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RESUMO

Amidos com regides cristalinas menos extensas podem ser usados em diversas
aplicagdes industriais, pois apresentam maior solubilidade a frio, menor temperatura de
gelatinizacdo e maior reatividade. O tratamento térmico a baixa umidade (TTBU) e a moagem
em moinho de bolas sdo métodos de modificacdo fisica que podem resultar em alteracdes na
regido cristalina dos amidos. O objetivo deste projeto foi investigar as alteracdes fisico-
quimicas e estruturais provocadas pelos dois tratamentos em amidos de mandioquinha-salsa e
mandioca. O TTBU foi realizado com amidos condicionados a 30 e 35 % de umidade a 90° C
por 8 horas. A moagem em moinho de bolas dos amidos foi realizada durante 2, 4, 8, 16 e 32
horas. As propriedades fisico-quimicas e estruturais dos amidos foram determinadas. A
moagem em moinho de bolas provocou alteracdes nas propriedades dos amidos,
principalmente ap6s 8 h de tratamento. Os resultados obtidos por HPAEC-PAD, GPC e teor
de amilose indicaram o rompimento das pontes de hidrogénio e ligacdes glicosidicas a (1—6)
das moléculas de amido. A partir dos difractogramas de raios-X foi observado que a area
cristalina dos granulos de amido reduziu com a moagem, o que foi confirmado pela reducao
da cristalinidade nos amidos moidos. Granulos de ambos os amidos moidos a partir de 2 h
apresentaram fissuras que foram observadas por MEV e fragmentos de granulos foram
gerados nos maiores tempos de moagem resultando no aumento do ISA e reducao do IAA. Os
perfis de RVA mostraram reducdo nas viscosidades de pico, de quebra e final e
desenvolvimento de viscosidade inicial com o aumento do tempo de moagem. As
temperaturas de gelatinizagdo reduziram com o aumento do tempo de moagem bem como as
variagdes de entalpia devido a dissociacdo das pontes de hidrogénio. Esses resultados
confirmaram a gelatinizacdo parcial dos amidos, que foi de 82,57 % para o amido de
mandioquinha-salsa e 65,37 % para o amido de mandioca, ap6s 32 h de moagem. O amido de
mandioquinha-salsa foi mais afetado pela moagem devido a seu menor contetido de amilose e
a presenca de defeitos em sua estrutura cristalina. O TTBU ndo provocou alteragdes na
distribuicdo do comprimento das cadeias laterais da amilopectina, distribuicdo do tamanho
molecular e teor de amilose dos amidos, indicando que ndo houve degradacdo das ligagdes
glicosidicas. O padrdo cristalino do amido de mandioca foi alterado de C, para A e o de

mandioquinha-salsa de B para C, enquanto a cristalinidade reduziu nos amidos de



mandioquinha-salsa condicionados a 30 e 35 % de umidade e no amido de mandioca
condicionado a 35 % de umidade. Porém ela aumentou no amido de mandioca condicionado a
30 % de umidade. A morfologia dos granulos, observada por MEV, permaneceu inalterada
com o tratamento, no entanto observou-se a formagao de aglomerados de granulos no amido
de mandioca condicionado a 35 % de umidade e nos amidos de mandioquinha-salsa
condicionados a 30 e 35 % de umidade devido a gelatinizacdo parcial dos granulos que
ocorreu com o TTBU. A solubilidade (ISA) e indice de absor¢do de agua (IAA) de ambos os
amidos aumentaram e o fator de expansao (FE) reduziu. Houve reducao nas viscosidades de
pico e de quebra, aumento na viscosidade final e na tendéncia a retrogradagdo para todos os
amidos tratados. As temperaturas de pico de gelatinizagdo aumentaram e a variagdo de
entalpia reduziu. Esses resultados sugeriram o fortalecimento das regides cristalinas dos

granulos provocado pelo TTBU.

PALAVRAS-CHAVE: amido, estrutura, moagem, tratamento hidrotérmico, gelatinizacgao.



ABSTRACT

Starches with less extensive crystalline regions can be used in different industrial
applications, since they have higher solubility, lower gelatinization temperature and higher
reactivity. Heat-moisture treatment (HMT) and ball milling are physical modification
methods that can result in changes in the crystalline region of the starch. The objective of this
project was to investigate the physicochemical and structural changes caused by these
treatments in Peruvian carrot and cassava starches. The HMT was performed with starch
conditioned at 30 and 35% moisture and kept at 90 °C for 8 hours. The ball milling of
starches was performed for 2, 4, 8, 16 and 32 hours. The physicochemical and structural
characteristics of the starches were determined. The ball milling altered the properties of the
starches, especially after 8 h. Results obtained from HPAEC-PAD, GPC and amylose content
indicated a breaking of hydrogen bounds and a (1—6) glycoside linkages of the starch
molecules. X-ray diffractograms showed that the crystalline area of the starch granules was
reduced by the ball milling. Fissures in the granules were seen under SEM after milling and
granule fragments were generated. There was an increase in the WSI and WAI of the starches
that was positively correlated with an increase in the length of time that the starch was
milled. RVA profiles showed a reduction of peak, breakdown, and final viscosities, as well as
the development of initial viscosity. Gelatinization temperatures reduced as the starch’s
amount of time in the ball milling increased, and there was also a reduction in enthalpy due
to the dissociation of hydrogen bounds. These results confirmed a partial gelatinization of the
starches, which was 82.57 % for Peruvian carrot and 65.37 % for cassava starches after 32 h
of milling. The Peruvian carrot starch was the more affected by ball milling because of both
its lower amylose content and the defects in the crystalline structure of this starch. The HMT
did not change the distribution of branched chains of amylopectin, molecular size distribution
and amylose content of starche, indicating there was no degradation of glycosidic linkages
during treatment. The crystalline patterns of cassava and Peruvian carrot starches changed
from Cy to A and from B to C respectively, while the relative crystallinity decreased in the

Peruvian Carrot starch conditioned at 30 and 35% moisture and in the cassava starch



conditioned at 35 % moisture. However, it increased in the cassava starch conditioned at
30% moisture. The morphology of the granules observed by SEM was not altered by
treatment, however it was observed the formation of agglomerates in the cassava starch
conditioned at 30% moisture and in the Peruvian carrot starches conditioned at 30 and
35% moisture due to partial gelatinization of these starches during HMT. The water solubility
(WSI) and water absorption indices (WAI) of both starches increased and the expansion
factor (EF) decreased. There was a decrease in peak and breakdown viscosities, and an
increase in final viscosity and setback for all treated starches. The gelatinization temperature
increased and enthalpy reduced. These results suggested the strengthening of the crystalline

regions of the granules caused by HMT.

Keywords: starch, structure, ball milling, heat-moisture treatment, gelatinization
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1 INTRODUCAO

O amido ¢ um carboidrato encontrado em abundancia na natureza s6 competindo em
quantidade com a celulose. E composto por dois tipos de macromoléculas, a amilose e

amilopectina, que sdo organizadas em granulos relativamente insoluveis em agua.

O amido usado como ingrediente pode agregar valor caldrico, melhorar as
propriedades funcionais em sistemas alimenticios e desempenhar fun¢des importantes no
controle das caracteristicas de um grande nimero de alimentos processados. Dependendo de
suas caracteristicas, conforme sua origem botanica, pode facilitar o processamento, fornecer
textura, servir como espessante, fornecer solidos em suspensdo e proteger os alimentos

durante o processamento.

Dependendo do tipo de aplicagdo do amido, diferentes caracteristicas funcionais sao
necessarias e assim, fontes botanicas alternativas para a producdo de amido tém sido

investigadas.

A estrutura molecular do granulo de amido pode reforcar ou limitar o alcance de sua
aplicacdo, por ser ela a responsavel pelas propriedades funcionais do amido. Em sua forma
nativa o amido tem seu campo de aplicacao limitada, sendo necessario utilizar de meios de

modificagdo a fim de obter caracteristicas especificas para cada aplicacao.

Os amidos podem ser modificados através de métodos quimicos, fisicos ou enzimaticos.
No entanto os métodos fisicos apresentam vantagens em relacdo aos outros métodos, sao
considerados seguros por ndo envolverem o uso de reagentes quimicos, ndo geram residuos
que necessitam de tratamento, além de ndo apresentarem restricdes pela legislagdo quanto as
quantidades adicionadas em produtos alimenticios, o que torna crescente o interesse nesses
métodos de modificacao (MARTiNEZ—BUSTOS et al.,, 2007; DEVI et al., 2009; KAUR et
al., 2012).

O mercado busca amidos com regides cristalinas menos extensas para diversas
aplicacdes, tais como elaboracdo de produtos instantdneos, pois 0s mesmos apresentam
melhores propriedades fisico-quimicas e maior reatividade. A moagem em moinho de bolas e
o tratamento térmico a baixa umidade sdo dois métodos de modificagdo fisica que podem ser

utilizados tendo em vista a alteracao da estrutura cristalina do amido.
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A moagem em moinho de bolas utiliza de fric¢do, colisdo, choque, cisalhamento ou outras
formas de acdo mecanica para modificar a estrutura cristalina e consequentemente as
propriedades dos granulos de amido (DIOP et al., 2011; LIU et al., 2011; KAUR et al., 2012).
O tratamento pode resultar em mudangas gradativas na estrutura molecular, estrutura
cristalina, solubilidade em agua, caracteristicas térmicas, morfologicas e digestibilidade dos
amidos (HUANG et al., 2007; DHITAL; SHRESTHA; GIDLEY, 2010; KAUR et al., 2012).
Nesse processo a regido cristalina ¢ degradada, podendo ocorrer despolimerizacdo e aumento
da area amorfa, mesmo com o processo acontecendo a temperatura ambiente e a seco (KIM et

al.,, 2001; ANZAl et al., 2011; LIU et al., 2011).

O tratamento térmico com baixa umidade consiste em manter os granulos de amido a
baixos niveis de umidade (menores que 35%), durante certo periodo de tempo a temperaturas
superiores a temperatura de transi¢do vitrea, mas inferiores a temperatura de gelatinizagdo
naquela umidade. O tratamento provoca uma reorganizagdo da estrutura molecular sem
destruir o granulo, podendo, dependendo das condigdes utilizadas, modificar as propriedades
fisico-quimicas, padroes de raios-X, cristalinidade, interagdes entre as cadeias de amido,
inchamento dos granulos, propriedades de pasta, resisténcia a hidrolise acida e enzimatica e

caracteristicas de gel (VIEIRA; SARMENTO, 2008).

Este trabalho teve como objetivo investigar o efeito do tempo de moagem em moinho
de bolas e do TTBU em diferentes condigdes de umidade sobre as caracteristicas estruturais €

fisico-quimicas de amidos de mandioca e mandioquinha-salsa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O AMIDO

O amido ¢ um polimero de elevada massa molecular e fornece de 70 a 80% das
calorias consumidas pelo homem. Além de ser facilmente convertido em muitas substancias
por processos quimicos e bioquimicos, possui papel importante em varios campos da vida
humana.

Formado unicamente de residuos de a-D-glicose, unidos por ligagdes glicosidicas
(BULEON et al., 1998), o amido € um carboidrato encontrado em abundéncia na natureza, s6
competindo em quantidade com a celulose. E a fonte de reserva mais importante de todas as
plantas, presente em sementes, raizes, tubérculos, cereais e frutas. Ocorre naturalmente na
forma de particulas discretas, denominadas granulos, compostos por uma mistura de dois
polimeros: amilose e amilopectina, em propor¢des que variam com a espécie € o grau de
maturacdo da planta (WHISTLER; BeMILLER, 1997). Os granulos siao estruturas
semicristalinas, com regides cristalinas associadas a amilopectina e regides amorfas a amilose
(ZOBEL, 1988; SINGH et al., 2003).

Os amidos apresentam caracteristicas fisicas e quimicas e qualidade nutricional
superiores, quando comparados com outros carboidratos (WHISTLER; BeMILLER, 1997), e
suas propriedades fisico-quimicas e funcionais estdo diretamente relacionadas as
caracteristicas estruturais do granulo, as quais dependem da fonte botanica, local e condi¢des
de crescimento, entre outros fatores (HERMANSSON; SVEGMARK, 1996; SLATERRY:;
KAVAKLY; OKITA, 2000).

A funcionalidade do amido ¢ fungdo principalmente da amilose e amilopectina, assim
como de sua organizagao fisica dentro da estrutura granular (LAJOLO; MENEZES, 2006). A
propor¢ao entre estes polimeros varia com a fonte botanica. Além dos dois polimeros
principais, em alguns amidos um material denominado de material intermediario tem sido
encontrado. Com estrutura bastante heterogénea, que consiste de cadeias lineares com grau de
polimerizacdo (DP) variando entre 50 a 200, este material apresenta algumas ramificag¢des de

baixo peso molecular e cadeias mais extensas que as da amilopectina (BILIADERIS, 1991).
2.1.1 Estrutura do amido

A amilose ¢ formada por uma cadeia linear de unidades de a-D-glicose unidas por

aproximadamente 99% de ligacdes a (1—4) que pode conter de 350 a 6000 unidades de
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glicose (Figura 2.1). Apenas alguns pontos de ramificagdo, entre nove e vinte, formados por
ligacdes a (1— 6), estdo presentes (JANE, 2003; RIBEIRO; SERAVALLI, 2004). O niimero
de ramificagdes das moléculas de amilose depende do tamanho e da fonte botanica do amido.
Amidos de cereais apresentam amilose de menor tamanho molecular do que amidos de raizes
e tubérculos (JANE, 20006).

Em uma das extremidades da cadeia polimérica a unidade terminal de glicose
apresenta uma hidroxila priméria e duas secundarias, assim como um grupamento aldeido
redutor na forma de um hemiacetal interno, denominado final redutor da molécula. A
extremidade oposta, ou final ndo redutor, apresenta uma unidade de glicose contendo uma
hidroxila primaria e trés secundarias. As outras unidades de glicose do polimero apresentam

uma hidroxila primaria e duas secundarias (FRANCO et al., 2001).

Figura 2.1: Representagdo esquematica da estrutura de um fragmento da amilose. Adaptado
de Taggart (2004).

As ramificagdes presentes na molécula de amilose sdo separadas por grandes
distancias, o que permite que o comportamento da molécula seja essencialmente linear, ndo
sendo responsaveis por alteragdes em caracteristicas como massa molecular e capacidade de
formar complexos com iodo, lcoois ou lipideos (BULEON et al., 1998).

A amilose apresenta-se em conformacgdo helicoidal, pois as cadeias de a-D-glicose
enrolam-se de modo espiral, formando uma a-hélice pelas pontes de hidrogénio entre os
radicais hidroxilas das moléculas. No interior da a-hélice estdo localizados os 4atomos de

hidrogénio, que a tornam lipofilica, enquanto os grupos hidroxilas ficam posicionados na
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superficie externa. A hélice ¢ constituida em média por seis residuos de glicose em cada volta
(Figura 2.2). As moléculas de amilose apresentam maior tendéncia a retrogradagdo e
produzem géis rigidos e filmes fortes enquanto que a amilopectina produz géis flexiveis e

filmes fracos (HOOVER, 2001; RIBEIRO; SERAVALLI, 2004).

Figura 2.2: Estrutura helicoidal da amilose. Adaptado de Zeeman, Kossmann e Smith (2010).

A amilopectina ¢ um polimero maior que a amilose, que contém entre 10 mil e 500 mil
unidades de glicose, que apresenta estrutura esférica altamente ramificada, constituida por
centenas de cadeias lineares contendo 20 a 30 unidades de a-D-glicose unidas por ligagdes a
(1—4). Essas cadeias sao unidas entre si através de ligagdes glicosidicas o (1—6), que
representam entre 5 e 6% do total (Figura 2.3) (RIBEIRO; SERAVALLI, 2004; LAJOLO,
MENEZES, 2006).

Figura 2.3: Representacdo esquematica da estrutura da amilopectina. Adaptado de Zeeman,
Kossmann e Smith (2010).
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As ligacdes ramificadas da amilopectina formam duplas hélices que sdo arranjadas em
dominios cristalinos (Figura 2.3). Essas ramificagdes apresentam diferentes comprimentos e
sdo classificadas como cadeias A, B e C (Figura 2.4). Uma molécula de amilopectina consiste
de uma cadeia principal C, que carrega o grupo redutor da molécula, e numerosas cadeias
ramificadas A e B. As cadeias A sdo aquelas que s3o conectadas a outras cadeias via ligagdes
a (1—6), mas ndo apresentam qualquer ramificacdo. Cadeias B sdo aquelas conectadas a
outras cadeias também via ligagdes a (1—6), e que possuem uma ou mais cadeias A ou B

ligadas a ela através de ligagdes a (1—6) (BULEON et al., 1998; FRANCO et al., 2001).

Figura 2.4: Caracteristicas essenciais da estrutura da amilopectina Adaptado de Sajilata,
Singhal e Kulkami (2006).

A amilose e a amilopectina sdo organizadas em granulos de amido. Esses granulos sao
estruturas semicristalinas compostas de macromoléculas arranjadas na direcdo radial,
associadas paralelamente formando pontes de hidrogénio, que resulta no aparecimento de
regides cristalinas ou micelas (Figura 2.5). Os granulos de amido sdo formados por camadas
concéntricas amorfas e semi-cristalinas alternadas com espessura entre 100 e 400 nm, que
sdo denominadas ané¢is de crescimento (PEREZ; BERTOFT, 2010). Quando vistos sob luz
polarizada os granulos apresentam uma tipica cruz de Malta, devido a sua birrefringéncia
resultante do alto grau de organiza¢do molecular (RIBEIRO; SERAVALLI, 2004; PEREZ;
BERTOFT, 2010).

As dareas cristalinas mantém a estrutura dos granulos, controlam seu comportamento na
agua e os tornam relativamente resistentes ao ataque enzimatico e quimico (CIACCO; CRUZ,

1982; BILIADERIS, 1991). A fase gel ou regido amorfa é menos densa que a cristalina, mais
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suscetivel a modificagdes quimicas e enzimaticas e absorve 4gua mais prontamente em
temperaturas inferiores a temperatura de gelatinizagao (BILIADERIS, 1991).

A ordem cristalina dos granulos de amido ¢ o fator basico que influencia as
propriedades funcionais. O colapso da ordem cristalina dos granulos manifesta mudangas
irreversiveis nas suas propriedades, tais como inchamento do granulo, perda de
birrefringéncia Optica, desenrolamento e dissociagdo da dupla hélice e solubilidade do amido
(SINGH et al., 2003).

Granulos de amido apresentam estruturas cristalinas com padrdes de difracao de raios- X
especificos, sendo classificados como dos tipos A, B ou C. A forma polimoérfica do tipo C ¢
provavelmente a mistura dos tipos A € B em diversas propor¢des, podendo ser classificada como
Ca e Cp de acordo com sua proximidade com os polimorfismos tipo A ou B. (GALLANT;
BOUCHET; BALDWIN, 1997; HIZUKURI et al. 1997). Sarko ¢ Wu (1978) propuseram uma
estrutura cristalina para amilose A e B, baseada em duplas hélices, de fios paralelos, voltada
para o lado direito, com 6 unidades glicosidicas por volta. Na unidade celular estas duplas
hélices encontram-se empacotadas. Para os dois tipos polimorfos, A e B, a conformagao das
duplas hélices ¢ a mesma. Contudo as diferengas estdo no empacotamento cristalino e no teor
de 4gua. A amilose A apresenta uma unidade celular ortorrombica, com 8 moléculas de dgua e
a amilose B, uma unidade celular hexagonal com 36 moléculas de agua ocupando um canal
central (Figura 2.5) . A estrutura C ¢ intermediaria entre as formas A e B na densidade do

empacotamento.

Figura 2.5: Anéis de crescimento no granulo; Estrutura da amilopectina na formagao de
regides amorfas e cristalinas; Arranjos de empacotamento dos padrdes
cristalinos A e B. Adaptado de Zeeman, Kossmann e Smith (2010).
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Vérios modelos foram propostos para o0 modo como a amilopectina estd arranjada no
interior do granulo nos ultimos 40 anos (NIKUNI, 1969; FRENCH, 1973; LINEBACK,
1986), o mais aceito até hoje é o modelo proposto por French (1973) e Robin et al. (1974)
demonstrado na Figura 2.6. Esses autores propuseram um modelo no qual clusters, associados
de cadeias do tipo A, com comprimento de 60 A e DP 15, formariam uma camada cristalina
com 60 A de espessura na direcdo do eixo da cadeia. As cadeias B poderiam se estender por
dois ou mais “clusters”, cada “cluster” seria formado pela associagdo de 2 ou 3 cadeias A.
Esses clusters associados constituiriam a fragdo do granulo resistente a hidrolise 4cida. Nas
areas intercristalinas entre os clusters ou camadas cristalinas estariam localizadas a maior

parte das ligag¢des a (1—6).

oOP =15 (60 A)

P S
““cluster”

Figura 2.6: Estrutura proposta para amilopectina de batata. 1 = drea compacta; 2 = drea menos
compacta, rica em pontos de ramifica¢do; @ = extremidade redutora. Adaptado de
Robin et al. (1974).

Gallant, Bouchet e Baldwin (1997) sugeriram um novo modelo de “clusters” para a

amilopectina e uma estrutura lamelar para o granulo de amido. Observaram que as regides
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cristalinas sdo predominantemente localizadas nas camadas mais compactas (120-400 nm de
espessura) dos granulos e sdo compostas por pilhas de lamelas cristalinas. Essas lamelas
apresentam em média 9-10 nm de espessura, embora nem sempre sejam retas, paralelas ou
com espessura uniforme. Acredita-se que as lamelas cristalinas consistam de “clusters”
formados pelas duplas hélices das cadeias laterais da amilopectina, alternados com lamelas
amorfas formadas pelas regides de ramificagdo da amilopectina. Imagens de microscopia
eletronica de transmissdao das lamelas cristalinas indicam que as regides entre os “clusters”
sejam de natureza amorfa, portanto a lamela cristalina ndo ¢ continua, como mostrado no

esquema da Figura 2.7.

Figura 2.7: Diagrama esquematico dos ‘“clusters” de cadeias laterais de amilopectina na
lamela cristalina. C, lamela cristalina; A, lamela amorfa; a, regides amorfas entre
os “clusters” cristalinos. Adaptado de Gallant, Bouchet e Baldwin (1997).

Gallant, Bouchet e Baldwin (1997) também sugeriram que as camadas cristalinas e
amorfas da amilopectina sdo organizadas dentro de estruturas maiores esféricas denominadas
bloquetes, com diametros que variam entre 20 a 500 nm, de acordo com a fonte botanica. A
regido semicristalina seria formada por bloquetes menores, que indicam menor organizacao
cristalina, e a cristalinidade da amilopectina seria reduzida, principalmente devido a maior
interacdo com a amilose (Figura 2.8). O tamanho dos bloquetes parece ser um fator
importante na resisténcia do granulo de amido, porém outros fatores como teor de amilose,

localizagdo e interacdo com amilopectina também sdo relevantes.
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A localizacdo exata da amilose no interior do granulo ainda ndo ¢ bem clara. De
acordo com Jane (2006) a amilose concentra-se nas regides periféricas do granulo, onde estdo
fortemente associadas as moléculas de amilopectina. Copeland et al. (2009) afirma que as
moléculas de amilose sdo localizadas nas camadas de menor densidade dos anéis de
crescimento, embora elas também possam estar localizadas entre as camadas cristalinas da

amilopectina, interrompendo o empacotamento da amilopectina.

Figura 2.8: Representacdo esquemdtica da estrutura do granulo de amido. Adaptado de
Gallant, Bouchet e Baldwin (1997).

2.2 PROPRIEDADES FUNCIONAIS DOS AMIDOS

Os granulos de amido sdo insoluveis em agua fria. No entanto, quando o amido ¢
disperso em 4agua, moléculas de amilose migram para a solugdo. Com o aquecimento da
suspensdo de amido em 4gua acima de uma temperatura critica, os granulos passam a

absorver dgua e intumescem, aumentando em muitas vezes o tamanho original. A abundancia
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de grupos hidroxila nas moléculas de amido confere caracteristicas hidrofilicas, porque
permite que o polimero estabeleca ligagdes de hidrogénio com a dgua (MUNHOZ; WEBER:
CHANG, 2004).

Durante o aquecimento do amido em excesso de agua, ocorre a penetracdo da dgua no
interior do granulo. A agua penetra inicialmente nas regides amorfas, pois as pontes de
hidrogénio nessas regides sdo ligacdes mais fracas e mais facilmente rompidas, permitindo a
hidratacdo e inchamento do granulo de amido. Com o aumento da temperatura, o inchamento
do granulo aumenta, assim como a absorc¢ao de agua, resultando na perda da ordem cristalina
e, por esse motivo, da birrefringéncia, pois hd a dissociacdo de duplas hélices da regido
cristalina, e também a lixiviagdo da amilose (BILIADERIS, 1991; HOOVER, 2001; SINGH
et al., 2003).

O inchamento predomina até uma temperatura determinada, causando o aumento da
viscosidade e formacao da pasta de amido. Apds algum tempo os granulos comegam a romper
provocando uma queda na viscosidade (THOMAS; ATWELL, 1999; SINGH et al, 2003). A
gelatinizacdo € o colapso, ou rompimento da ordem molecular no interior dos granulos que
provoca mudangas irreversiveis nas propriedades do amido, tais como aumento do tamanho
granular, fusdo dos cristais, perda da birrefringéncia, desenvolvimento de viscosidade e
aumento na solubilidade (SINGH et al., 2003).

A gelatinizacdo e as propriedades de inchamento sdo controladas parcialmente pela
estrutura molecular da amilopectina, propor¢ao de amilose/amilopectina, teor de fosforo e
razao entre as regides cristalinas e amorfas. A intensidade da perfeicdo cristalina ¢ refletida na
temperatura de gelatinizagao (TESTER, 1997; SINGH et al., 2003).

O processo de gelatinizagdo inicia a partir do hilo do granulo e se expande
rapidamente para a periferia, a regido amorfa ¢ inicialmente afetada devido ao
enfraquecimento das pontes de hidrogénio dessa regido. As temperaturas e entalpias
associadas as endotermas de gelatinizagdo variam entre amidos de diferentes fontes botanicas
(SHING et al.,, 2003). Segundo esses autores essas variacdes podem ser relacionadas a
diferencas na propor¢cdo de cadeias longas de amilopectina. Essas cadeias requerem
temperaturas mais elevadas para a dissociagdo completa do que as duplas hélices de cadeias
mais curtas. A extensdo da perfeicdo cristalina também reflete nas temperaturas de

gelatinizacdo (TESTER, 1997).
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A retrogradacao ocorre durante o resfriamento e armazenamento dos géis de amido,
quando se inicia a reassociacdo das moléculas de amido em uma estrutura mais ordenada e
consequentemente menos soluvel. As moléculas de amilose formam duplas hélices com 40 -
70 unidades de glicose, enquanto as cadeias de amilopectina cristalizam por associagdo das
ramificagcdes mais curtas (SINGH et al., 2003). Sob condi¢des favoraveis, esta estrutura pode
ser desenvolvida em forma cristalina, com particulas maiores que podem precipitar. Durante
esse processo ocorre a separacdo das fases polimero e solvente, com perda da agua ligada as
cadeias de amilose, fenomeno conhecido como sinérese (LOBO; SILVA, 2003;
ELFSTRAND et al., 2004).

De acordo com Singh et al. (2003) o conteido de amilose ¢ um dos fatores que
influencia a retrogradagao do amido. Quanto maior o contetido de amilose, maior a tendéncia
a retrogradacgdo. Outros fatores como a fonte botanica do amido, concentragao, condi¢des de
aquecimento e resfriamento, pH e presenca de solutos como lipideos e agucares também sao
determinantes nesse processo (LAJOLO; MENEZES, 2006).

As mudangas que ocorrem durante a gelatinizacdo e retrogradagdo do amido sdo
determinantes no comportamento de pasta, as quais sdao medidas principalmente pelas
mudancas na viscosidade durante o aquecimento e resfriamento de dispersdes de amido
através de equipamentos como o viscoamilografo Brabender ou Répido Visco Analisador
(RVA) (FRANCO et al., 2001).

As propriedades térmicas sdo determinadas por calorimetro diferencial de varredura
(DSC) que estuda as transi¢des de fase dos amidos, detectando o fluxo de calor associado com
as transicoes de ordem e desordem, dando a medida quantitativa da gelatinizagao

(DONOVAN; LORENZ; KULP, 1983).

2.3 AMIDOS MODIFICADOS

A estrutura molecular do granulo pode reforcar ou limitar o alcance da aplicagdo do
amido. Por exemplo, o arranjo compacto das moléculas na regido cristalina dificulta o contato
da 4gua ou outros reagentes quimicos com as moléculas do amido. Como resultado obtém-se
uma maior temperatura de gelatinizagdo e menor reatividade quimica do amido. A alta massa
molecular e a extensa rede formada pelas pontes de hidrogénio conduzem a alta temperatura

de gelatinizagdo e menor fluidez (HUANG et al., 2007).
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A produgdo de amidos modificados ¢ uma alternativa utilizada para superar uma ou
mais limitagdes dos amidos nativos e assim aumentar a utilidade deste polimero nas
aplicagoes industriais (APLEVICZ; DEMIATE, 2007; ZAVAREZE et al., 2009).

A estrutura quimica do amido pode ser alterada por métodos quimicos: acidificagdo,
oxidagdo, fosfatagdo, etc.; fisicos: tratamento hidrotérmico, degradacao radioativa, irradiacao
por micro-ondas, ultra-sonografia, extrusdo, processos de ativagdo mecanica; degradagdo
enzimatica; ou pela combinacdo de um ou mais métodos, com a formagdo de produtos com
propriedades fisico-quimicas diferentes daquelas do amido nativo (CEREDA; VILPOUX;
DEMIATE, 2003; SILVA et al., 2006).

Os amidos s3ao modificados tendo como principais objetivos modificar as
caracteristicas de cozimento, diminuir a retrogradacdo, reduzir a tendéncia das pastas em
formar géis, aumentar a estabilidade das pastas ao resfriamento e congelamento, aumentar a
transparéncia, melhorar a textura das pastas ou géis, melhorar a formagao de filmes, aumentar
a adesividade, adicionar grupamentos hidrofébicos ou introduzir poder emulsificante
(BeMILLER, 1997).

Existe uma grande vantagem no uso de modificagdes fisicas sobre as quimicas. Os
amidos modificados por processo fisico ndo sao limitados pela legislacio quanto as
quantidades utilizadas (CEREDA; VIULPOUX; DEMIATE, 2003). Além disso, as
modificagdes fisicas apresentam menores custos, quando comparados aos métodos quimicos e
enzimaticos, por ndo empregarem reagentes quimicos ou enzimas € nao exigir tratamento de
residuos.

O principio do método fisico € proporcionar o aumento de energia necessario para
quebrar as ligagdes quimicas (LIU et al., 2006). De acordo com Cereda, Vilpoux e Demiate
(2003) apesar da vantagem dos amidos modificados fisicamente, sdo poucos os relatos da
literatura sobre essas modificagdes e existe um nimero muito maior de pesquisas e patentes
relacionadas a modificagdes quimicas de amidos

Entre os métodos fisicos, a moagem em moinho de bolas e o tratamento térmico a
baixa umidade tém grande destaque, por serem facilmente realizados e resultarem em
mudangas significativas nas propriedades fisico-quimicas e funcionais dos amidos, com
alteracdo da estrutura cristalina, podendo resultar, por exemplo, em amidos de maior
solubilidade a frio e menor temperatura de gelatinizagdo, que apresentem grande

aplicabilidade na produgdo de alimentos instantaneos.
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2.3.1 Moagem em moinho de bolas

A ativagdo mecanica como uma modificacdo fisica pode ser utilizada para danificar ou
micronizar amidos. Amidos micro-granulares apresentam uma sensacao cremosa na boca,
atributo desejavel em formulagdes com baixo teor de gordura (MALINSKI et al., 2003). O
método de modificagdo de amidos por ativagcdo mecanica consiste no uso de fric¢do, colisdo,
cisalhamento e outras agdes mecanicas para modificar a estrutura cristalina e propriedades dos
granulos de amido (DIOP et al., 2011; LIU et al., 2011; KAUR et al., 2012).

A forga mecanica da moagem em moinho de bolas pode resultar em mudancas
gradativas na estrutura molecular, estrutura cristalina, solubilidade em &agua, caracteristicas
térmicas e morfologicas dos amidos (HUANG et al., 2007; DHITAL; SHRESTHA; GIDLEY,
2010). Nesse processo ocorre a destruicdo da regido cristalina do amido nativo,
semicristalino, podendo levar a uma leve despolimerizagdo e formagdo de estrutura amorfa,
mesmo sem a adi¢do de agua e calor (ANZAI et al., 2011; LIU et al., 2011).

A moagem ¢ conduzida em estado s6lido, e a acdo das bolas ndo ¢ homogénea. O
rompimento das ligagdes glicosidicas ¢ dependente da frequéncia da a¢ao das bolas e da forga
do impacto que dependem do didmetro do cilindro, quantidade de bolas e velocidade de
rotacdo durante a moagem. Esse rompimento ¢, portanto, diferente entre as regides
superficiais e internas do granulo. Como resultado se obtém mudangas moleculares distintas
entre os componentes dos granulos de diferentes regides (TAMAKI et al., 1997).

Segundo HUANG et al. (2007) o processo de ativagdo mecanica ¢ divido em duas
etapas. Na primeira etapa as operacdes de cisalhamento, impacto e atrito entre a matriz de
moagem e o amido quebram os granulos em pequenos fragmentos. Essa etapa também rompe
as pontes de hidrogénio no granulo, reduzindo e criando defeitos na regido cristalina,
incluindo mudangas na estrutura. Neste momento, as superficies de alguns granulos sao
espontaneamente ativadas, e, aglomerados sdo produzidos, resultando em mudangas no
tamanho das particulas grandes. Contudo, granulos pequenos também sdo produzidos. A
distribuicdo do tamanho dos granulos torna-se mais ampla e uniforme. Na segunda etapa um
determinado valor de granulacdo ¢ atingido e os granulos tornam-se mais resistentes e dificeis
de quebrar. Destruir esses granulos se torna impossivel, apenas transformacdes plasticas
podem ocorrer. Desta forma, a regularidade da rede cristalina desaparece.

Amidos cerosos e de baixo conteudo de amilose sdo facilmente danificados pela

moagem. A amilose, quando presente em grandes quantidades na forma de amilose livre, ou
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em quantidades normais, mas complexada com lipideos, exerce um efeito protetor nos
granulos amortecendo o impacto nas regides cristalinas e assim, diminuindo os danos
causados pela moagem (TESTER, 1997). Em amidos de arroz o aumento nos tempos de
moagem resultou na reducao e desaparecimento da birrefringéncia, picos de difra¢do de raios-
X e das endotermas de gelatinizagdo, indicando que os granulos semicristalinos eram
progressivamente convertidos ao estado amorfo (JANE et al, 1999). No amido de trigo
moido houve redugdo da ordem cristalina e conteido de duplas hélices de amilopectina
(MORRISON; TESTER, 1994).

Granulos danificados sdo facilmente hidratados e tém maior solubilidade em 4gua fria
que granulos intactos, no entanto o poder de inchamento ¢ dependente do nivel dos danos e do
tipo de amido (MORRISON; TESTER, 1994; TESTER, 1997).

De acordo com Ren (2010), depois da micronizagdo do amido de mandioca, onde as
camadas mais externas do granulo foram removidas durante o processo de moagem, como se
o granulo fosse descascado, a estrutura do cristal de amido foi quebrada, o grau de desordem
aumentou, o grau de cristalinidade e a temperatura de fusdo diminuiram. Portanto, ao
contrario dos amidos nativos, o granulo de amido micronizado absorve menos agua e ¢
facilmente gelatinizado por tratamento térmico, devido a quebra ou enfraquecimento das
cadeias poliméricas. Normalmente, a transicdo vitrea refere-se a fase de transferéncia do
estado amorfo para o estado cristalino. A quantidade de agua disponivel no sistema ¢
aumentada quando o tamanho do granulo de amido ¢ reduzido, causando queda na
temperatura de transi¢do vitrea.

A moagem em moinho de bolas pode induzir a gelatinizagao sem aplicagao de calor e
agua, mantendo o tamanho do granulo apos o tratamento (TAMAKI et al., 1997). A
gelatinizacao a frio dos amidos danificados mecanicamente tem resultados muito similares a
gelatinizacdo causada por aquecimento (MORRISSON; TESTER; GIDLEY,1994).

SCHOENE (1969) afirmava que a producdo de defeitos cristalinos, transformacgao do
padrdo cristalino e formacdo de material ndo cristalino em amidos submetidos 2 moagem,
juntamente com a formacdo de ligagdes insaturadas a partir da quebra de ligagdes da
superficie e geragcao de ions e elétrons livres, induzem a energia da rede cristalina a aumentar.
A rapida formagao de fissuras internas nos granulos faz com que sua temperatura superficial e

pressao aumentem.
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As razdes para os granulos danificados de amido apresentarem diferentes niveis de
hidratacdo ainda ndo s3o totalmente claras, mas algumas teorias tém sido propostas. A
existéncia de uma camada externa ao granulo, com propriedades diferentes das regides
internas que protege o granulo da hidrata¢do ¢ uma das explicagdes, mas uma série de fatores
combinados seria também responsavel pelas diferentes propriedades do amido danificado
(BALDWIN et al.,1994).

Diferencas entre as estruturas internas e externas do granulo tém sido relatadas,
indicando que o carater inerte do amido ¢ provavelmente devido ao seu diferente arranjo na
superficie e no interior do granulo. Os danos mecanicos podem causar a quebra da estrutura
na periferia do granulo levando ao aumento do acesso de dgua ao seu interior. Muitas
propriedades do amido dependem da propor¢do de cadeias dos polissacarideos que estdo em
estado ordenado. O processo de moagem diminui a cristalinidade do amido e assim facilita o
acesso da dgua ao granulo através da rede de fissuras desordenadas na estrutura granular

(BALDWIN et al., 1994).

2.3.2 Tratamento Térmico a Baixa Umidade

O tratamento térmico a baixa umidade (TTBU) ¢ definido como um tratamento fisico
que envolve a incubagdo dos granulos de amido a baixos niveis de umidade (menores que
35%) durante determinado periodo de tempo, com temperaturas acima da temperatura de
transicdo vitrea, mas abaixo da temperatura de gelatinizacdo naquela umidade. A temperatura
do TTBU, no entanto, deve ser escolhida considerando a temperatura de gelatinizagdo do
amido no nivel de umidade aplicado. Alguns resultados mostram que o TTBU pode ser
influenciado pela gelatinizagao parcial do amido (JACOBS; DELCOUR, 1998). O tratamento
hidrotérmico a diferentes temperaturas e quantidades de dgua pode ser aplicado para melhorar
algumas das propriedades funcionais de amidos tais como alta resisténcia ao aquecimento, a
acidos, deformagao mecanica, além de alta estabilidade de pasta (HOOVER; VASANTHAN,
1994).

O tratamento causa mudangas notaveis na cristalinidade do amido devido ao rearranjo
ou maior grau de associacdo das cadeias (JYOTHI; SAJEEV; SREEKUMAR, 2010). A
estrutura granular do amido ndo ¢ destruida (GUNARATNE; HOOVER, 2002). Podem
ocorrer, dependendo das condigdes utilizadas no processo, mudangas nos padrdes de raios-X,

cristalinidade, interagdes entre as cadeias, inchamento dos granulos, propriedades de pasta,
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resisténcia a hidrolises 4cida e enzimadtica e nas caracteristicas do gel (JACOBS; DELCOUR,
1998; GUNARATNE; HOOVER, 2002; LAWAL; ADEBOWALE, 2005).

A extensdo e o tipo de modificacdo ocorrida dependem da fonte de amido. Amidos de
raizes e tubérculos sdo mais suscetiveis ao TTBU do que amidos de leguminosas e cereais
(HOOVER; VASANTHAN, 1994).

O TTBU promove a interagdo das cadeias poliméricas através do rompimento da
estrutura cristalina e dissociagdo das estruturas de duplas hélices na regido amorfa e posterior
rearranjo dos cristais rompidos durante o tratamento (GUNARATNE; HOOVER, 2002;
VIEIRA; SARMENTO, 2008).

As caracteristicas de diferentes fontes botanicas submetidas a varias condicdes de
tratamento hidrotérmico permitiram concluir que o tratamento induz a mudangas ndo apenas
nas regides cristalinas, mas também nas regides amorfas dos granulos. O conteudo e o
comprimento das cadeias de amilose sdo dois fatores importantes na determinacdo das
propriedades fisicas dos produtos finais. A formagdo de complexos amilose-lipideos durante o
tratamento foi verificada, em amidos de cereais, resultando na maior estabilidade térmica dos
amidos tratados (LAWAL, 2005; CHUNG; LIU; HOOVER, 2009).

Os resultados obtidos por Franco, Ciacco e Tavares (1995) para o tratamento térmico
de amido de milho mostraram que em baixos niveis de umidade, cerca de 18%, o tratamento
térmico causou uma reorganizacdo das moléculas no granulo de amido com fortalecimento
das forcas de ligagdo resultando no aumento da cristalinidade e conseqiientemente na menor
capacidade de absor¢do de agua e porcentagem de hidrdlise. No entanto com um teor de
umidade de 27% foi possivel observar reducdo no grau de cristalinidade, causado pelo
enfraquecimento das forcas de ligagao no interior do granulo, facilitando a absorcao de agua.

No trabalho de Vieira e Sarmento (2008), o amido de mandioquinha-salsa submetido
ao TTBU (27% de umidade, 100°C por 16 horas) apresentou alteracdes em praticamente
todas as propriedades de pasta, exceto na temperatura de pasta. O pico de viscosidade foi
reduzido significativamente e a viscosidade de quebra desapareceu. O TTBU tornou o amido
menos suscetivel ao rompimento a altas temperaturas e taxas de cisalhamento. A viscosidade
final foi maior devido a maior tendéncia a retrogradacao.

Segundo Vieira e Sarmento (2008), as mudancas nas propriedades de pastas dos

amidos causadas pelo TTBU podem ser consideradas como uma alternativa as modificagdes
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quimicas para modificar as condi¢cdes de gelatinizagdo e retrogradagdo de amidos de raizes e

tubérculos.

2.4 MANDIOQUINHA-SALSA

A mandioquinha-salsa (4rracacia xanthorrhiza) é uma antiga cultura Sul-americana,
cultivada na regido Centro-Sul do Brasil, onde ocorrem condi¢des climaticas similares as de
seu local de origem (PEREZ et al. 1999; MENEGASSI et al., 2007).

Em relagdo ao valor alimenticio da mandioquinha-salsa, as raizes tuberosas
comumente consumidas constituem um alimento de alto valor nutritivo, especialmente
quando comparada com outras espécies amildceas como a mandioca, batata, cara e batata-
doce. Caracteriza-se como um alimento essencialmente energético, apresentando 25 g de
carboidratos, em média, por 100 g de raiz. Embora se constitua uma boa fonte de vitamina A
€ niacina, apresenta também considerdveis niveis de minerais, como calcio, fosforo e ferro.
Dos carboidratos totais, a maior fracdo corresponde ao amido, que representa cerca de 80%
(PEREIRA, 1995).

Devido a seu elevado conteudo de amido, que varia entre 20-25%, e altos rendimentos
agrondmicos obtidos no campo ¢ considerada uma fonte potencial de amido para utilizacao
em grande escala (PEREZ et al. 1999). Segundo Horimoto e Cabello (2007) o amido de
mandioquinha-salsa apresenta alta capacidade de reten¢ao de agua, antes do rompimento dos
granulos, apresentando ainda alta viscosidade de quebra que representa baixa resisténcia a
temperatura e agitacdo mecanica.

De acordo com Rocha, Demiate e Franco (2008), este ¢ um amido de facil cozimento,
apresentando baixa temperatura de gelatinizacao e alta viscosidade de pico, apresenta baixa
tendéncia a retrogradagao e sinérese, contribuindo para sua alta digestibilidade. Devido a suas
caracteristicas especiais, ¢ uma matéria-prima bastante utilizada no preparo de sopas,

papinhas infantis, paes, purés e bolos.

2.5 MANDIOCA
A mandioca (Manihot esculenta Crantz) ¢ uma das principais culturas dos tropicos da
qual dependem mais de meio milhdo de pessoas no mundo (ARYEE et al., 2006). No Brasil, é

uma cultura produzida em praticamente todo o territorio nacional, sendo que a regido Sul

concentra unidades produtoras de farinha e amido (APLEVICZ; DEMIATE, 2007).
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O amido de mandioca apresenta baixo custo devido ao grande volume de produgao no
Brasil. Segundo dados da Organizacdo das Nagdes Unidas para agricultura e alimentagdo
(FAO) divulgados em 2010, o Brasil ¢ o terceiro maior produtor mundial de mandioca, e a
producdo estimada para o ano de 2011 ¢ de 27,1 milhdes de toneladas (IBGE, 2011).

Além disso, o amido de mandioca apresenta caracteristicas fisico-quimicas de grande
interesse industrial (APLEVICZ; DEMIATE, 2007). Quando aquecido em agua este amido
apresenta alta viscosidade a quente, alta viscosidade de quebra e baixa tendéncia a
retrogradacdo. Sua pasta € transparente e apresenta boa claridade. Apresenta temperatura
inicial de gelatiniza¢do baixa e forma gel pouco estavel, no entanto sua baixa temperatura de
pasta, sabor neutro, baixa tendéncia a retrogradacao, alta claridade da pasta o tornam um bom

ingrediente para utilizagdo em produtos alimenticios (SERRANO; FRANCO, 2005).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

Raizes frescas de mandioca (Manihot esculenta) da variedade Fécula Branca, colhidas
10 meses apds o plantio e, de mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza) da variedade
Senador Amaral, colhidas 9 meses ap6s o plantio, foram utilizadas neste trabalho. Todos os

reagentes utilizados foram puros para andlise.

3.2 METODOS

3.2.1 Extracao dos amidos

O isolamento dos amidos de mandioca e mandioquinha-salsa foi realizado conforme
metodologia descrita por Peroni, Rocha e Franco (2006). As raizes foram lavadas em agua
corrente em seguida descascadas, picadas e entdo trituradas com dagua destilada
(aproximadamente 10 °C) em liquidificador industrial durante 1 min para mandioca e 30 s
para mandioquinha-salsa, em uma proporg¢ao de 1:1 (v/v).

A massa obtida foi filtrada utilizando peneiras com malhas de 0,177 mm (80 mesh) e
0,74 mm (200 mesh). A fibra retida na primeira peneira foi triturada novamente com agua
destilada (proporcao 1:1 v/v), por 15 s e filtrada. O filtrado foi levado a camara de
refrigeracdo a 4°C por 12 h para a decantagdo do amido. Apds esse periodo o amido foi
recuperado por sifonagdo e novamente suspenso em agua, decantado por 12 h a 4°C,
recuperado por sifonagdo e entdo seco em estufa com circulacao de ar a 38 °C. O amido foi
moido em almofariz, para desintegracdo de grumos e peneirado em peneira com malha de

0,210 mm (70 mesh).
3.2.2 Caracterizacao dos amidos
3.2.2.1 Composicao quimica
Os teores de umidade, lipideos, proteinas e cinzas dos amidos foram determinados de

acordo com os Approved Methods of Cereal Chemists (AACC, 2000). O teor de fosforo foi

determinado de acordo com o método espectrofotométrico de Smith e Caruso (1964). O teor
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de carboidratos foi determinado por diferenga. Todas as determinagdes foram realizadas em

triplicata.
3.2.3 Tratamentos fisicos dos amidos

3.2.3.1 Moagem em moinho de bolas

Os amidos foram moidos em moinho de bolas (modelo MA 500, Marconi) por
periodos de 2, 4, 8, 16 e 32 h a uma velocidade de 108 rpm. Bolas de ceramica alumina ($ 20
mm, 1058 g) foram adicionadas as amostras de 150 g de amido em um jarro de 90 mm de

didmetro e 150 mm de altura. Para cada tempo de moagem foram feitas duas repeticdes.

3.2.3.2 Tratamento térmico a baixa umidade (TTBU)

O tratamento térmico dos amidos foi realizado utilizando o método descrito por
Chung, Liu e Hoover (2009), com modificagoes.

A umidade dos amidos foi elevada a 30 % e 35 %. A quantidade de 4gua destilada

necessaria para condicionamento das amostras foi calculada utilizando a Equacao 1.
A=|[100=Ui s, (1)
100—Uf

A(g) = quantidade de agua a ser adicionada

Onde:

Ui (%) = umidade inicial da amostra
Uf(%) = umidade desejada da amostra

m (g) = massa de amostra.

Amostras (300 g) de amido foram misturadas a agua destilada, que foi adicionada com
auxilio de conta-gotas, em batedeira a velocidade minima, em intervalos de 5 min entre cada
adicdo de 4gua. Apos adi¢do de toda a dgua, as amostras foram misturadas por mais 10 min
para perfeita homogeneizagdo. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e
mantidas sob refrigeragdo por 24 h para equilibrio da umidade.

As amostras de amido com umidades de 30 e 35 % foram entdo colocadas em placas
de Petri que foram tampadas e vedadas com fita adesiva. As placas foram levadas a estufa

com circulagdo de ar a uma temperatura de 90 °C durante 8 h. Apos o tratamento o amido foi
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retirado das placas e seco em estufa a 38 °C. Os tratamentos foram realizados com duas

repeticdes para cada condigdo.

3.2.4 Distribuicdo dos comprimentos de cadeias ramificadas da amilopectina

3.2.4.1 Desramificagdo dos amidos

Os amidos nativos e modificados foram inicialmente desengordurados segundo
procedimento descrito por Jane e Chen (1992), com modificagcdes. Amostras de 50 mg de
amido foram dispersas em 5 mL de solucdo de DMSO 90 %. A suspensdo foi mantida em
banho de agua fervente durante 1 h com agita¢do, e por mais 16 h a temperatura ambiente.
Uma aliquota de 0,5 mL da dispersdo de amido foi misturada a 2 mL de etanol absoluto e o
amido precipitado foi recuperado por centrifugacdo a 12000 x g por 10 min. As amostras
desengorduradas foram desramificadas seguindo o procedimento descrito por Wong e Jane
(1995). A 5 mg de amido desengordurado foram adicionados 1,8 mL de agua ultra pura (18
MQ.cm) e as amostras foram mantidas em banho de agua fervente por 30 min com agitag3o.
Ap0s resfriamento, 0,2 mL de tampdo acetato 0,1 M pH 3,5, 6 uL de solug@o de azida 10 %
(m/v) e 3 puL de isoamilase (Megazyme, 3 U), foram adicionados e a suspensao foi incubada a
40 °C por 16 h sob agitacao de 100 rpm. Apds este periodo, o pH foi ajustado para 6,5 - 7,0
com NaOH 1M e a suspensdo foi colocada em banho de 4gua fervente por 15 min, para
inativagao da enzima. Apos atingirem a temperatura ambiente as amostras foram filtradas em

membranas de teflon de 0,22 pm.

3.2.4.2 Cromatografia de troca anidnica de alta eficiéncia com detec¢ao de pulso

amperométrico (HPAEC-PAD)

A distribuicao do comprimento de cadeias ramificadas das amilopectinas dos amidos
desramificados com isoamilase foi analisada usando o HPAEC-PAD (ICS 3000, Dionex
Corporation, EUA) equipado com amostrador automatico AS40.

Aliquotas de 20 pL das amostras preparadas e filtradas anteriormente foram
automaticamente injetadas no sistema HPAEC-PAD constituido por uma coluna de troca
anidnica CarboPac PA-100 (250x4 mm) em combinagdo com uma guarda-coluna CarboPac
PA-100. A forma de onda empregada foi a standard quadruple com os seguintes potenciais

de pulso e duragdes: E1 = 0,10 V (t; = 0,40 s); E2 =-2,00 V (t, = 0,02 s); E3 =0,60 V (t3 =
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0,01 s); E4 = -0,10 V (t4 = 0,06 s). Seguindo-se o procedimento descrito por Campanha
(2010), os parametros da fase mdvel utilizada para a separagao foi constituida pelo eluente A
(150 mM NaOH) e eluente B (500 mM acetato de soédio ¢ 150 mM NaOH) com fluxo de 0,8
mL/ min e temperatura de 40 °C. Os eluentes foram preparados com agua deionizada ultra
pura (18 MQ.cm) e degaseificados com N,. O gradiente 6timo foi: 0 - 15 min, gradiente linear
de 28 a 40 % de eluente B; e 15 - 95 min, gradiente linear terminando com 72 % de eluente B.
Uma mistura de maltodextrinas (grau de polimerizacdo 1-7) foi usada para identificacao da
sériec homologa de comprimento de cadeias. Os dados foram coletados e analisados
utilizando-se o software Chromeleon, versdao 6.8 (Dionex Corporation, EUA). A andlise foi

realizada em duplicata.

3.2.5 Distribuicdo do tamanho molecular dos componentes dos amidos por
Cromatografia de permeacao em gel (GPC)

A distribui¢do do tamanho molecular dos componentes dos amidos nativos,
submetidos a tratamento térmico e moidos durante 8, 16 e 32 horas foi realizada segundo
procedimento de Wang et al. (1993).

As amostras foram preparadas segundo procedimento de Song e Jane (2000). Os
amidos foram inicialmente desengordurados, como descrito no método de Jane e Chen
(1992). Ao amido desengordurado (15 mg) foram adicionados 1 mg de glicose ¢ 5 mL de
eluente (NaCl 25 mM e Na OH 1 mM). A mistura foi mantida sob constante agitacio em
banho de fervura por 30 min e entdo resfriada a temperatura ambiente.

Uma aliquota de 3 mL da amostra, contendo 9 mg de amido foi aplicada em coluna
empacotada com gel Sepharose CL-2B ¢ eluida de forma ascendente. O eluente consistia de
NaCl (25 mM) e NaOH (1 mM), com fluxo de 0,5 mL/min. Fragdes de 2,5 mL cada foram
coletadas a cada 5 min e submetidas a andlise de carboidratos totais e teor de amilose através
dos métodos de fenol-sulfurico (DUBOIS et al., 1956) e de reagdo de coloragdo com iodo
(JULIANO, 1971), respectivamente, para determinar o perfil de eluicdo dos amidos. As

analises foram realizadas em duplicata.

38



3.2.6 Teor de Amilose

3.2.6.1 Isolamento da amilopectina

As amilopectinas dos amidos nativos foram isoladas segundo Jane e Chen (1992), com
modificagdes. As amostras de amido (2 g) foram dispersas em 100 mL de solugdo de DMSO
90 % e mantidas em agitacdo constante por lhora em banho de agua fervente e a temperatura
ambiente durante 16 horas. O amido foi precipitado com 400 mL de etanol anidro e
centrifugado a 12000 x g por 15 minutos. O precipitado foi suspenso em 400 mL de dgua
deionizada e o pH ajustado entre 5,9 — 6,3 utilizando tampao fosfato (16,4 % de KH,PO4 e 3,6
% de K;HPO4). A suspensdo foi mantida em banho de dgua fervente com refluxo durante 1
hora seguido da adicao de 15 — 20 % de n-butanol e a suspensdo mantida em refluxo por mais
30 minutos. A amostra foi resfriada lentamente em garrafa térmica pré-aquecida. O complexo
amilose-butanol foi separado por centrifugacao a 12000 x g por 15 minutos. O sobrenadante
foi evaporado até a metade do volume inicial em rotaevaporador e levado novamente ao
refluxo. Essa etapa foi repetida até ndo haver mais a formagdo de precipitado apos a
centrifugacao.

A amilopectina foi precipitada com etanol anidro e recuperada por centrifugacao a
12000 x g por 10 minutos. O precipitado foi lavado duas vezes com etanol anidro, filtrado a
vacuo e seco em estufa a 40 °C durante 24 horas.

3.2.6.2 Determinacao do teor de amilose aparente e absoluto

Os amidos nativos e modificados foram desengordurados conforme descrito por Franco et
al. (2002). As amostras de amido (0,5 g) foram dispersas em solu¢do de DMSO 90% e mantidas
sob agitagdo constante em banho de fervura durante 1 hora e em seguida agitadas durante 16 horas
a temperatura ambiente. Os amidos foram precipitados com alcool etilico anidro, centrifugados a
4000 x g durante 10 minutos, recuperados por filtracdo a vacuo e secos em estufa a 40 °C por 24
horas.

A afinidade por iodo dos amidos e das amilopectinas isoladas foi determinada em titulador
potenciométrico automatico (716 SM Titrino, Metrohm, Herisau, Switzerland). Os teores de
amilose aparente e absoluta foram obtidos conforme descrito por Schoch (1964) e
Kasemsuwan et al. (1995). O teor de amilose aparente foi obtido pela equagdo 2, e o teor de

amilose absoluto pela equacado 3.

AM,, =100 x Al,/20% 2)
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AMabS =100 x (AIA - AIAP)/(ZO% _AIAP) (3)
Onde:

AM,, = teor de amilose aparente

AM,ps = teor de amilose absoluta

Al = afinidade por iodo do amido integral

Alap = afinidade por iodo da amilopectina isolada

20 % = afinidade por iodo da amilose pura (TAKEDA; HIZUKURI; JULIANO, 1987).

3.2.7 Viscosidade Intrinseca

Solucdes de amidos nativos € moidos foram preparadas segundo Lansky, Kooi e Schoch
(1949). Dispersoes de 0,4, 0,3, 0,2 e 0,1% (m/v) preparadas com KOH IN foram mantidas em
banho de 4gua fervente sob agitacdo por 30 minutos. As amostras foram resfriadas, ainda sob
agitacdo a temperatura ambiente, e centrifugadas a 900 x g durante 5 minutos.

A viscosidade intrinseca das solugdes de amidos foi determinada segundo Leach (1963).
Para determinar o tempo de escoamento do solvente (KOH 1IN) e das solugdes de amidos a
diferentes concentracdes, 12 mL do solvente ou solucdo de amido foram transferidos para um
viscosimetro Cannon Fenske n° 50 com auxilio de bomba a vacuo. O viscosimetro contendo a
amostra foi mantido em banho-maria com temperatura constante a 35 °C por 5 minutos para
equilibrio da temperatura, entdo a amostra escoou pelo capilar até o menisco atingir a primeira
marca onde era iniciada a contagem do tempo. No minimo duas determinagdes foram feitas para
cada solugdo. A viscosidade inerente das solu¢des foi determinada utilizando a equagdo 4. A
viscosidade intrinseca dos amidos foi calculada pela extrapolagdo, a concentracdo zero da reta

obtida pelo ajuste da curva da viscosidade inerente em func¢ao da concentragao da solugao.

fln(tc/toﬂ 4)

viscosidade inerente =

Onde:
t= tempo de escoamento da solucao pelo viscosimetro

tp = tempo de escoamento do solvente pelo viscosimetro

C = Concentrac¢ao da solucao de amido.

3.2.8 Difracao de raios-X e Cristalinidade relativa
Os amidos nativos e tratados foram mantidos em dessecador contendo solucdo de
BaCl, saturada (25 °C, ay, = 0,9) durante 10 dias para equilibrio da umidade. Os padrdes de
difracdo de raios-x foram determinados utilizando uma unidade RINT2000 Wide Angle
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Goniometer (Rigaku, Tokio, Japan), com radia¢io de Cu, linha K,L =1,542 A. A velocidade
de varredura foi de 1°.min" e as condicdes de uso foram 50 Kv e 100 mA. A cristalinidade
relativa foi determinada segundo método de Nara e Komiya (1983) baseado na relagdo entre a
area sob os picos e a area total, utilizando o software Origin versdo 7.5 (Microcal Inc., EUA).
A andlise foi realizada no Instituto de Fisica da Universidade de Sao Paulo, Campus de Sao

Carlos.

3.2.9 Microscopia o6ptica, Optica com luz polarizada e microscopia eletrénica de
varredura

Os granulos de amidos foram observados em microscopio eletronico de varredura
(DSM 960, Zeiss, Oberkochen, Alemanha). As amostras foram desidratadas em etanol e
colocadas em fita adesiva dupla face de carbono aderida a um disco metalico, uma camada de
20 mm de ouro foi aplicada. A aceleracdo de voltagem utilizada foi de 10 a 20 kV. Foram
obtidas imagens com ampliacdo de 1000 e 2000 vezes. Os amidos também foram observados
em Microscopio Otico de Luz Leika DM750 acoplado a um sistema de andlise LAS V3.6, e
sob luz polarizada. A andlise foi realizada no laboratorio de Microscopia Eletronica e Analise

da Universidade de Sao Paulo, Campus de Sao Carlos.

3.2.10 Indice de absor¢do (1AA) e Solubilidade em agua (ISA)

A solubilidade em 4gua fria dos amidos e a capacidade de absor¢ao de agua foram
medidas de acordo com o método de Linko et. al. (1980). Uma aliquota de 2,5 g (b.s) de
amido foi adicionada a um tubo de centrifuga, previamente pesado. Em seguida foram
acrescentados 30 mL de agua destilada. A suspensao foi mantida em banho de 4dgua a 30 °C
durante 30 min sob leve agitagdo. A suspensao foi entdo centrifugada a 3000 x g durante 15
min e o precipitado pesado. Uma aliquota (10 mL) do sobrenadante foi seca em estufa a 105
°C até peso constante. As andlises foram realizadas em triplicata. O indice de solubilidade em

agua foi determinado a partir da Equagdo 5 e a capacidade de absorc¢do de agua pela Equacao

6.
1S4 (%) = (=) x 300 (5)
14A(%/g) = (22) (6)

Onde:
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ms (g) = massa do sobrenadante seco
ma (g) = massa da amostra em base seca

mp (g) = massa do precipitado.

3.2.11 Fator de expanséo (FE)

O fator de expansdo dos granulos foi avaliado de acordo com método proposto por
Tester e Morrison (1990). Amostras de 50 mg de amido nativo ou modificado foram pesadas
em tubos de centrifuga (25 mL) e 5 mL de agua deionizada foram adicionados. Os tubos
foram tampados e colocados em banho Dubnoff nas temperaturas de 70 e 80 °C, sob agitacao
constante, por 30 min. A seguir os tubos foram rapidamente resfriados e 0,5 mL de dextrana
azul (5 mg.mL™") foram adicionados. Os tubos foram agitados delicadamente sendo invertidos
varias vezes e entdo, centrifugados a 1500 x g por 5 min. A absorbancia do sobrenadante (As)
foi medida a 620 nm em espectrofotometro. A absorbancia do tubo de referéncia (Ar), no qual
nao havia amido, também foi medida. A analise foi realizada em triplicata.

O calculo do fator de expansao (FE) foi realizado baseado na massa (m) do amido
corrigido para base seca, assumindo como densidade do amido o valor de 1,4 g.mL . Agua

livre ou sobrenadante intersticial (AL) ¢ dada por:

AL (mL)=5,5 (Ar/ As) - 0,5 (7)
O volume inicial do amido (V)) é:

Vo (mL)=m(g)/ 1.4 (8)
E o volume de 4gua intragranular absorvida (V;):

V,=5,0-AL 9)
Entao, tem-se que o volume de inchamento dos granulos de amido (V) é:

V,=Vo+V, (10)
FE=V, / Vo (1 1)
Onde:
m - massa de amostra (em gramas)

As - absorbancia do sobrenadante

Ar - absorbancia do tubo de referéncia.
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3.2.12 Propriedades de pasta

As propriedades de pasta dos amidos nativos e modificados foram determinadas
usando um rapido viscoanalisador RVA-4 (Newport Scientific, Australia) segundo
metodologia descrita por Franco et al. (2002).

Suspensdes de amido a 10% (m/m) em um total de 27,5 g foram colocadas em
recipientes proprios do equipamento, ¢ acopladas ao RVA. A analise foi realizada mantendo-
se as amostras a 50 °C por 1 min, ap0s isso a temperatura foi elevada a 95 °C a uma taxa de 6
°C/ min, mantida a 95 °C por 5 min e entdo resfriada a 50 °C a taxa de 6 °C/min. O tempo
total da analise foi de 23 min. A agitacdo foi mantida constante a 160 rpm. Os dados foram
processados utilizando o programa Termocline for Windows, versao 2.2 (Newport Scientific,

Australia). Todas as determinagdes foram realizadas em duplicata.

3.2.13 Propriedades téermicas

As temperaturas de gelatinizacdo e mudancas de entalpia dos amidos nativos e
modificados foram determinadas utilizando um calorimetro diferencial de varredura (DSC)
Pyris 1 (Perkin Elmer, EUA) de acordo com Franco et al. (2002). Amostras de amido (3 mg,
b.s.) foram pesadas em porta amostras de aluminio, misturadas com agua deionizada (9 pL) e
hermeticamente selados em prensa universal. Os porta amostras selados foram mantidos a
temperatura ambiente por 24 h para equilibrio e aquecidos a uma razao de 5 °C/ min de 25 a
100 °C. Um porta amostra vazio foi usado como referéncia. As andlises foram feitas em
triplicata. As temperaturas de gelatinizacao (inicial, de pico e final) e a variagdo de entalpia
dos amidos nativos e retrogradados foram determinadas utilizando o software Pyris 1 (PerKin

Elmer, EUA).

3.2.14 Determinacao do grau de gelatinizacdo
O grau de gelatinizagdo dos amidos modificados foi determinado a partir da variagdo
de entalpia de gelatinizagdo como descrito por Di Paola, Asis e Aldao (2003). A variacdo de
entalpia das amostras foi determinada como descrito no item 3.2.13 e o grau de gelatinizagdo

obtido pela equacao 5.
DG (%) = [1 - (ﬂ” x 100 (12)

AH,

Onde:
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DG = grau de gelatinizacdo
AH; = variagdo de entalpia do amido tratado

AH, = variagao de entalpia do amido nativo.

3.3 ANALISE DOS RESULTADOS
Os tratamentos foram realizados com duas repeticdes e as analises com duas ou trés
replicatas. Os dados foram avaliados pelo emprego do programa Statistica for Windows (v.

7.0, Statsoft, Tulsa, OK) abrangendo a anélise de comparag¢ao de médias pelo teste de Tukey

(p<0,05).

44



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 COMPOSICAO QUIMICA
Os amidos estudados apresentaram baixas quantidades de constituintes menores
(<1%), indicando que a extracdo resultou em amidos com alto grau de pureza. A composicio

fisico-quimica dos amidos de mandioca e mandioquinha-salsa esta apresentada na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Composi¢do quimica® dos amidos de mandioca e mandioquinha-
salsa nativos (% em rela¢do a matéria seca).

A Amido
Parametro — -

Mandioquinha-salsa Mandioca

Carboidratos totais” 99,80 99,65

Lipideos 0,05+ 0,00 0,13 +0,01

Proteinas 0,04 +£ 0,01 0,07 £ 0,00

Cinzas 0,09 + 0,02 0,15+0,01

Fosforo 0,019 £+ 0,000 0,015 £ 0,001

* média de trés determinagdes, com o respectivo desvio-padrio. *determinado

por diferenca.

Segundo Buléon et al. (1998) os lipideos sdo a fragdo mais importante associada aos
granulos de amido. Altos conteudos sao geralmente observados em amidos de cereais. Os
lipideos sdao os responsaveis pela fixagdo de cor, desenvolvimento de aromas e complexos.
Nos amidos de tuberosas sdo encontrados em pequenas quantidades, tornando esses amidos
mais neutros € menos sujeitos a formagao de complexos (FRANCO et al., 2001). O teor de
lipideos encontrado nesse trabalho para o amido de mandioca foi semelhante aos encontrados
por Peroni, Rocha e Franco (2006), que observaram 0,15 %, e maior que o obtido por
Cavalini e Franco (2010) e Perez et al. (1999) que observaram 0,07 e 0,10 %,
respectivamente. Para o amido de mandioquinha-salsa o teor de lipideos encontrado foi
inferior ao obtido por Rocha, Demiate e Franco (2008), que observaram 0,010 %, e bastante
inferior aos encontrados por Vieira e Sarmento (2008) e Matsuguma et al. (2009) que
encontraram 0,19 e 0,42 %, respectivamente.

O fosforo ¢ outro componente importante que pode interferir nas propriedades
funcionais do amido. Nos amidos de raizes e tubérculos o fosforo estd presente
principalmente na forma de monoéster fosfato, localizado principalmente no Cg de suas

unidades glicosidicas (KASEMSUWAN et al, 1995). Presente em grandes quantidades
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principalmente em amido de batata, o monoéster fosfato tem papel importante na claridade de
pasta, viscosidade, consisténcia e estabilidade de pasta (FRANCO et al., 2001). O teor de
fosforo encontrado nos amidos estudados ¢ pequeno. Para o amido de mandioca o valor
encontrado (0,015 %) foi superior ao encontrado por Peroni, Rocha e Franco (2006) de 0,007
% e por Perez et al. (1999) de 0,010 %. Para o amido de mandioquinha-salsa o teor de fésforo
encontrado (0,019 %) esteve proximo aos 0,017 % encontrado por Rocha, Demiate e Franco
(2008). No entanto Vieira e Sarmento (2008) encontraram valores bem superiores (0,032 %).
Essas diferengas podem ser decorrentes de diferentes variedades, condi¢des de cultivo e/ou
metodologias utilizadas.

Para facilitar a leitura e o entendimento do texto, os resultados serdo apresentados na
seguinte seqliéncia: Caracterizagdo fisico-quimica e estrutural dos amidos modificados por
moagem em moinho de bolas; Caracterizagdo fisico-quimica e estrutural dos amidos

modificados por tratamento térmico a baixa umidade.

4.2 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E FiSICO-QUIMICA DOS AMIDOS
MODIFICADOS POR MOAGEM EM MOINHO DE BOLAS

4.2.1 Distribuicdo do comprimento das cadeias ramificadas da amilopectina

A proporc¢ao de cadeias ramificadas curtas e longas da amilopectina € responsavel pela
forma da molécula, o que afeta diretamente seu empacotamento, além de afetar sua
morfologia e o tamanho do granulo (SINGH et al., 2010). O comprimento dessas ramificagdes
influencia as propriedades de gelatinizacao, retrogradacgao e de pasta dos amidos.

Os amidos nativos de mandioca e mandioquinha-salsa apresentaram distribui¢ao
bimodal, como se observa na Figura 4.1. Para ambos os amidos o primeiro pico ocorreu no
GP (grau de polimerizacdo) 11, e o segundo no GP 41 para o amido de mandioca e 42 para o
amido de mandioquinha-salsa. O comprimento médio de cadeia (ﬁ) foi praticamente o
mesmo para os dois amidos (19,27 para o amido de mandioca e 19,22 para o amido de
mandioquinha-salsa).

Os amidos exibiram entre os GPs 17 e 21 a forma¢do de um ombro. De acordo com
Jane et al. (1999) o comprimento das cadeias de GP 18 a 21 estaria entre 6,3 -7,4 nm,
considerando que o comprimento de cada unidade de glicose anidra seja de 0,35 nm. Esta

faixa de comprimento seria proxima a espessura da lamela cristalina da amilopectina, com
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isso as cadeias de GP 17 a 21 representariam a extensdo total da lamela cristalina, e a razdo
entre o pico de distribuigdo € o ombro indicaria a propor¢do de cadeias curtas que resultam
em defeitos cristalinos. No amido de mandioquinha-salsa este ombro se apresentou de forma
mais marcante, indicando uma estrutura cristalina mais defeituosa que a do amido de
mandioca. Além disso, o amido de mandioquinha-salsa apresenta uma grande propor¢ao de
cadeias curtas (GP 6 -12), que desestabilizam a estrutura lamelar. Essas caracteristicas do
amido de mandioquinha-salsa resultam em uma estrutura cristalina fraca, que ¢ incapaz de
manter os clusters juntos ou manter a integridade dos granulos de amido (CAMPANHA,

2010; ROCHA et al. 2011).

Figura 4.1: Distribuicdo do comprimento das cadeias ramificadas da amilopectina nos amidos
nativos de mandioquinha-salsa € mandioca determinada por HPAEC-PAD.

O amido nativo (0 h) de mandioquinha-salsa apresentou maior quantidade de cadeias
laterais mais curtas (GP 6-10) e longas (GP > 37), comparado ao amido de mandioca, como se
pode observar na Tabela 4.2. A maior propor¢do de cadeias ramificadas curtas da
amilopectina do amido de mandioquinha-salsa em relagdo ao de mandioca contribuiu para que
o seu GP médio fosse praticamente igual ao GP médio do amido de mandioca.

A moagem em moinho de bolas, independente do tempo, ndo alterou a distribuicao
dos comprimentos de cadeias ramificadas da amilopectina em ambos os amidos. Esses
resultados sugeriram que nao houve, nas condi¢cdes usadas neste experimento, degradacdo das

ligagdes a (1—4) das cadeias de amilopectina.
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Tabela 4.2: Distribui¢do do comprimento das cadeias ramificadas da amilopectina® dos
amidos de mandioquinha-salsa ¢ mandioca moidos em moinho de bolas por
diferentes tempos

Tempo Distribui¢do do comprimento de cadeias (%)
moagem GP >GP
GP 1-5 GP 6-12 GP 13-24 GP 25-36 GP >37

Mandioquinha-salsa

Oh 0,54+0,40" 33,53+0,37" 43,45+0,94* 11,57+0,08" 10,91+0,10* 19,22+0,06* 78
2h 0,60+0,34% 33,76+0,18" 43,42+0,14* 11,47+0,06* 10,76+0,32% 19,13+0,19* 78
4h 0,43+0,29" 33,52+0,11" 43,53+0,40* 11,60+0,01* 10,91+0,00* 19,25+0,09* 78
8h 0,56+0,11" 33,59+043" 43,46+0,10* 11,54+0,24" 10,85+0,20" 19,19+0,12* 78
16 h 0,54+0,19* 33,75+0,25% 43,44+0,27% 11,46+0,09* 10,81 +0,19% 19,17+0,11* 78
32h 0,69+0,20" 33,74+0,41" 4343+0,29* 11,56+0,07" 10,59+0,56" 19,09+0,22* 78
Mandioca

Oh 0,66+0,40" 30,44+0,61" 46,81+0,20* 12,51+0,45% 9,57+0,36" 19,27+0,28° 77
2h 0,48+0,19* 30,84+0,02° 46,85+0,19* 12,40+0,16* 943+0,14* 19,18+0,06* 77
4h 0,54+0,41" 31,12+041" 46,66+0,59* 12,31+0,02° 9,38+0,25" 19,12+0,17* 77
8h 0,75+0,31* 31,57+0,27* 46,09+0,29* 12,20+0,02* 9,39+0,28* 19,04+0,15* 77
16 h 0,32+0,20* 30,66+0,17" 47,17+0,26* 12,31+0,09* 9,55+0,03* 19,25+0,05* 77
32h 0,44+0,22% 30,57+0,02% 47,15+0,16* 12,32+0,07* 9,51+£0,03* 19,24+0,04% 77

"Média de duas repeticdes com duas replicatas, com respectivo desvio-padrdo. Valores
seguidos pela mesma letra na mesma coluna, para cada amido, ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0,05). GP: grau de polimerizagao.

Cavallini e Franco (2010) nao observaram degradagdo das moléculas de amilopectina
do amido de mandioca submetidos a moagem, mesmo apods estes amidos terem sido
hidrolisados com solu¢do 4acido-etandlica antes da moagem. Segundo esses autores, a
moagem quebrou outras ligagdes dos granulos, como as pontes de hidrogénio, causando o
aumento das areas amorfas, com conseqiiente enfraquecimento e redugdo das areas cristalinas
do amido. No entanto, Tamaki et al. (1997) observaram reducdo na propor¢do de cadeias
longas e aumento nas cadeias com GP entre 17 e 37 da amilopectina apds moagem do amido
de batata, porém, o tempo de moagem usado nesse trabalho (320 h) foi muito superior ao
usado neste experimento.

A agdo das bolas ndo ¢ homogénea durante a moagem do amido. O rompimento das
ligacdes glicosidicas ¢ dependente da frequéncia da acdo das bolas e da for¢a do impacto que
dependem do didmetro do cilindro, quantidade de bolas e velocidade de rotacdo durante a

moagem (TAMAKI et al., 1997). E provéavel que o tempo e as condigdes de moagem usadas
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neste experimento ndo tenham sido suficientes para provocar a degradagdo das ligagdes do

tipo a (1—4).

4.2.2 Distribuicdo do tamanho molecular dos componentes dos amidos por
cromatografia de permeacédo em gel (GPC)

Os perfis de distribuicdo do tamanho molecular dos amidos nativos ¢ moidos estdo
apresentados na Figura 4.2. Os amido nativos de mandioquinha-salsa e mandioca
apresentaram dois picos distintos. O primeiro pico que eluiu no volume vazio da coluna
correspondente a amilopectina € o segundo que apresentou uma alta resposta de blue value
correspondente a amilose. Um terceiro pico indica a glicose adicionada para marcar o final da
eluicao. O amido de mandioquinha-salsa nativo apresentou uma maior intensidade no pico da
amilopectina, comparado ao amido de mandioca, enquanto o pico correspondente a amilose
apresentou-se com baixa intensidade e bastante largo, o que demonstra o baixo teor de
amilose apresentado por esse amido.

A moagem em moinho de bolas alterou a distribuicdo de tamanho molecular dos
componentes de ambos os amidos. Os perfis de eluicdo mostram uma redugao progressiva do
pico da amilopectina e aumento do pico da amilose com o aumento do tempo de moagem ¢ o
amido de mandioquinha-salsa foi mais afetado. Isso sugere que as ligagdes do tipo a (1—06)
foram rompidas durante a moagem liberando cadeias laterais da amilopectina que passaram a
eluir juntamente com a amilose.

Zhang, Zhao e Xiong (2010) também relataram a despolimerizacdo da amilopectina e
formacao de componentes com menor peso molecular apds a moagem em moinho de bolas de
amido de arroz por longos periodos (10, 50 e 100 h). Resultados similares foram observados
por Tamaki et al. (1997) durante a moagem de amido de milho por 10, 20, 40, 80 e 320 h.
Esses resultados aliados aqueles obtidos pela determinagao da distribuicao do comprimento
das cadeias laterais da amilopectina, sugerem que as ligacdes do tipo a (1—6), presentes
principalmente nas regides amorfas dos granulos, foram preferencialmente atacadas durante a

moagem em moinho de bolas.
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Figura 4.2: Perfis de eluicdo dos amidos de mandioquinha-salsa e mandioca moidos durante 0
h, 8 h, 16 h e 32 h obtidos por cromatografia de permeacdo em gel Sepharose
CL2B. (@) Blue value; (o) carboidratos totais.
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4.2.3 Teor de Amilose
Os valores encontrados para a afinidade por iodo e o teor de amilose aparente dos
amidos nativos ¢ moidos sdo apresentados na Tabela 4.3. As fracdes de amilose ¢
amilopectina dos amidos nativos foram separadas para a determinagao da afinidade por iodo,
pois cadeias laterais longas da amilopectina também tem a capacidade de formar complexo
com o iodo e desenvolver coloragdo azul durante a titulagdo potenciométrica, superestimando

dessa forma o teor de amilose dos amidos (JANE et al., 1999).

Tabela 4.3: Afinidade por iodo” e teor de amilose aparente dos amidos de mandioquinha-salsa
e mandioca nativos moidos em moinho de bolas por diferentes tempos.

Tempo de moagem Mandioquinha-salsa Mandioca
Afinidade por Teor de Afinidade por Teor de
Iodo Amilose (%) Iodo Amilose (%)
Oh 3,13+£0,20° 15,64 4,56 + 0,02 *° 22,81
2h 323+0,07% 16,17 4,48 £0,04 * 22,41
4h 3,39+0,01 16,95 4,67 + 0,08 *° 23,33
8h 3,26£0,17 16,28 4,61+0,04 % 23,04
16 h 3,29 £0,09 *° 16,44 4,77+0,13° 23,87
32h 3,60+0,15 ° 18,00 510+£0,11° 25,52

"Média de duas repeticdes com trés replicatas, com respectivo desvio-padrio. Valores
seguidos pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p<0,05).

O amido nativo de mandioquinha-salsa apresentou um baixo teor de amilose aparente
(15,64 %), que foi inferior ao encontrado por Rocha, Demiate e Franco (2008) e Vieira e
Sarmento (2008) (aproximadamente 17,5 %). Para o amido nativo de mandioca o teor de
amilose aparente encontrado foi 22,81 %, superior ao valor encontrado para o amido de
mandioquinha-salsa, como ja havia sido demonstrado pela distribuigao de tamanho molecular
na Figura 4.2. Os resultados obtidos por Peroni, Rocha e Franco (2006), para amido de
mandioca foram de 19,8 %, Huang et al. (2008) encontraram um teor 17,01 % , valores
inferiores ao encontrado neste trabalho. Essas diferengas podem ser relacionadas aos
diferentes métodos de determinagdo usados, de acordo com Jane et al. (1999), as cadeias
laterais longas da amilopectina provocam a superestimacdo nos valores de amilose aparente
quando se utiliza os métodos de titulagdo potenciométrica e blue value.

As afinidades por iodo das amilopectinas dos amidos nativos de mandioquinha-salsa e
mandioca foram de 1,75 e 1,50 e os teores de amilose absoluta foram de 10,17 e 16,55%,

respectivamente. Para ambos os amidos o teor de amilose absoluta foi menor que o aparente,
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confirmando a formacdo de complexo amilopectina/iodo. A afinidade por iodo da
amilopectina de mandioquinha-salsa foi superior a da amilopectina de mandioca, devido a sua
maior propor¢do de cadeias longas como verificado na Tabela 4.2. Rocha et al. (2011)
encontraram 9,1 % de amilose total para o amido de mandioquinha-salsa e 17 % para o amido
de mandioca, valores proximos aos encontrados nesse trabalho. Santa Cruz et al. (2002)
observaram, através de cromatografia de exclusdo por tamanho, um valor de apenas 4% de
amilose para este amido.

O teor de amilose aparente aumentou com 16 ¢ 32 h de moagem para os amidos de
mandioca e mandioquinha-salsa, respectivamente. Esse aumento confirmou a hipotese de que
a moagem tenha causado o rompimento das ligacdes a (1—6) da amilopectina (Figura 4.2),
formando assim cadeias lineares capazes de complexar com iodo, como sugerido por Huang
et al. (2008). O amido de mandioquinha-salsa apresentou uma menor variacdo no teor de
amilose do que o amido de mandioca, uma vez que este amido apresenta uma maior
proporcao de cadeias ramificadas longas que o amido de mandioca e que possivelmente ja

estariam complexadas com o iodo.

4.2.4 Viscosidade Intrinseca

A viscosidade intrinseca ¢ uma caracteristica diretamente relacionada a habilidade das
macromoléculas de alterar um fluxo e indiretamente relacionada a forma e tamanho das
moléculas (ISLAM et al., 2001). As viscosidades intrinsecas dos amidos nativos € moidos sao
apresentadas na Tabela 4.4.

O amido de mandioca apresentou viscosidade intrinseca semelhante ao observado por
Cavallini e Franco (2010), de 2,57, e os valores obtidos para o amido de mandioquinha-salsa
foi semelhante encontrado por Rocha, Demiate e Franco (2008) de 2,18. O amido de
mandioca apresentou um maior valor de viscosidade intrinseca quando comparado ao amido
de mandioquinha-salsa, concordando com o observado na distribui¢do de tamanho molecular
(Figura 4.2) em que o amido de mandioquinha-salsa apresentou um segundo pico mais largo
do que o apresentado pelo amido de mandioca. O segundo pico da distribui¢do ¢ relativo as
moléculas de menor tamanho molecular, que ficam retidas na coluna por mais tempo. O pico
mais largo apresentado pelo amido de mandioquinha-salsa indica maior heterogeneidade
dessas moléculas, e a presenca de moléculas de menor tamanho molecular, que resultam em

menores valores de viscosidade intrinseca.
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Tabela 4.4: Viscosidade intrinseca® dos amidos de mandioquinha-salsa e
mandioca moidos em moinho de bolas por diferentes tempos

Tempo de moagem Viscosidade Intrinseca
Mandioquinha-salsa Mandioca
0Oh 2,07+0,05° 2,41 £0,02°
2h 2,29+0,03° 2,43 £0,09°
4h 2,32£0,08° 2,47+0,03°
8h 2,40+0,01 *° 2,42+0,17°
16 h 2,47+0,12° 2,50+£0,06*
32h 2,51+£0,02° 2,52+0,05°

* Média de duas repeticdes com duas replicatas, com respectivo desvio-padrio.
Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem
significativamente pelo teste de Tykey (p<0,05).

A viscosidade intrinseca do amido de mandioquinha-salsa apresentou um aumento
gradativo, enquanto a do amido de mandioca praticamente nao se alterou com a moagem. No
entanto, os resultados obtidos na distribui¢gdo do tamanho molecular dos amidos (Figura 4.2) e
no teor de amilose (Tabela 4.3) sugeriram que houve quebra das ligacdes glicosidicas a
(1—6), reduzindo o tamanho molecular das cadeias de amilopectina o que deveria resultar na
reducao da viscosidade intrinseca dos amidos.

Apds a moagem, principalmente nos periodos mais longos de tratamento, os amidos se
apresentaram como pos muito finos, com tamanho de particulas que dificultaram a dispersao
dos mesmos. Esse comportamento foi verificado principalmente nos amidos de
mandioquinha-salsa que foram os mais afetados pela moagem gerando dificuldade na
execugdo de varias analises. Ao entrar em contato com a agua, ocorria a formagdo de um
filme na superficie do amido impedindo que toda amostra fosse solubilizada, ou seja, a
amostra nao era completamente dispersa restando alguns grumos de amido. Esse fato pode ter
contribuido para os valores obtidos nas determinagdes de viscosidade intrinseca. Millard et al.
(1997) estudou a influéncia de diferentes métodos de dispersao do amido nos resultados de
viscosidade intrinseca e observou que quando preparadas em solucdo de DMSO 90 % as
amostras apresentavam melhor dispersdo, e os valores de altos pesos moleculares podiam ser
resultado de agregados formados por cadeias de amilopectina que ndo foram completamente
solubilizadas.

Esse problema nao foi verificado nas andlises de distribuicdo do comprimento das
ramificacdes de amilopectina, distribuicdo do tamanho molecular dos componentes do amido

e teor de amilose, pois as amostras foram preparadas em solugdo de DMSO 90 %.
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4.2.5 Difragao de raios-X e Cristalinidade relativa

Os difractogramas de raios-X dos amidos juntamente com suas cristalinidades
relativas estdo apresentados na Figura 4.3. O amido de mandioquinha-salsa apresentou padrao
cristalino do tipo B, caracterizado por picos singletos em 5,6° ¢ 17° ¢ um dubleto em 22° ¢ 24°
em 20. O padrio cristalino do tipo B para a mandioquinha-salsa também foi relatado por
Viera e Sarmento (2008), Yoo et al. (2009) e Rocha et al. (2011). O amido de mandioca
apresentou um pico dubleto em 17 ° e 18 ° e um pico singleto em 23 ° caracteristicos do
polimorfo do tipo A, no entanto um leve pico a 5,6 ° foi observado, pico este caracteristico do
tipo B, o que levou a classificacdo desse amido como tipo Ca (BULEON et al., 1998; THYS et
al., 2008), concordando com os estudos Jyothi, Sajeev e Sreekumar (2010). No entanto, nos
trabalhos de Cavallini ¢ Franco (2010) e Rocha et al. (2011), o amido de mandioca foi classificado

como tipo A.

Figura 4.3: Difractogramas de raios-X e cristalinidade relativa dos amidos de mandioquinha-
salsa e mandioca moidos durante 0 h (a) 4 h (b), 8 h (c), 16 h (d) e 32 h (e).

Segundo Hizukuri et al. (1997) os tipos de polimorfismos A, B ou C sdo determinados
principalmente pelo comprimento médio das cadeias da amilopectina . Amidos com
polimorfismo cristalino do tipo A tem maior propor¢ao de cadeias curtas, enquanto o polimorfo
do tipo B apresenta maior quantidade de cadeias longas e o polimorfo do tipo C ¢ uma mistura
dos tipos A e B, apresentando quantidades significativas de cadeias curtas e longas (JANE, 2006).
Nesse caso, era de esperar que o amido de mandioquinha-salsa apresentasse padrao tipo C, ja que
este amido contém quantidades substanciais tanto de cadeias curtas como de cadeias muito longas

(Tabela 4.2). Mas para este amido foi observado padrao tipo B, mostrando ser este uma excegao.
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A cristalinidade relativa em ambos os amidos foi gradualmente reduzida com o
aumento do tempo de moagem. Segundo Zhang, Zhao e Xiong (2010) a for¢a mecanica do
processo de moagem pode provocar a destruicdo da estrutura do granulo, o relaxamento dos
clusters e o aparecimento de distorgdes e defeitos nos cristais. Para o amido de mandioquinha-
salsa apos 32 horas de moagem nao foram mais observados picos no difractograma, indicando
que a maioria das pontes de hidrogénio das duplas hélices de amilopectina, responsaveis pela
formacao dos cristais, foram rompidas reduzindo a regido cristalina dos amidos (ANZAI et
al.,, 2011). O amido de mandioquinha-salsa foi mais afetado em fun¢do da maior fragilidade
de sua estrutura, provocada pelo maior nimero de defeitos (ROCHA et al. 2011) e baixo
contetdo de amilose desse amido (Tabela 4.3). De acordo com Tester (1997), os amidos que
apresentam baixo teor de amilose sdo mais facilmente danificados, pois a amilose exerceria
um efeito protetor nos granulos, amortecendo o impacto nas regides cristalinas.

Zhang, Zhao e Xiong (2010) também verificaram a reducdo gradativa da d4rea
cristalina do amido de arroz com o aumento do tempo de moagem, sendo que apos 10 horas
de tratamento ndao foram mais identificados picos nos difractogramas indicando que a
estrutura cristalina foi destruida. O desaparecimento dos picos também foi relatado por
Tamaki et al. (1997; 1998) em amidos de milho e batata tratados durante 20 horas e por Kim
et al. (2001) em amido de batata moidos por 17 horas. Huang et al. (2007) relataram a
conversdao do amido de mandioca a um estado ndo cristalino com 2 horas de tratamento
enquanto Cavallini e Franco (2010) obtiveram uma redu¢dao de 30 % da cristalinidade do

amido de mandioca apds a moagem por 1 hora.

4.2.6 Microscopia oOptica, Optica com luz polarizada e microscopia eletrénica de
varredura

As imagens de microscopia optica dos amidos nativos mostram, em ambos os amidos,
populagoes de granulos grandes e pequenos, sendo que o amido de mandioquinha-salsa
apresentou maior diferenca entre o tamanho dos granulos e maior propor¢do de granulos
pequenos. Nos granulos de amido de mandioca foi possivel visualizar o hilo centralizado
(Figura 4.4 Oh). Quando observados sob luz polarizada os granulos de amidos nativos
apresentaram forte birrefringéncia (Figura 4.5 Oh) indicando a organiza¢do das regides
cristalinas. A intensidade da birrefringéncia observada no amido de mandioquinha-salsa foi

menor comparada aquela do amido de mandioca. Segundo Franco et al. (2002) a forma e
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intensidade da cruz de malta sdo caracteristicas de cada fonte de amido. Os granulos de amido
mandioquinha-salsa apresentaram superficie lisa e formato irregular e algumas fissuras
(Figura 4.6, Oh), enquanto o amido de mandioca apresentou superficie lisa e formato oval com
alguns granulos truncados (Figura 4.6, Oh).

A moagem em moinho de bolas alterou a morfologia dos granulos em ambos os
amidos que apresentaram granulos com superficie menos uniforme e maior nimero de
granulos quebrados. Com o aumento do tempo de moagem foi possivel observar a perda da
Cruz de Malta como conseqiiéncia da gelatinizagao parcial dos granulos de ambas as fontes
botanicas. Os granulos de amido de mandioquinha-salsa formaram aglomerados a partir de 4
h de moagem (Figura 4.6) e com 8 h de tratamento um filme recobrindo os granulos foi
observado através de MEV (Figura 4.6), indicando a gelatinizacdo parcial. Como discutido
anteriormente, esse amido foi o mais afetado pela moagem e apds 16 h os granulos deixaram
de apresentar estrutura definida. No amido de mandioca a formagdo de aglomerados foi
observada com 8 h de moagem, quando ja se via também alguns pontos de gelatinizagao
(Figura 4.6). Com 16 e 32 h de moagem a gelatinizagcdo parcial dos granulos aumentou, mas

alguns granulos com estrutura definida ainda eram visualizados (Figura 4.6).
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Figura 4.4: Microscopia Optica dos amidos de mandioquinha-salsa e mandioca moidos em
moinho de bolas por Oh, 2h, 4 h, 8 h, 16 h e 32h.
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Figura 4.5: Microscopia Optica sob luz polarizada dos amidos de mandioquinha-salsa e
mandioca moidos em moinho de bolas por Oh, 2h, 4 h, 8 h, 16 h e 32h.
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Figura 4.6 : Microscopia Eletronica de Varredura dos amidos de mandioquinha-salsa e
mandioca moidos em moinho de bolas por Oh, 2h, 4 h, 8 h, 16 h e 32h.
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4.2.7 Indice de absorcéo (IAA) e solubilidade em agua (ISA)

Os indices de absor¢do e solubilidade em 4gua dos amidos nativos e moidos sdo
apresentados na Figura 4.7 e Figura 4.8. Os amidos nativos s3o praticamente insoluveis em
agua fria, devido a sua estrutura semicristalina. O amido de mandioquinha-salsa apresentou
maior IAA e menor ISA que o amido de mandioca (Figura 4.7). A maior proporg¢ao de cadeias
laterais longas (GP >37) do amido de mandioquinha-salsa em relagdo ao amido de mandioca
pode ter contribuido para esses resultados, uma vez que cadeias mais longas apresentam um
maior nimero de hidroxilas que podem se ligar a 4gua aumentando o [AA.

Mandioquinha-salsa Mandioca

6,526 (a) 4,584 (a)
5,684 (b)

3,407 (b)

3413 (c
2,886 (d) © 3272(c) 1916() 2072(d) 2078 (d) 2199()

2,512 (e)

IAA# (g/g)
IAA# (g/g)

Oh 2h 4h 8h 16h 32h Oh 2h 4h 8h 16 h 32h

Figura 4.7: Indice de absorc¢do de 4gua dos amidos de mandioquinha-salsa e mandioca moidos
em diferentes tempos. “Média de duas repeticdes com trés replicatas. Valores
seguidos pela mesma letra no mesmo grafico nao diferem significativamente pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Apods a moagem os IAA e o ISA dos amidos aumentaram principalmente apos 16 h de
tratamento quando os amidos ja estavam parcialmente gelatinizados. O ISA do amido de
mandioquinha-salsa apresentou maior aumento do que o observado para o amido de mandioca
(Figura 4.8) contudo o IAA para o amido de mandioquinha-salsa ndo aumentou na mesma
propor¢ao e apresentou um pequeno aumento quando comparado ao amido de mandioca. Isso
se deve ao fato dos granulos do amido mandioquinha-salsa terem sido mais danificados
durante a moagem (Figura 4.6). A quebra das pontes de hidrogénio das duplas hélices,
ocorrida durante a moagem, provocou a liberacdo de grande quantidade de hidroxilas livres
para se ligarem a 4gua aumentando a solubilidade do amido, mas a grande degradagdo da area

cristalina limitou sua capacidade de reter agua.
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Mandioquinha-salsa Mandioca

35,204 (a)

& 12,568 (b) & 11,185 (a)
5,175 (b)
0,456 (¢) 0,847 (cd) 1,033 (cd) 1.838(c) 0,666 (c) 1.359(d) 1.706(d) 2.159(c)
0h 2h 4h 8h 16h 32h 0h 2h 4h 8h 16h 32h

Figura 4.8: Porcentagem de solubilidade em agua fria dos amidos de mandioquinha-salsa e
mandioca moidos em diferentes tempos. "Média de duas repeticdes com trés
replicatas. Valores seguidos pela mesma letra no mesmo grafico ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

4.2.8 Fator de expansao

A capacidade que o granulo apresenta em expandir permite obter informacdes sobre as
interagdes entre as cadeias de amido nas regides cristalinas e amorfas do granulo. Os
resultados obtidos para o fator de expansdao dos amidos tratados e nativos em diferentes
temperaturas estao apresentados na Tabela 4.5.

Nos amidos nativos, foi observada uma maior expansdo dos granulos do amido de
mandioquinha-salsa, em compara¢do ao amido de mandioca. Esse amido também apresentou
maior [AA, o que segundo Rickard et al. (1991) influencia a capacidade de expansao dos
granulos. O maior FE observado para o amido de mandioquinha-salsa também pode ser
explicado pela maior quantidade de ramificagdes curtas e longas da amilopectina encontrada
para este amido. Singh et al. (2010) em um estudo realizado em amidos de trigo, observaram
uma relagdo positiva entre o FE dos granulos e a propor¢ao de cadeias laterais curtas (GP 6-
12) da amilopectina. Segundo estes autores as cadeias curtas provocam a desestabilizacdo da
estrutura lamelar facilitando o inchamento do granulo. As cadeias longas (GP > 37) ao
contrario apresentam maior nimero de hidroxilas que se ligam as moléculas de dgua. Uma
menor quantidade de cadeias com GP entre 18 e 21 também foi observado no amido de
mandioquinha-salsa, o que indicou maior nimero de defeitos, que tornaram a estrutura

cristalina mais fragil e por isso com a expansao facilitada.
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Tabela 4.5: Fator de expansdo” dos amidos de mandioquinha-salsa e mandioca moidos em
moinho de bolas por diferentes tempos.

Tempo de Temperatura

moagem 60 °C 70 °C 80 °C 90 °C
Mandioquinha-salsa
0h 30,05+ 1,28 3637+024° 3871+0,51°  21,42+0,60°
2h 32,96 +1,25% 39,12+0,30®  40,43+0,18°  23,46+0,77°
4h 34,02+0,05% 3694+126%  40,03+0,44%  22,36+0,23°
8h 27.68+0,26° 3025+138°  32,37+0,90° 19,92 £ 0,38 ¢
16 h 23,08+0,33¢ 2595+0,64¢ 2985+0,79¢  17,10+0,51¢
32h 16,58 £0,52°¢ 18,52 +0,43°  21,73+0,91° 10,16 + 0,24 ¢
Mandioca
0h 14,45+0,48° 3344+1,71%  37,00+0,68°  26,00+0,73 ®
2h 2532+0,50° 34,61 +£0,34%  37,71+0,45®  26,99+129°
4h 2440+ 1,43°% 3246+043°  3923+032°  24,45+0,44°
8h 18,78 £1,22° 29,05+0,52°  34,71+£025° 20,49 +0,94°
16 h 16,19 +0,56° 2435+0,70° 29,99 + 1,05 ¢ 18,77 £ 0,43 ¢
32h 12,02+0,53¢  18,64+0,40¢  2599+0,73 ° 15,06 £ 0,74 ¢

* Média de duas repeti¢des com trés replicatas, com respectivo desvio-padrdo. Valores
seguidos pela mesma letra na mesma coluna para cada amido nao diferem
significativamente pelo teste de Tykey (p<0,05).

O fator de expansao dos dois amidos aumentou nas primeiras horas da moagem ¢ a
partir de 8 horas reduziu. Segundo Tester (1997), o atrito das bolas com o amido durante a
moagem ¢ responsavel por formar diferentes fragcdes do granulo: granulos nativos, que nao
foram alterados pelo processo; granulos remanescentes, que sdo fragmentos dos granulos
nativos, mas que ainda mantém uma estrutura ordenada e por isso nao sao facilmente soluveis
em agua fria; material gelificante, que sdo fragmentos dos granulos que perderam a ordem
estrutural e sao prontamente hidrataveis em agua fria para formar gel; e material solivel, que
sdo os fragmentos da amilopectina. Como observado por MEV, os amidos moidos durante 2,
4 e 8h (Figura 4.6) resultaram em fragmentos de granulos, granulos quebrados e alguns
granulos maiores danificados, mas com capacidade de manter a expansdo granular, enquanto
aqueles moidos por 16 e 32 h (Figura 4.6) foram parcialmente gelatinizados e seus granulos
nao apresentavam mais estrutura granular.

Com o aumento da temperatura até 80 °C obteve-se maior expansdo dos granulos dos
amidos, pois a capacidade de absor¢do de agua foi aumentada devido a perda de associagdo
das cadeias no interior dos granulos aumentando a quantidade de hidroxilas livres para se

ligarem a agua (FRANCO et al., 2001). Quando a temperatura utilizada foi de 90 °C a
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expansao dos granulos diminuiu, porque a esta temperatura os granulos ja estavam totalmente

rompidos.

4.2.9 Propriedades de pasta

As propriedades de pasta e os perfis amilograficos dos amidos nativos e moidos estdo
apresentados na Tabela 4.6 e Figura 4.9. Os amidos nativos apresentaram perfil caracteristico
de amidos de raizes com alta viscosidade de pico, alta quebra e baixa tendéncia a
retrogradacdo. O amido de mandioquinha-salsa exibiu maiores viscosidades de pico e quebra
que o amido de mandioca em fun¢do de seu maior teor de amilopectina e fragilidade de seus
granulos. Por outro lado, o amido de mandioca apresentou maior tendéncia a retrogradagdo, o
que também pode estar relacionado ao seu maior contetido de amilose. Por serem lineares as
cadeias de amilose retrogradam mais facilmente, por apresentarem uma maior tendéncia a

reassociagao durante o resfriamento.

Tabela 4.6: Propriedades de pasta® dos amidos de mandioquinha-salsa e mandioca
moidos em moinho de bolas por diferentes tempos

Tempo de Viscosidades (RVU)

moagem T° Pasta (°C) Pico Quebra Final Setback
Mandioquinha-salsa
0h 61,3+0,3% 411+8* 299+8* 160+2% 48+1°
2h 612+0,0* 428+2*  317+2* 159+3%® 48+3°
4h 61,0+0,3% 423+3*  313+3* 156+1%® 46+1°
8h 60,6 £03* 429+4°? 318+3° 1670 56+2°
16 h 59,4+03° 364+2° 261+£2° 154+0° 51+0°
32h 530£1,4° 197+2° 122+4° 124+3° 55+5°
Mandioca
0h 682+04% 280+1° 184+2% 160+2* 87+1°
2h 68,0£0,0* 290+1°? 199+1° 189+£3% 99+4*
4h 67,8+03% 279+3°% 192+£3  183+4%® 96+£3%®
8h 67,6+0,1% 275+1° 188+3° 184+2%® 97+0®
16 h 66,4+0,0° 249+0° 166+0° 176+0° 93+0%
32h 63,4+0,8° 198+1¢ 128+3¢ 140+1° 72+£1°

* Média de duas repetigdes com duas determinagdes, com respectivo desvio-padrio.
Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna para cada amido ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

As propriedades de pasta dos amidos moidos de ambas as fontes botanicas

praticamente ndo sofreram alteragdes nas primeiras horas de moagem, porém foram afetadas
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com 16 e 32 h de tratamento. Nesses tempos a moagem resultou na reducdo da temperatura de
pasta e das viscosidades de pico, de quebra e final para ambos os amidos. A viscosidade de
setback apresentou diferenca estatistica apenas para o amido de mandioca tratado por 32 h.
Esses resultados confirmaram a altera¢do da estrutura cristalina dos amidos com a moagem.
Segundo Zhang, Zhao e Xiong (2010) a reducdo nas viscosidades dos amidos apos o
moagem ¢ resultado do menor numero de granulos que ainda est3o intactos e apresentam
capacidade de inchamento. Resultados semelhantes foram observados Cavallini e Franco
(2010) para a moagem de amido de mandioca em moinho de bolas e por Dhital, Shrestha e

Gidley (2010) para os amidos de batata e milho moidos em moinho criogénico.

Nos perfis viscoamilograficos foi possivel observar, para os amidos tratados por 16 e
32 h o desenvolvimento de viscosidade inicial, resultado da gelatinizagao parcial do amido
confirmando os resultados obtidos das analises microscopicas, IAA, ISA e FE. O atrito
provocado durante o tratamento rompeu as pontes de hidrogénio existentes entre as moléculas
do granulo provocando o colapso da ordem cristalina mesmo sem a presenca de agua e calor.
O amido de mandioquinha-salsa apresentou maiores alteracdes em suas propriedades de pasta,
assim como foi observado na determinacao da distribuicdo do tamanho molecular ¢ indice de

solubilidade, reafirmando a maior suscetibilidade desse amido a modificacao.

Figura 4.9: Perfil viscoamilografico dos amidos de mandioquinha — salsa e mandioca moidos
em moinho de bolas por Oh (), 2 h (¢), 4 h (), 8 h (A), 16 h (m) ¢ 32 h (0)
obtidos por RVA.

4.2.10 Propriedades Térmicas
As propriedades de gelatinizagdo dos amidos nativos e moidos sdo apresentadas na

Tabela 4.7 e os perfis endotérmicos na Figura 4.10. Ambos os amidos na sua forma nativa
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apresentaram baixas temperaturas iniciais de gelatinizacdo, sendo que o amido de
mandioquinha-salsa apresentou o menor valor. Os resultados encontrados sdo semelhantes aos
obtidos por Rocha et al. (2011) e por Campanha e Franco (2011) para os dois amidos.
Segundo Singh et al. (2003), o grau de perfeicao cristalina ¢ refletido nas temperaturas
de gelatinizagdo. A temperatura de pico de gelatinizagdo fornece uma medida da qualidade
dos cristais, o que estd relacionado ao comprimento das duplas hélices. As baixas
temperaturas de gelatinizacdo desses amidos estdo relacionadas a suas estruturas cristalinas
que apresenta certo grau de defeitos devido a baixa proporcao de cadeias de GP entre 18 e 21,
mais acentuada no amido de mandioquinha-salsa (Figura 4.1) (Jane et al., 1999) e a grande
proporcao de cadeias curtas também apresentada por esse amido (ROCHA et al., 2011). O
amido de mandioquinha-salsa apresentou também maior valor de AH, que pode ser
relacionado a maior propor¢ao de cadeias longas, como mostrado na Tabela 4.2, que formam

duplas hélices mais longas.

Tabela 4.7: Propriedades de gelatinizagdo® dos amidos de mandioquinha-salsa e mandioca
moidos em moinho de bolas por diferentes tempos.

Tempo de moagem To(°C) T, (°C) T. (°C) (T.. To) °C)  AH(J,g")
Mandioquinha-salsa

0Oh 56,73 +£0,59 % 60,25+0,71* 63,97 +0,70° 7,24 15,58 £0,61 *
2h 55,99 £0,15%® 59,63 +0,05° 63,48+030% 7,49 12,43 £0,24°
4h 55,94 +0,02%® 59,92+0,00° 63,01 0,10 7,07 11,07 £0,45°
8h 55,70 £021°% 5934+027° 62,70 +0,20° 7,00 9,91+0,19¢
16 h 47,53 +0,23° 58,07+0,12° 61,47+029°¢ 13,94 7,30 + 0,60 ©
32h 46,26 +0,53 ¢ 50,89 +0,48° 56,08 +0,38¢ 9,81 2,72 £0,18
Mandioca

Oh 60,97 £0,06° 67,31 +0,35" 74,49 +0,04° 13,53 15,47 + 1,64 °
2h 59,56 0,50 ® 66,38 +0,24° 72,99 +0,37® 13,43 13,67 0,25 ®
4h 59,14 +0,13™ 66,65+0,12% 73,63 +0,25° 14,50 11,90 0,32 ™
8h 58,39 +0,61° 66,53+0,13° 73,30+0,19° 14,91 10,82 £ 0,34 °
16 h 51,84 +1,57° 61,11 +0,01° 69,98 +0,31" 18,14 8,38 £ 0,08 ¢
32h 49,82 +0,11° 5528+0,19¢ 66,62+1,15°¢ 16,80 536+043°

* Média de duas repeticdes com trés replicatas, com o respectivo desvio-padrdo. Valores
seguidos pela mesma letra, numa mesma coluna para cada amido, ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05);To, T, , Tr= temperatura inicial, de pico e
final. AT = (T¢— To); AH= variacao de entalpia.
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O amido de mandioquinha-salsa apresentou um pico de gelatinizagdo estreito (AT =
7,73) e de alta intensidade. O pico de gelatinizagdo do amido de mandioca foi menos intenso e
mais largo (AT = 13,80), apresentando uma faixa de temperatura de gelatinizacdo mais ampla
(Figura 4.10), o que indica uma maior heterogeneidade dos cristais desse amido. De acordo
com Ellis et al. (1998) a faixa de temperatura de gelatinizacdo do amido ¢ afetada pelas
condigdes do meio durante a sintese do amido, principalmente pela temperatura durante o
desenvolvimento do granulo.

Apds a moagem os picos endotérmicos de ambos os amidos foram deslocados para a
esquerda e tiveram sua altura reduzida indicando a reducdo nas temperaturas de gelatinizagao
e variacdo de entalpia. A redugdo na variacdo de entalpia foi mais intensa no amido de
mandioquinha-salsa (Tabela 4.7) sugerindo que as duplas hélices da amilopectina desse amido
foram fortemente atingidas. Ap6s 16 h de moagem, para ambos os amidos, foram observados
picos endotérmicos mais largos sugerindo uma maior heterogeneidade nos cristais. Apds 32 h
de moagem o amido de mandioquinha-salsa praticamente nao apresentou pico endotérmico

indicando a gelatinizagdo quase total desse amido nessa condicao de tratamento.

Figura 4.10: Perfil endotérmico dos amidos de mandioquinha-salsa e mandioca moidos em
moinho de bolas por 0 h (a), 2 h (b), 4 h (c), 8 h (d), 16 h (¢) e 32 h (f)
determinados por DSC.
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4.2.11 Determinacdo do Grau de gelatinizagdo

O grau de gelatinizacdo dos amidos moidos, determinados a partir da relacdo entre a
variagdo de entalpia dos amidos nativos e moidos, aumentou gradativamente com o aumento
do tempo de moagem como pode ser observado na Tabela 4.8. O amido de mandioquinha-
salsa foi quase totalmente gelatinizado (82 %) ap6s 32 h de moagem enquanto o amido de
mandioca apresentou 65 % de gelatinizacdo nas mesmas condigdes de tratamento. Esses
resultados concordam com aqueles observados nas imagens de microscopia Optica,
microscopia de luz polarizada e MEV (Figuras 4.4; 4.5 e 4.6). O atrito entre as bolas e os
granulos de amido e o aquecimento produzido durante a moagem produziram a energia
requerida para a degradacao das moléculas de amido. O rompimento das pontes de hidrogénio
provocou o colapso da ordem cristalina dos granulos. Do mesmo modo que o processo de
gelatinizacdo na presenga de dgua, a gelatinizacdo do amido provocada pelo moagem em
moinho de bolas pode ser observada pela perda de birrefringéncia (Figura 4.5), perda de
cristalinidade (Figura 4.3) e redugdo nos picos endotérmicos de gelatinizagdao (Figura 4.10)
modificando de modo irreversivel as propriedades fisico-quimica dos amidos(CHEN, SHEN,

YEH, 2010).

Tabela 4.8: Grau de gelatinizacdo dos amidos de mandioquinha-salsa e mandioca
moidos em moinho de bolas por diferentes tempos

E(I;};Oeie % Gelatinizagdo
Mandioquinha-salsa Mandioca
2h 20,22 11,61
4h 28,98 23,04
8h 36,40 30,08
16 h 53,14 45,80
32h 82,57 65,37

Amidos gelatinizados sdo usados industrialmente por apresentarem vantagens como
dispersabilidade, solubilidade e viscosidade a baixas temperaturas ¢ podem ser usados na
preparacdo de alimentos instantaneos que necessitam de rapida dispersio (HAGHAYEGH,

SCHOENLECHNER, 2011).

67



4.3 TRATAMENTO TERMICO A BAIXA UMIDADE

4.3.1 Distribuicdo do comprimento das cadeias ramificadas da amilopectina

A distribuicdo do comprimento das cadeias ramificadas da amilopectina dos amidos
nativos submetidos ao TTBU estao apresentados na Tabela 4.9.

Como esperado, o TTBU nao alterou a distribuicdo de comprimento de cadeias laterais
da amilopectina de ambos os amidos. Segundo Gunaratne e Hoover (2002) o TTBU promove
a interacdo das cadeias poliméricas pelo rompimento da estrutura cristalina e dissociagao das
duplas hélices na regido amorfa e posterior rearranjo desses cristais, sem que a estrutura
granular seja destruida. Desse modo as ligacdes glicosidicas ndo sdo afetadas. Resultados
semelhantes foram observados por Vatatharajan et al. (2010) para amidos de batata normal e

ceroso, tratados por 16 horas a 100 °C com 24% de umidade.

Tabela 4.9: Distribuicdio do comprimento das cadeias de amilopectina dos amidos de
mandioquinha-salsa e mandioca nativos e modificados por TTBU.

Amidos Comprimento de Cadeia (%) * P ~GP
GP 6-12 GP 13-24 GP 25-36 GP >37
Mandioquinha-salsa
Nativo 33,72+0,51 " 43,69+0,77°" 11,64+0,13" 10,95+0,14" 19,30 +0,00* 78

TTBU 30 % 33,06+0,86" 4428 +1,61°" 11,96+0,34" 10,53 +0,97" 19,25+0,16" 78
TTBU 35 % 34,09+0,35" 43,35+024°" 11,87+0,34" 10,69+0,06" 19,20 +0,08* 78
Mandioca

Nativo 30,66 £0,73% 47,14+0,02* 12,59+0,41" 9,61+0,30* 19,35+0,20° 77
TTBU30% 31,36 +0,72" 46,77 +0,39" 12,55+0,19" 9,32+0,21* 19,19+0,15° 77
TTBU 35 % 31,40+0,18" 47,00+0,20°" 12,39+0,04" 9,21 +0,04* 19,13 +0,03° 77

"Média de duas repeticdes com duas replicatas, com respectivo desvio-padrdo. Valores
seguidos pela mesma letra na mesma coluna, para cada amido, nao diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0,05).

4.3.2 Distribuicdo do tamanho molecular dos componentes dos amidos por
cromatografia de permeacdo em gel (GPC)

A Figura 4.11 apresenta os perfis de eluicdo dos amidos de mandioca e mandioquinha-
salsa nativos e apos o tratamento por TTBU a 30 e 35 % de umidade. Nao foram verificadas
alteragdes na intensidade dos picos correspondentes a amilopectina e a amilose, e também ndo
ocorreu a formagdo de material intermediario, de forma que se pode dizer que o TTBU nao

alterou a distribuicdo do tamanho molecular dos componentes dos amidos. Como mencionado
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anteriormente (item 4.2.1) o tratamento térmico altera a estrutura cristalina pela reorganizagao
das cadeias liberadas pela quebra das duplas hélices, sem que as ligacdes glicosidicas sejam
afetadas. Os resultados obtidos por GPC e por HPAEC-PAD (Tabela 4.9) mostram que as
ligagoes glicosidicas do tipo a (1—4) e o (1—6) ndo foram atingidas e a estrutura das cadeias

nao foi afetada em nenhuma das condi¢des em que o tratamento foi conduzido.

Figura 4.11: Perfil de elui¢do dos amidos de mandioquinha-salsa e mandioca nativos e
tratados por TTBU com teor de umidade de 30 e 35 % obtidos por cromatografia
de permeacao em gel Sepharose CL2B. (®) Blue value; (0) carboidratos totais.

4.3.3 Teor de amilose
O teor de amilose aparente dos amidos nativos e tratados por TTBU sdo apresentados

na Tabela 4.10. O tratamento ndo provocou alteracdo significativa no teor de amilose dos
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amidos, confirmando os resultados obtidos pela distribuicdo do tamanho molecular (Figura

4.11).

Tabela 4.10: Afinidade por iodo" e teor de amilose aparente dos amidos de
mandioquinha-salsa ¢ mandioca nativos e modificados por TTBU

Amido Mandioquinha-salsa Mandioca
Afinidade por Teor de Afinidade por Teor de
Iodo Amilose Iodo Amilose
Nativo 3,13+£0,20° 15,64 4,56 +0,02° 22,81
TTBU 30 % 3,12+0,04° 15,62 432+0,11° 21,32
TTBU 35 % 3,03+0,06° 15,16 421+0,16"° 21,05

*Média de duas repetigdes com trés replicatas, com respectivo desvio-padrdo entre
parénteses. Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna para cada amido ndo
diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

4.3.4 Difracéo de raios-X e cristalinidade relativa

Os difractogramas de raios-X e a cristalinidade relativa dos amidos nativos e tratados
por TTBU sao apresentados na Figura 4.12. O padrao cristalino do tipo B do amido de
mandioquinha-salsa foi alterado para tipo C apoés o TTBU nas duas condi¢des testadas. Os
difractogramas dos amidos tratados mostraram redu¢do na intensidade do pico a 5,6 ° ¢
surgimento de um pico singleto a 23 ° no lugar dos picos dubletos em 22 ° ¢ 24 ° em 20
anteriormente observados no difractograma do amido nativo. Por outro lado, o padrdo de
cristalinidade do amido de mandioca foi alterado de C, para A com o TTBU, observado nos
difractogramas pelo desaparecimento do pico a 5,6 ° em 260.

O padrao cristalino do tipo C ¢ uma mistura dos tipos A ¢ B em diferentes proporg¢des
(GALLANT; BOUCHET; BALDWIN, 1997; HIZUKURI et al. 1997), portanto a alterago
do padrao cristalino do tipo B para tipo C observada no amido de mandioquinha-salsa e do
tipo Ca para A no amido de mandioca foi resultado da alteragdo de cristais do tipo B para o
tipo A durante o TTBU. Essa alteragdo pode ser atribuida a vaporizagdo de 36 moléculas de
agua no canal central das células do tipo B seguida da movimentacdo de um par de duplas
hélices para o centro da unidade celular passando de um estado de menor estabilidade
termodinamica para um modelo de maior estabilidade em uma unidade celular monociclica
com 8 moléculas de 4gua em seu interior (ZAVARESE; DIAS, 2011). A  mudanga do
padrdo cristalino do tipo B para o tipo C também foi relatada por Vatatharajan et al. (2010)

em amidos de batata e por Gunaratne e Hoover (2002) em amidos de batata e inhame.

70



Figura 4.12: Difractogramas de raios-X dos amidos de mandioquinha-salsa e mandioca
nativos (a) e modificados por TTBU com 30 % (b) e 35 % (c) de umidade
com suas respectivas cristalinidades relativas.

A cristalinidade relativa foi reduzida para o amido de mandioquinha-salsa submetido
as duas condi¢des de TTBU, enquanto que para o amido de mandioca tratado com 30 % de
umidade a cristalinidade relativa aumentou e com 35 % ela reduziu. Como o TTBU provoca
uma reorganizagdo das moléculas de amido aumentando a interacdo entre elas, era esperado
que a cristalinidade relativa desses amidos aumentasse, porém ¢ possivel ter ocorrido uma
gelatinizacao parcial dos amidos, principalmente a maiores teores de umidade. Jyothi, Sajeev
e Sreekumar (2010) também relataram redug¢do na cristalinidade relativa do amido de
mandioca tratado com 20 % de umidade a 120 °C, enquanto Khunae, Tran e Sirivongpaisal
(2007) observaram redugdo na cristalinidade relativa em amidos de arroz com o aumento no

conteudo de umidade.

4.3.5 Microscopia Optica, Optica com luz polarizada e microscopia eletrénica de
varredura

O TTBU ¢ conhecido por ndo provocar alteragdes morfoldgicas nos granulos do amido

(GUNARATNE, HOOVER, 2002), no entanto foi possivel observar nas imagens obtidas por

microscopia Optica (Figura 4.13), optica com luz polarizada (Figura 4.14) e eletronica de

varredura (Figura 4.15) que o TTBU provocou a aglomeracdo dos granulos dos amidos apos o

tratamento. A formagao de aglomerados no amido de mandioca foi mais intensa no tratamento

a 35 %, enquanto para o amido de mandioquinha-salsa nas duas condigdes de tratamento
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empregadas houve grande aglomeragdo (Figura 4.15). Zavarese et al. (2010), também
relataram a alteragcdo na superficie dos granulos e a formagao de aglomerados de granulos de
amidos de arroz normal e de alto teor de amilose ap6s o TTBU com 25 % de umidade.
Segundo Zavarese e Dias (2011), essas alteragcdes sdo provocadas pela gelatinizagdo parcial
dos granulos. As imagens de microscopia optica dos amidos de mandioquinha-salsa mostram
que alguns granulos perderam sua estrutura, sugerindo a gelatinizagdo dos mesmos. As
imagens com luz polarizada (Figura 4.14) mostraram a perda de birrefringéncia de grande
parte dos granulos desses amidos, enquanto que no amido de mandioca foi possivel observar

apenas a formagao de aglomerados.

Figura 4.13: Microscopia Optica dos amidos de mandioquinha-salsa e mandioca nativos, e
tratados por TTBU com umidade de 30 % e 35 %.
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Figura 4.14: Microscopia optica com luz polarizada dos amidos de mandioquinha-salsa e
mandioca nativos e tratados por TTBU com umidade de 30 % e 35 %.

Figura 4.15: Microscopia eletronica de varredura dos amidos de mandioquinha-salsa e
mandioca nativos e tratados por TTBU com umidade de 30 % e 35 %.
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4.3.6 Indice de absorcéo e solubilidade em agua

Apds o TTBU pode-se observar para ambos os amidos, consideravel aumento no IAA
e ISA como mostram a Figura 4.16 e Figura 4.17. O aumento na solubilidade e na absorc¢do de
agua apos o TTBU pode ser explicado pela gelatinizagdo parcial produzida no granulo durante
o tratamento, como nas imagens de microscopia oOptica com luz polarizada e MEV (Figura
4.14 ¢ 4.15). O rompimento das duplas hélices provoca a liberagdo de uma maior quantidade
de hidroxilas que ficam livres para ligarem-se a agua. O aumento da solubilidade em agua
também foi observado por Jyothi, Sajeev e Sreekumar (2010), apés o TTBU em amidos de

mandioca, batata-doce e araruta.

Mandioquinha-salsa Mandioca
3,735 (a) 3,865 (a)
3,170 (b)
5 2512() G 2,556 (b)
(=3} (=]
P = 1916(0)
Nativo TTBU 30 % TTBU 35 % Nativo TTBU 30 % TTBU 35 %

Figura 4.16: Indice de absor¢do de agua dos amidos de mandioquinha-salsa ¢ mandioca
nativos e tratados por TTBU. * Média de duas repetigdes com trés replicatas.
Valores seguidos pela mesma letra no mesmo grafico ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os valores para o IAA e ISA aumentaram significativamente com o aumento da
umidade aplicada no tratamento para os dois amidos. O aumento no teor de umidade diminui
a temperatura de gelatinizacdo, e por isso a fracdo gelatinizada apds o tratamento ¢ maior. No
trabalho realizado por Lawal (2005) com amido de taioba tratado por TTBU a 18% de
umidade, a solubilidade do amido foi reduzida apds tratamento. Uma redu¢do na capacidade
de absor¢do de dgua também foi verificada por Franco, Ciacco e Tavares (1995) para amido
de milho tratado por TTBU a 18 % de umidade, essa divergéncia no comportamento sugere
que quando conduzido a menores teores de umidade a gelatinizagdo parcial dos amidos ¢é

evitada, causando apenas o fortalecimento das ligagdes no interior dos granulos.
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Mandioquinha-salsa Mandioca

1,154 (a)
_ 0,880 (a) . 0,852 (b)
S 0,742 (b) S 0,666()
é 0,456 (c) (25
Nativo TTBU 30 % TTBU 35 % Nativo TTBU 30 % TTBU 35 %

Figura 4.17: Porcentagem de solubilidade em é4gua fria dos amidos de mandioquinha-salsa e
mandioca nativos e tratados por TTBU. *Média de duas repetigdes com trés
replicatas. Valores seguidos pela mesma letra no mesmo grafico nao diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

4.3.7 Fator de expansao

Apds o tratamento térmico a capacidade de expansdo dos amidos foi reduzida,
independente do teor de umidade em que o tratamento foi conduzido, indicando o
fortalecimento das ligagdes no interior do granulo, como pode ser observado na Tabela 4.11.
O TTBU permite o realinhamento das forcas de ligacdo das cadeias do amido, alterando sua
estrutura ¢ aumentando sua cristalinidade (LAWAL, 2005). De acordo com Gunaratne e
Hoover (2002), o tratamento pode provocar uma maior interacdo entre as cadeias de
amilose/amilose ¢ amilose/amilopectina diminuindo a capacidade do granulo de inchar. Com
0 aumento na temperatura, a capacidade de expansao foi aumentada, para os amidos tratados,
pois as interagdes entre as cadeias foram rompidas.

Durante o TTBU dois eventos aconteceram, o realinhamento das cadeias com o
fortalecimento das ligagdes internas dos granulos e a gelatinizagdo de parte dos granulos em
funcdo das umidades mais elevadas empregadas o que explica os resultados, a principio,
incongruentes, de FE, ISA e [AA.

O amido de mandioquinha-salsa apresentou uma maior redug¢do na capacidade de
expansdo nos amidos tratados do que o amido de mandioca e o aumento da expansdo devido a
elevacdo da temperatura foram menores, indicando maior interagdo entre as moléculas desse

amido.
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A capacidade de expansdo a 90 °C foi reduzida para todos os amidos, pois a essa

temperatura a quantidade de granulos rompidos foi grande, diminuindo a capacidade de

retengdo da dgua no interior do granulo.

Tabela 4.11: Fator de expansdo® dos amidos de mandioquinha-salsa ¢ mandioca nativos e

tratados por TTBU.
Amostra Temperatura
60 °C 70 °C 80 °C 90 °C

Mandioquinha-salsa

Nativo 30,05+1,28%  36,37+024° 3871+0,51* 21,42+0,60"
TTBU 30 % 8,38+047° 13,13+0,62° 19,82+0,11° 14,10+£0,68°
TTBU 35 % 10,62+0,57°  12,38+0,20° 2425+0,98° 12,96+0,74°
Mandioca

Nativo 1445+0,48* 3344+1,71% 37,090+0,68°  26,00+0,73 "
TTBU 30 % 7,53 +0,37° 928+0,36° 20,95+0,39°¢ 1542+0,74°
TTBU 35 % 6,39+ 0,28 © 8,10+0,13° 2514+1,40° 1920+0,66°

* Média de duas repetigdes com trés replicatas, com o respectivo desvio-padrdo. Valores
seguidos pela mesma letra na mesma coluna, para cada amido, ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05);

4.3.8 Propriedades de pasta

As propriedades de pasta dos amidos nativos e submetidos ao TTBU sdo apresentadas

na Tabela 4.12, e os perfis viscoamilograficos exibidos na Figura 4.18.

O TTBU alterou todas as propriedades de pasta dos amidos, reduzindo as viscosidades

de pico e praticamente eliminando a viscosidade de quebra, principalmente do amido de

mandioquinha-salsa. Esse tratamento promove o rearranjo da estrutura cristalina do granulo,

pelo realinhamento das forcas de ligacdo e possivel formacdo de duplas hélices das cadeias

laterais da amilopectina. Essa nova estrutura reduz a capacidade do granulo de inchar e

romper, diminuindo assim a quantidade de amilose lixiviada e consequentemente a

viscosidade da pasta (LAWAL, 2005). Esses resultados corroboram aqueles encontrados para

o FE (Tabela 4.12).
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Figura 4.18: Perfil viscoamilografico dos amidos mandioquinha — salsa e mandioca nativos
(0), e modificados por TTBU com 30% (e) e 35 % (©) de umidade.

A temperatura de pasta foi aumentada em 8 °C para o amido de mandioca e 9 °C para
o amido de mandioquinha-salsa, a viscosidade final e a tendéncia a retrogradagdao também
aumentaram, indicando que o tratamento resultou em maior estabilidade dos amidos frente a
agitacdo e calor, provavelmente devido ao fortalecimento das ligagdes intramoleculares e
intermoleculares. As alteragdes no amido de mandioquinha-salsa foram mais intensas do que
no amido de mandioca, assim como observado no fator de expansdo (Tabela 4.11), indicando
uma maior interacao entre as cadeias de amilose e amilopectina desse amido. A maior
propor¢ao de cadeias ramificadas longas da amilopectina observadas para este amido (Tabela
4.9) pode explicar estes resultados. O teor de umidade aplicado no tratamento foi significativo
apenas nos valores encontrados para a viscosidade final e de sethack.

Jyothi, Sajeev e Sreekumar (2010), também obtiveram resultados semelhantes para
amido de mandioca submetido ao TTBU em diversas condigdes. Para todos os parametros de
tempo (6, 10 e 14 horas), de umidade (15, 20 e 25%) e de temperatura (80, 100 e 120 °C)
utilizados foram observados reducao nas viscosidades de pico, quebra e aumento de setback.
O mesmo padrdo foi também verificado por Singh et al. (2005) em amido de batata doce (28
% de umidade, 3 horas, 110 °C), e por Vieira e Sarmento (2008) em amidos de

mandioquinha-salsa, batata-doce e gengibre ( 27 % de umidade, 16 horas, 100 °C).
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Tabela 4.12: Propriedades de pasta® dos amidos de mandioquinha-salsa e mandioca
nativos e tratados por TTBU

Amidos T° Pasta (°C) Viscosidades (RVU)

Pico Quebra Final Setback
Mandioquinha-salsa
Nativo 61,3+0,3° 411+8% 299+8°? 160+£2°  48+1 °©
TTBU30%  68,5+03% 207+2° 0+0° 326+4°  118+2°
TTBU35%  70,1+0,3% 209+4° 0+0" 330+1%  130+3°
Mandioca
Nativo 682+0,4°% 280+1% 184+2° 184+4° 87+5 °
TTBU30%  763+0,9% 249+3°% 69+7 ° 277+0°% 9743
TTBU35%  75,6+0,6% 255+1° 77+6 ° 2074+5%  119+£3°

* Média de duas repetigdes com trés replicatas, com o respectivo desvio-padrio. Valores
seguidos pela mesma letra na mesma coluna, para cada amido, ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05);

4.3.9 Propriedades Térmicas

O tratamento térmico resultou, em ambos os amidos, no aumento das temperaturas de
gelatinizacao e reducdo na entalpia, como mostram os dados apresentados na Tabela 4.13 ¢ os
perfis isotérmicos da Figura 4.19.

O aumento das temperaturas de gelatinizagdo indicou que o TTBU fortaleceu as
ligacdes intermoleculares entre as cadeias tornando os granulos mais resistentes a agdo da
temperatura, o que também foi evidenciado nas propriedades de pasta dos amidos (Tabela
4.12). A entalpia de gelatinizacao ¢ um indicativo da cristalinidade dos granulos e da perda de
ordem molecular interna (SINGH et al., 2003). A redugdo da entalpia apds o tratamento
sugeriu o rompimento das duplas hélices. Segundo Gunaratne e Hoover (2002), o TTBU
provoca a dissociagdo das duplas hélices na regido amorfa e posteriormente uma
reorganizacdo da estrutura cristalina. A reducdo nos valores de entalpia confirmou a
ocorréncia de gelatinizagdo parcial dos amidos, como sugerido anteriormente. O teor de
umidade ndo afetou significativamente as propriedades de gelatinizacdo nos amidos de
mandioquinha-salsa, enquanto que no amido de mandioca apenas a temperatura inicial de
gelatinizacdo ndo sofreu influéncia do conteudo de umidade, contudo, essas diferengas foram

pequenas.

78



Tabela 4.13: Propriedades de gelatinizagdo® dos amidos de mandioquinha-salsa e mandioca

nativos e modificados por TTBU

Amidos T (°C) T, (°C) T; (°C) AT AH (J.g")
Mandioquinha-salsa
Nativo 56,73+0,59°  60,25£0,71° 63,97 +0,70° 7,24 15,58 £ 0,61 °
TTBU 30 % 59,00 +£0,65° 64,72+0,18° 71,50 +0,59° 12,50 5,47 +0,25°
TTBU 35 % 58,38 +0,66° 6431+099° 70,76 038" 12,38 437+0,15°
Mandioca
Nativo 60,97 £0,06° 67,31 +0,35° 74,49 +0,04° 13,53 15,47 £ 1,64 °
TTBU 30 % 71,39+0,98° 76,64+046° 80,50+0,19° 9,11 11,51 £0,44°
TTBU 35 % 7131 £0,68° 7548+0,52° 79,86 +048° 8,55 10,32 £0,40

* Média de duas repetigdes com trés replicatas, com o respectivo desvio-padrdo. Valores
seguidos pela mesma letra na mesma coluna, para cada amido, ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05); Ty, T,, Ty = temperatura inicial, de pico
e final. AT = (Ty— Ty); AH= variagdo de entalpia;

A reducdo no AH foi mais intensa no amido de mandioquinha-salsa. Esse amido, em

sua forma nativa, apresenta menor temperatura de gelatinizacao devido a maior fragilidade de

seus granulos e ao menor teor de amilose. Os tratamentos para os dois amidos foram

conduzidos sob as mesmas condigdes, de forma que a gelatinizagio do amido de

mandioquinha-salsa iniciou em menor temperatura do que a do amido de mandioca, o que

pode ter provocado um maior grau de gelatinizagao.

Figura 4.19: Perfil endotérmico dos amidos de mandioca e mandioquinha-salsa (a) nativos e

tratados por TTBU com (b) 30 % e (c¢) 35 % de umidade determinados por
DSC.
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Segundo Nwokocha et al. (2009), a faixa de temperatura de gelatinizagdo (AT) ¢
correlacionada ao grau de heterogeneidade dos cristais nos granulos, de modo que maiores
intervalos de temperatura indicam uma maior heterogeneidade dos cristais. A variagdo de
temperatura foi alterada de forma distinta para o amido de mandioca e de mandioquinha-salsa
ap6s o TTBU.

O amido de mandioca teve a faixa de temperatura de gelatinizagdo reduzida apos o
tratamento, o que pode ter sido resultado do rearranjo molecular com fortalecimento das
ligacdes internas resultando em maior homogeneidade dos cristais, ou resultado da fusdo dos
cristais que eram mais heterogéneos e mais sensiveis antes do tratamento. Ja para o amido de
mandioquinha-salsa o intervalo de gelatinizacdo aumentou com tratamento sugerindo maior
heterogeneidade dos cristais, provavelmente em funcdo da gelatinizacao parcial mais intensa
dos granulos deste amido. A variagdo de AT ¢ facilmente verificada nos perfis endotérmicos
apresentados na Figura 4.19. Percebe-se que o amido de mandioca apresentou picos mais
estreitos apds o tratamento, comparado ao amido nativo, enquanto as endotermas dos amidos
de mandioquinha-salsa apds o tratamento se mostraram mais largas do que as do amido

nativo.

4.3.10 Determinacédo do grau de gelatinizacdo
A gelatinizagdo do amido consiste na perda da ordem molecular dos granulos. A baixa
umidade empregada durante o tratamento térmico limita a mobilidade das cadeias poliméricas
aumentando a temperatura de gelatinizagdo dos amidos (ZAVARESE; DIAS, 2011). As
porcentagens de gelatinizagdo dos amidos tratados por TTBU sdo apresentadas na Tabela
4.14. O amido de mandioca apresentou um grau de gelatinizacao inferior ao do amido de
mandioquinha salsa nas duas condi¢gdes do tratamento, resultado que confirmou o observado

nas andlises de absorcao e solubilidade em dgua, microscopicas, e propriedades térmicas.

Tabela 4.14: Grau de gelatinizagdo dos amidos de mandioquinha-salsa e mandioca

tratados por TTBU
Amostra % Gelatinizagdo
Mandioquinha-salsa Mandioca
TTBU 30 % 64,89 25,60
TTBU 35 % 71,95 33,29
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Como citado anteriormente o amido de mandioquinha-salsa apresenta uma fragilidade
devido a peculiaridades de sua estrutura cristalina, com temperaturas de gelatinizagdo mais
baixas. Para os dois amidos as condigdes de tratamento foram as mesmas, dessa forma a perda
na ordem molecular foi mais intensa para o amido de mandioquinha-salsa.

Embora as andlises das propriedades de pasta e FE dos amidos submetidos ao TTBU
indicaram o fortalecimento das interagdes entre as cadeias, resultando na maior estabilidade
dos amidos frente a temperatura e acdo mecanica a gelatinizacdo ocorrida durante o
tratamento devido aos niveis de umidade empregados foi bastante significativa,
principalmente para o amido de mandioquinha-salsa. Amidos pré-gelatinizados sdo de grande
interesse na producdo de alimentos pré-preparados, soluveis e instantaneos onde se deseja

produtos de facil dispersao e coc¢ao rapida.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostraram que os amidos submetidos ao a moagem em moinho
de bolas ndo apresentaram alteracdes na distribui¢do do comprimento das cadeias laterais de
amilopectina, no entanto houve alteragdo na distribui¢do do tamanho molecular, indicando a
quebra das ligagdes do tipo a (1—6), que estdo presentes principalmente nas areas amorfas
dos granulos, aumentando a propor¢ao de cadeias menores e lineares. Os tratamentos
conduzidos por longos tempos (16 e 32 h) provocaram a degradagdo da estrutura cristalina
dos granulos resultando no aumento da solubilidade a frio e capacidade de ligacdo com a dgua
e reducao da cristalinidade relativa. As propriedades de pasta e térmicas também foram
afetadas, com redugdo das viscosidades e temperaturas de gelatinizagdo e aumento da
viscosidade a frio em funcdo da gelatinizagdo provocada pela energia mecanica gerada pelo
atrito durante a moagem causando o rompimento das ligacdes de hidrogénio. O amido de
mandioquinha-salsa em fung¢do da maior proporcao de defeitos em sua estrutura cristalina e
também em fun¢do de seu baixo teor de amilose foi o mais afetado pela moagem em moinho
de bolas atingindo 82 % de gelatinizagdao com 32 horas de tratamento.

Os amidos tratados por TTBU sofreram alteragdes nas propriedades de pasta, térmicas
e capacidade de expansdo dos granulos, sugerindo o fortalecimento das ligagdes intra e
intermoleculares que mantém a estrutura cristalina do granulo, ao mesmo tempo em que
ocorreu a gelatinizagao parcial dos granulos de modo que a capacidade de absor¢ao de adgua e
a solubilidade foram aumentadas. O tratamento resultou na alteracao do padrao cristalino dos
amidos que assumiu uma conformagdo termodindmica mais estavel. O nivel de umidade
aplicado foi mais significativo para o amido de mandioca, no entanto para os dois amidos nas
duas condigdes, houve gelatinizacdo parcial. O amido de mandioquinha-salsa foi o mais
afetado pelo TTBU. O TTBU resultou em amidos mais estaveis ao calor e agitacdo e de
menores viscosidades, a0 mesmo tempo em que foram obtidos amidos pré-gelatinizados.

O amido de mandioquinha-salsa foi mais afetado do que o amido de mandioca nos

dois tratamentos provavelmente devido aos defeitos presentes em sua estrutura cristalina.
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