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RESUMO

Amidos modificados sdo utilizados pela inddstria de alimentos por apresentarem
melhor comportamento que amidos nativos. Modificacdes visando a reducdo do diametro
granular para a obtengdo de granulos de tamanho similar aos da molécula de gordura tem sido
de grande interesse, pois este amido modificado pode ser usado como substituto de gordura
em diversas formulacbes. Para isso, 0 pré-tratamento enzimatico pode ser usado para
fragilizar a estrutura granular do amido e facilitar um posterior tratamento fisico como a
moagem, obtendo granulos com menor didmetro. O objetivo deste trabalho foi investigar o
efeito da hidrolise enzimatica seguida de moagem em moinho de bolas sobre as caracteristicas
estruturais e fisico-quimicas do amido de mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza).
Amido isolado de raizes de mandioquinha-salsa foi hidrolisado com a-amilase bacteriana e/ou
amiloglucosidase fungica, a 37 °C, em trés diferentes condicdes: A: 40 SKB/g de a-amilase e
10 U/g amiloglucosidase por 36 h; B: 20 SKB/g de a-amilase e 5 U/g amiloglucosidase por
12 h; C: 5 U/g amiloglucosidase por 12 h. Apds hidrélise os mesmos foram moidos por 1 e 2
h. Os amidos nativos e modificados foram analisados quanto a distribuicdo de tamanho de
granulos. Houve reducdo do diametro dos granulos para todos os amidos tratados, mas a
condicdo de hidrdlise B foi a escolhida para a continuidade dos experimentos, por ter
apresentado uma distribuicdo de tamanho de granulos ap6s moagem mais homogénea. Os
amidos nativos e hidrolisados com 20 SKB/g de a-amilase e 5 U/g amiloglucosidase por 12 h
foram analisados quanto a forma dos granulos, distribuicdo do comprimento das cadeias
laterais da amilopectina, distribuicdo do tamanho molecular dos componentes do amido, teor
de amilose, difracdo de raios-X, propriedades de pasta e térmicas, poder de inchamento e
solubilidade. Os granulos de amido nativo, analisados em microscopios 6ptico e eletrdnico de
varredura, mostraram formatos circulares com depressdes e irregularidades. A moagem
provocou fissuras na superficie granular e formacdo de aglomerados. Os resultados de
distribuicdo do tamanho molecular dos componentes do amido e distribui¢do do comprimento
das cadeias laterais da amilopectina indicaram que além do rompimento das pontes de
hidrogénio pela moagem, pode ter ocorrido também o rompimento das ligacdes glicosidicas
o-(1-6) nas areas mais amorfas dos granulos. O padrdo cristalino tipo B, obtido por
difractometria de raios-X, ndo mudou, mas a cristalinidade relativa diminuiu para os amidos
modificados. O amido hidrolisado e moido por 2 h apresentou a maior reducdo na sua

crstalinidade relativa (~ 30 %). A moagem cuasou ligeiro aumento no teor de amilose do



amido principalmente ap0s pré-tratamento enzimatico. As temperaturas de gelatinizacdo
aumentaram e a entalpia reduziu com o aumento do tempo de moagem, principalmente apos o
pré-tratamento enzimatico. Os resultados sugerem que o tratamento enzimatico debilitou a
estrutura granular facilitando o rompimento das pontes de hidrogénio pela moagem, o que

tornou o tratamento fisico mais eficiente.

Palavras chave: amido; mandioquinha-salsa; hidrdlise enzimatica; moagem.



ABSTRACT

Modified starches are used by food industry because they have better performance
than native starches. Modifications in order to reduce granular diameter to obtain granules of
similar size to those of fat molecules has been of great interest, for this modified starch can be
used as a fat substitute in various formulations. For this purpose, a enzymatic pretreatment
can be used to weaken the granular structure of starch and facilitate a subsequent physical
treatment such as grinding. The objective of this study was to investigate the effect of
enzymatic hydrolysis followed by milling in a ball mill on the structural and physicochemical
characteristics of Peruvian carrot (Arracacia xanthorrhiza) starch. Starch isolated from roots
of Peruvian Carrot was hydrolyzed with bacterial a-amylase and fungal amyloglucosidase at
37 °C in three different conditions: A: 40 SKB/g of a-amylase and 10 U/g amyloglucosidase
for 36 h; B: 20 SKB/g of a-amylase and 5 U/g amyloglucosidase for 12 h; C: 5 Ul/g
amyloglucosidase for 12 h. After hydrolysis, the starches were ball milled for 1 and 2 h. The
native and modified starches were analyzed for granular size distribution. There was reduction
of the granular diameter for all modified starches, but the B condition of hydrolysis was
choosen to continue the experiments because the starches modified in this condition displayed
a more homogeneous granular size distribution after milling. The native and hydrolyzed with
20 SKB / g of a-amylase and 5 U / g amyloglucosidase for 12 h starches were analyzed for
granule shape, distribution of branch chain length of amylopectin, molecular size distribution
of the starch components, apparent amylose content, X-ray diffraction, thermal and pasting
properties, swelling power and solubility. The native starch granules, analyzed in optical
microscope and scanning electron microscope, showed circular shapes with depressions and
irregularities. The ball milling caused fissures on granular surface and agglomerate formation.
The results of molecular size distribution of the starch components, and distribution of branch
chain length of amylopectin indicated that besides hydrogen bonds broken by ball milling, the
a-(1-6) linkages present mainly in amorphous areas of granules can also have been broken by
milling. The crystalline pattern B-type, obtained by X-ray diffractometry, has not changed,
but the relative crystallinity decreased for all modified starches. The hydrolyzed and 2 h
milled starch displayed the highest reduction in the relative crystallinity (~ 30 %). Milling
caused slight increase in the amylose, mainly after enzymatic pretreatment. The gelatinization
temperatures increased, and enthalpy reduced with increasing milling time, mainly after the

enzymatic pretreatment. The results suggest that enzymatic pretreatment makes the granular



structure weaker facilitating the breaking of hydrogen bonds by ball milling what become the

physical treatment more efficient.

Keywords: starch; peruvian carrot; enzymatic hydrolysis; ball milling.



1 INTRODUCAO

O amido é o principal responsavel pelas propriedades tecnoldgicas de grande parte dos
produtos processados, uma vez que contribui para diversas propriedades de textura em
alimentos, possuindo aplicacdes industriais como espessante, estabilizante de coloides, agente
gelificante e de volume, adesivo, retentor de agua, dentre outros (SINGH et al., 2003).

Este polimero é uma substancia de reserva para a maioria das plantas superiores e
pode ser utilizada na sua forma nativa ou modificada. Modificagdes quimicas, fisicas e
enzimaticas dao origem a amidos com propriedades especificas (APLEVICZ; DEMIATE,
2007; ZAVAREZE et al., 2009).

O tamanho e a forma dos granulos de amido estdo entre os fatores de importancia na
determinacdo de usos potenciais também nas industrias alimenticias, devido a influéncia
dessas caracteristicas sobre as propriedades de processamento de alimentos em pé (LEONEL;
GARCIA; REIS, 2004).

O mercado vem preferindo amidos com grénulos de menor diametro para muitas
aplicacdes industriais. Embora existam amidos que apresentem granulos com didmetro bem
pequeno, eles sao dificeis de isolar, devido aos custos envolvidos na sua producdo, 0 que 0S
tornam menos vidveis economicamente.

Na literatura, varios métodos tém sido citados (SANGUAPONG et al.; 2003; WU
MIAO, 2007; CAVALLINI; FRANCO, 2010), os quais utilizam a combinacdo da
modificacdo enzimatica ou acida do amido com algum tratamento fisico com a finalidade de
reduzir o didmetro médio dos granulos de amido. Assim, pequenas particulas de amido tém
sido obtidas por combinacdo de hidrolise enzimatica e atrito mecanico (SANGUAPONG et
al., 2003). Durante a hidrdlise, os granulos tornam-se mais frageis e quando submetidos a
moagem se quebram produzindo particulas de menor diametro (JANE, 1992; CASTRO,
2000).

Sanguanpong et al. (2003) estudaram a modificagdo enzimatica do amido de
mandioca, seguida de moagem em moinho de bolas, e revelaram que o dano mecéanico
provoca uma transformacao na estrutura dos granulos, de ordenada para desordenada (amorfa)
por meio da quebra das ligagOes intermoleculares. Segundo esses autores, as fraturas
observadas em algumas partes quebradas dos granulos de amido eram paralelas ao eixo de
crescimento das cadeias de amilopectina, e os granulos quebrados em pequenos fragmentos

contribuiram com a regido amorfa.
16



Na moagem em moinho de bolas, a acdo mecanica sobre 0 amido nativo ou submetido
a um pré-tratamento causa um aumento das areas amorfas com consequente reducdo da area
cristalina devido a quebra das pontes de hidrogénio no interior do granulo (CAVALLINI;
FRANCO, 2010). Este processo resulta em mudangas gradativas na estrutura molecular,
estrutura cristalina, solubilidade em agua, caracteristicas térmicas e morfologicas dos amidos
através da forca mecénica produzida pelo atrito das bolas com os granulos de amido
(HUANG et al., 2007).

O amido de mandioquinha-salsa apresenta granulos de formato circulares e
irregulares, além de granulos frageis e quebradicos. Segundo Rocha et al. (2011), este € um
amido de facil cozimento, apresentando baixa temperatura de gelatinizacéo e alta viscosidade
de pico, baixa tendéncia a retrogradacdo e sinérese, 0 que contribui para sua alta
digestibilidade.

Este trabalho teve como objetivo investigar o efeito da hidrdlise enzimatica seguida da
moagem em moinho de bolas do amido de mandioquinha-salsa em suas propriedades

estruturais e fisico-quimicas.
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2 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da hidrdlise enzimatica com a-amilase bacteriana e
amiloglucosidase fangica seguida da moagem em moinho de bolas sobre as caracteristicas

estruturais e fisico-quimicas do amido de mandioquinha-salsa.

2.1 Objetivos especificos

— Caracterizar o amido nativo de mandioquinha-salsa.

— Estudar o efeito da enzima o-amilase e amiloglucosidase em diferentes condigdes de
hidrélise sobre as caracteristicas morfoldgicas e estruturais e fisico-quimicas do amido
de mandioquinha-salsa.

— Estudar o efeito da hidrolise seguida da moagem em moinho de bola sobre as
caracteristicas morfoldgicas e estruturais e fisico-quimicas do amido de

mandioquinha-salsa.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O AMIDO

O amido é um carboidrato de reserva das plantas superiores e oferece de 70 a 80% das
calorias consumidas pelo homem. Estd presente nas folhas verdes das plantas, raizes,
tubérculos, gréos de cereais, sementes, castanhas e frutas sendo sintetizado nos amiloplastos
na forma de granulos com tamanhos que variam de 1 a 100 um e em diversos formatos
(WHISTLER, BeMILLER, 1997; MUKERJEA; SLOCUM; ROBYT, 2007).

Este polimero é composto de dois polissacarideos, a amilose de estrutura linear e a
amilopectina de estrutura ramificada. A amilose (Figura 1a) é relativamente pequena em sua
massa molecular (10*-10* Kg/mol) e apresenta poucas ramificacées, enquanto a amilopectina
(Figura 2.1b) apresenta de 5 a 6 % de ramificacdes e alta massa molecular (10*-10° Kg /mol)
(YOO; JANE, 2002). Essas moléculas se interagem através de pontes de hidrogénio, pois
estdo associadas paralelamente, resultando no aparecimento de regides cristalinas ou amorfas
(FRANCO et al., 2001).
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Figura 1 Estrutura quimica das cadeias de amido.(a) amilose, (b) amilopectina. Adaptado de
Muralikrishna e Nirmala (2005).
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Os granulos de amido sdo estruturas semicristalinas compostas dessas
macromoléculas arranjadas na direcdo radial, associadas paralelamente formando pontes de
hidrogénio, que resulta no aparecimento de regides cristalinas e amorfas. Quando vistos sob
luz polarizada os granulos apresentam uma tipica cruz de Malta devido a sua birrefringéncia
resultante do alto grau de organizacdo molecular (FRANCO et al., 2001).

As regibes cristalinas, nos granulos de amido, consistem de duplas hélices fortemente
empacotadas, formadas pelas ramificacbes da amilopectina, enquanto que a regido amorfa,
menos ordenada, contém os pontos de ramificacdo das cadeias laterais da amilopectina e
possivelmente alguma amilose (BUELON et al., 1998).

Véarios modelos tém sido propostos para a estrutura da amilopectina. No modelo
cluster, proposto por French (1973) e Robin et al. (1974), as cadeias de amilopectina estdo
organizadas e s&o denominadas cadeias A e B. As cadeias A, mais externas, tem comprimento
de 60 A e DP ~ 15. J4 as cadeias B podem se estender por dois ou mais “clusters” sendo que
cada cadeia B, pode carregar duas ou trés cadeias B ou A. A associacdo destas cadeias A e B
na forma de cachos (cluster), formam a fracdo do granulo resistente a hidrdlise acida. Neste
modelo, a maioria das ligagbes a (1—6) estariam localizadas nas areas intercristalinas

(amorfas) entre os clusters (Figura 2.2).
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Figura 2 Representacdo esquematica das cadeias da amilopectina A e B, no modelo de cluster.
Adaptado de Tester; Karkalas, Qi (2004).

Gallant, Bouchet e Baldwin (1997) 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, conforme sua origem botanica (Figura 2.3).
Assim, a amilopectina estaria localizada no granulo em regides cristalinas e semicristalinas e,
nesta Gltima, os blogquetes seriam menores, e a cristalinidade da amilopectina seria reduzida,
principalmente devido a seu maior envolvimento com a amilose.

20



Crystalline
Hard  Shall

Semi-crystalline
Solt  Shell

Pores Granule Sudace

Hilum

Whole Granule

Crystalling ——pm

Hard Shell
Semi-crystalling -
Soft  Shell
¥
(DA,
1
Amorphous  Blocklet  Blocklat |
Channals '
Crystalline L H P
Amorphous ' -"“fj'

ﬂ H Blockiet

i e

Figura 3 Representacdo esquematica da estrutura do granulo de amido. Adaptado
de Gallant, Bouchet e Baldwin (1997).

A exata localizagdo da amilose no granulo tem sido motivo de muitos estudos e trés
hip6teses mais provaveis tem sido levantadas, de acordo com Jane (2006). A amilose estaria
concentrada nas regides periféricas do granulo onde estariam fortemente associadas as
moléculas de amilopectina, e nas outras duas hipdteses a amilose estaria localizada
tangencialmente a orientacdo radial da amilopectina o que diminuiria as interacdes helicoidais

entre a amilose e amilopectina (BULEON et al., 1998).

3.2 PROPRIEDADES FUNCIONAIS DO AMIDO

Quando a suspensdo de amido em agua € aquecida, inicia-se um processo de
modificacdo denominado gelatinizacdo. A medida que o aquecimento prossegue, os granulos
hidratam e incham absorvendo mais agua. Inicialmente a agua penetra nas areas amorfas onde
as pontes de hidrogénio sdo mais fracas e mais facilmente rompidas, e a estrutura granular se

altera irreversivelmente. Se houver agua suficiente, ocorre a perda da birrefringéncia e da
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ordem cristalina do granulo que acabam por se romper com consequente lixiviacdo da amilose
(BILIADERIS, 1991; THOMAS E ATWELL, 1999; HOOVER, 2001; SINGH et al., 2003).

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

A reassociacdo das moléculas gelatinizadas promove uma reordenacdo da estrutura do
amido, devido a uma tendéncia de tais moléculas se unirem por pontes de hidrogénio, gerando
particulas de maior tamanho que, por serem mais pesadas, precipitam. Sob certas condices,
o amido gelatinizado sofre dextrinizagdo e hidrolises parciais, porém em seguida, sofre
polimerizagcbes, tornando-se insolivel em agua fria e resistente a acdo das amilases.
Este fendmeno é freqlente em pastas de amido envelhecidas e é denominado por
retrogradacdo (ATWELL et al., 1988).

De acordo com Singh et al., (2003) o contetdo de amilose ¢ um dos fatores que
influéncia a retrogradacdo do amido. Quanto maior o conteddo de amilose maior a tendéncia a
retrogradacdo. Outros fatores como a fonte botanica do amido, concentracdo, condi¢cdes de
aquecimento e resfriamento, pH e presenca de solutos como lipideos e aglcares também sdo
determinantes nesse processo (LAJOLO; MENEZES, 2006).

Estas mudangas que ocorrem durante a gelatinizacao e retrogradacao (propriedades de
pasta) sdo medidas principalmente por dois equipamentos como Viscoamilografo Brabender e
0 RVA (Rapido Viscoanalisador) (FRANCO et al., 2001).

Além das propriedades de pasta, as propriedades térmicas, mensuradas em
Calorimetro Exploratério de Varredura, fornecem informacdes sobre as transformacgdes que
ocorrem dentro do granulo de amido durante o aquecimento e resfriamento na presenca de
agua, como temperaturas de gelatinizacdo, retrogradacdo e cristalizacdo (YU; CHRISTIE,
2001) e ainda detecta o fluxo de calor, medindo a quebra das pontes de hidrogénio que
estabilizam as duplas hélices (TESTER, 1997).

3.3 AMIDO MODIFICADO

Na industria de alimentos o amido possui as mais variadas aplicacfes. Alem da forma

nativa, o0 amido pode sofrer modificacdes que o molda de acordo com as caracteristicas
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tecnoldgicas, para conferir a funcionalidade desejavel no desenvolvimento de novos produtos
(CIACCO; CRUZ, 1982). Contudo, sdo inumeras as razdes para que o amido granular seja
modificado como: diminuir a tendéncia de retrogradacdo, aumentar a estabilidade frente ao
aquecimento e atrito mecénico, aumentar a estabilidade das pastas frente ao resfriamento e
congelamento, aumentar transparéncia e adesividade, melhorar textura das pastas ou géis e a
formacédo de filmes, adicionar grupamentos hidrofobicos e introduzir poder emulsificante
(BeMILLER, 1997; BORTOLO, 1998).

Os amidos podem ser modificados por via quimica, fisica ou enzimatica. As
modificagBes quimicas sdo as mais utilizadas devido a sua versatilidade, permitindo a
obtencdo de amidos com propriedades fisico-quimicas diferenciadas (DEMIATE, 2003). Os
amidos modificados por processo fisico possuem a vantagem de nao serem limitados pela
legislacdo quanto as quantidades utilizadas, sendo considerados como ingredientes, ja 0s
amidos modificados quimicamente devem ser mencionados como amido modificado
(CEREDA,; VILPOUX; DEMIATE, 2003).

As modificacdes enzimaticas, além de serem um importante processo industrial para a
producdo de adocantes, xaropes e outros produtos quimicos (etanol, acetona, etc.) (LI et al.,
2004), também podem ser utilizadas, como pré-tratamento do granulo de amido com a
finalidade de debilitar sua estrutura, para um posterior tratamento fisico como a moagem
(SANGUAPONG et al., 2003).

Segundo Sanguanpong et al. (2003) o processo enzimatico utilizando a-amilase e
amiloglucosidase no amido de mandioca apresentaram uma superficie esponjosa, com
conchas em seu interior. A conseqiiéncia do maltiplo ataque pelas enzimas é a degradacao das
regibes amorfas e cristalinas. Este enfraquecimento da estrutura granular proporcionado pelo

pré-tratamento enzimatico auxilia a reducdo de tamanho do granulo ap6s a moagem.

3.3.1 Amido Modificado por Enzima

Os amidos modificados por enzima sdo produzidos pelo uso de basicamente cinco
grupos enzimaticos. As endo e exoamilases agem primeiramente nas liga¢bes o-(1,4), ao
passo que as enzimas desramificantes agem exclusivamente nas ligagdes a-(1,6). Um quarto
grupo é constituido pelas isomerases que agem nos xaropes de glucose para converté-los em

xarope de frutose. Ja as ciclodextrinaglicosiltransferase degradam o amido pela catalizacédo de
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reacbes de despolimerizacdo e de ciclizagido (GUZMAN-MALDONADO; PAREDES-
LOPES, 1995).

A taxa de hidrélise dos granulos de amido esta diretamente ligada a origem botanica
do mesmo, assim como ao sistema enzimatico utilizado, concentracdo, e ao tamanho dos
granulos. Amidos de superficie porosa, como é o caso dos granulos de amido de milho,
tendem a sofrer uma degradacdo mais rapida do que aqueles cuja superficie é lisa, como o de
mandioca. Granulos de menor didmetro sao mais suscetiveis as enzimas que aqueles de maior
diametro (FRANCO; CIACCO, 1992; FRANCO; CIACCO; TAVARES, 1988, 1998).

Estudos apontam que a suscetibilidade do granulo de amido ao ataque enzimatico esta
relacionada também a fatores como seu teor de amilose e de amilopectina. Além disso, alguns
estudos mostram que grande parte dos granulos de amido tem seu teor de amilose reduzido
apos o ataque enzimatico, como observado por Cho et al. (2009) para amido de arroz e por
Rocha, Carneiro e Franco (2010) para os amidos de mandioca, batata-doce, mandioquinha-
salsa e batata. J& Absar et al. (2009), avaliando a suscetibilidade de amidos de batata contendo
diferentes teores de fosforo a acdo enzimatica de a-amilose e glucoamilase notaram que néo
houve influéncia da quantidade de amilose, mas que o maior teor de fosforo esta relacionado a
reducdo da acdo enzimatica nos granulos.

Oates (1997) sugeriu que uma maior taxa de hidrdlise enzimatica poderia ser obtida
mantendo-se 0 amido nativo incubado a temperaturas proximas a 60°C. Shariffa et al.
(2009) conduziram um estudo com amidos de batata-doce e tapioca, avaliando a
suscetibilidade dos grénulos a hidrélise enzimatica sob agdo sinérgica de a-amilase fingica e
amiloglucosidase e ap6s o tratamento térmico (annealing), sempre abaixo da temperatura
de gelatinizacdo. Esses autores concluiram que a exposic¢do dos granulos a temperaturas mais
elevadas (60°C), porém menores que a temperatura de gelatinizacdo dos amidos, facilita a
acao das enzimas e aumenta a taxa de hidrolise, possivelmente porque em temperaturas
proximas as de gelatinizagdo, a regido amorfa do granulo de amido sofre um inchamento
irreversivel, permitindo o maior ataque das enzimas.

Durante o processo de hidrolise por enzimas, as regifdes dos granulos sdo degradadas
de forma desigual, as areas amorfas por serem menos organizadas sdo mais suscetiveis que as
areas cristalinas que oferece uma maior resisténcia a acdo enzimatica (OATES, 1997). Porém
Colonna; Buléon; Lemane (1988) observaram que a a-amilase pode atacar simultaneamente
as areas amorfas e cristalinas do amido granular, enquanto LAURO et al. (1999)
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reportaram que em um estagio inicial da hidrdlise de amido de cevada, ambas as areas

cristalinas e amorfas foram igualmente atacadas.

3.3.1.1 Acéo da Enzima a-amilase

Pandey et al. (2005) definem o-amilase (1,4-a-glucan-4-glucanohydrolase, EC
3.2.1.1.) como sendo uma endoenzima que quebra as ligacbes a(1,4) dos polissacarideos que
possuem trés ou mais unidades de D-glucose ligadas em a-1,4. O ataque ocorre de forma nao
seletiva e, sobre varios pontos da cadeia simultaneamente, sendo que os primeiros produtos da
hidrolise sdo sempre oligossacarideos de 5 a 7 unidades de glicose. Isso representa um ataque
preferencial sobre cada passo da estrutura helicoidal da amilose ou da dupla hélice da
amilopectina (BRUCHMANN, 1980).

A enzima forma com o substrato um complexo, independentemente da posicao inicial
do substrato. O complexo enzima substrato formado possui uma conformacdo ideal para a
catalise. A ligacdo da direita esta mais fracamente associada a enzima que a da esquerda, por
isso a ligacdo da direita se associa deixando o lugar desocupado. O fragmento da esquerda se
rearranja para ocupar todo lugar da ligacdo, este processo produz um complexo enzima-
substrato com geometria ideal para posterior catalise (HOOVER; ZHOU, 2003).

Contudo, diversos fatores sdo responsaveis pela acdo enzimatica. Além da
concentracdo, tempo e temperatura, a espécie botanica do substrato pode facilitar ou limitar a
extensdo da hidrolise. Por exemplo, amidos de tuberosas e raizes sdo hidrolisados por
somente uma enzima purificada, j& os amidos de cereais sdo completamente e rapidamente
digeridos pelas enzimas (ROBERTSON et al., 2006). Estudos realizados por Tester, Qi e
Karkalas (2006) observaram que amidos com alto teor de amilose séo altamente resistentes a

hidrolise por a-amilase devido a acdo desta enzima na fracdo amilose.

3.3.1.2 Acao da enzima amiloglucosidase

Conhecida como glucoamilase, a amiloglucisidase é uma exoenzima produzindo D-
glicose a partir da extremidade ndo redutora da cadeia do amido. Esta enzima é capaz de
catalisar a hidrolise de ligagdes glicosidicas o-1,4 e a-1,6 (KIM, ROBYT, 1999;
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NOROUZIAN et al., 2006), portanto € importante biocatalisador industrial utilizado na
producéo de xarope de glicose (NOROZIAN, et al., 2006; SHARIFFA, et al., 2009).

A atuacdo da enzima amiloglucosidase fungica ocorre por trés dominios, um dominio
do sitio de atividade, um dominio ligador glicosilado, e um dominio de quebra do amido. A
presenca do dominio de quebra do amido permite a enzima hidrolisar todo o granulo de amido
(KIMURA; ROBYT, 1996).

A atividade especifica da amiloglucosidade na clivagem de liga¢des glicosidicas a-1,6
é apenas 0,2% da atividade especifica na clivagem de ligacdes a-1,4. A baixa taxa de
clivagem de ligacOes a-1,6 € um efeito adverso na cinética da enzima e na eficiéncia de
sacarificacdo, e portanto diminui a sua velocidade de atuacdo (NOROUZIAN et al., 2006).

A amiloglucosidase fangica age sobre a amilose numa velocidade lenta quando
comparada com o ataque a amilopectina, pois sendo uma exoenzima, sO atua a partir da
extremidade n&o-redutora e ndo penetra no interior da estrutura helicoidal da amilose. O
granulo de amido adsorve a amiloglucosidase da solucdo em diferentes proporcdes,
dependendo do tipo de amido (KIM; ROBYT, 1999).

Kim e Robyt (1999) estudando o amido de milho normal e ceroso observou que
amidos que possuem poros em sua superficie sdo mais facilmente hidrolisados pelas amilases.
Para esses autores, a penetracdo da amiloglucosidase fingica no granulo de amido produz

buracos aumentando o tamanho dos poros na superficie do granulo.

3.3.1.3 Efeito da acao sinérgica da a- amilase e a amiloglucisidase

Segundo Fellows (2006) e Pandey et al (2005), as enzimas o-amilases e
amiloglucosidases sdo amplamente empregadas industrialmente para a manufatura de diversos
produtos. Devido a isso, muitos estudos vém sendo realizados para a melhor compreensao
deste sinergismo.

Quando a amiloglucosidase age sozinha ndo hd mudanca no numero de sitios do
substrato até a amilose ou amilopectina serem digeridas aos seus ultimos residuos. No entanto
quando as enzimas a-amilase e amiloglucosidase agem em conjunto, a acdo endo-catalitica
aumenta o numero de sitios do substrato para a acdo da exo-enzima, permitindo um aumento

na taxa de conversdo. No estagio inicial da hidrdlise, as a¢Oes cataliticas das enzimas podem
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permitir a desintegracdo fisica da estrutura e consequentemente exporem novos Ssitios
suscetiveis a acdo de ambas as enzimas (ROBERTSON et al.,2006).

Existem muitos trabalhos sobre o efeito sinergistico das duas enzimas incluindo
amidos de mandioca e a propria mandioquinha-salsa (FRANCO; CIACCO; TAVARES,
1988; SANGUAPONG et al., 2003; ROCHA; CARNEIRO; FRANCO, 2010). A eficiéncia
do uso destas duas enzimas foi observada em granulos de amido de arroz, sagu e batata por
Monna et al. (1989). Estes pesquisadores concluiram que esta combinacdo apresenta bons
rendimentos na conversdo do amido a glicose em todos 0s substratos.

Matsubara et al. (2004) comparou a agdo da o-amilase e amiloglucosidase nos
gréanulos de amido de milho, e observou que os residuos obtidos da hidrélise por a-amilase
resultam na formacao de grandes buracos na superficie do granulo de amido.

Estudos realizados por Sanguanpong et al. (2003) observaram que a hidrolise
enzimatica pode ser utilizada como um pré-tratamento para fragilizar o grénulo de amido e
promover a degradacdo das areas amorfas e cristalinas do granulo de amido. A hidrélise com
a-amilase e amiloglucosidase no amido de mandioca produziu granulos com uma estrutura
esponjosa e conchas em seu interior. Amilose e amilopectina foram sujeitos a ataques

multiplos pelas enzimas, sem qualquer alteracédo significativa na cristalinidade dos granulos.

3.3.2 Amido Modificado Fisicamente

ModificacBes fisicas a fim de diminuir o tamanho do granulo de amido e suas
aplicacbes tais como substitutos de gordura, filmes plasticos, cosméticos e produtos
farmacéuticos tem sido investigadas (JANE, et al. 1992). Granulos de amidos com tamanho
reduzido apresentam uma sensacdo cremosa na boca, caracteristica apreciada em diversas
formulaces (MALINSKI; DANIEL; ZHANG; WHISTLER, 2003).

A quebra mecanica do granulo de amido por aplicacdo de uma forca fisica pode ser
efetiva na obtencdo de granulos de tamanho similar aos da micela de gordura, principalmente
apos um pré-tratamento para debilitar a estrutura granular, como a hidrélise enzimatica ou
acida (JANE et al., 1992; NIEMANN; WHISTLER, 1992; SANGUANPONG et al.,2003).

Quando o granulo de amido é submetido a forcas fisicas, durante a moagem,
acontecem consideraveis alteracdes na sua na estrutura molecular, estrutura cristalina,

solubilidade em 4&gua, caracteristicas térmicas e morfolégicas (JANE et al. 1992;
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MORRISON, TESTER, 1994; TAMAKI et al.,, 1998; SANGUANPONG et al, 2003;
HUANG et al., 2007). Ocorre a efetiva destruicdo da estrutura granular, pela moagem, com a
formacdo de um material amorfo, mesmo sem a adicdo de agua e calor (KIM et al., 2001), e
com formacdo de uma estrutura amorfa, uma maior quantidade de particulas de menor
didmetro é obtida (SANGUANPONG et al, 2003).

A moagem pode ser conduzida em estado solido, e a acdo das bolas sobre os granulos
de amido ndo ocorre de forma homogénea. O resultado da acdo da moagem é o rompimento
das ligagdes glicosidicas, o que depende de diversos fatores, como, forca de impacto,
diametro do cilindro, quantidade de bolas e velocidade de rotacdo. Portanto, as mudancas nas
regides internas e externas no granulo de amido sdo peculiares as condicdes de tratamento
nele empregados (TAMAKI et al., 1998).

Conforme Ren et al. (2010) o tratamento fisico em moinho de bolas é divido em duas
etapas. Na primeira etapa ocorrem as operagdes de cisalhamento, impacto e atrito entre a
matriz de moagem e o0 amido, quebrando os granulos em pequenos fragmentos, o que rompe
as pontes de hidrogénio no granulo, reduzindo e criando defeitos na regido cristalina,
incluindo mudancas na estrutura do granulo de amido. Neste momento, as superficies de
alguns granulos séo espontaneamente ativadas, e sdo produzidos aglomerados, resultando em
mudancas no tamanho das particulas maiores. Assim, granulos pequenos séo produzidos, e a
distribuicdo do tamanho dos granulos se torna mais ampla e uniforme. Na segunda etapa se
estabelece um valor de granulacdo e os granulos tornam-se mais resistentes e dificeis de
quebrar. A quebra desses granulos se torna impossivel e somente transformac@es plasticas
podem ocorrer.

Os resultados encontrados por Huang et al. (2007, 2008) no estudo dos efeitos da
moagem em moinho de bolas nas caracteristicas fisico-quimicas e propriedades estruturais de
amido de mandioca mostraram que o tratamento melhorou a solubilidade do amido em agua
fria, sendo que o aumento da solubilidade estava relacionado ao tempo de ativagdo. A
degradacéo da estrutura cristalina resultante da ativagdo mecénica permitiu uma maior entrada
de agua no interior do granulo. Os danos na estrutura cristalina do amido também foram
observados pela reducdo da viscosidade aparente, pois a afinidade intramolecular no amido
foi diminuida.

Segundo Zhang, Zhao e Xiong (2010), a medida que o tempo de moagem aumentou, a
forma e o tamanho dos grénulos de amido de arroz foram alterados como resultado da

destruicdo da estrutura cristalina, pois ocorre uma decomposic¢ao da amilose e da amilopectina
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do amido de arroz, causando um aumento da solubilidade, poder redutor e diminuicdo do
“Blue Value”.

De acordo com Ren et al. (2010), apds a moagem do amido de mandioca, as camadas
mais externas do grénulo foram removidas como se o granulo fosse descascado, a estrutura
cristalina de amido foi danificada, o grau de desordem aumentou e o grau de cristalinidade e a
temperatura de fusdo diminuiram. Portanto, ao contrario dos amidos nativos, o granulo de
amido moido absorve menos agua e é facilmente gelatinizado por tratamento térmico, devido
a quebra ou enfraguecimento das cadeias poliméricas. Assim quantidade de adgua disponivel
no sistema é aumentada quando o tamanho do granulo de amido é reduzido, causando queda
na temperatura de transicao vitrea.

Porém a moagem em moinho de bolas pode induzir a gelatinizacdo sem aplicacdo de
calor e 4gua (CAVALLINI E FRANCO 2010 ;TAMAKI et al.,, 1998). A gelatinizacdo a
frio dos amidos danificados mecanicamente tem resultados muito similares a gelatinizacdo
causada por aquecimento (MORRISSON; TESTER; GIDLEY, 1994).

Visando facilitar a quebra do granulo em moinho de bolas o pré-tratamento enzimatico
vem sendo estudado, e um fator importante € o grau de hidrolise para a obtencdo de um amido
com propriedades de substituto de gordura (LUCCA; TEPPER, 1994, ZAMBRANO,;
CAMARGO, 1999). A acdo da enzima debilita a estrutura granular produzindo granulos
frageis e mais faceis de serem quebrados por uma posterior agdo mecanica Dessa forma a
combinacdo da modificacdo enzimatica com a moagem produz amidos com tamanhos de
particulas pequenas entre 3 e 8 um, didmetro bem menor quando comparadas as particulas de
um amido nativo entre 3-30 um (SANGUANPONG et al, 2003).

Sanguanpong et al. (2003) modificaram enzimaticamente amido de mandioca usando
a-amilase e amiloglucosidase antes da moagem em moinho de bolas. Esses autores
observaram, apds a hidrolise, a formacdo de granulos de amido de menor diametro e de
aparéncia esponjosa, 0s quais se mostraram frageis e sofreram consideravel fragmentagéo e
deformacdo durante o processo fisico, portanto, a acdo das enzimas proporcionou um
desordenamento da estrutura granular.

Jane et al. (1992) e Niemann e Whister (1992) utilizando o pre-tratamento por acido
em amido de milho observaram a hidrélise produziu granulos frageis e que poderiam ser
quebrados em pequenas particulas com o atrito mecanico. Estes autores observaram que as
particulas cristalinas foram preservadas e o tamanho dos granulos reduzidos a tamanhos de 2

um.
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3.4 MANDIOQUINHA-SALSA

A mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza) € uma raiz originaria dos Andes
colombianos, tendo sido introduzida no Brasil por volta de 1900. E cultivada principalmente
na regido sudeste do Brasil, onde se adaptou as condicbes edafocliméaticas semelhantes
aquelas da regido de origem (CAMARA; SANTOS, 2002).

Esta raiz, conhecida também como batata-baroa, batata-cenoura, cenoura-amarela,
batata-fiusa, batata-tupinambd, batata-arracacha, batata-jujuba ou batata-suica (CASALLI,
SEDYAMA, 1997), é um alimento de alto valor nutritivo, quando comparada com outras
espécies amilaceas como a mandioca, batata, card e batata doce. Caracteriza-se como um
alimento essencialmente energético, apresentando 25 g de carboidratos, em média, por 100 g
de raiz, alem de constituir uma boa fonte de vitamina A e niacina, apresentando também
consideraveis niveis de minerais, como calcio, fosforo e ferro (PEREIRA,1995).

O amido de mandioquinha-salsa apresenta baixa temperatura de gelatinizacéo e alta
viscosidade de pico, sendo muito suscetivel ao atrito mecéanico. Também possui baixa
tendéncia a retrogradacao e sinerese, o que contribui para sua alta digestibilidade. Trabalhos
anteriores caracterizando este amido tém mostrado que 0 mesmo apresenta um padrdo de
difracdo de raios-X tipo-B e um teor de amilose aparente variando entre 17,8 a 21,7%
dependendo da variedade (ROCHA; DEMIATE; FRANCO, 2008). O teor de amilose
absoluto encontrado para este amido foi de 9,1%, enquanto a distribuicdo de comprimento de
cadeia da amilopectina mostrou altas proporcdes de cadeias curtas (DP 6-12) e longas (DP >
37) (ROCHA et al., 2011). Os granulos do amido de mandioquinha-salsa sdo arredondados e
irregulares, com didmetro variando de 7 a 23um (SANTACRUZ et al., 2002).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Raizes frescas de mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza) variedade Senador
Amaral, obtidas na cidade de Tapirai-SP e colhidas apos 9 meses de plantio, foram utilizadas
neste projeto. As enzimas puras a-amilase bacteriana (A6380) e amiloglucosidase fangica
(A7420) foram adquiridas da Sigma Chemical CO., USA.

Todos os outros reagentes utilizados foram puros para anélise.

4.2 Métodos

4.2.1 Isolamento dos Amidos

As raizes de mandioquinha-salsa foram lavadas, descascadas e lavadas novamente
para retirada das impurezas. Em seguida, foram cortadas em cubos pequenos, os quais foram
moidos com agua na proporcao de 1:1 (v:v) num liquidificador industrial de ago inox com
capacidade para 4 litros, por 30 s e filtrados através de peneiras de 80 mesh (0,177 mm) e 150
mesh (0,105 mm) para separar as fibras do amido. O residuo retido nessas peneiras foi
removido e moido novamente com agua, na mesma propor¢ao por um periodo de 15 s para
melhor retirada do amido.

O amido recuperado das duas filtragdes foi misturado e submetido a processo de
decantacdo sob refrigeracdo por 12 h. Apoés este periodo, o liquido sobrenadante foi drenado
por sifonacdo. O amido foi novamente suspenso em agua destilada até que o sobrenadante
estivesse limpido, recuperado por sifonacgéo e seco em estufa com circulagédo de ar a 40°C por
12 h.

4.2.2 Composicdo Quimica

O amido de mandioquinha-salsa foi analisado, em triplicata, quanto ao teor de
umidade, proteinas, lipideos e cinzas de acordo com os métodos descritos nos Approved
Methods of the American Association of Cereal Chemists (AACC 2000). O teor de fdsforo
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foi determinado pelo método espectrofotométrico de acordo com Smith e Caruso (1964). O

teor de carboidratos totais foi determinado por diferenca.

4.2.3 Hidro6lise enziméatica do amido

4.2.3.1 Atividade da enzima a-amilase bacteriana

A determinacdo da atividade em SKB da enzima a-amilase bacteriana (A6380, Sigma
Chemical CO, EUA) foi calculada baseado na medida do tempo requerido para hidrolisar o
amido a um tamanho definido de dextrina de acordo com Sandsted , Kneen e Blish (1939).
Este tamanho foi indicado pela cor do complexo dextrina-iodo em relacdo a cor de uma
solugdo padrdo constituida de 25,00 g de cloreto de cobalto hexahidratado, 3,84 g de
dicromato de potassio em 100 mL de acido cloridrico 0,01 N. Uma solugdo de iodo foi
preparada diluindo num volume total de 500 mL de agua destilada, 2 mL de solugédo estoque
de 1,-KI (5,5 g de I, e 11 g de KI em 250 mL de agua destilada) com 20 g de KI. Uma
aliquota de 1 mL de solucédo de enzima (0,002 % m/v) foi adicionada & 20 mL de uma solucéo
de amido soltvel 2 % (m/v) em tampéo fosfato (0,05 M e pH 6,0). O volume foi completado
para 30 mL de &gua destilada e a solucdo deixada em banho-maria a 40 °C. A cada minuto
uma aliquota de 1 mL da mistura de reacdo foi retirada e adicionada 5 mL da solucdo de iodo.
Este procedimento foi repetido até a obtencdo de uma coloracéo igual a da solucdo padrdo. A
atividade da a-amilase em SKB foi calculada pela equacgéo 1 descrita por Sandsted, Kneen e
Blish (1939).

mxt
gxt,

Unidades em SKB = (Equacéo 1)

m = massa em gramas de amido; t = 60 min; g = gramas da enzima/mL; t. = tempo de
incubacdo em min

4.2.3.2 Atividade da enzima amiloglucosidase fungica

A atividade da amiloglucosidase fungica (A7420, Sigma Chemical CO., EUA) foi
determinada segundo Ueda et al. (1980), com modificacdes. A uma aliquota de 2,5 mL de

solucdo do amido soluvel (1 % m/v) foi adicionada 0,5 mL de tampé&o acetato (0,05 M e pH
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4,5), 0,5 mL de agua destilada e 0,5 mL de solucéo de enzima (0,002% m/v). Esta mistura foi
incubada a 55 “C por 10 min. Apds este periodo, 1 mL de solucéo foi retirada e os aclcares
redutores produzidos foram determinados pelo método de Somogyi (1945). Uma unidade de
atividade (U) da amiloglucosidase fungica foi definida como sendo aquela quantidade de
enzima que produz 1 mg de glicose/mL da mistura de reagdo sob as condi¢des descritas.

4.2.3.3 Hidrélise enzimética

O amido nativo foi hidrolisado com a-amilase bacteriana e amiloglucosidase fangica
segundo Franco e Ciacco (1992).

Suspensdes de amido (10 % m/v) em solugdo tampéo fosfato 0,5 M, pH 5,5 foram
incubadas a 37 °C em trés diferentes condigdes: A) 40 SKB/g de amido de a-amilase
bacteriana e 10 U/g de amido de amiloglocosidase fungica por 36 h; B) 20 SKB/g de amido
de a-amilase e 5U/g de amido de amiloglocosidase fungica por 12 h e C) 5 U/g de amido de
amiloglocosidase fangica por 12 h. Para evitar o crescimento microbiano, 1 mL de solucdo de
azida de sédio (10 % m/v) foi adicionada as suspensdes. As suspensdes foram agitadas em
shaker com agitacdo orbital (120 rpm) durante o periodo de incubacdo. A extensdo da
hidrolise foi determinada pela quantificagdo dos acgUcares redutores presentes no sobrenadante
(SOMOGYI, 1945) a cada 2 ou 4 h. Apos o periodo final de incubacdo, a reacdo foi
interrompida com etanol absoluto e acetona segundo Vieira e Sarmento (2008). Os residuos
foram secos em estufa com circulacdo forcada de ar a 38°C por 12 h e a porcentagem de

hidrolise calculada através da equacao 2:

% Hidrolise = i~ ™Mt (Equacéo 2)
m

Onde: m; = massa de amido inicial em base seca; ms = massa de amido apos a hidrélise em

base seca.
4.2.4 Modificacao fisica

O amido nativo e os residuos obtidos das hidrélises enzimaticas foram moidos em
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moinho de bolas da marca Marconi modelo MA 500 durante 1 e 2 h na posi¢do maxima (200
rpm). As esferas utilizadas apresentavam 179 cada e 20 mm de diametro sendo que 30 esferas

foram necessarias para a moagem de 30 g de amido.

4.2.5 Forma e distribuicdo do tamanho dos granulos de amido

A distribuicdo de tamanho dos granulos e forma dos amidos nativo e modificados foi
determinada usando um Microscopio Otico de Luz Olympos, acoplado a um sistema de
analise de imagem “image-pro-plus” (média cybernetics), como descrito por Peroni, Rocha e
Franco (2006). O parametro avaliado foi o didmetro médio de cada granulo (um). Foram
preparadas 3 laminas para cada amostra e de cada lamina foram tomadas medidas de 150

granulos.

4.2.6 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microscopia eletrbnica de varredura das amostras foi realizada através de um
Microscopio Eletronico de Varredura, modelo DSM 960 ZEISS - ”Digital Scanning
Microscope”. Uma pequena quantidade de amostra dos amidos nativo e modificados foi
colocada sobre uma fita adesiva de carbono dupla face, aderida a um disco metalico que foi
conduzido a um Metalizador, para aplicacdo de uma camada de ouro de 20 um. As amostras
assim preparadas foram observadas em MEV e imagens com aumento de 1000 x foram
obtidas.

4.2.7 Distribuicdo dos comprimentos de cadeias ramificadas da

amilopectina

4.2.7.1 Desramificagdo dos amidos

Os amidos nativo e modificados foram desramificados com isoamilase (EC 3.2.1.68)
de Pseudomonas sp. (Megazyme International Ireland Ltd., Wicklow, Irlanda) seguindo
procedimento de Wong e Jane (1995) com modificacdes. Suspensdes de 5 mL dos amidos em

DMSO 90 % (10 mg/mL) foram agitadas em banho de agua fervente por 30 min, e por mais
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16 horas a temperatura ambiente. Etanol absoluto (20 mL) foi adicionado e o precipitado foi
recuperado por centrifugacdo a 2000 g por 20 min. O precipitado foi suspenso em 4,5 mL de
H,0 e mantido em banho de agua fervente por 15 min com agitacdo. Apos resfriar, 0,5 mL de
tampdo acetato 0,1M , pH 3,5, 3 uL de solucdo de isoamilase (Megazyme, 3 U ) e 6 uL de
solucdo de azida sodica 10 % (m/v) foram adicionados e a mistura foi mantida a 37 °C por 24
h. Apos este periodo, a mistura foi mantida em banho de agua fervente por 15 min. Aliquotas
de 0,5 mL foram diluidas em H,O deionizada ultra pura (18 MQ.cm) para 5 mL
(concentracdao final de 1,0 mg/ml). Imediatamente antes da injecdo no cromatdgrafo as

amostras foram filtradas em membranas de teflon de 0,22 um.

4.2.7.2 Cromatografia de troca anionica de alta eficiéncia com detecgdo de
pulso amperométrico (HPAEC-PAD)

A distribuicdo do comprimento das cadeias ramificadas da amilopectina foi avaliada
num sistema HPAEC-PAD (ICS 3000, Dionex Corporation, EUA) equipado com amostrador
automatico AS40 seguindo metodologia descrita por Campanha (2010). As amostras de 20 pL
preparadas como descrito acima foram automaticamente injetadas num ‘loop’ de 50 pL. A
forma de onda empregada foi ‘standard quadruple’ com os seguintes pulsos de potenciais e
duragbes: E; = 0,10 V (t; =0,40s); E, =-2,00 V (t,=0,02s); E3=0,60 V (t3=0,01 3); E4 = -
0,10 V (t; = 0,06 s). Os eluentes foram preparados com agua deionizada ultra pura (18
MQ.cm) e degaseificados com N; o eluente A consistiu de 150 mM NaOH e o eluente B
consistiu de 500 mM acetato de sédio em 150 mM NaOH. Os componentes lineares foram
separados numa coluna CarboPac PA1 com gradiente de eluicdo (-2,3 a 0 min, 25 % B; 7 min,
40 % B; 12 min, 50 % B; 20 min, 60 % B; 50 min, 80 % B) a uma temperatura de 40 °C e
fluxo de 1,0 mL/min. Um guarda-coluna CarboPac PALl foi instalado antes da coluna
analitica. Padrbes de DP 1 a 7 (Sigma Chemical CO., EUA) foram usados para a identificacdo
dos picos. Os dados foram coletados utilizando-se o software Chromeleon, verséo 6.8

(Dionex Corporation, EUA). As analises foram realizadas em duplicata.
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4.2.8 Distribuicdo do tamanho molecular dos componentes dos amidos

A distribuicdo de tamanho molecular dos componentes dos amidos nativo e tratados
enzimatica e/ou fisicamente foi determinada por cromatografia de permeacdo em gel seguindo
0 procedimento descrito por Song e Jane (2000). Utilizou-se uma coluna Pharmacia Biotech
de 70 cm de altura e 1,5 cm de diametro empacotada com gel Sepharose CL-2B conectada a
uma bomba peristaltica para manter um fluxo constante de eluente de 0,5 mL/min. O eluente
consistiu de NaCl (25 mM) e NaOH (1 mM) degaseificado a vacuo por no minimo 4 h. As
amostras dos amidos foram previamente preparadas adicionando-se 100 mg de amido em 10
mL de solucdo de dimetilsulfoxido (DMSO) 90 %. A mistura foi mantida em banho de &gua
fervente com agitacéo por 1 h e posteriormente resfriada e mantida sob agitacdo a temperatura
ambiente por 24 h. Uma aliquota de 3 mL desta solucdo foi misturada com 12 mL de etanol
absoluto e centrifugada a 3100 x g por 30 min. O sobrenandante foi descartado e ao amido
precipitado foram adicionados 10 mL de agua deionizada quente e 1 mg de glicose anidra. A
mistura foi novamente mantida em banho de agua fervente por 30 min e resfriada a
temperatura ambiente para ser aplicada na coluna. Uma aliquota de 5,0 mL (15 mg de amido e
0,5 mg de glicose anidra) foi aplicada a base da coluna e eluida de forma ascendente. Fracdes
de 2,5 mL foram coletadas a cada 5 min e analisadas quanto ao teor de agucares totais, usando
0 método de fenol sulfarico (DUBOIS et al., 1956) modificado segundo procedimento
descrito por Fox e Robyt (1991), para proporcionar leitura em microleitora de absorbancia, e

quanto ao blue value através de reacé@o de coloragdo com iodo (JULIANO, 1971).

4.2.9 Afinidade com iodo e teor de amilose aparente

Os amidos nativo e modificados foram previamente desengordurados conforme
descrito por Franco et al. (2002), com modifica¢des. Amostras de 0,5 g foram dispersas em 25
mL de DMSO 90%, colocadas sob agitacdo em banho de &gua fervente por 1 h e em seguida
agitadas por mais 16 h a temperatura ambiente. Os amidos foram precipitados com
aproximadamente 75 mL de etanol absoluto e recuperados por centrifugacdo a 4000 g por 10
min. Os amidos desengordurados foram secos em estufa com circulagdo forgada de ar a 38°C
por 24 h.

As afinidades por iodo (Als) dos amidos desengordurados foram determinadas usando
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um autotitulador potenciométrico (716 DMS Titrino, Metrohm, Suica). Os teores de amilose
aparente foram determinados conforme descrito por Kasemsuwan et al. (1995). Todas as
determinacGes foram realizadas, no minimo, em triplicata. O teor de amilose aparente foi

calculado segundo a equagéo 3:

AM,,=100x Al 5 /20% Equacdo (3)

Onde:
AMg, = teor de amilose aparente
Al = afinidade por iodo do amido integral
20% = afinidade por iodo da amilose pura (TAKEDA; HIZUKURI, JULIANO 1987).

4.2.10 Difracao de raios-X

Amidos nativo e modificados foram armazenados por 10 dias a 25°C em um
dessecador contendo uma solu¢do de BaCl, que mantinha uma umidade relativa (UR) de 90%
de acordo com Rocha et al. (2011).

Os padroes de difracdo de raios-X dos amidos nativo e modificados foram
determinados, utilizando-se uma unidade RINT 2000, com radiagdo de Cu, linha K, L= 1,542
A. A velocidade de varredura usada foi de 1° por min e as condi¢des de uso foram de 50Kv e
100 mA. A cristalinidade relativa dos amidos foi quantitativamente estimada baseada na
relacdo entre a area dos picos e area total seguindo método de Nara e Komiya (1983)

utilizando o software Origin versdo 7.5 (Microcal Inc., EUA).

4.2.11 Propriedades térmicas

As propriedades térmicas dos amidos nativo e modificados foram determinadas
utilizando um Calorimetro Diferencial de Varredura (DSC-Pyris 1, Perkin Elmer, EUA) de
acordo com método descrito por Franco et al. (2002), com modificagdes. Amostras de 2 mg
(b. s.) dos amidos foram pesadas em pequenos recipientes de aluminio, préprios para o
equipamento. Agua deionizada (6 uL) foi adicionada e os recipientes foram selados em prensa

universal (Perkin Elmer, EUA). Ap0s selados, os recipientes foram mantidos por 2 h em

37



temperatura ambiente, e aquecidos a uma razdo de 5 °C/min de 25 a 100 °C. Um recipiente de
aluminio vazio foi utilizado como referéncia. As temperaturas de transi¢éo (inicial, de pico e
final) e a variacdo de entalpia (AH) dos amidos nativos e retrogradados foram determinadas
utilizando o software Pyris 1 (Perkin Elmer, EUA). Todas as andlises foram realizadas em
triplicata.

4. 2.12 Propriedades de Pasta

As propriedades de pasta dos amidos nativo e modificados foram determinadas
utilizando um Répido Viscoanalisador (RVA-4, Newport Scientific, Australia) de acordo com
0 procedimento descrito por Franco et al. (2002), com modifica¢es. Suspensdes de amido
(10% p/p, num total de 27,5 g) foram colocadas em recipientes de aluminio proprios do
equipamento, e estes acoplados ao RVA. No inicio da analise, 0 RVA foi mantido a 50°C
durante 1 min; apds este tempo, aqueceu a uma razdo de 6°C/min até atingir 95°C e
permaneceu nesta temperatura por 5 min; entdo resfriou até 50°C também a 6°C/min e
permaneceu nesta temperatura até o final da analise. S0 necessarios 23 min para completar o
experimento. Durante todo o experimento 0 RVA manteve as suspensdes sob agitacdo a 160
rpm. O programa Termoclines for Windows, versdo 2.2 (Newport Scientific, Australia) foi
utilizado para o processamento dos resultados. Todas as determinagOes foram realizadas em

duplicata.

4.2.13 Poder de inchamento e solubilidade

O poder de inchamento dos amidos de mandioquinha-salsa nativo e modificados foi
determinado de acordo com método descrito por Schoch (1964), com modifica¢cbes. Em um
tubo de centrifuga, previamente pesado adicionou-se 0,2 g de amostra em base Umida; em
seguida foi acrescentado exatamente 18 g de agua destilada. A suspensdo foi mantida a 60,
70, 80 e 90°C durante 30 min sob leve agitacédo intermitente. Posteriormente, a suspenséo foi
centrifugada a 3000 g durante 15 min. Uma aliquota (5 mL) do sobrenadante, em duplicata,
foi seca em estufa a 105 °C até peso constante e o precipitado (gel) foi pesado. O poder de
inchamento (Pl) e a porcentagem de solidos sollveis foram determinados conforme as

equac0es 4 e 5, respectivamente. Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata.
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P.I= [Mxloojx (100 - %soluveis) (Equagéo 4)
Ma (g) (b.s)

% soluveis = (Lj x 400 (Equacéo 5)
Ma (9) (b.s)

Onde:
Mgel = massa do sedimento (g)
Ma = massa da amostra em base seca

Ms = massa de solido do sobrenadante (g)

4.3 Andlise Estatistica

O delineamento experimental adotado para os experimentos foi o inteiramente
casualizado, sendo os tratamentos compostos por duas ou trés repeticbes. Os dados foram
avaliados pelo emprego do programa Statistica for Windows (v. 7.0, Statsoft, Tulsa, OK)
abrangendo a anéalise de comparacgdo de médias e as analises de variancia (ANOVA) e o teste
de Tukey (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento do amido

O amido de mandioquinha-salsa foi obtido como p6 branco, sem nenhuma impureza
aparente. O isolamento do amido de mandioquinha-salsa foi realizado a frio e assim

alteracdes nas propriedades fisico-quimicas do mesmo foram minimizadas.

5.2 Composic¢ado quimica do amido nativo

Segundo Franco et al. (2001) é importante que o amido apresente baixos teores de
constituintes menores. Dentre as fraces destes constituintes menores, as de lipideos e fosforo
sdo as mais importantes, pois influenciam nas propriedades funcionais dos amidos.

A composicao quimica do amido de mandioquinha-salsa esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Composi¢do quimica do amido de mandioquinha-salsa (% em relacdo a matéria seca).

Constituintes %
Carboidratos totais * 99,71
Lipideos 0,06 (0,03)
Proteinas 0,07(0,02)
Cinzas 0,16(0,03)

Fosforo 0,018 (0,003)

1 Os valores representam a média de trés determinagdes com o respectivo desvio-padréo apresentado entre parénteses;

* Determinado por diferenca.

Segundo Buléon et al. (1998) os lipideos séo a fracdo mais importante associada aos
granulos de amido. Altos contetdos sdo geralmente observados em amidos de cereais. Os
lipideos s&o 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 e menos sujeitos a formacdo de complexos (FRANCO et al., 2001). O teor de
lipideos encontrado nesse trabalho para o amido de mandioquinha-salsa foi inferior aos
obtidos por Rocha, Demiate e Franco (2008), Matsuguma et al. (2009) e Rocha, Carneiro e

Franco (2010) que encontraram valores de 0,10, 0,42 e 0,13%, respectivamente.
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O fésforo pode ser encontrado nos amidos em trés formas principais: monoéster
fosfato, lisofosfolipideos e fosfatos inorganicos. Em tubérculos e raizes, o fosforo é
encontrado principalmente na forma de monoéster fosfatos ligados covalentemente ao amido
(HOOVER, 2001). O método para a determinacgdo do teor de fosforo, usado neste trabalho, é
baseado na destruicdo da matéria organica por incineracdo e pela conversdo do fosforo
presente na amostra para sua forma inorganica fornecendo o teor de fosforo total
(KASEMSUWAN; JANE, 1995). O amido de mandioquinha-salsa apresentou teor de fosforo
de 0,018 %, valor proximo ao encontrado por Rocha, Demiate e Franco (2008) que
observaram um teor de 0,017 % deste mineral. Algumas variacdes no teor de fosforo de
amidos da mesma fonte botanica, no entanto, podem estar relacionadas as caracteristicas
ambientais durante o desenvolvimento da planta, pois o teor de fosforo é inversamente
proporcional a temperatura de desenvolvimento da planta (TESTER, et al. 1997).

O fosforo desempenha papel importante nas propriedades funcionais dos amidos. Por
exemplo, o monoéster fosfato proporciona maior claridade de pasta, alta viscosidade, baixa
temperatura de gelatinizacdo e lenta taxa de retrogradacdo do amido (KASEMSUWAN;
JANE, 1996), enquanto maiores quantidades de fosfolipideos diminuem a claridade de pasta e
a viscosidade (FRANCO; et al., 2001). Geralmente os amidos apresentam baixos teores de

fésforo, com excecdo do amido de batata pode exceder 0,09% Kasemsuwan e Jane (1996).

5.3 Modificacédo enziméatica

Segundo Bertof e Manelius (1992) apud Li et al.(2004), a acdo das enzimas sob o
amido granular ocorre em solucdo sobre um substrato no estado solido. Assim, a area de
superficie acessivel a enzima e a eficiéncia de adsor¢do da mesma sdao elementos importantes
e criticos para a cinética.

As quantidades de acgucar redutor produzidas durante a hidrolise enzimatica do amido
de mandioquinha-salsa nas trés diferentes condigdes de tratamento estdo apresentadas na

Figura 4.
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Figura 4 Porcentagem de acUcar redutor produzido em fungdo do tempo durante a hidrélise enzimética
do amido de mandioquinha-salsa, em diferentes condicGes: A: 40 SKB/g de amido de a-
amilase bacteriana e 10 U/g de amido de amiloglocosidase flngica por 36 h; B) 20
SKB/g de amido de a-amilase e 5U/g de amido de amiloglocosidase fungica por 12 h e
C) 5 U/g de amido de amiloglocosidase fangica por 12 h.

A quantidade de acucar redutor produzida aumentou progressivamente com o tempo
de tratamento para as condi¢Ges B e C, em funcdo do menor tempo de hidrélise (Fig. 5.1).
Para a condicdo A, foi possivel observar, nas primeiras 8 h, uma taxa de hidrolise mais rapida,
enguanto os tempos seguintes mostraram uma reducdo na taxa de hidrolise. Segundo
Sanguanpong et al. (2003) a taxa mais rapida de hidrolise nas primeiras horas de incubacdo do
amido com as enzimas € atribuida a degradacao das regiGes amorfas dos granulos de amido, e
um segundo periodo, mais lento, é atribuido a degradacéo da lamela cristalina do amido onde
a acessibilidade da enzima ¢é dificultada.

Quando a porcentagem de hidrdlise foi calculada por diferenca de peso dos amidos
nativos e hidrolisados, a condicdo A (40 SKB/g de a-amilase e 10 U/g de amiloglucosidase)
mostrou 35 % apds 36 h de hidrdlise (Tabela 5.2). Nas condi¢cdes B (20SKB/g de a-amilase e
5U/g de amiloglucosidase) e C (5U/g de amiloglucosidase) as porcentagens de hidrélise

atingiram 10 e 2,7 %, respectivamente ap6s 12 h de incubacao.
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Tabela 2 - Porcentagem de hidrolise, por diferenca de peso dos amidos hidrolisados.

“Condicéo de hidrolise Hidrolise por peso (%)
A 35
B 10
C 2,7

“A: 40 SKB/g de a-amilase e 10 U/g de amiloglucosidase, 36 h;
B: 20 SKB/g de a-amilase e 5U/g de amiloglucosidase, 12 h;
C: 5U/g de amiloglucosidase, 12 h.

Estes resultados mostram que a suscetibilidade enziméatica do amido é funcéo, além da
fonte boténica do amido, da concentracdo de enzima, bem como do complexo enzimatico
utilizado. Viera e Sarmento (2008) observaram para o amido de mandioquinha-salsa uma
porcentagem de hidrolise de 38 % ap06s 24 h em um sistema enziméatico de a-amilase (100
SKB/g amido) e amiloglucosidase (50 U/g de amido). Segundo Franco e Ciacco (1987) a
atuacdo das enzimas o-amilase e amiloglocosidase em conjunto mostrou-se bem mais
eficiente para os amidos de milho e mandioca que a acdo das enzimas sozinhas. Os resultados
obtidos por Rocha, Carneiro e Franco (2010), utilizando para o amido de mandioguinha-salsa
tratado somente por a-amilase por 48 h proporcionou uma porcentagem de hidrélise de
13,2%.

5.4 Distribuigcdo do tamanho dos granulos de amidos nativo e modificados

A Tabela 3 apresenta os diametros maior e menor, a média da populacdo e a
distribuicdo dos grénulos de amido de mandioquinha-salsa antes e ap6s hidrélise e/ou
moagem.

O amido de mandioquinha-salsa nativo apresentou diametro médio de 15,5 pm.
Rocha, Demiate e Franco (2008) encontraram para este amido 14,7 um, enquanto Viera
(2004) observou tamanho médio de 17,3 um. Estas pequenas diferengas observadas nos
valores de didmetro médio dos granulos deste amido pelos diferentes autores podem ser
atribuidas a diferentes metodologias usadas para se determinar a medida dos granulos, mas

também as diferentes idades, épocas de colheita e variedades da planta.
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Tabela 3 — Diametro menor e maior, didmetro médio e distribuicdo dos granulos de amido de
mandioquinha-salsa nativos, hidrolisados e/ou moidos por 1 e 2 h.

1 i Tev-1 *
Amido Tamanho global (menor e Diametro médio (um) Distribuicio de tamanho

maior) (um) Diametro (um) %
Nativo I .
22-752 155(0,9)° 10.1-20 48
> 20 33
, <5-10 22
Moido 1h 22-735 12,2(1,2)" 10,1 - 20 52
> 20 26
, <5-10 25
Moido 2h 2,2-732 10,6(1,0) 10,1 - 20 54
> 20 21
o <5-10 26
Hidrolisado A 2,2-659 10,5 (1,0)“ 10,1-20 52
> 20 22
<5-10 30
,'ﬂﬁ&%"fﬁd‘) A 2,2-669 9,6 (0,5)° 10,1-20 56
> 20 14
Hidrolisado A I N
moido 2h 22-653 8.6 (03) 10.1-20 0
>20 23
Hidrolisado B I -
2,2-742 13,6(1,1)® 10,1-20 51
> 20 26
o <5-10 29
2?.3%"15?0 B 2,2-73,1 10,2(0,8)" 10,1- 20 57
>20 14
o <5-10 30
rl;i]gc:ggllzssdo B 2,2-729 9,5(0,7)° 10,1 - 20 60
> 20 10
Hidrolisado C 2,2-749 15,5(0,7)® o .
\ : 2 10,1 -20 50
> 20 29
o <5-10 23
Hidrolisado C 22-738 10,8 (0,5 10,120 56
>20 21
Hidrolisado C 22-735 9304 I -

moido2h 10.1-20 %0
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>20 15

Hidrolisado A: hidrélise com a-amilase (40 SKB/g) e amiloglucosidase (10 U/g) por 36 h; Hidrolisado B: hidrélise com a-amilase (20 SKB/g) e
amiloglucosidase (5 U/g) por 12 h; Hidrolisado C: hidrélise com amiloglucosidase (5 U/g) por 12 h. * Considerando o didmetro médio de cada
granulo * Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05)

A moagem causou progressiva reducdo do diametro médio dos granulos que atingiu
10,6 um apds 2 h de tratamento. Este resultado sugeriu que a aplicacdo de uma forca
mecanica sobre os granulos intactos provocou a quebra dos mesmos, e os fragmentos obtidos
foram contabilizados com os grénulos de menor didmetro. Resultados semelhantes foram
observados por Cavallini e Franco (2010) para amostras de amidos de mandioca submetidas a
moagem em moinho de bola durante 1 h.

A hidrolise provocou reducao no didmetro médio dos granulos de 15,5 (amido nativo)
para 10,5 um (condicdo A) 13,6 um (condicdo B) e ndo alterou o tamanho dos granulos na
condicdo C, sugerindo que a acgdo sinérgica das enzimas alfa-amilase e amiloglucosidase
provocou uma erosao superficial dos granulos de amido, 0 mesmo observado por Sanguapong
et al. (2003) para o amido de mandioca. Rocha (2007) observou uma leve reducdo no
didametro médio dos granulos de 14,7 um para 14,4 pum quando o amido de mandioquinha-
salsa foi hidrolisado com 60 SKB/g de amido de a-amilase e 1,5 unidades/g de amido de
amiloglucosidase por 48 horas.

A moagem por 1 h dos granulos hidrolisados facilitou a quebra dos mesmos que
apresentaram didmetro médio de 10,6 um, mas o aumento no tempo de moagem ndo alterou o
didmetro médio dos granulos. Assim, os granulos nativos moidos por 2 h apresentaram
diametro médio igual aqueles hidrolisados nas condi¢cGes B ou C e moidos por 1 ou 2 h.
Mesmo na condi¢do A, a reducdo no tamanho dos granulos de amido apds 2 h de moagem
esteve muito préxima daquela das condi¢bes B e C. No entanto, pela analise da distribuicédo
dos granulos (Tabela 3), é possivel observar que houve um aumento de 31 % de granulos com
tamanho entre 5 e 10 um quando os mesmos foram moidos por 2 h, enquanto a hidrélise
seguida da moagem por 1 e 2 h provocou um aumento de 52 e 57 %, respectivamente, na
proporcao de granulos com esse diametro.

Sanguanpong et al.(2003) observaram a reducdo no didmetro médio dos granulos de
amido de mandioca ap6s o tratamento enzimatico com a-amilase e amiloglucosidase e
moagem. Apos hidrélise a reducdo na quantidade de granulos grandes e aumento consideravel

da quantidade de granulos pequenos, se tornou ainda maior apo6s o tratamento fisico por 3
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horas, evidenciando assim que o pré-tratamento enzimatico é efetivo na reducdo do tamanho
granular do amido.

Neste trabalho a hidrolise enzimatica foi utilizada como um pré-tratamento do amido
antes da moagem em moinho de bola, visando fragilizar os granulos de amido e garantir
granulos de menor diametro apdés moagem. Assim, a condi¢cdo B, que apresentou uma
porcentagem de hidrélise de 10% e provavelmente com apenas parte das areas amorfas dos
granulos degradados pelas enzimas, foi entdo escolhida como o pré-tratamento do amido antes
da moagem, uma vez que também proporcionou aumento consideravel na porcentagem de

distribuicdo dos granulos com diametro entre 5 e 10 um.

5.5 Forma dos granulos de amidos nativo e modificados

A Figura 5 mostra as micrografias dos granulos de amido de mandioguinha-salsa,
nativos, hidrolisados com a-amilase e amiloglucosidase (condi¢cdo B) submetidos ou ndo a
moagem em moinho de bolas por 1 e 2 h, observados em microscépio 6ptico com luz normal.

Os gréanulos de amido nativo (Fig. 5 a) mostraram-se com formato arredondado e sem
qualquer sinal de corrosdao ou gelatinizacdo. As imagens dos granulos de amido de
mandioquinha-salsa moidos (Fig. 5 ¢, d) ndo diferiram muito daquelas observadas para 0s
granulos de amido nativo, com excec¢do de um ou outro granulo disforme no amido moido por
2 h, sugerindo gelatinizacdo parcial do amido. Os granulos submetidos a hidrolise enzimatica
antes (Fig. 5 d) e apds moagem (Fig. 5 e, f) mostraram-se bastante corroidos indicando acéo
das enzimas sobre a superficie granular. Os granulos hidrolisados e moidos por 1 ou 2 h
mostraram-se bem mais fragmentados sugerindo que a moagem quebrou de forma mais
intensa os granulos hidrolisados do que os granulos nativos, o que confirma os dados de

distribuicdo de tamanho dos granulos apresentados na Tabela 5.
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Figura 5 Micrografias dos granulos de amido de mandioquinha-salsa observados em microscopio
Optico sob luz normal: (a) nativo; (b) moido 1h; (c) moido 2h; (d) hidrolisado com a-
amilase e amiloglucosidase; (e) hidrolisado com a-amilase e amiloglucosidase e moido

por 1h; (f) hidrolisado com a-amilase e amiloglucosidase e moido por 2h;

A Figura 6 mostra micrografias obtidas a partir do microscépio eletrénico de
varredura (MEV) dos amidos nativo, hidrolisados com a-amilase e amiloglucosidase
(condicédo B) submetidos ou ndo a moagem em moinho de bolas por 1 e 2 h.

O amido de mandioquinha-salsa nativo apresentou granulos com formatos circulares e
truncados, com depressoes e irregularidades na superficie granular que se mostrou lisa (Figura
6a). Tais irregularidades também foram observadas por Rocha et al. (2011), Rocha, Demiate e
Franco (2008) e Vieira e Sarmento (2008) para este amido. Foi possivel observar, para 0s
granulos moidos por 1 h, o aparecimento de algumas fissuras na superficie granular. Para o
amido submetido a moagem por 2 h observou-se granulos mais inchados e alguns grudados
uns nos outros sugerindo uma gelatinizagdo parcial que pode ter ocorrido durante a moagem.
Sanguanpong et al. (2003), durante a moagem de amido de mandioca em moinho de bolas
também observaram granulos grudados uns aos outros e sugeriram que o calor gerado pela
transformacdo da energia mecéanica em térmica durante a moagem, seria responsavel pela
formacao de um “liquido derretido” altamente viscoso que atuaria como uma “cola” unindo os

grénulos de amido.
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Figura 6 Micrografias dos granulos dos amidos observados em microscépio eletronico de varredura:

(@) nativo; (b) moido 1h; (c) moido 2h; (d) hidrolisado com o-amilase e
amiloglucosidase; (e) hidrolisado com a-amilase e amiloglucosidase e moido por 1h; (f)

hidrolisado com a-amilase e amiloglucosidase e moido por 2h;

A acdo enzimética provocou aparecimento de algumas depressdes e fissuras na
superficie dos granulos de amido (Figura 6d). Ap6s a moagem de 1 hora (Figura 6e) os
granulos hidrolisados mostraram-se mais truncados e a estrutura em camadas do granulo de
amido mais evidente. Na Figura 6f, os granulos tratados e moidos por 2 horas mostraram uma
maior propor¢do de granulos de menor tamanho, confirmando os resultados de tamanho e
distribuicdo. Segundo Rocha (2007) as fissuras e perfuracbes causadas pelas enzimas
fragilizam o granulo, pois as enzimas atacaram os granulos provocando solubilizacdo do seu
interior e a partir da exo-corrosdo da superficie granular ocorreu a solubilizacdo da regido
externa aumentando a fragilidade e reduzindo o didmetro do granulo de amido

respectivamente.
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5.6 Distribuicdo do Comprimento das Cadeias Laterais da Amilopectina

As distribui¢Ges normalizadas do comprimento de cadeias laterais da amilopectina dos
amidos nativo e modificados estdo apresentadas na Figura 5.4 e os resultados estdo

sumarizados na Tabela 5.4.
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Figura7 Distribuicdo do comprimento de cadeias ramificadas das amilopectinas dos amidos

nativo, moidos e hidrolisados e moidos.

Todos os amidos estudados apresentaram distribuicdo bimodal em que dois picos
foram observados (Figura 7). Para 0 amido nativo e amidos moidos 0 primeiro pico ocorreu
no grau de polimerizacdo DP 11, e o0 segundo no DP 41. No caso dos amidos hidrolisados, o
primeiro pico ocorreu no DP 11 e o segundo entre DP 43 e 44 sugerindo que a hidrolise
degradou mais as cadeias curtas e médias 0 que proporcionou uma maior proporcdo de
cadeias ramificadas longas. O amido de mandioquinha-salsa, como ja observado em trabalhos
anteriores de Campanha (2010) e Rocha et al. (2011), apresentou um ombro acentuado entre
0s DPs 17 -21, sugerindo uma estrutura cristalina defeituosa conforme postulado por Jane et
al. (1999) e Genkina et al. (2007). Segundo estes autores, 0 comprimento das cadeias de DP18
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 se aproxima a da espessura da lamela

cristalina da amilopectina, assim as cadeias de DP 18 a 21 representariam a extensao total da
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lamela cristalina, e a razdo entre o pico de distribuicdo e o ombro indicaria a proporc¢édo de
cadeias curtas que resultam em defeitos cristalinos. As modificacdes a que o amido nativo foi
submetido ndo foram capazes de eliminar esses defeitos na estrutura cristalina do amido.

O comprimento médio de cadeia (DP) foi 0 mesmo para os amidos nativo (19,5) e
submetido a moagem por 1hora (19,2) e por 2 horas (19,1). Resultado também observado por
Rocha (2010) e Campanha (2010) para o amido nativo de mandioquinha-salsa.

Com a moagem foi possivel detectar uma pequena porcentagem de cadeias entre o DP
2-5 sugerindo que houve uma ligeira degradacdo das moléculas de amilopectina pela a¢éo das

bolas e da forca do impacto que ocasiona o rompimento das ligagGes glicosidicas.

Tabela 4 - Distribuicdo do comprimento de cadeias ramificadas das amilopectinas dos amidos
nativos e modificados.

Amostras Comprimento de cadeia (%) 5P Maior DP

deamido DP2-5 DP 6-12 DP 13-24 DP 25-36 DP>37 detectado

Nativo  0.0(0,0)° 327(0,7)* 44,0(0,0)12,1(0,3)* 11,2(0,3)* 19,5(02° 75

: 19,2(0,1) 73
Mofdo 10 20,0 337(0,3) 439(0.1) 116(0.2)° 106037

p 71
Moido 2h 0,2(0,0)* 33,8(0,4)* 44,0(0,2)* 11,5(0,1)* 10,5(0,1)* 19,1(0,1)*
Hidrolisa 75
do 0,3(0,0)° 32,8(0,1)" 43,9(0,0) 11,8(0,1)* 11,2(0,0)* 19,5(0,0)°
Hidrolisa

(l"ﬁ Moido 4 30 0y 33,0(0,5)° 43,9(0,1) 11,6(0,1)° 11,2002 19.4(0.17° 74

Hidrolisa

do moido

on 0,4(0,00* 32,8(0,3)* 43,7(0,2)* 11,8(0,1)* 11,3(0,0)* 19,5(0,0) 74
Hidrolisado: hidrdlise com o- amilase (20 SKB/g amido) e amiloglucosidase (5 U/g) por 12 h;

DP: grau de polimerizacéo

Cada valor representa a média de duas determinagoes.

2 Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna no diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

A moagem proporcionou para os amidos hidrolisados um leve aumento somente para
(DP 2-5) para os amidos moidos por 2 horas, de 0,3 para 0,4 confirmando a degradacao das
moléculas de amilopectina, porém a distribuicdo se manteve mesmo apds a hidrolise e a

moagem. Entretanto, Cavallini e Franco (2010) ndo observaram degradacdo das moléculas de

50



amilopectina do amido de mandioca submetidos a moagem, mesmo apds estes amidos terem
sido hidrolisados com solucéo acido-etanolica.

Segundo Tamaki et al. (1997), a acdo das bolas ndo ¢ homogénea durante a moagem
do amido. O rompimento das ligacfes glicosidicas é dependente da frequéncia da acdo das
bolas e da forca do impacto que dependem do didmetro do cilindro, quantidade de bolas e

velocidade de rotacdo durante a moagem.

5.7 Distribuigcdo do Tamanho Molecular dos Amidos

As distribuicbes das massas moleculares dos componentes dos amidos nativo e
modificados, determinadas por cromatografia de permeacdo em gel, estdo apresentadas na
Figura 8. O primeiro pico em todos os perfis cromatogréaficos, correspondeu a amilopectina, a
qual possui grande massa molecular que nédo interage com o gel e eluiu no volume vazio da
coluna. O segundo pico correspondeu a amilose e o terceiro, de menor intensidade
representou a glicose, adicionada para indicar o final da eluicdo. O amido nativo de
mandioquinha-salsa (Figura 8a) mostrou o pico de amilopectina eluindo no volume 65mL,
enquanto o pico da amilose que mostrou-se mais disperso eluiu no volume 142,5mL. A
moagem por 2 h provocou reducdo no pico da amilopectina enquanto houve um leve
deslocamento do pico da amilose para esquerda, sugerindo que pode ter havido quebras nas
moléculas de amilopectina que passaram a apresentar massa molecular intermediéria e entdo
eluiram em volumes intermediarios entre amilopectina e amilose. As relacfes entre blue
value e acUcares totais (BV/CHO), nos picos da amilopectina foram de 0,33 e 0,37 para 0
amido nativo e moido por 2 horas, respectivamente, indicando uma maior proporcdo de
cadeias ramificadas longas (FRANCO et al., 2002) para o amido submetido a moagem.
Huang et al. (2008) estudando o amido de milho e mandioca e Tamaki et al (1997) estudando
0 amido de batata também observaram degradacao das ligacdes glicosidicas da amilopectina
quando esses amidos foram submetidos a moagem em moinho de bolas.

A hidrdlise provocou uma leve reducdo no pico de amilopectina (Figura 8c) e o pico
de amilose pouco definido e disperso. O aumento do material intermediario, moléculas de
tamanho entre a amilose e amilopectina, sugere que as enzimas degradaram as moléculas de

amilopectina em produtos de menor massa molecular. O pico da amilose apresentou uma leve
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reducdo. Portanto, a degradacdo da amilopectina resultou em moléculas menores que puderam
ser eluidas juntamente com a amilose.

Ja no amido hidrolisado moido observou-se uma reducdo no pico de amilopectina
mais acentuado quando comparado ao amido submetido somente & moagem e o aparecimento
de algum material intermediario resultado da degradacdo das moléculas de amilopectina,
sugerindo assim que a hidrolise fragilizou o granulo de amido tornando-o mais susceptivel a
acao fisica, entretanto Sanguanpong et al. (2003) ndo observaram nenhuma degradacdo
macromolecular, indicando que o tratamento fisico no amido de mandioca pré-hidrolisado por
a-amilase e amiloglucosidase degradou somente as pontes de hidrogénio e ndo as ligagoes
glicosidicas. E provavel que as condigbes de hidrolise e moagem sobre o amido de
mandioquinha-salsa tenha debilitado tanto as pontes de hidrogénio quanto as ligagdes
glicosidicas. Como, a distribuicdo de cadeias laterais da amilopectina praticamente ndo se
alterou (Tabela 4), é provavel que as ligagdes glicosidicas mais afetadas pelo tratamento
tenham sido as ligacOes a (1-6), as quais fazem parte das regides mais amorfas dos grénulos e

portanto menos resistentes a acidos e enzimas.
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Figura 8 Perfil de eluicdo dos amidos de mandioquinha-salsa (a) nativo; (b) moido por 2 h; (c)
Hidrolisado com a-amilase e amiloglucosidase e e (d) Hidrolisado com a-amilase e
amiloglucosidase e moido por 2 h.

5.8 Afinidade com lodo e Teor de Amilose

Os valores encontrados para o teor de amilose aparente dos amidos nativos e
modificados estdo apresentados na Tabela 5. O amido nativo de mandioquinha-salsa
apresentou um teor de amilose aparente muito proximo ao encontrado por Rocha, et al. (2011)

20%, e inferior ao encontrado por Vieira e Sarmento (2008) de 17,2%.
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Tabela 5 - Afinidade por iodo e teores de amilose aparente dos amidos nativo e
modificados’.

Afinidade por iodo (%) Teor de amilose (%)

Amostras de amido

Amido Aparente’
Nativo 4,08(0,11)® 20,43
Moido 1h 4,37(0,09)* 21,87
Moido 2h 4,39(0,07)* 21,93
Hidrolisado 3,70(0,06)° 18,50
Tr:drollsado moido 3.99(0,19) 10,03
2Hr:drollsado moido 3.92(0,07)° 19,61

Hidrolisado: hidrélise ¢/ a-amilase (20 SKB/g amido) e amiloglucosidase (5 U/g amido) por 12 h

! Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna néo diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p<0,05). Cada valor representa a média de trés determinacdes, com o respectivo desvio-
padrao apresentado entre parénteses.

2 o6 amilose aparente = (Al/0,20), onde Al é a afinidade por iodo do amido.

Apesar das afinidades com iodo dos amidos de mandioquinha-salsa nativo e moidos
ndo terem apresentado diferenca significativa (P<0,05), observou-se uma tendéncia a
aumentar o que provocou um pequeno aumento no teor de amilose para os amidos moidos por
1 e 2 horas quando comparado ao amido nativo.

Esses resultados também poderiam sugerir que o tratamento promoveu algum tipo de
degradacdo nas moléculas de amilopectina, com a quebra das ligagdes o (1—6), presentes
principalmente nas areas amorfas dos granulos e, portanto mais suscetiveis as alteracdes
provocadas pela moagem, formando assim, cadeias lineares capazes de complexar com iodo e
confirmando assim os dados de distribuicdo de tamanho molecular observados em GPC.
Huang et al. (2008), observaram a mesma degradacdo nas moléculas de amilopectina

O teor de amilose aparente caiu para 0 amido hidrolisado, 0 mesmo observado por
Rocha, Carneiro e Franco (2010) para os amidos submetidos a hidrolise enziméatica de
mandioca, batata-doce e mandioquinha-salsa, sugerindo que as enzimas atacaram
preferencialmente as areas amorfas. Entretanto Serrano e Franco (2005) ndo observaram
diferenga significativa nos terores de amilose de amido de mandioca tratado com a-amilase
bacteriana e 0 mesmo comportamento foi verificado por Franco e Ciacco (1992) quando
trataram amidos de mandioca e milho com a-amilase bacteriana e amiloglucosidase fungica.

Apesar de ndo haver diferenca significativa entre as afinidades com iodo para os
amidos hidrolisados e moidos, houve também nesse caso uma leve tendéncia de aumento no
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teor de amilose com a moagem dos amidos, refor¢ando a hipotese de que o tratamento fisico
degradou as ligacdes glicosidicas a (1—6) da amilopectina e que possivelmente as cadeias
laterais longas da amilopectina foram liberadas e assim contabilizadas como amilose.
Resultados semelhantes foram observados por Huang et al. (2007, 2008) para os amidos de
milho e mandioca, moidos de 1 a 3 horas.

5.9 Difragdo de Raios-X e Cristalinidade Relativa

A difracdo de raios-X pode detectar mudancas na cristalinidade dos granulos de amido
causadas por tratamentos fisicos e/ou enziméticos. Os difractogramas de raios-X dos amidos
nativos e modificados de mandioquinha-salsa estdo apresentados na Figura 9, enquanto a

Tabela 6 apresenta as cristalinidades relativas (Cr) desses amidos.

A 4 B

g g MSH

g* MSN g—
] MS1h 7 MSH1h
i MS2h | MSH2h
] T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T
u] 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30

2 theta 2 theta
Figura 9 Difractogramas de raios-X dos amidos: A- MSN: nativo; MS1h: nativo moido 1h;

MS2h: nativo moido 2h; B- MSH: hidrolisado; MSH1h: hidrolisado e moido 1h;
MSH2h: hidrolisado e moido 2h;

Independente dos tratamentos aplicados os amidos apresentaram difractogramas
semelhantes com picos singletos bem definidos por volta 5,6° e 17° e um dubleto em 22° e 24°
em 26, caracterizando amidos de padréo cristalino tipo B (BULEON et al., 1998; THYS et al.,
2008).

Apesar da ndo alteracdo do padrdo de difracdo de raios-X para os amidos submetidos

aos diferentes tratamentos, houve uma expressiva reducdo na cristalinidade relativa dos
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amidos modificados (Tabela 6). Os amidos submetidos apenas & moagem apresentaram uma
reducdo de aproximadamente 21 % na cristalinidade relativa, independente do tempo de
moagem, sugerindo que o tratamento provocou o rompimento das pontes de hidrogénio das
areas cristalinas dos granulos reduzindo assim sua cristalinidade. Apesar de ndo haver
diferenca estatistica, observou-se uma tendéncia na reducdo da cristalinidade com o aumento
do tempo de moagem.

O amido hidrolisado também apresentou uma substancial reducdo na cristalinidade
relativa (24 %) quando comparado ao amido nativo. A hidrélise enzimatica degrada
inicialmente as regibes amorfas dos granulos e era de se esperar que entdo a cristalinidade
relativa tivesse aumentado, porém é possivel que nas condi¢fes usadas neste experimento, a
enzimas tenham atacado também as areas cristalinas dos granulos de amido de mandioquinha-
salsa resultando na reducdo da sua cristalinidade. A reducdo na cristalinidade relativa
também foi observada, por Rocha (2010) para o amido de mandioquinha-salsa tratado com 60
SKB/g de amido de e 1,5 unidades/g de amido de amiloglucosidase por 48 horas e
Sanguapong et al. (2003) para o amido de mandioca tratado com 120 U a-amilase e 300
U/mL de amiloglucosidase durante 12 horas. Esses autores sugeriram que a reducdo na
cristalinidade é devido ao ataque das enzimas tanto nas regides amorfas quanto nas regides
cristalinas do granulo de amido.

O amido hidrolisado e moido por 2 h apresentou a maior reducdo na cristalinidade
relativa (~30 %) indicando que os residuos da hidrdlise ficaram mais suscetiveis a acdo da

moagem propiciando maior rompimento de suas pontes de hidrogénio.
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Tabela 6 - Cristalinidade relativa dos amidos de mandioquinha-
salsa nativo e modificados’.

Amostras de amido Cristalinidade

relativa (%o)

Nativo 39,1(1,5)*
Moagem 1h 31,1(0,5)°
Moagem 2h 30,1(0,8)"
Hidrolisado 29,6(0,8)°
Hidrolisado e moido 1h 29,4(0,4)°
Hidrolisado e moido 2h 27,6(0,3)"

Hidrolisado: hidrélise com o- amilase (20 SKB/g amido) e amiloglucosidase (5 U/g
amido);

1 Média de triplicatas, com o respectivo desvio-padrdo apresentado entre parénteses.
Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente
pelo teste Tukey (p<0,05).

Zhang, Zhao e Xiong (2010) estudaram o amido de arroz apdés a moagem e
observaram uma acentuada reducdo na cristalinidade relativa. Apds 10 horas de tratamento no
amido de arroz a estrutura cristalina praticamente desapareceu, sugerindo que o atrito

mecanico pode resultar na destruigdo da estrutura cristalina dos granulos de amido.

5.10 Propriedades Térmicas dos Amidos Nativos e Modificados

Os perfis endotérmicos estdo apresentados na Figura 10 e as propriedades de
gelatinizacdo dos amidos nativos e modificados estdo apresentadas na Tabela 7. O amido
nativo apresentou pico estreito bem definido, sugerindo cristais mais homogéneos. O pico
ligeiramente mais largo para os amidos submetidos ao tratamento fisico indicou maior

heterogeneidade e menor estabilidade estrutural dos granulos (Figura 10).
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Figura 10  Perfil endotérmico dos amidos nativos e modificados, determinados por DSC.

O granulo de amido nativo de mandioquinha-salsa apresentou temperatura de
gelatinizagdo inicial (To), de pico (Tp) e final (Tf) de 55,37 °C, 59,64 °C e 64,58 °C
respectivamente, e variagdo de entalpia de 17,88 J/g. Esses resultados séo semelhantes aos
apresentados por Rocha, Demiate e Franco (2008) que observaram valores de 57,9°C, 62,01
°C, 65,29 °C para as temperaturas de inicio, pico e final, respectivamente, e AH de 15,2 J/g
para amido obtido da mesma variedade de raizes.

A moagem em diferentes tempos provocou alteracdes significativas nas temperaturas
de gelatinizagéo (To, T, Tr) deste amido, no entanto causou uma redugéo no AH quanto maior
0 tempo de tratamento. Esta reducdo do AH esta relacionada ao rompimento das duplas
hélices da amilopectina (TESTER; KARKALAS; QI, 2004) em fun¢do da quebra das pontes
de hidrogénio, pela moagem, as quais estabilizam as moléculas de amido confirmando os
resultados de cristalinidade obtidos (Tabela 6). Huang et al. (2007, 2008) também
observaram para o amido de mandioca, reducdo na entalpia de gelatinizacdo com o aumento

do tempo de moagem.
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Tabela 7 - Propriedades térmicas' dos amidos nativos e modificados .

Amidos To* (°C) T,* (°C) T+ (°C) TE;CT:)O* AHg* (3g)
Nativo 55,37(0,24)° 59,64(0,37)° 64,58(0,50)° 8,67  17,88(0,01)°
Moagem 1h 55,40(0,38)° 60,18(0,18)™  64,36(0,41)* 8,96  15,22(0,14)™
Moagem 2h 56,31(0,79)" 60,29(0,12)™  64,63(0,14) 8,32  14,69(0,12)°
Hidrolisado 56,63(0,30)" 60,61(0,02  65,17(0,29)° 8,54  16,09(0,55)"
Hidrolisado b a a d
moido 1h 57,24(0,21) 61,04(0,01) 64,82(0,07) 753 8,35(0,52)
Hidrolisado a a a d
moido 2h 60,51(0,13) 61,30(0,14) 64,22(0,11) 371  837(0,63)

Hidrolisado: hidrolise com a- amilase (20 SKB/g) e amiloglucosidase (5 U/g) por 12 h;

! Média de trés replicatas; ® Valores seguidos pela mesma letra, numa mesma coluna, néo diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p<0,05);

* To, Tp, Tr = temperatura inicial, de pico e final, respectivamente; AH = variacdo de entalpia.

O amido submetido a hidrolise apresentou um ligeiro aumento nas temperaturas de
gelatinizacdo, enquanto houve uma tendéncia em reduzir o AH, quando comparado ao amido
nativo. Estes resultados reforcam que as enzimas tenham atacado as regides amorfas e
cristalinas do granulo de amido, pois a reorganizacdo molecular faz com que as regides
cristalinas necessitem de uma temperatura mais elevada para se romper. De acordo com
Sanguapong et al. (2003) a hidrdlise enzimatica acontece em duas fases, a fase inicial,
relativamente rapida indicando a degradacdo das regibes amorfas do granulo de amido e o
segundo periodo mais lento indicando a degradacdo das regides cristalinas.

A moagem dos granulos de amido hidrolisado provocou aumento das temperaturas de
gelatinizacdo e reducdo acentuada da entalpia indicando que o tratamento enzimatico
debilitou as estrutura granular facilitando o rompimento das pontes de hidrogénio pela
moagem, tornando o tratamento fisico mais eficiente em comparacdo ao amido sem o pré-

tratamento enzimatico.
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5.11 Propriedades de Pasta

De acordo com Jane et al. (1999), as propriedades de pasta de amidos sdo afetadas
pelos teores de amilose, lipideos e fosforo e pela distribuicdo dos comprimentos de cadeias
ramificadas da amilopectina. A amilopectina contribui para inchamento do granulo de amido
e empastamento, enquanto a amilose e lipideos os inibem.

As propriedades de pasta dos amidos de mandioquinha-salsa nativo e modificados

estdo apresentadas na Figura 11 e Tabela 8.
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Figura 11 Perfil viscoamolografico do (a) amido nativo(m); submetido a moagem por 1 h (A);
submetido a moagem por 2 h (*); hidrolisado (X).

O perfil de viscosidade obtido para o amido de mandioquinha-salsa nativo apresentou
curva tipica para esse amido, com baixa temperatura de pasta (62,0°C), aumento acentuado de
viscosidade até seu pico maximo (377,0 RVU), seguido da queda rapida da mesma. Durante a
fase de temperatura constante (95°C) os granulos comecaram a se romper, ocorrendo a
solubilizacdo dos polimeros. Neste ponto foi registrada uma queda na viscosidade. Na fase de

resfriamento, os polimeros de amilose e amilopectina sdo solubilizados e ocorre uma
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reassociacao (tendéncia a retrogradacdo) entre eles, principalmente das moléculas de amilose
sendo registrado um novo aumento na viscosidade de (31 RVU).

A moagem dos granulos nativos reduziu a temperaturas de pasta, viscosidades de pico,
de quebra e final do amido, enquanto provocou aumento na tendéncia a retrogradagdo (set
back) (Tabela 8). Cavallini e Franco (2010) também observaram uma reducdo nas

temperaturas de pasta para o amido de mandioca submetido a moagem no periodo de 1 h.

Tabela 8 - Propriedades de Pasta’ dos amidos nativo e modificados®.

Temperatura Viscosidades (RVU)

Amidos De Pasta (°C) Pico Quebra Final Set Back
Nativo 62,0 (0,0)* 377,0(4)* 279,5(1,4)° 128,3(3,0)*  31,0(0,8)"
Moido 1h 60,7 (0,07)°  320,0(4,0° 231,0(1,9" 120,0(0,00®  40,9(1,4)®
Moido 2h 60,7 (0,07)" 265,0(12,0° 183,6(3,7)°  113,000,0)°  41,6(14)
Hidrolisado nd nd nd nd nd
r';::ﬂ(rj%l ilsﬁdo ¢ nd nd nd nd nd
::Ldl,crjgl izssdo € nd nd nd nd nd

Hidrolisado: hidrélise com a- amilase (20 SKB/g amido) e amiloglucosidase (5 U/g amido) por 12 h;

nd : ndo detectado

! Média de duas replicatas;

 Valores seguidos pela mesma letra, numa mesma coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05);

A temperatura de pasta determina o inicio do inchamento dos granulos, quando a
viscosidade aumenta e o aparelho detecta a primeira resisténcia para manter a agitagéo
constante. Quanto menor esta temperatura, maior a facilidade de cozimento do amido. Altas
temperaturas de pasta refletem uma maior resisténcia do amido a gelatinizacdo causada por
uma maior estabilidade estrutural dos granulos (TESTER; MORRISON, 1990), confirmando
assim que o amido de mandioquinha-salsa é de facil cozimento e de dificil retrogradacéo e
sinérese, como observado por Rocha, Demiate e Franco (2008).

Apo6s moagem, o amido nativo apresentou reducdo das viscosidades de pico, quebra e
final, indicando menor inchamento desses granulos. De acordo com Zhang, Zhao, Xiong
(2010), a reducéo nas viscosidades do amido ap6s moagem em moinho de bolas é devido ao
menor numero de granulos que ainda estdo intactos e que ainda apresentam capacidade de
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inchamento. Resultados semelhantes foram observados por Cavallini and Franco (2010)
quando amido de mandioca foi moido em um moinho de bolas e também por Dhital, Shrestha
e Gidley (2009), quando amidos de batata e milho foram moidos em moinho criogénico.

A hidrolise enzimatica alterou significativamente as viscosidades de pico, quebra,
final e setback ndo sendo possivel observar qualquer valor de viscosidade para este amido, em
funcéo da degradacdo das moléculas de amilose e amilopectina pelas enzimas em dextrinas de

menor massa molecular (OATES, 1997).

5.11 Poder de Inchamento e Solubilidade

Para obter informagfes sobre o inchamento é necessario que a gelatinizagdo seja
conduzida em excesso de agua, para que os granulos inchem livremente sem desintegracédo
mecanica. As curvas de poder de inchamento e solubilidade em funcéo da temperatura podem
ser observadas na Figura 12 e 13. Os amidos hidrolisados e hidrolisados e moidos néo
apresentaram qualquer gel estando 100 % sollveis ap0s essa analise.

Os perfis de inchamento obtidos para os amidos nativo e moidos mostraram-se
semelhantes quanto ao formato com a variacdo das temperaturas de 60°C a 90°C. Assim,
guanto maior a temperatura de andlise, maior o poder de inchamento. Com o aumento da
temperatura obteve-se maior expansdo dos granulos do amido de mandioquinha-salsa, pois
com o aquecimento, as interac0es entre as cadeias sdo rompidas, permitindo a maior absorgéo
de agua. Assim o poder de inchamento estd mais associado com a estrutura do granulo e
composicao quimica, particularmente teor de amilose e lipideos, do que com o tamanho dos
granulos (LINDEBOOM; CHANG; TYLER, 2004).

A moagem provocou aumento significativo no poder de inchamento dos amidos, o
qual aumentou com o aumento do tempo de moagem sugerindo que este tratamento provoca

uma desestabilizacdo na estrutura cristalina facilitando o inchamento dos granulos de amido.
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Figura 12 Poder de inchamento dos amidos de mandioquinha-salsa, em funcdo da
temperatura: 4 nativo; m moido 1hora; A moido 2 horas.

A solubilidade do amido nativo aumentou com a temperatura de analise, e a 90°C o

amido de mandioquinha-salsa nativo mostrou 9,22 % de solubilidade. Peroni (2003)

encontrou solubilidade maior que a encontrada neste trabalho para o amido de mandioquinha-

salsa nativo, que foi de 27,07 % para 90 °C. A solubilidade do amido de mandioquinha-salsa,

a temperatura de 90 °C, aumentou com o tempo de moagem atingindo 18,21% ap6s 2 horas de

tratamento. Este aumento na solubilidade apdés moagem também foi observado por Huang et

al. (2008) para os amidos de milho e mandioca moidos por até 3 horas. Entretanto Cavallini e

Franco (2010) nao observaram nenhuma alteracdo apos a moagem para o amido de mandioca

tratado por 1hora.
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6 CONCLUSOES

O pré-tratamento enzimatico proporcionou a degradacdo tanto das areas amorfas
quanto das areas cristalinas do granulo de amido, facilitando o posterior tratamento fisico da
moagem.

Houve reducdo do tamanho médio dos granulos de amido moidos, mas a hidrolise
potencializou essa reducéo.

A moagem causou a quebra das ligacbes de hidrogénio e ligacdes glicosidicas o
(1—6), o que resultou na degradacdo das areas cristalinas dos granulos.

O tratamento enzimatico debilitou as estrutura granular facilitando o rompimento das
pontes de hidrogénio pela moagem, tornando o tratamento fisico mais eficiente em
comparacdo ao amido sem o pré-tratamento enzimatico.

Esses amidos modificados poderiam ser indicados para aplicagdo como substitutos de
gordura em inameros produtos, porém mais estudos sobre sua aplicacdo tecnoldgica sdo

necessarios.
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