003).
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7

O empastamento € o fenbmeno que acontece apo0s a gelatinizacdo, na
dissolugdo do amido. Nele ocorre o inchamento dos granulos e h4 separacdo dos
componentes granulares moleculares e, eventualmente, total rompimento dos
granulos. Nesta etapa ha um aumento na viscosidade da solucdo (BENINCA et al.,
2012a).

A perfeita cristalinidade durante o processo é refletida na temperatura de
gelatinizacdo para Singh et al. (2003). A gelatinizacdo e as propriedades de
inchamento sdo controladas em parte pela estrutura molecular da amilopectina
(comprimento de cadeia, extensdo da ramificagdo, massa molecular e
polidispersividade), composi¢do do amido (razdo amilose/amilopectina e conteddo
de fosforo) e arquitetura do granulo (razdo entre regido cristalina e amorfa).

A temperatura inicial de gelatinizacdo, ou também conhecida como
temperatura onset (T,) € caracteristica de cada amido, e se encontra normalmente
no intervalo de 55 a 75 °C (Tabela 3). Essa temperatura € determinada pela
concentracdo e método de observacdo do amido, pelo tipo de granulo e

heterogeneidades dentro da populacéo de granulos sob observacéo.
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TABELA 3 - Intervalos de temperatura de gelatinizac@o de diferentes amidos

Intervalo de Temperatura

Amido de Gelatinizacéo (°C)
Abacate 67-75
Améndoa de manga 76-79
Arroz 61-77
Banana Verde 67-76
Batata 56-66

Flor (Fritillaria

o . 63-76
ussuriensis Maxim)
Inhame chinés
(Dioscorea opposita 73-84
Thunb)
Mandioca 58-70
Mandioca Orgéanica 54-78
Milho 62-72
Milho Ceroso 62-75
Pinhéo 53-71
Sorgo 68-75
Trigo 52-63

Fonte: Adaptado de ADAMOVICZ et al. (2015), CEREDA (2002), CORDOBA et al. (2013), JIANG et
al.,, 2011, MALUCELLI et al., (2014), MALUCELLI et al., (2015), MENDES et al. (2012) e RIBEIRO et
al. (2014).

Na temperatura onset (T,) as pontes de hidrogénio se tornam fracas e sao
facilmente rompidas, o que ocasiona a reducdo da cristalinidade do granulo pela
ruptura das pontes de hidrogénio estabilizadoras dessa estrutura cristalina interna
(quando é atingida a temperatura especifica de cada amido), possibilitando a
entrada de &gua e fazendo com que o granulo se rompa perdendo sua
birrefringéncia (ndo se visualiza mais a cruz de Malta sob luz polarizada (Figura 6)

(LOBO; SILVA, 2003; SINGH et al., 2003).

FIGURA 6 — Granulo de amido sob luz polarizada, evidenciando a cruz de Malta.

Fonte: BLASZCZAK et al. (2005).
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3.1.3.2. RETROGRADACAO

Quando dissolu¢des ou pastas de amido sdo deixadas em repouso por algum
tempo, se inicia uma série de mudancas em suas propriedades reologicas. As
solugdes diluidas perdem viscosidade, mas as pastas concentradas e 0s geéis
comecam a tornar-se pegajosos e comecam a exsudar agua. Ambos o0s
acontecimentos sdo devidos a um fendbmeno denominado retrogradacao,
envolvendo apenas as moléculas de amilose (DENARDIN; SILVA, 2009; LOBO;
SILVA , 2003).

A retrogradacdo do amido é o evento que ocorre quando as moléculas do
amido se reassociam em forma de uma estrutura mais ordenada (duplas hélices),
tornando-se menos sollveis. Os cristais comecam a dar forma eventualmente e ha
um aumento gradual na rigidez da pasta, ocorrendo a separacdo da fase entre
polimero e solvente, ou seja, ha saida da agua ligada as cadeias de amilose,
fenbmeno denominado sinérese. O conteddo de amilose presente no amido é
considerado um dos fatores que influenciam no acontecimento da retrogradacao.
Uma maior quantidade de amilose tem sido relacionada a uma maior tendéncia a
retrogradacéo (LOBO; SILVA, 2003; SINGH et al., 2003).

3.2. AMIDOS MODIFICADOS

3.2.1. MODIFICAGAO ENZIMATICA

Na forma nativa, 0 amido muitas vezes apresenta-se limitado quanto a sua
aplicacdo. Dessa forma, os amidos sdo muitas vezes modificados por tratamentos
fisicos, quimicos ou processos enzimaticos para fornecer propriedades funcionais
especificas (HOOVER, 2010).

Segundo Fellows (2006) existem inUmeras vantagens para a utilizacdo de
enzimas na hidrolise amildcea quando comparada com a modificacdo quimica, a
qual é largamente aplicada nas industrias. No geral as reacdes enzimaticas
necessitam de condi¢cdes mais brandas de temperatura e pH, gerando um menor
impacto no meio ambiente durante a modificagdo do amido, por isso sao chamadas
de tecnologia limpa. Outra vantagem segundo Severo et al. (2010) a utilizacao de

enzima é interessante por sua alta especificidade, a qual possibilita obtencdo de
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produtos com propriedades quimicas e fisicas, dentro do padrdo desejado e com
menos produtos secundérios. Kim et al. (2015) afirma que apesar dos amidos
modificados quimicamente serem melhores quanto a resisténcia, os produtores de
alimentos estdo evitando 0 seu uso, por questdes de seguranca ambiental e
alimentar.

Ferreira et al. (2014) afirma que a hidrélise enzimética destaca-se entre as
técnicas industriais utilizadas na producao de amidos modificados, entretanto alguns
fatores podem influenciar na taxa de hidrdélise, como: origem botanica e tamanho dos

granulos do amido, além do sistema enzimatico utilizado.

3.2.1.1. COMPLEXO ENZIMATICO DISTILLASE® SSF

3.2.1.1.1. a-AMILASE (EC 3.2.1.1)

A a-amilase (EC 3.2.1.1 ou 1,4-a-D-glucano gluconoidrolase) € uma
endoenzima, por isso hidrolisa o0 amido a partir do seu interior, resultando na
formacdo de ramos lineares de oligossacarideos de cadeias de diferentes
comprimentos. Essa enzima € responsavel pela quebra de ligagbes do tipo a (1,4)
internas ao polissacarideo e é também chamada de enzima dextrinizante (AMARAL
et al., 2007).

Segundo Gupta et al. (2003) as amilases industrialmente, tém substituido o
uso de &cidos, na hidrolise de amidos e representam a maior parte do mercado de
enzimas no mundo (25 a 33%) (NGUYEN et al., 2002). S&o utilizadas em diferentes
aplicacdes, como na industria alimenticia, téxtil e papeleira.

A a-amilase quebra somente as ligacbes glicosidicas a (1-4), ou seja, as
ligagbes a (1-6) ndo s&o quebradas por essa enzima. A acdo da a-amilase sobre a
amilose acontece em duas etapas especificas: na primeira etapa ha um ataque
aleatério e rapido, tendo como produtos a maltose e maltotriose, a segunda etapa é
no geral mais lenta e nela ha formacéo de glicose e maltose. Quando a a-amilase
age sob a amilopectina resulta em glicose, maltose e a-dextrinas limite, a qual € um
oligossacarideo formado por quatro ou mais unidades de glicose unidas por ligacdes
do tipo a-1,6 (BUCKERIDGE; SANTOS; TINE, 2000).
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3.2.1.1.2. AMILOGLUCOSIDASE (EC 3.2.1.3)

A amiloglucosidase (a 1,4- glucanoglucohidrolase, EC 3.2.1.3), também
chamada de glucoamilase, € uma enzima hidrolitica que catalisa a quebra das
ligagOes glicosidicas a 1,4 a partir de uma extremidade n&o redutora das moléculas
de amilose ou amilopectina dos granulos do amido e oligossacarideos relacionados
liberando 3-D-glucose. Em menor velocidade a glucoamilase também atua
hidrolisando as ligagbes a 1,6 (LEMOS et al., 2003).

A glucoamilase (GA) possui origem de microrganismos, plantas e animais.
Entretanto, as enzimas disponiveis comercialmente sdo, em grande parte,
produzidas de origem fungica, de linhagens dos fungos Aspergillus e Rhizopus.
Dentre estas, a produzida a partir do Aspergillus € a mais termoestavel,
apresentando a maxima atividade em torno de pH 4,5, e temperaturas de 50 a 55 °C,
mas ela é rapidamente inativada em temperaturas proximas a 60 °C (BRUMM,
1998).

O uso da amiloglucosidase é normalmente em amidos liquefeitos junto a a-
amilase, para a obtencdo de produtos que podem servir de substratos para
fermentacdes, ou para a obtencao biotecnoldgica de glicose e dextrinas (FELLOWS,
2006; PANDEY et al., 2005).

Essa enzima é muito utilizada na industria alimenticia a fim de produzir
xaropes com alto teor de glucose e também é utilizada na producdo de alcool e

xaropes com alto teor de frutose (BRUMM, 1998).

3.2.1.1.3. ASPERGILLOPEPSIN 1 (EC 3.4.23.18)

Essa enzima pertence a classe das hidrolases, e atua nas ligacdes peptidicas
ocasionando entdo a hidrélise de proteinas com uma ampla especificidade. Ela n&o
é indicada para a utilizagdo na industria de laticinios com a finalidade de coagular do

leite (EC-PDB, 2014). E muito utilizada na indUstria de fabricacéo de &alcool de milho.
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3.3. TECNICAS TERMOANALITICAS

3.3.1. TERMOGRAVIMETRIA (TG) E ANALISE TERMICA DIFERENCIAL (DTA)

As variacOes de massa séo continuamente registradas como fung¢ao do tempo
(t) e/ou temperatura (T) sob determinadas condi¢cdes atmosféricas e podem ser
observadas pela termogravimetria (TG). Os experimentos séo feitos utilizando uma
termobalanca de elevada sensibilidade, precisdo e de rapidez na resposta quanto as
variagbes de massa. Nas curvas TG, os desniveis em relagdo ao eixo das
ordenadas correspondem as variagcdes de massa que a amostra sofreu, permitindo
assim a obtencdo dos dados que poderdo ser utilizados para fins quantitativos
(IONASHIRO, 2004).

Nas curvas TG, os desniveis em relacdo ao eixo das ordenadas
correspondem as variagcdes de massa que a amostra sofreu e fornecem dados que
sdo usados para calcular as perdas dessa massa. Na DTA (analise térmica
diferencial) se faz a medicdo continua das temperaturas da amostra e de um
material de referéncia termicamente inerte, conforme h& o aquecimento ou
resfriamento deles em um forno. As medicdes realizadas sé&o consideradas
diferenciais, pois registra a diferenca entre a temperatura da referéncia Tr, e a da
amostra Ta, ou seja (Tr — Ta = AT), em fungao de temperatura/tempo, considerando
gue o aquecimento e/ou resfriamento sdo sempre feitos em ritmo linear (dT/dt = Cte)
(IONASHIRO, 2004).

Por meio da DTA é possivel acompanhar o efeito do calor sob uma amostra,
associando este a uma alteracdo fisica ou quimica. As transicbes de fase (fuséo
ebulicdo, sublimacdo, congelamento) ou reacdes de desidratacdo, decomposicao,
oxido-reducao sdo causadas pelas variacdes de calor. Normalmente transicfes de
fase produzem efeitos endotérmicos, ja cristalizacdes, oxidagdes e algumas reacoes

de decomposicao produzem efeitos exotérmicos (IONASHIRO, 2004).
3.3.2. CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)
Nessa técnica termoanalitica as variacbes de entalpia da amostra séo

monitoradas em relacdo a um material de referéncia termicamente inerte enquanto

ambas sdo submetidas a uma programacao controlada de temperatura. O registro
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da variacdo da temperatura (aquecimento e resfriamento) compdem a curva DSC
(DENARI; CAVALHEIRO, 2012; IONASHIRO, 2004).

lonashiro (2004) sugere que essa técnica permite estudar os efeitos de calor
junto a alteracdes fisicas ou quimicas da amostra, capazes de causar variacdes de
calor, como: fusao, ebulicdo, sublimacéo, desidratacdo, decomposicao, entre outros.
E possivel estudar também as transicbes vitreas, cristalinas, em reacgdes
exotérmicas ou endotérmicas. Na Figura 7 estdo exemplificadas as curvas

exotérmicas ou endotérmicas possiveis de serem observadas na analise de DSC.

FIGURA 7 - Curva genérica para a analise de DSC ou DTA.
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Fonte: Adaptado de BERNAL et al. (2002).

Como exemplos de variagdo de entalpia de forma exotérmica tem-se a
transicdo cristalina, adsorcdo, degradacdo oxidativa, polimerizacdo, combustéo,
entre outros. Ja para a variacdo de entalpia na forma endotérmica tem-se: fusao,
vaporizacao, transicao vitrea, desidratacdo e o fendmeno de gelatinizacdo (BERNAL
et al., 2002).

3.3.3. PROPRIEDADES DE PASTA (RVA)

Suspensfes amilaceas apresentam mudancas em sua viscosidade durante o
aguecimento, pois acontece o intumescimento dos granulos de amido. Essas
variacdes de viscosidade sdo comumente avaliadas em viscosimetros rotacionais
especiais denominados de viscoamilografos, os mais comumente utilizados sédo os
da marca Brabender (Duisburg, Alemanha) e o Rapido Viscoanalisador (RVA),
fabricado pela Newport Scientific (Warriewood, Australia) (ZORTEA et al., 2011).



29

Em diversos paises o Rapido Viscoanalisador, um viscosimetro rotacional, é
largamente utilizado para se avaliar a qualidade de amidos e farinhas. As
propriedades de pasta de amidos obtidos pelo RVA incluem pico de viscosidade,
tempo para atingir esse pico, quebra, viscosidade final e temperatura de pasta
(ZORTEA et al., 2011).

Os parametros normalmente fornecidos pelo RVA quando se analisa as
propriedades de pasta através da curva de empastamento (Figura 8) sdo (ORO et
al., 2013):

e Temperatura de pasta: temperatura em °C, calculada com base no tempo de
funcionamento do RVA (6 °C min™); correspondente ao ponto onde se inicia a
formacdo da curva;

e Viscosidade de pico: valor de maxima viscosidade do amido, durante o ciclo
de aquecimento;

eQuebra: diferenca de viscosidade entre o pico maximo e a viscosidade
minima a 95 °C;

e Viscosidade Final: valor da viscosidade a temperatura final de resfriamento;

e Retrogradacédo: diferenca de viscosidade minima a 95 °C e a viscosidade

final, também chamado de setback.

FIGURA 8 - Curva tipica obtida em andlise no RVA, apresentando os parametros quantificados para
propriedade de pasta.
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3.3.4. DIFRATOMETRIA DE RAIOS X (DRX)

A presenca e as caracteristicas da estrutura cristalina dos granulos de amido
sao identificadas e reveladas através da técnica de difratometria de raios X (SINGH
et al., 2003).

Essa técnica quando aplicada a amidos permite a determinacdo matematica
da porcéo cristalina do polimero, que comumente reemite a radiagdo em uma faixa
de 5°a 50 ° (206) (BENINCA, 2012a; BENINCA, 2012b; ZHANG et al., 2009).

A difratometria de raios X possui inlUmeras vantagens quanto a
caracterizacdo de fases, mas podemos destacar dentre elas, a simplicidade do
método, rapidez e a confiabilidade dos resultados obtidos, afinal o perfil de difracéo
obtido é caracteristico para cada fase cristalina (ALBERS et al., 2002).

O amido nativo pode ser classificado em 3 tipos diferentes de estruturas
cristalinas a partir das diferencas dos difratogramas de raios X: amidos de cereais
como tipo “A”, amidos de tubérculos como tipo “B” e amidos de vagens como tipo
“C”, uma mistura de “A” e “B”. Quando as moléculas de amilose associam-se a
lipideos no granulo de amido, é visualizado um padrdo de Raios X tipo V, que é
parcialmente resistente a digestdo enzimatica (CORRADINI et al., 2005; LOBO;
SILVA, 2003).

Para o amido o grau de cristalinidade relativa pode ser calculado pela
seguinte equacdo (ADAMOVICZ et al., 2015):

Ap
c=— .1
(Ap + Ab)

00

Onde: Xc é a cristalinidade relativa, Ap é referente a area de pico e Ab é
referente a area da base.

3.3.5. MICROSCOPIA DE VARREDURA ELETRONICA (MEV)

O microscopio eletronico de varredura € um equipamento muito versatil e
utilizado frequentemente em analises micro estruturais de materiais sélidos. Apesar
do mecanismo para a obtengcdo da imagem ser complexo, a sua interpretagdo é
realizada facilmente (MUCCILLO, 2009).
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Para analises em amido, por meio do MEV € possivel caracterizar o
tamanho e a forma dos granulos. O tamanho dos granulos pode variar de 2 a 100um
e diversas formas (oval, elipsoide, tetraédrica, entre outras) podem ser encontradas,
variando da fonte amilacea analisada, pois tanto a forma quanto o tamanho é
diferente para cada origem botanica (MUCCILLO, 2009).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAL

Foi utilizado o amido de pinhdo extraido em laboratério a partir de pinhdes
comprados na regido de Ponta Grossa/PR, no més de maio do ano de 2014.

O complexo enzimético utilizado foi o Distilase® SSF, da empresa
Genencor® (Danisco US Inc.) composto por: a- Amilase (1,4-a-D-
glucanglucanohidrolase), amiloglucosidase (1,4-a-D-glucan hidroliase) e a
Aspergilopepsin 1.

Todas as analises necessarias foram realizadas nos laboratérios do Centro
de Tecnologia Agroalimentar — CTA da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG).

4.2. METODOS

4.2.1. EXTRACAO DO AMIDO DE PINHAO

O amido de pinh&o foi obtido a partir de sementes sadias, descascadas e
secas. As sementes foram trituradas no moinho IKA Werke M20, e a partir da farinha
bruta obtida, fez-se uma suspensao com a adicdo de agua destilada, na proporcao
de 1.5 (farinha:agua destilada), a qual foi mantida sob agitacdo constante (900 rpm)
por 10 minutos. Apés este passo, a amostra foi passada através de peneiras de 150
e 270 mesh, respectivamente. Ap6s 1 hora de repouso descartou-se 0 sobrenadante
e a suspensdo de amido retida no fundo do recipiente foi centrifugada a 9.500 rpm
durante 5 min (Rotina420R, Hettich Zentrifugen). Descartou-se a camada superficial
para eliminacdo de proteinas e outros componentes aderidos ao amido. A camada
inferior, referente ao amido, foi recuperada e seca em estufa de circulagao de ar a
40 °C durante 24 h. A amostra foi mantida em dessecador com cloreto de calcio

anidro até massa constante.
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4.2.2. MODIFICACAO DO AMIDO DE PINHAO POR ACAO ENZIMATICA

O complexo enzimatico utilizado foi Distilase ® SSF, da empresa
Genencor® (Danisco US Inc.), composto por: a- Amilase (1,4-a-D-
glucanglucanohidrolase), amiloglucosidase (1,4-a-D-glucan hidroliase) e a
Aspergilopepsin 1.

Os amidos foram tratados sendo dispersos em uma solucéo tampéo acetato
de pH 5,0 e adicionado 0,07 g de complexo enzimatico por 100 g de amido. Essa
dispersdo foi mantida sobre agitacdo constante e aquecimento de 31 °C
(temperatura 6tima para a enzima pela informacgéo do fabricante) durante os tempos
de 12 h,24 he 36 h.

ApoOs a hidrdlise enzimatica os amidos foram lavados com 500mL de agua
destilada e filtrados em funil de Buchner com papel de filtro qualitativo, secos em
estufa a 40 °C por 24 h e mantidos em dessecador até massa constante.

4.2.3. COMPOSICAO CENTESIMAL DOS AMIDOS DE PINHAO

Realizou-se a composi¢cdo centesimal dos amidos nativo e modificados
enzimaticamente. ApOs secagem dos amidos, a composicdo centesimal foi
determinada segundo a metodologia proposta pela AOAC (2011). Foram
determinados os teores de proteina, lipideos, cinzas e fibra alimentar através dos
protocolos 960.52, 920.39C, 923.03 e 962.09E respectivamente.

A quantificagdo da umidade foi feita por infravermelho, em Analisador de
umidade MA150, da marca Sartorius (Alemanha), com a amostra espalhada sob o
recipiente de aluminio, sendo mantida 105°C por 15 minutos.

Os carboidratos foram determinados por diferenca, com os valores obtidos

dos outros componentes.

4.2.4. TERMOGRAVIMETRIA (TG) E ANALISE TERMICA DIFERENCIAL (DTA)

Inicialmente o equipamento de analise térmica TGA-60 (Shimadzu, Japéo)
foi calibrado com oxalato de calcio mono-hidratado.
Foram pesadas aproximadamente 7-10 mg de amostra em microcadinhos de

a-alumina na balanca do equipamento previamente tarada. A analise foi realizada
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com 0s seguintes parametros: aguecimento de 30 °C a 600 °C, a uma taxa de
aquecimento de 10 °C min™, sob um fluxo de ar sintético a uma vazao de 50 mL min’
1.

Para a remog¢ao de impurezas, os cadinhos de a-Al,O3 utilizados na TG
foram mergulhados em &cido nitrico e posteriormente levados a chama oxidante do
bico de Bunsen até a completa decomposicdo da matéria organica que poderia
restar no cadinho.

O programa utilizado para obtencdo dos valores das curvas foi o TGA-60-
Shimadzu (Japao), enquanto que para a compilacdo das curvas utilizou-se o
software Origin 6.1.

4.2.5. CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

As curvas DSC foram feitas no equipamento DSC-Q200 (TA-Instruments,
EUA).

A massa das amostras foi de aproximadamente 2,5 mg, adicionando-se, com
o auxilio de uma micropipeta, 10 uL de &gua, para que a proporcao fosse 1:4
(amido:agua). Os cadinhos de aluminio usados foram selados para se observar o
fendmeno de gelatinizagdo. A suspensao ficou em repouso por 1 h para equilibrar a
umidade e ocorrer o entumescimento dos granulos.

As condicdes do equipamento propostas para a analise foram: razdo de
aquecimento de 10 °C min™ até alcancar a temperatura de 100 °C, com fluxo de ar
de 50 mL min™. O equipamento utilizado foi previamente calibrado com um padréo
de indio 99,99 % (Ponto de fusdo = 156,4 °C e AHws = 28,50 J g?). Para a

compilacao das curvas utilizou-se o software Origin 6.1.

4.2.6. PROPRIEDADES DE PASTA (RVA)

Inicialmente a amostra teve a umidade previamente aferida em balanca de
infravermelho (Sartorius, Alemanha). Este valor de umidade foi utilizado para
correcdo da massa de amido. Apoés esse procedimento, baseado na instrucdo de
funcionamento do equipamento RVA, pesou-se 2,24g de amido em base seca,

completando para 28 g com agua destilada.
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A suspensao preparada foi submetida a uma agitacao rotacional de 160 rpm
e aquecimento continuo de 50 a 95 °C a uma taxa de 6 °C min™. A temperatura foi
mantida a 95 °C durante 5 min, e entdo resfriada até 50 °C novamente. Todo o
processo teve uma duracdo de 23 minutos. O software utilizado para obtencédo dos

dados e das curvas foi o Thermocline for Windows (TCW).

4.2.7. DIFRATOMETRIA DE RAIOS X (DRX)

As amostras foram analisadas no Difratdmetro de raios X Ultima 4 (Rigaku,
Japdo) do Complexo de Laboratérios Multiusuario (C-LABMU) da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

Cada amostra foi depositada sobre um suporte de vidro proprio do
equipamento e exposta a radiacdo CuKa (comprimento de onda de 1.541 A)
submetidas a 40 kV e corrente de 30 mA.

A radiacdo dispersa foi detectada na faixa angular de 5-50 ° (28), com

velocidade de digitalizag&o (tempo de varredura) de 2 °© min™ e uma etapa de 0.02 °.

4.2.8. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A Microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada no equipamento
VEGAS do fabricante TESCAN (Republica Tcheca). Os parametros da analise foram:
20 um de escala de leitura, com 15-20 kV de tenséo no feixe de elétrons, filamento
de tungsténio e detector de elétrons retro-espelhado.

O equipamento se baseia na passagem de elétrons através da amostra,
previamente preparada. Inicialmente a amostra foi fixada em uma fita adesiva de
carbono e foi pulverizada com plasma de ouro e paladio. A leitura da imagem
aconteceu a partir do detector de elétrons que registrou as imagens e as transmitiu

ao computador acoplado ao equipamento.
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4.3. ANALISE ESTATISTICA

A andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey foram utilizados para
comparar as medias amostrais com nivel de confianca de 95% (p<0,05). O software
utilizado foi o SASM-Agri 8.2.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. COMPOSICAO CENTESIMAL DOS AMIDOS DE PINHAO

Os resultados da analise centesimal das amostras de amido de pinh&o e das
amostras modificadas por 12, 24 e 36 h de tratamento enzimatico estdo dispostos na
Tabela 4.

TABELA 4 - Composicdo centesimal das amostras de: amido de pinhdo nativo (A), e modificado
enzimaticamente por 12 h (B), 24 h (C) e 36 h (D).

Composicéo centesimal (g 100g™)

Amostra - : - - - -
Umidade Carboidratos Proteina Lipideos Fibra bruta Cinzas

(A)  1519+0,49*° 8322+0,36° 0,24+0,02> 0,49+0,07* 0,78+0,14* 0,08 +0,01°
(B) 9,83+0,76° 89,01+0,92° 0,22+0,02° 049+0,07° 040+0,25° 0,05=0,01°
(C)  10,12+0,49° 88,74+0,45° 0,22+0,01* 0,49+0,07° 0,39+0,03* 0,04+0,01°
(D)  10,32+0,60° 88,40+0,52° 0,20+0,01° 0,48+0,06° 056+0,09° 0,04+0,01°

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Segundo Buléon et al. (1998), componentes como lipidios, proteinas,
enzimas, aminoacidos e acidos nucleicos muitas vezes sdo removidos pelos
procedimentos de extracdo de amido. Assim sendo, um raciocinio semelhante pode
ser feito para as quantidades reduzidas de proteinas e cinzas que foram obtidas no
presente estudo, em comparacao as quantias encontradas nas sementes cruas de
pinhdo relatado por Cordenunsi et al. (2004) e Cladera-Olivera et al. (2011), que
obtiveram aproximadamente 6,5 g 100g™* de proteina e 3.0 g 100g™ de cinzas.

A quantidade de cinzas condiz com o encontrado por Bello-Pérez et al.
(2006) de 0,04 g 100 g™. J4 o contetido de proteinas e lipideos corroboram com os
encontrados por Gongalves et al. (2014) e o de carboidratos apresenta valores muito
préximos para o amido de pinh&o nativo, onde o autor obteve 78,09 + 0,26 g 100 g™*.
Entretanto para as amostras modificadas (B-D) por tratamento enzimatico, pode-se
observar um aumento do conteldo de carboidratos, apesar de se esperar uma
diminuicdo no teor do mesmo, uma vez que o0 amido sujeito a hidrdlise gera
unidades menores, que néo sao retidas no filtro e também podem ser solubilizadas
em agua (SLOMINSKA; ZIELONKA; JAROStAWSKI, 2013).

Sugere-se entdo que o0 aumento no conteltdo de carboidratos aconteceu
devido a acdo enzimatica que promoveu a hidrélise do amido em componentes

menores (maltose, glicose e outros), os quais receberam uma molécula de agua (18
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g mol?). A retencdo desses compostos na estrutura do amido, conforme
apresentado no trabalho de Ribeiro et al. (2014), onde o amido se complexou com

diferentes acucares, como a glicose, aumentou o teor de carboidratos.

5.2. TERMOGRAVIMETRIA (TG) E ANALISE TERMICA DIFERENCIAL (DTA)

A Tabela 5 mostra os resultados TG/DTA para o amido de pinhdo nativo e as
amostras que passaram por modificacdo enzimatica. As perdas de massa das
amostras durante a degradacgéo térmica ocorreram em trés etapas. A primeira perda
de massa é referente a vaporizagdo de compostos volateis, especialmente
moléculas de agua adsorvidas nos granulos de amido, podendo-se considerar o
valor desta 12 perda correspondente a umidade presente nas amostras (DlI-
MEDEIROS et al., 2014; RIBEIRO et al.,, 2014). A umidade das amostras, obtida
pelo TG, foi respectivamente: (A) 8,58%, (B) 8,25%, (C) 7,59% e (D) 8,38%.

A segunda perda de massa, apds a estabilidade e/ou platb, corresponde a
decomposicdo da cadeia principal de carbono. Nesta etapa ocorre uma acentuada
perda de massa, 0 que indica a presenca de grandes quantidades de compostos
com propriedades térmicas semelhantes, comportamento caracteristico dos
homopolissacarideos, grupo no qual esta inserido o amido. Na faixa de temperatura
de 300-350 °C ocorre a principal etapa de decomposicdo do amido, que consiste de
uma rapida desidratacdo e decomposicdo dos grupos hidroxila dos residuos de
glucose para formar moléculas de agua (DI-MEDEIROS et al., 2014).

Em geral, a segunda e a terceira perdas de massa, que ocorreram de forma
consecutiva, sdo atribuidas a decomposicdo e oxidacdo da matéria organica até a
formacdo das cinzas, as quais totalizaram 3,33 % para a amostra nativa e de 2,10

%, 2,19 %, e 0,93 % para as amostras tratadas, respectivamente.
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TABELA 5 - Resultados TG/DTA das amostras de: amido de pinhdo nativo (A), e amido de pinh&o
modificado enzimaticamente por 12 h (B), 24 h (C) e 36 h (D).

Resultados TG e DTA

Amostra
Etapa AM/% ATl °C Tp/°C

12 8,58 30-140 70,90 (endo)

Estabilidade - 140-219 -
(A) 28 69,07 219-391 300,62 (endo)
351,55 (exo)
32 19,02 391-549 500,81 (exo)
12 8,25 30-138 73,10 (endo)

Estabilidade - 138-216 -
®B) 22 72,32 216-418 280,42 (endo)
327,01 (exo)
348,90 (exo)
32 17,33 418-561 499,55 (exo)
12 7,59 30-145 73,42 (endo)

Estabilidade - 145-233 -
© 22 72,41 233-411 295,23 (endo)
324,95 (ex0)
351,18 (exo)
32 17,81 411-560 495,97 (exo)
12 8,38 30-146 72,79 (endo)

Estabilidade - 146-232 -
(D) 28 72,33 232-408 300,15 (endo)
352,24 (ex0)
3 18,36 408-571 500,18 (exo)

Am, perda de massa (%); AT, diferenca de temperatura (°C); Tp, temperatura de pico (°C).

As amostras modificadas (B, C e D) demonstraram semelhanca entre si,

diferenciando-se do nativo pelas maiores temperaturas de conclusdo e aumento da

perda de massa na segunda etapa. A estabilidade frente a degradacgéo térmica, das

amostras modificadas C e D, foram ampliadas com o tratamento enzimatico, por

iniciarem a 22 perda de massa, que corresponde a degradacao da matéria organica,

em uma temperatura mais elevada, assim como em outros estudos, onde o amido

de mandioca foi modificado com solucdo de 0,2 mol L™ de NaCIO por 1 hora de
exposicdo a luz ultravioleta (A=256 nm) (HORNUNG et al., 2015).
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A acdo da enzima na amostra por 36 horas (amostra D) provocou o maior
aumento na temperatura final da 32 perda, sendo que, as amostras B e C néo
diferiram entre si nesse parametro, apesar de aumentarem em relacdo a amostra de
amido nativa (A). No presente estudo verificou-se 0 aumento da temperatura final da
segunda perda de massa para as amostras modificadas, uma vez que a acao da
enzima gera produtos com menor massa molecular, que sdo mais estaveis
termicamente (LACERDA et al., 2008).

O perfil encontrado nas curvas TG foi semelhante a outros amidos estudados,
como amido de pinhdo com adi¢do de agucares (RIBEIRO et al., 2014), amido de
sementes de M. jalapa (RAMOS et al.,, 2015), amido de batata com inulina
(KRYSTYJAN et al., 2015) e amido de mandioca pds termo-oxidacédo (JANKOVIC,
2013).

Na Figura 9, além das curvas TG, é possivel observar as curvas DTA. Pode-
se observar um pico endotérmico para todas as amostras, durante a 12 perda de
massa, pois ocorre um processo de absorcdo de calor para promocdo da
desidratacdo da amostra. No segundo evento de perda de massa observou-se um
pequeno pico endotérmico em todas as amostras, seguido de outros picos
exotérmicos, onde a amostra esta emanando calor, por meio da ocorréncia da
degradacdo, carbonizacdo e oxidacdo da matéria organica, o que ocorre também
durante a 32 perda com um pico exotérmico. Comportamento semelhante foi obtido

por Beninca et al. (2008) para o amido de milho modificado com tratamento &cido.



FIGURA 9 - Curvas TG-DTA das amostras: amido de pinhdo nativo (A) e as modificadas
enzimaticamente por 12 h (B), 24h (C) e 36h (D)
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5.3. CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

As curvas das diferentes amostras de amido pinhdo (nativa e modificadas)
foram registradas a fim de se caracterizar o processo de gelatinizacdo e seus
parametros especificos. A gelatinizagdo ocorre quando os granulos de amido
passam por um aquecimento em presenca de &gua, passando de uma fase
ordenada para uma desordenada, formando um gel (GONI et al., 2008;
BOGRACHEVA et al., 2002).

Os valores dos parametros analisados (To, Tp, T¢, AH) das curvas obtidas
nesse estudo para o amido de pinhdo nativo e tratado enzimaticamente, foram
maiores que o0s encontrados por Costa et al. (2013) que caracterizou quatro
variedades diferentes de amido de pinh&o. Mas sabe-se que a semente de pinh&o
varia suas caracteristicas conforme a origem da amostra analisada. Todas as
amostras apresentaram valores muito proximos de T, e T, como é possivel
observar na Tabela 5. Na literatura sdo encontrados valores de 62,44+0,02 °C de T,
para amido de pinhdo da regido de Ponta Grossa - PR (RIBEIRO et al., 2014).

TABELA 6 - Resultados de DSC para as amostras A, B, C e D.
DSC gelatinizagéo

Amostra
To/ °C Tp/ °C Tc/ °C AH../J g™
(A) 60,00+0,04° 66,26+0,01° 71,49+0,08° 10,63+0,18"
(B) 59,95+0,19" 66,16+0,63" 70,47+2,78° 12,05+0,21°
(C) 60,84+0,05° 67,02+0,01° 71,94+0,07° 9,33+0,18"
(D) 59,76+0,17° 65,01+0,02° 66,23+0,01" 9,93+0,09°

(*) T, “onset” temperatura inicial, Tp temperatura de pico, T, temperatura de concluséo, AHg entalpia
de gelatinizacdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Para os valores de AH, a amostra B, que passou pelo menor tratamento
enzimatico (12 horas), apresentou a maior entalpia de gelatinizacdo, ja as amostras
gue passaram por um maior tempo de hidrélise, tiveram suas entalpias diminuidas.
Em outros trabalhos, observa-se esse comportamento, da amostra com a maior
modificacdo, ter uma menor entalpia em relacdo a nativa, como nos trabalhos: amido
de batata doce e mandioca nativos e tratados termicamente (MU et al., 2013),

amidos de Zea mays L., Fritillaria ussuriensis Maxim. e Dioscorea opposita Thunb.
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nativos e hidrolizados por acao enziméatica (JIANG et al., 2011). Segundo Jiang et al.
(2011) a redug@o na AHg ocorre pela hidrélise das estruturas cristalinas e

helicoidais do amido.

FIGURA 10 - Curvas DSC de: amido de pinh&o nativo (A) e os modificados por acdo enzimatica (B, C
e D)
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Na Figura 10, pode-se observar as curvas de gelatinizacdo do amido, que
iniciaram entre 59-61 °C e concluiram de 66 a 72 °C. Todas as curvas apresentaram

pico endotérmico caracteristico da curva de gelatinizacéo.
5.4. PROPRIEDADE DE PASTA (RVA)

Pelos valores obtidos no RVA observou-se uma diminuicdo nos valores de
viscosidade de pico e viscosidade final, além de um aumento no valor do tempo do
pico para as amostras modificadas, que pode ser observado na Tabela 3. A

tendéncia de retrogradacao (Setback) diminuiu apos o tratamento enzimatico das
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amostras, sendo que os valores obtidos apresentaram-se proéximos entre as
amostras modificadas (de 1751 a 1775 mPa s). As amostras tratadas apresentaram

valores de quebra e viscosidade final menores em relacéo ao nativo.

TABELA 7 - Resultados RVA das amostras: amido de pinhdo nativo (A), e amido de pinhéo
modificado enzimaticamente por 12 h (B), 24 h (C) e 36 h (D).

Temperatura Viscosidade Tempo do Tendeéncia a Viscosidade
Amostra de Pasta/°C de Pico/mPa Picols Retrogradacdo/ Quebra/mPas Final/ mPa s
S mPas
(A) 66,73+0,04°  3204,08+0,11* 379,90+0,14° 1867,50+0,71*>  1686,08+0,11*> 3385,50+0,71°
(B) 67,05£0,01°  279550+0,71° 436,10+0,14°  1775,00+1,41°  1496,50+0,71° 3074,00+1,41°
(C) 67,16+0,01° 2867,50+2,12° 440,40+0,85%°  1756,50+2,12°  1527,50+2,12° 3096,50+2,12"
(D) 66,38+0,04°  2848,50+0,71° 435,35+1,20° 1751,25+0,35°  1533,50+0,71° 3066,25+0,35"

Y'mPa s “milipascal segundo”, s “segundo”. Médias seguidas de mesma letra néo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Em relacdo aos valores de temperatura de pasta, Ribeiro et al. (2014)
obtiveram valores semelhantes para o amido de pinhdo, j& Klein et al. (2013)
obtiveram temperaturas menores, de aproximadamente 64 °C e Stahl et al. (2007)
de 59,6 °C.

As amostras modificadas tiveram a tendéncia a retrogradacéo diminuida pela
acdo da enzima, sendo uma propriedade reoldgica de grande interesse para a
induUstria de alimentos, pois para processos industriais espera-se um menor valor de
retrogradacao (MAIA et al., 1999).

Os perfis reolégicos das amostras nativa e pos-tratamento enzimatico estdo
representados na Figura 11. Perfis semelhantes a estes foram encontrados para
amidos nativos e modificados em outros trabalhos: amido de mandioca modificado
com hidrocoldides (ALBERTON et al., 2014) e amido de mandioca modificado com
acido cloridrico (BENINCA et al., 2013).
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FIGURA 11 - Curvas RVA para a amostra de amido de pinh&o nativo (A) e os modificados por acédo

enzimatica (B, C e D).

3500 100
___Temp
1—e— A
3000{—e—B
(7)) | C ‘ -90
® 2500 ® P '
o %
_80 ~~
EE‘S 2000 - ©
re =
T 1500 70 O
4 ()
8 o
S 1000 =
k%) L 60 @
= 500 =
O_ _50

! | ! | ! | ! | ! | ' I ! I
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Tempo/s

Oliveira et al. (2014) e Beninca et al. (2013) descrevem um comportamento
reoldgico semelhante para amidos de milho ceroso e de mandioca tratados com
acido, em meio aquoso. E Ribeiro et al. (2014) obteve o0 mesmo comportamento
para amostras de amido de pinhdo, comprovando a eficacia e confiabilidade da

analise de RVA na caracterizacdo do comportamento reolégico de pastas amilaceas.
5.5. DIFRATOGRAMAS DE RAIOS X (DRX)

A comparacao entre os padrdes de difratograma de Raios X entre o amido de
pinh&o nativo (A) e os tratados com o complexo enzimatico (B, C e D) &€ mostrado na
Figura 12 e o grau de cristalinidade relativo é apresentado na Tabela 8.

Com os dados coletados, foi possivel observar a diminuicdo da cristalinidade
relativa em todas as amostras enzimaticamente tratadas, ndo havendo diferenca

significativa entre os tratamentos pelo Teste de Tukey a 5% de significancia. A
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reducdo da cristalinidade pode-se ser explicado pela acdo da enzima sobre as
cadeias de amilopectina, que constituem a fase cristalina do amido (CORRADINI et
al., 2005). Sendo assim possivel afirmar a acdo da enzima sob a amilopectina do
amido de pinh&o, pois a cristalinidade das amostras diminuiram apds o tratamento
enzimatico. Pinto et al. (2015) obtiveram um maior valor de cristalinidade relativa
para o amido de pinhdo nativo, de aproximadamente 27,2%, com a diminuicdo com
os tratamentos de calor e baixa umidade aplicados pelo autor, assim como neste

estudo que diminuiu com a modificacdo enzimatica.

TABELA 8 - Grau de cristalinidade relativa para as amostras de: amido de pinh&o nativo (A) e os
modificados com o complexo enzimético (B, C e D).
Grau de cristalinidade

Amostra relativa (%)
A) 22,58+0,35%
() 16,99:0,18"
© 17,22+0,25"
D) 17,66+0,65"

O grau de cristalinidade relativa foi calculado em porcentagem, os picos foram determinados em 2 6.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os padrdes dos difratogramas das amostras mantiveram-se do tipo “C”. Esse
padrdo apresenta caracteristicas intermediarias do tipo “A” e “B” (DAUDT et al.,
2014). Ou seja, amido com o perfil do tipo C (encontrado em rizomas e sementes de
leguminosas), € uma mistura do tipo A (cereais normais e cerosos) e B (tubérculos e
alguns cereais de alto teor de amilose) e € mais complexo do que estes outros perfis
de amidos, pois podem compor o amido do tipo C em proporcdes diferentes,
fornecendo a este propriedades unicas (CAl et al., 2014a; LIN et al., 2015).

Os valores obtidos para os picos da amostra de amido de pinhdo nativo e as
modificadas por agéo enzimatica, estdo na Tabela 9.

TABELA 9 - Picos obtidos por meio dos difratogramas de raios X para a amostra de amido de pinhdo
nativo e as modificadas por ac@o enzimatica.

Amostra Picos (°)
(A) 5,66 15,08 17,16 23,32
(B) - 15,28 17,32 23,17
©) - 15,26 17,34 23,00
(D) - 15,26 17,12 22,96

* Os picos foram determinados em 26
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Segundo Cai et al. (2014a) o difratograma tipico de um amido do tipo C,
mostra fortes picos de difracdo em cerca de 17 ° e 23 ° em 20 e alguns pequenos

picos a cerca de 5,6 ° e 15 ° em 20. Pode-se perceber que os picos obtidos

condizem ao encontrado em outros estudos, porém para as amostras modificadas,

houve o desaparecimento do pico caracteristico em 5,6 °.

FIGURA 12 - Difratogramas de Raios X das amostras de: amido de pinh&o nativo (A), e amido de
pinhdo modificado enzimaticamente por 12 h (B), 24 h (C) e 36 h (D).
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Na literatura foi encontrado um padréo de raios X do tipo “A” para amido de

batata doce e mandioca tratados enzimaticamente (MU et al., 2013; SHARIFFA et al.
2009). Foi encontrado padrdo do tipo “B” para amido de ervilha rugosa (ZHOU,;

HOOVER; LIU, 2004) e semelhante ao presente estudo, um padrao de raios X do

tipo “C” quando os amidos de feijao preto, feijao “Pinto”, lentilha e ervilha lisa foram
tratados enzimaticamente (ZHOU; HOOVER; LIU, 2004).
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5.6. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As micro-imagens obtidas com um aumento de 2000x através do microscopio
eletrdnico de varredura (MEV) estdo representadas na Figura 13. Através delas foi
possivel observar a morfologia dos granulos e obter os valores dos diametros
médios das amostras, que foram respectivamente: (A) 12,42 + 2,46% um, (B) 12,33 +
1,75% um, (C) 14,42 + 3,07* um e (D) 13,98 * 3,31% um. N&o houve diferenca
significativa entre os diametros médios das amostras pelo Teste de Tukey a 5 % de
significancia.

Os valores apresentaram-se muito préximos aos obtidos por Ribeiro et al.
(2014) que obteve o diametro médio de 14 um para o amido de pinhdo analisado,
semelhante também ao amido de abacate, obtido por Lacerda et al. (2014).

O formato dos granulos condiz ao encontrado por Gongalves et al. (2014) e
Costa de Conto et al. (2011), com forma arredondada e uma parte plana com

irregularidades na superficie do granulo.

FIGURA 13 — Micro-imagens obtidas no MEV (com a ampliagdo de 2.00kx) das amostras de amido de

pinhdo nativo (A), e as modificadas enzimaticamente por 12 h (B), 24 h (C) e 36 h (D).




49

Como descrito por Bello-Pérez et al. (2006) o amido de pinhdo € uma mistura
de granulos esféricos e ovais, com tamanho entre 10 e 25 um, caracteristicas que
podem ser observadas pelas micro-imagens das 4 amostras analisadas.

Conforme observado nas micro-imagens, a superficie dos granulos nao
sofreu alteragcdo aparente com a agdo enzimatica, assim como em ervilha lisa, feijao
“Pinto” e feijao preto (KHATOON et al., 2009). Foi observada mudanca na estrutura
dos granulos pés-tratamento enzimatico em: amido de mandioca, batata doce
(CHEN et al., 2011; MU et al.,, 2013; SHARIFFA et al., 2009), milho, arroz
(KHATOON et al.,, 2009) e de forma mais intensa em amido de milho, com
perfuracdes em sua estrutura (SZYMANOWSKA-POWALOWSKA et al., 2012).
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6. CONCLUSAO

Com a composicao centesimal foi possivel quantificar cada componente do
amido de pinh&o nativo e verificar as alteracbes apds a modificacao.

Para os resultados de TG, observou-se que uma hidrélise enzimatica mais
intensa resultou no aumento da temperatura final para cada perda de massa,
portanto a hidrolise elevou a estabilidade térmica das amostras modificadas.

Na analise de DSC observou-se que os parametros T, Tp, Tc néo
apresentaram grande variagdo, ja a AHg apresentou uma diminuicdo apds a
modificagcdo enziméatica.

A anélise RVA mostrou uma semelhanca nos perfis das curvas, com uma
diminuicdo na viscosidade de pico e final, além de um aumento do valor de "tempo
de pico". Houve uma diminuicdo na tendéncia de retrogradacdo em todas as
amostras tratadas.

Por meio da analise DRX, observou-se uma reducdo na cristalinidade das
amostras modificadas, e foi possivel caracterizar o padrao do amido de pinhdo como
tipo C, condizendo com a literatura.

As micro-imagens (MEV) mostraram a estrutura e a superficie dos granulos,
favorecendo a obtengcdo dos didmetros meédios, concluindo-se que ndo houve
nenhuma diminuicdo no diametro das amostras tratadas ou mudanca significativa na
aparéncia das mesmas.

Os resultados obtidos permitiram determinar as propriedades térmicas,
estruturais e reolégicas do amido de pinhdo nativo e hidrolisado enzimaticamente,
possibilitando a aplicacdo futura desde produto na industria alimenticia, farmacéutica

ou papeleira.
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