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RESUMO

O bagaco de pinhdo, residuo decorrente da extragdo do amido desta semente, tem
caracteristicas reoldgicas similares ao produto principal. Muitas modificagcbes em
amidos foram investigadas de vérias origens botanicas. As modificagbes enziméaticas
tém sido extensivamente estudadas devido ao seu potencial de formar produtos com
o minimo de desperdicio. Esse estudo teve como objetivo caracterizar e modificar o
bagaco de Pinh&o obtido apés a extracdo do amido, usando tratamento enzimatico
por 12, 24 e 36h. Os resultados da composi¢cao centesimal foram muito similares
entre as amostras tratadas e nédo tratadas. Por meio das curvas TG-DTA foram
observadas as trés etapas caracteristicas da perda de massa para amostras de
amido, confirmando a complexidade da degradacdo pela aparéncia de uma
deformacdo assimétrica (ombro) nessas amostras. No DSC foi observado um
aumento no valor de T, e uma diminuicdo de T,, T, e AHgy para as amostras
modificadas. Na andalise RVA foi observado um aumento na retrogradacao depois da
modificacdo. A maioria dos difratogramas das amostras de bagaco de pinhao foram
semelhantes aos padrdes de amido do tipo ‘A’, caracteristico de cereais, como milho
e trigo. As micro-imagens MEV confirmaram o isolamento dos granulos de amido
dos outros compostos, como fibra e proteina, que estdo presentes na amostra
nativa. O tratamento enzimatico possibilitou a aproximacédo das propriedades do
bagaco as do amido de pinhdo, com semelhancga entre as propriedades estudadas.
Com os resultados apresentados pode-se afirmar que esta técnica de tratamento do
bagaco do pinhdo pode agregar valor a essa biomassa, 0 que podera aumentar o
rendimento de amido extraido da semente da Araucéria.

Palavras-chave: Bagaco de pinhdo, enzimas, andlises térmicas, perfil reoldgico,
analise reoldgica, composi¢do centesimal, mudanca estrutural.



ABSTRACT

The "Pinh&o" bagasse, a residue from the starch extraction, has similar rheological
characteristics to the main product. Many sources of starch modifications are
investigated for various botanical sources, and worth mentioning, the enzymes
modifications have been extensively studied due to their potential to form products
with minimal waste. The study aims to characterize and modify the "Pinh&o"
bagasse, obtained after the starch extraction, using enzymatic treatment at different
times. The centesimal composition results were very similar between the treated and
untreated samples. Through the TG-DTA curves, it was observed the three
characteristic steps of starch samples and confirmed their degradation complexity by
the appearance of an asymmetric deformation (“shoulder") in some samples. DSC
had an increase in the T, and a decrease of Tp, Tc and AHge for the modified
samples. In RVA it was observed an increase of retrogradation after the modification.
Most of the X-ray diffractograms of the “pinhdo” bagasse samples have shown
starch A-type pattern. The SEM was confirmed an isolation of the starch granules of
other compounds as fibre and protein, which were present in the native sample.The
enzymatic treatment approached the properties of the bagasse to ones of the
“pinh&o” starch, with similarities among the studied properties.With the obtained
results , it can be affirmed that this treatment technique of the “pinhdo” bagasse
may aggregate value to this biomass, which will increase the efficiency of the starch
extracted from the Araucaria seed.

Keywords: “pinhdo” bagasse, enzymes, thermal analysis, rheological profile,
rheological analysis, centesimal compostion, structural change.
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1. INTRODUCAO

Varias pesquisas tém sido realizadas acerca de novas fontes de amidos, além
de obtencdo de novos tipos a partir de modificacdes diversas. Fontes classicas
como mandioca e milho sdo destaque, com varios artigos publicados, sendo seu uso
amplamente difundido na industria alimenticia (CLADERA et al., 2006). Em geral, as
modificacdes envolvem o uso de agentes acidos, alcalinos ou oxidantes. Esses
tratamentos produzem um residuo com tratamento custoso, uma vez que é
necessario um tempo elevado para a estabilizagdo, além do uso de produtos
qguimicos (BICUDO et al., 2009).

O amido obtido a partir do pinh&o (Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze),
semente de uma arvore tipica da regido sul do Brasil, ja foi estudado em alguns
trabalhos publicados em revistas da area de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.
Porém avaliacbes sobre modificacdes na sua estrutura, e como estas podem
influenciar o comportamento térmico e reoldgico desses amidos, ainda sao escassas
qgquando comparadas com as fontes de amidos mais utilizadas (CORDENUNSI et
al.,2004).

A extragéo de diversos tipos de amido resulta, na maioria dos casos, em um
residuo conhecido como bagaco. Alguns amidos, como de milho, geram
subprodutos durante sua extracdo, que ja possuem diversas aplicacdes. O bagaco,
além da quantidade elevada de umidade, contém uma consideravel porcado de amido
em sua estrutura (SEVERO et al., 2010).

Nesse contexto ha a necessidade crescente de valorizacdo dos produtos
provenientes das Araucarias, arvores de grande importancia e ameacadas de
extincdo,e aproveitamento de residuos que possam apresentar propriedades de
interesse para os diversos tipos de industria (alimenticia, de papel e farmacéutica,
por exemplo). Neste trabalho é proposto tratamento enzimatico do bagaco resultante
da extracdo do amido de pinhd&o e sua caracterizacdo via analises térmicas,

reologicas e estruturais.
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2. OBJETIVOS
2.1  Objetivo geral

Caracterizar o bagaco obtido da extragcdo de amido de pinh&o na forma nativa
e modificado enzimaticamente.

2.2  Objetivos especificos

Realizar extracdo e tratamento enzimético do bagaco obtido pos-extracdo de
amido de pinh&o nos tempos 12, 24 e 36h;

Caracterizar o bagaco de pinhao nativo e tratado enzimaticamente, utilizando:

Analises fisico-quimicas (Composicao centesimal);

Técnicas termoanaliticas (Calorimetria exploratoria diferencial —
DSC, Termogravimetria e Analise térmica diferencial - TG-DTA);
Estudos reolégicos (Rapido visco-andlise — RVA);

Técnicas estruturais (difratometria de raios X - XRD e

Microscopia eletronica de varredura — MEV).
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Amido

O amido é fundamentalmente um polimero de glucose, com cadeia de
tamanhos variados, presente como substancia de reserva nos vegetais. E a principal
fonte de carboidratos e apresenta papel primordial na alimentacdo humana
(BICUDO et al., 2009). Esta presente na maior parte dos produtos de origem
vegetal, com destaque para os amidos de milho e mandioca, com grande producéo
mundial (CASTANO et al., 2012).

A estrutura do amido é dividida em duas partes: amilose e amilopectina. A
amilose apresenta cadeia linear de glucose, ligagbes a 1-4 e cadeia com valores
entre 200 e 700 unidades. Ja a amilopectina apresenta ligacdes a 1-4 e a 1-6, 0 que
confere uma estrutura altamente ramificada, além da presenca de 2000 ou mais
unidades de glucose. Cada uma delas confere propriedades distintas ao amido e
suas propor¢cdes dependem principalmente da origem botanica. De forma geral os
teores de amilose e amilopectina, respectivamente, variam de 20 a 25% e 75 a 80%.
Porém esses valores variam como nos amido cerosos que ndo possuem amilose em
sua estrutura (PARKER; RING, 2001).

3.1.1 Amido de pinhéo

A semente do pinhdo (Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze) possui 0 amido
como principal componente, sendo que este representa 84,0 + 0,6 % da matéria
seca da semente. As fracbes dos demais macro-componentessao:7,81 = 0,30% de
proteinas;4,51 + 0,10% de fibrase 1,11 + 0,10% de lipideos 1,11 + 0,10%. A
estrutura quimica do amido do pinhdo apresenta teores de amilose e amilopectina,
respectivamente, 42% e 58% (HENRIQUEZ et al., 2008).

A extracdo do amido de pinhdo é relativamente simples e ndo exige a
presenca de aditivo, como o hidroxido de sédio, utilizado na obtencdo de amido de
milho. O amido de pinhdo apresenta baixo contetdo de fibras, proteinas, lipideos e
cinzas, o que facilita sua aplicacdo em diversos tipos de alimentos, sendo um bom
substituto para fontes convencionais de amido no ponto de vista tecnologico
(CASTANO et al., 2012). Segundo Cordenunsi et al (2004) a ingestdo de amido de
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pinhdo tem baixa influencia sobre o indice glicémico (Glycemic Index — GI) o que
torna esse alimento indicado para pacientes com diabetes. Ainda neste trabalho,
destaca-sea presenca importante de minerais Mg e Cu, além de valores 23%
menores de resposta de indice glicEmico das sementes de pinhdo cozidas em

comparag¢ao com pao branco.

3.1.2Extracdo do amido

O processo de extracao de amido envolve diversas operagdes unitarias.Todas
as etapas devem ser realizadas de forma a maximizar o rendimento e diminuir
possiveis fontes de contaminacdo, uma vez que € necessaria uma quantidade
elevada de agua, elevando o risco de deterioracéo do produto (BELLO-PEREZ et al.,
2006).

Inicialmente é realizado o descascamento do produto, para retirada da casca
ou pericarpo. Pode ser por processo mecanico ou automatizado. A proxima etapa
envolve maceragdo, que pode ocorrer por via seca ou Umida, como no caso da
mandioca e do milho, respectivamente. Essa também ¢é aplicada a extracdo de
amido de pinhdo, com formacdo de duas fases, com acumulode amido no fundo,
facilmente separado por filtracdo simples (CONFORTI; LUPANO, 2007).

A etapa final para obtencdo do amido é o peneiramento em malhas especiais
para retirada de proteinas e fibras. Depois de filtrado, o produto passa pelo processo
de secagem, a baixa temperatura (inferior a de gelatinizacdo) evitando uma pré-
modificacdo do amido, além de aumentar a durabilidade do produto (devido a

estabilizacdo da umidade) (LIU, 2005).

3.1.3Estrutura quimica

Do ponto de vista quimico, o amido é um polimero natural composto por
subunidades de glicose, hexose béasica para o metabolismo nos organismos
aerdbios (PINTO et al., 2012). As ligacfes presentes nesse composto sdo chamadas
de glicosidicas, podendo ser a 1-4 ou a 1-6, sendo esses numeros relativos aos
carbonos ligantes da primeira e segunda molécula (CONFORTI; LUPANO, 2008).

As ligacOes glicosidicas estdo presentes de maneiras diferentes na estrutura

do amido, sendo que existem duas por¢Oes distintas: a amilose, mais linear e com



16

ligacOes a 1-4; e a amilopectina, com ramificagbes e ligacbes a 1-4 e a 1-6. Uma
reacdo caracteristica do amido envolve o reagente Lugol, a base de iodeto de
potassio, que é capaz de colori-lo. Esta cor pode ser azul, quando h& presenca de
amilose e vermelho quando ha apenas amilopectina (amidos cerosos) (DAUDT et
al., 2013).

3.1.3.1 Amilose

A amilose, fracdo essencialmente linear presente no amido, é constituida de
moléculas de glucose (a-D-glicopiranose) e ligagdes glicosidicas a 1-4. Constituida
de 200 a 700 unidades de mondmeros de glucose, apresenta cadeia com tamanho
menor quando comparada a amilopectina, cor azul na reacdo com Lugol e alguns
grupamentos fosfato presentes, eventualmente, no carbono 6 da glucose (BOBBIO;
BOBBIO, 1992).

CH;OH

S CHOH
HO
H CH-DH
Y Ho g 0,

OH Jour

Figura 1. Estrutura linear da amilose
Fonte: SOUZA, 2010.

As hidroxilas presentes na amilose conferem um carater hidrofilico a partes
dessa molécula (COSTA et al., 2013). A linearidade dessas estruturas favorece, em
solugbes aquosas, a formacdo de ligagcdes de hidrogénio intramoleculares, o que
reduz a afinidade com a &gua, intensificando a formacdo de pastas opacas e 0

processo de sinérese (LEITE et al., 2008).

3.1.3.2 Amilopectina
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A amilopectina, fracdo essencialmente ramificada presente no amido, é
constituida de moléculas de glucose (a-D-glicopiranose) e ligagdes glicosidicas a 1-4
e a 1-6. Constituida por mais de 2000 unidades de monomeros de glucose,
apresenta cadeia com tamanho elevado quando comparada a amilose, cor vermelha
na reacdo com Lugol (LALITHA et al, 2012).

CH.OH

(!:EO“ B ]5— CH-OH
')
<i_)‘/\_/\ Q

Figura 2. Estrutura da amilopectina
Fonte: STATIC, 2003.

As cadeias de amilopectina sao classificadas em trés categorias: A, B e C. As
cadeias do tipo A ndo apresentam terminais redutores, sao unidas por ligacdes o 1-
4, ligando-se as cadeias do tipo B por ligacbes a 1-6. As cadeias do tipo B séo
compostas por ligagdes a 1-4 e a-1-6 e também podem estar ligados por grupos
hidroxila primarios, ndo apresentando terminal redutor. (DENARDIN e SILVA, 2009).
A cadeia do tipo C é unica, apresenta ligacdes o 1-4 e a-1-6 e terminal redutor.A
amilopectina tem uma importancia muito grande na estrutura do amido, uma vez que
é suficiente para formacdo dos granulos, sendo que a fragdo de amilose
normalmente esta disposta entremeada na fracao ramificada (STAHL et al., 2006).

3.1.4 Propriedades reoldgicas

O amido possui caracteristicas peculiares do ponto de vista reolégico. Em
contato com &agua e, na maioria dos casos, calor é capaz de formar gel, que
apresenta elevada viscosidade.Além disso, possui capacidade de absorcdo de agua
no interior da estrutura, conferindo aumento de viscosidade nos produtos (CONTO et
al., 2011).
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O processo de retrogradacdo também merece destaque, com reorganizacao
da estrutura (devido a diminuigdo da energia das moléculas de amido) baseada nas
ligacdes de hidrogénio, com aumento de viscosidade, formacéo de redes cristalinas
e opacidade. A sinérese € um processo concomitante que ocorre pos-resfriamento
do amido e resulta na liberacdo de 4gua que esta no interior da estrutura do gel
(KLEIN et al., 2013; PARKER; RING, 2001).

3.1.5Demais componentes

A semente de pinhdo possui alguns outros compostos importantes, como
proteinas e fibras alimentares. Esses macronutrientes sdo fundamentais para
alimentacdo humana, no que diz respeito a toda estruturacdo celular e o bom
funcionamento do intestino, respectivamente (CONFORTI; LUPANO, 2008; LEITE et
al., 2008). Segundo Leite et al. (2008) dietas a base de farinha de pinh&do cozida a
80 °C por 16 horas tendem a ter resultados semelhantes, em relacdo a incorporacéo
de proteina, a dietas baseadas em caseina, como as presentes no leite por exemplo.

A Tabela 1 ilustra bem o citado, com teores considerados como fontes de

proteinas e fibras, segundo o Ministério da Saude (1998).

Tabela 1. Umidade (%) e composicao aproximada (g/100g amido seco) de sementes

de pinhdo descascada e amido isolado.

Semente de

pinh&o (%) Amido (%)
Umidade 42,72 £ 0,28 10,84 * 0,03
Cinzas 2,15 £ 0,01 0,05 = 0,02
Lipideos 1,11 + 0,08 0,34 + 0,06
Proteina 781 £ 0,35 0,94 = 0,10

Fibra bruta 451 + 0,16 1,19 £+ 0,09
Extrato ndo-nitrogenado 84,30 + 0,61 97,49 + 0,01

a Médias de 4 replicas + desvio

Fonte: Adaptado de HENRIQUEZ et al.,2008.

A atividade antioxidante das sementes de pinhdo crua e cozida também foi
estudada, com destaque para presenca de catequina. Os autores quantificaram uma
forte migracdo de compostos antioxidantes presentes na casca (acido galico de

guercetina) para a semente (KOEHNLEIN et al., 2012) .
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3.2 Bagaco de pinhao

Normalmente tratado como residuo, assim como bagaco de mandioca e
outros, 0 bagaco de pinhdo possui uma quantidade elevada de amido presente entre
as fibras, além de praticamente toda proteina presente na semente de pinhdo. Os
elevados teores de fibra encontrados diminuem a aceitagcdo sensorial desses
produtos e posteriormente sua aplicacdo em formulacdes alimenticias, sendo, na
maioria dos casos, destinado a alimentacao animal (THYS et al., 2013).

A presenca de fibras e proteinas, decorrente do processo de decantagdo e
filtracdo, pode ser comprovada de diversas formas, como a composi¢cdo centesimal
por exemplo. Porém, analises estruturais como MEV (Microscopia de varredura
eletrénica — Fig. 3)também podem colaborar com esta afirmacéo.

WERAT TERTAR

L LA EMLF UE 1S

Figura 3. Micro-imagensdo MEV para bagaco de pinh&o
Fonte: o autor.

Observam-se estruturas tipicas de granulos de amido, formas arredondadas,
assim como outras transparentes e com diferenca de tonalidade e forma, que
indicandopresenca de fibras e proteinas.

Destinos mais nobres sdo estudados para esses subprodutos da extracdo de
amido.Pesquisas sao realizadas para modificagcdo de amidos puros, e como 0
bagaco possui quantidade elevada deste constituinte é possivel correlacionar esses
estudos para obtencdo de novos produtos com maior valor agregado (RIBEIRO et
al., 2014).
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3.3  Modificagées de amidos e subprodutos

As modificacbes em amidos nativos tém o intuito de promover mudancgas na
estrutura destes, principalmente nas propriedades reoldgicas, uma vez que esses
produtos séo utilizados como espessantes e estabilizantes (CLADERA et al.,
2006).Estas modificacbes podem ser provocadas por: aplicacdo de acidos, pré-
aguecimentos, agentes oxidantes e, mais recentemente, utilizacdo de enzimas
amiloliticas.

A aplicacdo de agentes acidos, como o acido cloridrico e latico, envolve
reacOes de hidrdlise, onde sdo geradas cadeias de glicose de varios tamanhos,
dependendo da concentracdo e da forca do acido utilizado. Os amidos desse tipo
tém necessariamente menor viscosidade aparente quando comparados com suas
formas nativas (FRANCO et al., 2010).

Tratamentos com a utilizacdo de calor promovem a formacgdo de amidos
conhecidos como pré-gelatinizados. Esses amidos tém a caracteristica de fornecer
maior viscosidade aos produtos mesmo a frio (EL-DASH; CLERICI, 2008). O uso de
agentes oxidantes como: permanganato, hipoclorito e perdxidopromovem a quebra
das ligacdes glicosidicas pela acdo oxidante desses compostos(FRANCO et al.,
2010).

3.3.1 Amidos modificados por tratamento enzimatico

Essamodificacdo merece destaque devido ao seu aspecto ambiental, uma vez
que o tratamento enzimatico de amidos gera residuo praticamente nulo, pois sao
utilizadas quantidades minimas de enzima em comparacao com o substrato gerado.
Além disso, por serem altamente especificas, as enzimas causam mudancas
singulares nos amidos.Essas modificacbes podem ser desde pequenas quebras na

cadeia, até a formacao de mondémeros de glucose (SEVERO et al., 2010).
3.3.1.1 Enzimas utilizadas
As principais enzimas utilizadas para modificacbes sdo as amilases e

glucoamilases, com a presenca, em alguns casos, de proteases (substratos mais
complexos) (SEVERO et al., 2010).
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As amilases (1,4-a-D-glucan glucanohidrolase) hidrolisam as ligagcbées a 1-4
apenas, sendo que tém acoOes distintas, dependendo do tipo de enzima. As Q-
amilases sao consideradas endoenzimas, agindo de dentro para fora da molécula, e
tém como produto final a maltose. Atuam em pH préximo da neutralidade (5,5 a 7,0)
e possuem relativa estabilidade térmica (60 °C), sendo usadas principalmente na
producdo de cerveja (BENASSI et al., 2010; SEVERO et al., 2010). As B-amilases
agem de forma semelhante, porém sdo exoenzimas, ou seja, agem de fora para
dentro, nas pontas de terminais nao redutores e tem como produto final dimeros de
glicose (BENASSI et al., 2010).

As glucoamilases (1,4-a-D-glucan hidrolase) sdo enzimas hidroliticas,
capazes de formar monémeros de glucose a partir de cadeias poliméricas de amido,
mais especificamente nas pontas destas. Usadas em associacdo com as amilases
(que fornecem fragmentos de dextrinas menores), possuem menor estabilidade
térmica, sendo utilizadas depois do processo de mosturacdo nas cervejarias
(BENASSI et al., 2010).

3.3.2Aplicacdo da modificacdo no residuo da extragdo de amido

Devido a semelhanca existente entre o bagacgo de pinhdo e o amido extraido,
€ possivel aplicar muitas das técnicas de modificacbes e buscar aplicacbes
semelhantes as dadas ao amido. Segundo Spada et al. (2012a) o amido possui alta
capacidade de microencapsulacdo de B-caroteno e boa estabilidade nas condicGes
estudadas.

O amido de pinhdo modificado com acido também foi utilizado em estudo
semelhante, apresentando alto teor de -caroteno retido na estrutura, demonstrando
a Iimportancia da modificacdo nas propriedades do amido (SPADA et al,
2012b).Também é encontrado na literatura (LUCHESE et al, 2015) a utilizagdo de
amido de pinhdo nativo e acido-modificado para producdo de biofilmes. Segundo
Daudt et al, (2013) o amido de pinhdo pode ser utilizado como excipiente na

indUstria farmacéutica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1  Obtencédo da amostra

O pinhé&o foi adquirido no mercado local de Ponta Grossa entre abril e julho de
2015.Para a retirada da casca utilizou-se uma faca doméstica. Para obtencdo da
farinha foi usado um triturador de bancada (lka Werke M20 - Wilmington, North
Carolina, USA). Amido, fibras e outros constituintes foram separados pelo processo
de decantacdo usando agua, sob refrigeracdo. A separacdo do amido e do bagaco
foi executada usando peneira de 180 mesh, com o auxilio de uma bomba de vacuo.
As fracBes foram acondicionadas em estufa com circulacdo de ar a 40 °C até
estabilizacdo da umidade, entre 10 e 15%. As amostrasforam armazenadas em

dessecador.

4.2 Tratamento enzimatico

A partir da amostra de bagaco de pinhdo foi realizado o tratamento
enzimatico. O complexo enzimético utilizado foi Distillase ® SSF, da empresa
Genencor ® (Marca registrada da empresa Danisco US Inc.], composto por: o-
Amilase [1,4-a-D-glucanglucanohidrolase]; Glucoamilase [1,4-a-D-glucan
hidroliase]Protease [Aspergilopepsinal.

Para a modificacdo enzimatica, as condicbes do meio onde o bagaco foi
disperso foram padronizadasde acordo com as recomendac¢Oes do fabricante, no
caso: temperatura entre em 28 e 35 °C (utilizou-se temperatura de 32+1°C) e pH
entre 4,0 e 5,5 (pH de 5,0 0,5 selecionado, utilizando tampéo acetato) além de
concentracdo enzimética de 0,07g/100g.

Durante a modificagdo do bagaco de pinhdo, a disperséo
agua/bagaco/enzima foi agitada e mantida na temperatura adequada. Os tempos de
acao enzimatica foram de 12h, 24h e 36h.

Apébs esse tempo, a disperséo foilavada com &gua suficiente para interrupcao
da atividade enzimatica (por diluicdo) e posteriormente filtrada e acondicionada em
estufa de secagem com circulacdo de ar a 40°C para posterior armazenamento em

dessecador, com identificagcdo das amostras com as siglas B, C e D, referentes aos
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tratamentos 12, 24 e 36 horas, respectivamente.O bagaco nativo de pinh&o foi
identificado com a sigla A.

4.3 Composicao centesimal

As analises de composicdo centesimal foram realizadas nas amostras de
bagaco nativo e tratadas enzimaticamente, depois de secagem. Foi realizada a
determinacao de proteinas, lipidios, cinzas e contetdo de fibra através de protocolos
960.52, 920.39C, 923.03 e 962.09E,respectivamente (AOAC, 1990).A quantificacado
de umidade foi realizada através de um determinador de umidade modelo
MA150(Sartorius), nas condicdes: temperatura de 105 °C; tempo de 15 minutos e
massa de amostra de 0,500g (CAFIERI et al, 2010).

4.4  Andlises térmicas

Neste trabalho foram utilizadas trés técnicas termoanaliticas para
caracterizagdo do amido: Calorimetria  Exploratéria  Diferencial (DSC),
Termogravimetria (TG) e Analise Térmica Diferencial (DTA). Equipamento para
suporte e pesagens: balanca analitica para pesagem das amostras (ADA 210/C
Adam Equipment CO. LTD, especificacbes pesagem maxima 210g, minima

pesagem de 0,1 mg).

4.4.1 Termogravimetria (TG) e Andlise térmica diferencial (DTA)

As curvas termogravimétricas (TG) foram obtidas com o equipamento TGA-60
(Shimadzu, Japéo), onde as amostras foram aquecidas de 35°C até 600°C, usando
cadinho de alumina aberto com aproximadamente 6,0 mg de amostra sob um fluxo
de ar com vazdo de 150 mL.min™ e uma razdo de aquecimento de 10 °C.min™. O
instrumento foi preliminarmente calibrado com oxalato de calcio mono-hidratado.
Todas as percentagens de perda de massa foram determinadas utilizando o
programa de andlise de dados TA-60 WS. A Andlise térmica diferencial (DTA) foi
determinada com o auxilio do mesmo equipamento para obtencéo das temperaturas

de perda de massa e dos picos caracteristicos.
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4.4.2 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

O equipamento DSC-Q200 (TA-Instruments, EUA) foi utilizado para obtencéo
dos resultados DSC.

A amostra foi hidratada por 30 minutos antes da analise, em proporgédo 1:4
em tubo de ensaio. Posteriormente, utilizando uma micropipeta de 20 pL foi
adicionada a suspensao em cadinho de aluminio, que teve a massa aferida e foi
selado. Com isso, ¥4 da massa aferida na balanca se referiu a massa de amido da
amostra. Este valor foi utilizado no programa do equipamento. As condi¢cdes para
obtenc&o da curva: fluxo de ar 50 mL.min™ e raz&o de aquecimento 10 °C.min™ e

temperatura final de 100 °C.

4.5  Andlise reolégica (RVA)

O equipamento Réapido Visco-analisador (Newport Scientific) foiutilizado para
obtencéo do perfil reologico da amostra.

As suspensbes de amido foram preparadas com a adicdo de 8%
(aproximadamente 2,24g) de amido em agua destilada em um recipiente de aluminio
com massa total de 28 gramas (COSTA et al, 2013). O processo controlado de
aguecimento e resfriamento ocorreu sob constante agitacdo.A programacdo do
sistema foi: 50°C com isoterma por minutos, entdo 6 °C min~* até 95 °C; isoterma de
95 °C por 5 minutos, resfriamento até 50°C a uma taxa de 6 °C min™* e isoterma de
50°C por 2 minutos.

4.6 Andlises estruturais

4.6.1 Difratometria de raios X (XRD)

O equipamento utilizado para obtencdo do grau de cristalinidade relativa das
amostras foi um difratbmetro de raios X Ultima IV (Rigaku, Japao), pelo método po,
usando como fonte de radiacdo CuKa, A = 1,541 A. Os parametros elétricos
ajustados em 40 kV e 20 mA. A deteccao foi realizada no intervalo angular entre 5 e
50 graus (28), com velocidade de leitura de 2 graus por minuto e passo de 0,02

graus.
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O grau de cristalinidade relativa foi estimadoutilizando o método descrito por
Colman et al (2014).Um exemplo de gréafico gerado pelo equipamento esta

representado na Figura 5.
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Figura 4. Difratogramae parametros para calculos de cristalinidade
Fonte: COLMAN et al, 2014.
Na Figura 4 foram considerados Ap(area de pico) como parcela cristalina e
Ap(area parcela amorfa) como parcela amorfa. Foi realizada a integracdo das areas
do pico de difracdo superior e total de difracdo para que se pudesse obter o grau de

cristalinidade relativa, como mostrado na Equacéao 1:

A
X-=—"1—.100
{.‘qln'll"_':i:_l ..

1)
X. se refere a cristalinidade relativa.
4.6.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)
A Microscopia eletrénica de varredurafoi realizada no equipamento VEGAS3 do
fabricante TESCAN (Republica Tcheca). A escala de leitura foi 20 um, com 20 kV de

tensdo no feixe de elétrons, filamento de tungsténio e detector de elétrons retro-

espelhado.
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O equipamento se baseia na passagem de elétrons através da amostra. Para
o preparo desta é afixado uma fita de carbono sobre um suporte metalico, que
recebe uma pequena fracdo da amostra. Como o amido ndo € condutor, € realizado
previamente o processo de metalizacdo com plasma de ouro e paladio.

A leitura da imagem acontece a partir do detector de elétrons, que registra as
imagens e as transmite a um software instalado no computador acoplado ao
equipamento. O diametro médio das amostras (D,) é obtido com o auxilio de uma
ferramenta do programa do equipamento, sendo realizadas seis medidas dos

granulos presentes na imagem.

4.6.3 Analise estatistica

As andlises descritas foram realizadas em triplicata, sendo aplicado: Analise
de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, com o intuito de comparar as médias
apresentadas com 95% de confianca, utilizando o programa SASM-Agri 8.2 (Sistema

para Analise e Separacao de Médias em Experimentos Agricolas).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao centesimal

Os resultados da analise centesimal das amostras de bagaco estdo
mostrados na Tabela 2. Como pode ser visto, os carboidratos estdo em quantidades
elevadas, como é evidenciado por alguns autores (CORDENUNSI et al, 2004).

Mesmo depois da extracdo, a maioria dos carboidratos esta na forma de
amido, dispostos entre as fibras. Além disso, as proporcdes de fibras e proteinas
apresentaram altos teores, mas inferiores quando comparados aos valores obtidos
por alguns autores (CORDENUNSI et al, 2004; COSTA et al, 2013; HENRIQUEZ et
al, 2013).

Tabela 2. Composi¢éo centesimal das amostras nativa e modificadas.

Composicéao centesimal (g/100g)
Amostra

Umidade Carboidratos Proteina Lipidios Fibra total Cinzas
(A) 13,87+0,27% 83,63+0,55° 0,44%0,02 0,75%0,06 1,07+0,29 0,24+0,02%
(B) 9,60+0,04° 86,83+0,62° 0,44+0,01 0,80+0,03 2,12+0,64 0,21%0,01°
© 9,12+0,04° 87,90+0,41* 0,43+0,01 0,76+0,02 1,52+0,44 0,27+0,02°
(D) 8,97+0,24° 88,08+0,28* 0,43+0,02 0,74+0,02 1,53+0,47 0,25+0,02%

Letras diferentesna mesma colunaindicamdiferenca significativa (p<0,05)

(A) bagaco de pinh&o nativo; (B) bagaco de pinh&o tratado enzimaticamente por 12 h; (C) bagaco
de pinhao tratado enzimaticamente por 24 h; (D) bagaco de pinh&o tratado enzimaticamente
por 36 h

As diferencas observadas entre os valores obtidos para a amostra nativa e as
tratadas enzimaticamente indicam diminuicdo da umidade e aumento dos
carboidratos. Como foi utilizado um complexo enzimatico contendo amilases,
esperava-se uma diminui¢ao no teor de carboidratos, uma vez que o amido sujeito a
hidrolise gera unidades menores, que nao sao retidas no filtro e também podem ser
solubilizadas em agua (MAYER et al, 2015). Contudo, a a¢do da enzima promoveu
um aumento da quantidade de carboidratos, o que pode ter relagdo com a adicdo de
uma molécula de &gua (18g.mol™) durante a hidrélise e a retencdo desses

compostos na estrutura do bagaco.
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Os baixos niveis de gordura e cinzas também estdo de acordo com estudos
(PANDEY et al, 2000) com bagac¢o de mandioca.

5.2  Termogravimetria e Analise térmica diferencial (TG-DTA)

As curvas TG-DTA mostradas na Figura 5 indicam similaridade entre as 4
amostras (bagaco nativo e modificado), com 3 perdas de massa e uma zona de
estabilidade, assim como em outros estudos com: amido de pinhdo (COSTA et al,
2013), arroz (COLUSSI et al 2014), M. jalapa (PUMACAHUA-RAMOS et al, 2015), F.
ussuriensis (LI et al, 2000), mandioca (BENINCA et al, 2013), milho (OLIVEIRA et al,
2014) e gengibre amarelo (ZHANG et al, 2009).

A primeira perda de massa esta relacionada com a perda de umidade das
amostras, mostrado pelas curvas DTA por um processo endotérmico, que ocorre
entre 30 a 146°C (Tabela 3). Depois da zona de estabilidade (136 a 218°), foi
observado perdas de massa relacionadas com a degradacéo térmica da amostra e
com a decomposicdo da matéria organica, restando apenas cinzas, com valores
para as amostras: A: 0,47%; B: 0,36%; C: 0,33% e D: 0,35%.Esses valores estao
proximos aos obtidos pela analise centesimal (Tab.2), considerando o erro
instrumental e diferenca de precisdo entre os métodos 2.

Pode ser constatado que nas amostras (A) e (C), depois que a temperatura
foi elevada, apresentou uma deformacdo assimétrica, chamada de “ombro” durante
o intervalo de temperatura da segunda perda (~330, 340°C), indicado na Fig. 5 pela
letra ‘O’. Esse fenbmeno indica que a degradacdo dessas amostras € muito
complexa e que possivelmente € composta por sub-estagios de degradacao
(JANKOVIC et al, 2013).
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Tabela 3. Resultados de TG e DTA das amostras: (A) bagaco nao-tratado de Pinh&o
e bagaco de pinhao tratado enzimaticamente por (B) 12 h, (C) 24h e (D) 36h.

Resultado TG e DTA

Amostras
Etapa Dm/% DT/°C To/°C

1° 11,38 30-136 67,52 (endo)

estabilidade - 136-208 -
22 71,60 208-401 274,48 (ex0)
) 324,62 (exo)

340,10 (ombro)

3? 16,55 401-565 492,29 (exo)
1° 8,23 30-142 72,98 (endo)

estabilidade - 142-216 -
(B) 2° 73,36 216-401 272,82 (exo)
340,43 (exo)
3? 18,05 401-566 497,15 (exo)
12 10,82 30-137 75,53 (endo)

estabilidade - 137-211 -
© 2° 71,77 211-403 274,29 (exo)
322,72 (exo)

329,82 (ombro)

3 17,08 403-569 493,29 (exo)
12 9,70 30-150 68,24 (endo)

estabilidade - 150-218 -
(D) 2° 71,97 218-400 274,31 (exo)
338,95 (exo)
3 17,99 400-560 495,40 (exo)

Am, perda de massa (%); AT, intervalo de temperatura (°C); T,, Temperatura de pico
(°C).Endo:endotérmico; Exo: Exotérmico
(A) bagaco de pinh&o nativo; (B) bagaco de pinh&o tratado enzimaticamente por 12 h; (C) bagaco
de pinh&o tratado enzimaticamente por 24 h; (D) bagaco de pinh&o tratado enzimaticamente
por 36 h
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Figura 5. Curvas TG-DTA das amostras de bagaco nativo e tratadas
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5.3. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Os resultados da analise DSC estdo mostrados na Tabela 4. As amostras
mostraram diferencas estatisticas para a maioria dos parametros. Os valores de T,
aumentaram para todos os tratamentos enziméticos, com o maior valor para a
amostra B. Os valores de T, e T tiveram um pequeno aumento para a amostra B e
entdo decairam para as amostras C e D.

O fato descrito tem relacdo com as mudancas estruturais que o bagaco de
pinhdo sofre durante o tratamento enzimatico. Essas mudancas estruturais
aproximam as amostras de bagaco modificadas ao amido de pinhdo nativo, como
descrito na literatura (RIBEIRO et al, 2014), onde foi encontrado, para a amostra
nativa de pinhao, valor de T, muito similar ao obtido nesse estudo (71,63+6,06°C).
Alguns autores (BELLO-PEREZ et al, 2006) também encontraram valores similares
para AHge (8,0£0,5J.g™) analisando amostras de pinh&o nativo do estado de S&o

Paulo - Brasil.

Tabela 4. Resultados das anélises DSC, MEV e XRD de: (A) bagaco ndo-tratado de
Pinh&o e bagaco de pinhéo tratado enzimaticamente por (B) 12 h, (C) 24h e (D) 36h.

DSC gelatinizacéo XRD MEV
Amostra Grau de
Tol°C To/°C T./°C AHge/d.g™"  cristalinidade da

relativa
(A) 60,57+0,01° 66,38+0,01°  71,62+0,07° 8,85+0,07°  17,76+0,30°  11,10%3,55%
(B) 61,50+0,02°  67,58+0,01°  73,41+0,26*° 8,54+0,25  16,82+0,30°  13,39+3,09°
(C) 61,35+0,01°  66,42+0,01°  68,14+0,01° 8,00+0,06°  16,17+0,30°  12,54+2,25%
(D) 60,99+0,01°  65,88+0,01°  68,04+0,01° 8,45+0,35°  14,26+0,26°  12,54+3,61°

(*) T, temperatura ‘onset’ inicial, T, temperatura de pico, T “endset” temperatura de concluséo, DHgge
entalpia de gelatinizacdo, (d,) Didmetro médio. O grau de cristalinidade relativa foi calculado como
porcentagem, com picos determinados em 26. Valores seguidos da mesma letra ndo séo

estatisticamente diferentes (p<0,05).

A Figura 6 mostra as curvas DSC obtidas para as amostras de bagaco, tanto
nativas quanto modificadas. Eles se mostraram muito similares, com o pico
endotérmico caracteristico, que representa o processo de gelatinizagdo. Os valores
de AHgel, que representam a area total do pico endotérmico apresentaram pequenas
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diferencas. As principais mudancas foram observadas nos parametros de
temperaturas, que podemser verificados pela mudanca na posi¢cao dos picos. O
inicio do processo de gelatinizagdoocorreu em temperatura mais alta
(acompanhando o aumento no valor de T,) e o final em temperatura mais baixa (com
os valores de T. diminuindo). Tais resultados sdo encontrados na literatura
(AGGARWAL; DOLLIMORE, 1998), quando os autores analisaram amostras nativas
e parcialmente hidrolisadas de amidos de milho, trigo, arroz e batata. No estudo

citado, os valores de T, também aumentaram para todas as amostras.
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Figura 6. Curvas DSC das amostras de bagaco nativo e tratadas.

Foi reportado em alguns estudos (ZHAO et al, 2015) que o processo de
inchamento dos granulos (concomitante ao processo de gelatinizacdo) ocorre em
temperaturas mais baixas para granulos de amido maiores. Esse fato possivelmente
explica o que ocorreu com alguns dos parametros do bagaco de pinhao tratado
enzimaticamente, uma vez que depois da modificacdo, a amilase e a glucoamilase
tendem a quebrar a estrutura dos granulos, fazendo-os menores. O complexo
enzimatico deveria agir mais intensamente no amido presente no bagaco, mas na
concentracéo que foi usado apenas diminuiu o tamanho dos granulos e promoveu a

mudanca estrutural no bagaco.
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5.4  Andlise reoldgica (RVA)

Na Figura 7estdo apresentadas as curvas obtidas apds a analise reoldgica.
Pode ser observado que as amostras apresentam diferentes perfis, com valores de
viscosidade de pico e retrogradagcdo maiores para as amostras tratadas
enzimaticamente. Considerando que o tratamento enzimatico diminui o tamanho dos
granulos, era esperado que a viscosidade de pico e a retrogradacao tivessem
valores menores (AGGARWAL; DOLLIMORE, 1998).

Contudo, observou-se nos resultados do DSC (Tabela 4) e nas micro-imagens
do MEV (Figura 9) que o tratamento enzimético promoveu uma mudanca estrutural,
que fez com que as amostras B,C e D ficam semelhantes ao amido de pinh&do. Os
perfis reologicos obtidos depois do tratamento foram similares aos encontrados na
literatura (COSTA et al, 2013; RIBEIRO et al, 2014).
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Figura 7. Perfis RVA das amostras de bagaco nativo e tratadas.
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Tabela 5. Resultados do RVA para as amostras: (A) bagaco n&do-tratado de pinh&o e
bagaco de pinh&o tratado enzimaticamente por (B) 12 h, (C) 24h e (D) 36h.

Amostra Temperatura Viscosidade Tempo do Setback/cP Breakdown/c Viscosidade
de Pasta /°C do pico /cP pico /seg P Final/cP
(A) 66,73+0,39°  960,30+0,99°  343,90+0,14°  134,10+1,27"  704,90+1,56°  389,50+0,71°
(B) 70,55+0,78°  1994,30+0,99° 451,90+0,14° 1450,00+2,83* 839,00+1,41* 2603,50+2,12%
(C) 70,18+0,11°  1992,20+1,70° 455,50+0,71¢ 1334,25+1,06° 828,20+1,70°  2498,25+1,06"
(D) 73,50+0,07°  1740,50+0,71° 480,03+0,04*° 988,75+0,35°  570,50+0,71%  2158,75+0,35°

OcP “centipoises”, seg “segundos”. Valores seguidos da mesma letra ndo sdo estatisticamente
diferentes (p<0.05).

A Tabela 5 apresenta os resultados dos perfis reologicos. Os valores diferiram
estatisticamente, e a temperatura de pasta apresentou diferencas entre as trés
primeiras amostras (A, B e C) e a ultima (D). Os valores da viscosidade de pico
aumentaram para as amostras B e C, e diminuiram para a amostra D. A amostra
nativa de bagaco de pinh&o apresentou baixa viscosidade de pico e final, que tem
relacdo direta com as fibras e proteinas presentes na amostra. Isso causou a
instabilidade dos géis formados, e o amido presente entre as fibras tem baixa
viscosidade depois do processo de gelatinizagéo.

E descrito na literatura (COSTA et al, 2013; RIBEIRO et al, 2014) valores
entre 2280 e 3383cP para viscosidade de pico do amido de pinhdo nativo de uma
fonte de germoplasma (Colombo-PR) e a regido de Ponta Grossa. As amostras
tratadas enzimaticamente B, C e D apresentaram aumento na viscosidade de pico,
mas ainda longe desses estudos. Isso pode ser explicado pelo fato de que o amido
que esta entre as fibras ndo pode gelatinizar completamente, uma vez que estao
envolto por fibras e proteinas. O tratamento enzimatico, conforme constatado pelas
analises promoveu uma mudanca estrutural no amido, porém 0s macro-

componentes ainda estao presentes.

5.5 Difracdo de Raios-X (XRD)

A Figura 8 mostra os difratogramas de raios-X das amostras de bagaco nativo
e tratados enzimaticamente. Os angulos dos picos principais das amostras
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analisadas foram: (A) 15,12°, 17,3° 21,68° e 23,14° (B) 15,28°, 17,46° 20,66° e
23,64°; (C) 15,26°, 16,94°, 22,16° e 23,22° e (D) 15,24°, 17,38°, 22,10° e 23,50°.

Os difratogramas de Raios-X dos amidos s&o principalmente de trés tipos
(DAUDT et al, 2013). O tipo “A” tem os picos principais de refracdo 20 em 15°, 17°,
18° e 23° e pode ser encontrado principalmente em amidos de cereais, como milho,
arroz e trigo. Para os do tipo “B” os picos sdo em: 5°, 6°, 15°, 17°, 22° e 23°e pode
ser encontrado em amidos de tuberosas, como batata e inhame. Os picos do tipo “C”
sdo uma mistura dos tipos “A” e “B” e 0 exemplo tipico é o amido de mandioca.

Analisando os difratogramas das amostras de bagaco de pinh&o nativo e
modificadas, os angulos principais dos picos ndo mudaram consideravelmente, uma
vez que os padrbes obtidos estdo muito proximos ao nativo, que é semelhante ao
tipo “A” para amidos. Esse padrdo é encontrado na literatura (DAUDT et al, 2013;
THYS et al, 2010; GONCALVES et al, 2014, RIBEIRO et al, 2014) para amido de

pinh&o nativo.
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Figura 8. Difratogramas XRD das amostras de bagaco nativo e tratadas
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Os valores das amostras para o0 grau relativo de cristalinidade estao
mostrados na Tabela 4. Eles diminuiram depois do tratamento enzimatico para todas
as amostras. Na literatura (COSTA et al, 2013; RIBEIRO et al, 2014) séao
encontrados valores que comecam em 19,03+0,06% e vao até 28,43+0,11%.

Considerando os valores citados e os obtidos nesse estudo, existe uma
grande diferenca entre eles, com os menores valores para 0 bagaco de pinh&o. Isso
pode ser explicado pela posicdo do amido na amostra; quando ele esta isolado,
como encontrado na literatura, o valor do grau relativo de cristalinidade € maior
porque a amilose e a amilopectina estdo mais caracterizaveis pela analise de
difracdo de Raios-X; no bagaco de pinhdo o amido esta entre as fibras e esse fato
parece diminuir a cristalinidade (BLAZEK; GILBERT, 2011).

5.6. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As micro-imagens de MEV estdo mostradas na Figura 9. Pode ser observada,
principalmente na amostra de bagaco nativo (A), a presenca de diferentes
compostos, como fibra, proteina e granulos de amido. Esse fato é explicado pela
andlise centesimal previamente realizada (Tabela 2) que mostra a presenca desses
componentes.

Mesmo que a composicao centesimal seja bastante similar a muitos estudos
com amido de pinhdo (CORDENUNSI et al, 2004; COSTA et al, 2013; HENRIQUEZ
et al, 2008), no bagago de pinhdo o amido esta entre as fibras e as proteinas. E
descrito 0 mesmo comportamento para bagaco de mandioca (VERSINO et al, 2015)
com conteudo de amido maior que 50% em base seca, mas também presente entre
as fibras.

Os granulos de amido tém diferentes tamanhos e formas dependendo da
fonte botanica (SRICHUWONG et al, 2005). Eles tém tamanhos variados e na
maioria estdo no intervalo de 1 a 110um (SINGH et al, 2003). Os granulos das
amostras B, C e D estdo claramente mais isolados e mostram varias formas,
predominantemente oval. Imagens semelhantes foram obtidas por alguns autores
(DAUDT et al, 2014; GOLCALVES et al, 2014; BELLO-PEREZ et al, 2006,
HENRIQUEZ et al, 2008) analisando amido de pinhdo nativo. Ndo houve diferenca

estatistica entre os tamanhos dos granulos das amostras (Tab.4) e as suas meédias
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estdo de acordo com a literatura (COSTA et al, 2013; GONCALVES et al, 2014,
RIBEIRO et al, 2014; BELLO-PEREZ et al, 2006; HENRIQUEZ et al, 2008).

BUM W T EY

Ve St BF o

T -

WL B L e
et 52

[ v TR

A
il i Y W e | {51 1N
e [ =

BN AR DB kx| hewgeuday ) BTN

\ 1
[T T Wi ind e | i il TE b i

Wit W) T v pn

BN BLAG £ ke Dwhwrrlyd BETIS © LAIAAI NP

Figura 9. Micro-imagens de MEV das amostras de bagaco nativo e tratadas
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6. CONCLUSOES

Os carboidratos amilaceos sdo os componentes majoritarios do bagaco de
pinhdo. As amostras nativa (A) e modificadas (B, C e D) apresentaram composicfes
semelhantes, ocorrendo uma reorganiza¢do na estrutura do bagaco.

Através do TG-DTA foi possivel observar a presenca de uma deformacédo
assimétrica (ombro) nas amostras A e C, em virtude de uma degradacéo térmica
consecutiva, com sub-estagios. Pelo DSC foi observado um aumento na T, e uma
diminuicéo na temperatura de pico (Tp),temperatura de concluséo(T¢) e entalpia de
gelatinizagédo (AHgye) para as amostras modificadas enzimaticamente.

Foram observados nas curvas do RVA, diferentes perfis para cada amostra.
As amostras modificadas apresentaram viscosidade de pico e retrogradacdo mais
elevadas.

Os difratogramas de Raios-X das amostras de bagaco de pinhdo mostraram
grande semelhanca com o padrdo do tipo “A” de amidos. Houve pequenas
diferencas entre os valores do grau de cristalinidade relativa entre as amostras de
bagaco. Além disso, os valoressdo menores quando comparados com a literatura,
considerando a complexidade da matriz do bagaco.

O MEV permitiu identificar diferentes compostos, como fibras e proteinas na
estrutura do granulo do bagaco. Depois da modificacdo enzimatica, esses
compostos foram ligeiramente isolados dos granulos e ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os tamanhos encontrados para os granulos.

Os resultados permitiramdeterminar novas propriedades reoldgicas para 0
bagaco de pinhao tratado enzimaticamente, além de um isolamento nos granulos de
amido presentes, 0 que abre possibilidades de aplicacdo desse subproduto. Indica
também um possivel aumento de rendimento em posteriores extracdes de amido

desta matéria-prima.
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