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RESUMO

RAMOS, G. V. C. Efeito do tratamento com o0zbnio sobre as propriedades
estruturais, térmicas, reoldgicas e funcionais do amido de quinoa. 2019. 82f.
Dissertacdo (mestrado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,

Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2019.

O mercado de amidos modificados esta em constante evolugdo, visando superar uma
ou mais limitacdes dos amidos nativos e proporcionar a produgédo de amidos com
novas propriedades funcionais e de valor agregado. A modificacdo do amido por
ozo6nio é considerada uma tecnologia verde, pois ndo gera residuo e tem se mostrado
uma técnica oxidante eficaz em estudos recentes. O amido de quinoa tem granulos
muito pequenos com propriedades Unicas. Por tanto, este trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito do tratamento com ozénio sobre as propriedades estruturais, térmicas,
funcionais e reoldégicas do amido de quinoa. Os tempos de aplicacdo do o0zbnio,
nomeados como tempo de geracdo de ozénio (TGO), na suspensao de amido (10%,
m/m) foram 10, 20 e 30 min. O teor de amilose, os valores de pH e a cristalinidade
relativa diminuiram com o aumento do TGO. Por outro lado, o contetdo de grupos
carbonila/ carboxila, claridade de pasta e capacidade de absorcdo de 6leo
aumentaram com o aumento do TGO se comparado ao amido de quinoa nativo. A
analise por cromatografia de permeacao em gel indicou despolimerizacao da amilose
como resultado da hidrélise do amido. Os resultados mostraram que 30 min de
tratamento com 0z6nio aumentou significativamente o diametro médio das particulas
e a analise morfologica apresentou um achatamento de alguns dos granulos de amido,
indicando modificagdo branda. O tratamento com 0z0nio aumentou a temperatura de
inicio da gelatiniza¢éo e diminuiu a entalpia de gelatinizacao do amido de quinoa. Apés
a retrogradacéo, nao foi observada nenhuma diferenca significativa (p < 0,05) nas
propriedades térmicas, analisadas por DSC, entre as amostras tratadas com ozénio e
no amido nativo. A viscosidade aparente de pico (39%), breakdown (88%) e o setback
(53%) aumentaram significativamente para a amostra tratada com 0zonio por 10 min,
quando comparado ao amido nativo, porém sem mudancas significativas entre os
diferentes TGO. As curvas de fluxo obtidas para as pastas / géis de amido de quinoa
(5% b.s., 25 °C) nativo e tratados com 0z0nio apresentaram comportamento nao-

Newtoniano e pseudoplastico, que foi modelado pela equacéo Lei da Poténcia (R?>



0,998). A viscosidade aparente, a pseudoplasticidade e o indice de consisténcia
dessas amostras aumentaram com o aumento do TGO. Nos testes de varredura de
frequéncia, a viscoelasticidade para as amostras gelatinizadas de amido de quinoa
(5% b. s., 25 °C) ndo foi alterada apds o tratamento do amido com ozénio e
apresentaram comportamento de gel fraco (G’>G”). Concluiu-se que os tempos de
aplicacdo de ozonio foram suficientes para promover alteracdes tanto nas
propriedades estruturais, como nas propriedades funcionais e reoldgicas do amido de

quinoa, ampliando seu espectro de uso em aplicagdes industriais.

Palavras-chave: 0z6nio, Chenopodium quinoa, oxidacdo de amido, propriedades de
pasta, DSC, curvas de fluxo, viscoelasticidade.



ABSTRACT

RAMOS, G.V. C. Effect of ozone treatment on structural, thermal, rheological and
functional properties of quinoa starch. 2019. 82f. Dissertation (master degree) —
Faculty of Animal Science and Food Engineering, University of Sao Paulo,
Pirassununga, 2019.

The market for modified starches is constantly evolving, aiming to overcome one or
more limitations of native starches and to provide the production of starches with new
functional and value-added properties. Starch modification using ozone is considered
a green technology, since, it does not generate residues and has been shown to be an
effective oxidizing technique in recent studies. Quinoa starch has very small granules
with unique properties. Then, the objective of this work was to evaluate the effect of
ozone treatment on the structural, thermal, functional and rheological properties of
quinoa starch. The ozone application times, named as ozone generation time (OGT),
in a starch suspension (10% wt) were 10, 20 and 30 min. The amylose content, pH
values and relative crystallinity decreased with increasing OGT. In contrast, the content
of carbonyl / carboxyl groups, paste clarity and oil absorption capacity increased with
increasing OGT when compared with native quinoa starch. Gel permeation
chromatography analysis indicated amylose depolymerization as a result of starch
hydrolysis. The results showed that 30 min of treatment with ozone increased
significantly the average diameter and the morphological analysis presented flattening
of some of granules, indicating slight modification. The treatment with ozone increased
the gelatinization onset temperature and decreased the gelatinization enthalpy of
quinoa starch. No significant changes (p < 0.05) were observed in thermal properties
after retrogradation, analyzed by the DSC, of ozone treated samples and of native
starch. The apparent peak viscosity (39%), breakdown (88%) and setback (53%)
increased significantly for the sample treated with ozone for 10 min, when compared
with native starch, but without significant changes between the different OGT. The flow
curves obtained for quinoa starch (5% wt, 25 °C) pastes / gels presented non-
Newtonian and pseudoplastic behavior, which were modeled by the Power Law
Equation (R?> 0.998). The apparent viscosity, pseudoplasticity, and consistency index
of these samples increased with the increase in OGT. In the frequency sweep tests,
the viscoelasticity of the gelatinized quinoa starches samples (5% wt, 25 °C) was not
altered after the ozone treatment and presented a weak gel behavior (G'> G"). In
conclusion, the ozone application times were sufficient to promote changes on the
structural, functional and rheological properties of quinoa starch, increasing its
spectrum of use in industrial applications.



Key words: ozone, Chenopodium quinoa, starch oxidation, pasting properties, DSC,
flow curve, viscoelasticity.
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1. INTRODUCAO

O amido é um polissacarideo formado por unidades de glicose, unidas por
ligacbes glicosidicas a-(1—4) e a-(1—6), sendo constituido por 2 principais
macromoléculas: amilose e amilopectina (DENARDIN; SILVA, 2009). E uma
importante fonte de carboidrato e reserva de energia para as plantas, sendo presente
de forma abundante na natureza e podendo ser encontrado em tubérculos, graos,
sementes, frutas e raizes. Trata-se de um recurso com alta disponibilidade, baixo
custo e renovavel. As propriedades dos amidos variam muito de acordo com a fonte
vegetal em que é encontrado, o que pode influenciar as possiveis aplicacdes
industriais (OLADEBEYE et al., 2013).

Os amidos mais amplamente utilizados comercialmente (milho, batata,
mandioca, trigo) possuem vasta literatura a seu respeito (FONTAN, 2008). Pesquisas
séo desenvolvidas com amidos de fontes ndo convencionais, na busca de um amido
com propriedades especificas, principalmente para resistir as diversas condi¢des de
processamento em suas aplicagcdes industriais, tais como altas variacbes de
viscosidade, baixa estabilidade ao cisalhamento em altas temperaturas, baixa
estabilidade do gel de amido em baixas temperaturas, entre outras.

A quinoa, um pseudocereal, considerada uma fonte ndo convencional de
amido (FLEMING; GALWEY, 1995), é encontrada principalmente nos paises andinos
e apresenta um cultivo em crescente expansdo. No Brasil, atualmente, a quinoa tem
sua semeadura dependente do cultivo de outras culturas de verao, tais como soja e
milho, sendo considerada uma cultura ainda pouco difundida no pais. Pesquisas tem
sido feitas com o objetivo de desenvolver grdos mais adaptados as condicdes
climaticas brasileiras, principalmente na regido do cerrado, no Parand (SPEHAR,;
ROCHA; SANTOS, 2011; VASCONCELOS et al., 2012).

O componente principal da quinoa é o amido (30 a 70 g/100 g de solido),
possui propriedades atrativas, tais como tamanhos de granulos pequenos (~0.5 a 3
pum) (LI; ZHU, 2018a), o que possibilita sua aplicagdo como estabilizante de emulsdo
(emulséo de Pickering) e alto teor de amilopectina, com cadeias curtas e muito longas,
o que lhe confere propriedades singulares, como baixas temperaturas de
gelatinizacéo e retrogradacéo lenta (ARAUJO-FARRO et al., 2010; LI; ZHU, 2018a).

Ressalta-se também o interesse na modificacdo dos amidos visando a

ampliacdo do seu espectro de aplicacdo industrial em diferentes areas: alimenticia,
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farmacéutica, metalurgica, papel, construcéo civil e téxtil entre outras (WURZBURG,
1986; KAUR et al., 2012). Em geral, no setor alimenticio, o0 amido é usado para alterar
ou controlar diversas caracteristicas, como textura, aparéncia, umidade, consisténcia
e estabilidade no shelf life, além de melhorias no processo produtivo.

A modificacdo do amido pode ser alcancada por métodos quimicos, fisicos,
genéticos e enzimaticos. O método de ozonizacdo pode ser usado na modificacao
quimica dos granulos de amido (CATAL; IBANOGLU, 2012). O tratamento por 0zénio
€ considerado uma tecnologia limpa e muito promissora para o0 mercado. A oxidagao
do amido com 0z6nio (agente oxidante), pode ser feita em suspensao aquosa ou pelo
contato do gas com o material seco. Durante a ozonizacdo ocorre a formacédo de
grupos carbolina e carboxila em substituicdo aos grupos hidroxila, havendo a hidrélise
das moléculas, com a quebra das ligacGes glicosidicas e a despolimerizacdo das
cadeias (OLADEBEYE et al., 2013).

Muitos estudos foram realizados com o objetivo de estudar a extracéo e a
caracterizagao do amido de quinoa (ATWELL et al., 1983; FLEMING; GALWEY, 1995;
JAMES, 2008; RAYNER et al.,, 2012; VALENCIA, 2016; JAN; PANESAR; SINGH,
2017; LI; ZHU, 2018a). No entanto, ha poucos estudos feitos sobre modificacdo do
amido de quinoa e nao foi encontrado trabalho sobre a modificacdo do amido de
quinoa utilizando o ozénio. Em vista do que foi exposto, e das particularidades
apresentadas para cada fonte botanica apds o processo de ozonizacéo, este trabalho
avaliou a modificagdo do amido de quinoa nativo por ozénio em diferentes tempos e

sua caracterizacdo quanto as propriedades estruturais, reolégicas e funcionais.
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2. OBJETIVO GERAL

Os objetivos deste trabalho foram modificar o amido de quinoa com aplicagao
de oz6nio em suspenséo e avaliar o efeito do tempo de geracdo de oz6nio (TGO) nas

suas caracteristicas estruturais, morfologicas e funcionais.

2.1. Objetivos especificos

Os obijetivos especificos desse trabalho consistiram em:

- Avaliar as alteracdes estruturais nos amidos nativo e tratados com 0zonio
pelas analises de difracao por raios X (DRX), de distribuicdo de tamanho de particula,
de cromatografia por permeac¢do em gel (GPC) e morfolégicas, por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV)

- Determinar o teor de amilose e conteudo de grupos carboxilas e carbonilas
dos amidos nativo e modificados;

- Caracterizar as propriedades térmicas dos amidos, por calorimetria
diferencial de varredura (DSC), em funcéo do TGO;

- Avaliar as mudancas nas propriedades funcionais (claridade de pasta, poder
de inchamento, indice de solubilidade, capacidade de absorcdo de 6leo e
propriedades de pasta) e no comportamento reolégico dos amidos modificados em

cisalhamento estacionario e oscilatério em compara¢do com o amido nativo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Amido

3.1.1. Composicao quimica

O amido € o biopolimero renovavel mais abundante, depois da celulose,
encontrado na natureza. Pode ser extraido de graos, tubérculos (mandioca, batata) e
cereais (milho, trigo, arroz) (OLADEBEYE et al., 2013). A estrutura do granulo é
considerada parcialmente cristalina e € formada por dois principais polissacarideos: a
amilose e a amilopectina (Figura 1), em que a proporcéo entre essas macromoléculas
varia principalmente de acordo com a fonte vegetal em que é encontrado e o estagio
de amadurecimento da planta (VAN SOEST; VLIEGENTHART, 1997).

Figura 1 — Estrutura molecular da amilose e amilopectina.

Fonte: Van Soest e Vliegenthart (1997).

As propriedades funcionais do amido variam principalmente de acordo com a

razdo entre amilose / amilopectina presente no granulo, assim como sua organizagao
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fisica na estrutura (WURZBURG, 1986). Geralmente, o granulo de amido apresenta
de 20 a 30% de amilose e de 70 a 80% de amilopectina (DENARDIN; SILVA, 2009).
Os amidos de cereais, por exemplo, possuem de 72 a 82% de amilopectina em sua
constituicdo. J& amidos de alta amilose, possuem de 50 a 70% de amilose e os
cerosos (alguns tipos de milho, cevada, arroz) possuem apenas 1% de amilose
(WEBER; COLLARES-QUEIROZ; CHANG, 2009).

A amilose, formada por unidades de glicose, através de ligagdes a-(1—4),
possui uma cadeia essencialmente linear, apresentando poucas ramificacbes
(WURZBURG, 1986), sendo a principal responsavel pela formacéo da regido amorfa
do granulo. As cadeias de a-D-Glicose presentes na amilose geralmente formam
estruturas espirais, devido a facilidade de formacao de ligacbes de hidrogénio entre
0s grupos hidroxila, adquirindo uma conformacao helicoidal. O interior da hélice é
hidrofébico, admitindo a formacdo de complexos com acidos graxos livres, alguns
alcoois e com o iodo (TESTER, 1997). A amilose € capaz de interagir com o iodo e
produzir um complexo de inclusdo helicoidal. Este complexo apresenta cor azul
comum a absor¢cdo maxima nos comprimentos de onda de 620 nm a 680 nm (BELLO-
PEREZ; MONTEALVO; ACEVEDO, 2006). A amilose apresenta massa molecular da
ordem de 1,5.10°a 10° Daltons e tamanho médio de 102 unidades de glicose (XIE; LIU;
CUI, 2005).

A amilopectina é formada por unidades de glicose, unidas através de ligacdes
a-(1—4) e a-(1—6) e possui alto grau de ramificacdo, sendo a principal responséavel
pela regido cristalina do granulo (WURZBURG, 1986). O grau de polimerizacao dessa
macromolécula é da ordem de 10* a 10° unidades de glicose, apresenta massa
molecular de 0,5 x 108 a 10° Daltons e possui comprimento de ramificacdes variavel,
geralmente de 20 a 30 unidades de glicose (XIE; LIU; CUI, 2005). Na presenca de
iodo, resulta em uma coloracao avermelhada.

Amidos com amilopectina que apresentam altas e baixas propor¢bes de
cadeias curtas apresentam padrdes cristalinos A e B, respectivamente (BULEON et
al., 1998). A regido onde se concentra a amilopectina é mais densa ou cristalina. Por
ser mais compacta, esta regido dificulta a entrada de moléculas como as de agua e
enzimas, apresentando-se mais resistente ao processo hidrolitico (FRANCO et al.,
2001).
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3.1.2. Outros constituintes

O granulo de amido tem componentes em pequenas quantidades que séo
compostos de proteinas, lipideos e cinzas (minerais e sais) (XIE; LIU; CUI, 2005). Os
lipideos séo considerados a fracdo mais importante associada aos granulos de amido,
podendo se complexar com a amilose, alterando as propriedades reoldgicas do amido.
Geralmente sdo observados altos conteudos de lipideos em amidos de cereais, que
sdo caracterizados pela presenca de &cidos graxos livres (AGL) e lisofosfolipideos
(LFL), os quais s&o correlacionados positivamente com o teor de amilose
(MORRISON; LAW; SNAPE, 1993). Os amidos de tubérculos e raizes possuem pouco
ou nenhum fosfolipideo, os cerosos, igualmente apresentam baixos valores de
lipideos, ja os de alta amilose possuem maior quantidade de lipideos (XIE; LIU; CUI,
2005).

Proteinas e substancias organicas sédo consideradas impurezas e ndo sao
complexadas com o0s polissacarideos formadores dos granulos. Os amidos
apresentam pequenas quantidades de minerais, 0os quais ndo interferem nas suas
propriedades funcionais, com excecdo do fosforo que pode aparecer ligado
covalentemente aos granulos, modificando as propriedades funcionais tais como
claridade, viscosidade e consisténcia de pasta (SPIER, 2010). As trés formas
principais do fosforo encontrado nos granulos de amido sdo: fosfolipideos,
monoésteres de fosfato e fosfatos inorganicos (JANE; WONG; MCPHERSON, 1997).

Em amidos de cereais o fosforo se apresenta na forma de lisofosfolipideos
(LFL) e pode formar complexo com a amilose, 0 que reduz a capacidade do amido de
se ligar com a 4gua, tornando suas pastas menos viscosas e mais opacas. Em amidos
provenientes de raizes e tubérculos, o fésforo se apresenta na forma de monoésteres,
aumentando sua capacidade de ligacdo com a agua e poder de inchamento
(HOOVER, 2001).

3.1.3. Estrutura do granulo

O granulo de amido é composto por regiées amorfas e cristalinas. A regiédo
cristalina € formada essencialmente por cadeias de amilopectina orientadas em
duplas hélices, com ligacbes de hidrogénio, sendo uma das fases mais estruturadas

e compactas, e de dificil acesso a entrada de agua ou reagentes quimicos. J4 a regiao
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amorfa é composta por diferentes materiais, como amilose livre e amilopetina
ramificada, em uma conformacao aleatoria, com ligacdes mais fracas, comparadas a
regido cristalina (XIE; LIU; CUI, 2005).

Como os granulos de amido sé&o parcialmente cristalinos (15 a 45%), os
mesmos apresentam padrdes especificos de difracdo em raios X, variando de acordo
com a fonte vegetal (CHEETHAM; TAO, 1998). Existem trés tipos de padrdes
cristalinos de amido: padréao A, B e C, que dependem do comprimento de cadeia da
amilopectina (JANE; WONG; MCPHERSON, 1997) e também um padrdo mais
recente, o tipo V, que se apresenta quando a amilose forma um complexo com
compostos organicos ou iodo (BULEON et al., 1998; TESTER; KARKALAS; Ql, 2004).
Em geral, o tipo A é encontrado em cereais, o0 tipo B provém de tubérculos e graos
com elevada concentracdo de amilose, o tipo C € a combinacdo dos outros dois
padrdes (BELLO-PEREZ; MONTEALVO; ACEVEDO, 2006) e o tipo V provém de
moléculas de amilose co-cristalizadas com compostos como iodo, alcoois ou acidos
graxos (BULEON et al., 1998; TESTER; KARKALAS:; QI, 2004).

Segundo Tester, Karkalas e Qi (2004), as duplas hélices das duas formas
polimorficas tipos A e B séo praticamente idénticas quanto a estrutura helicoidal.
Contudo, no padrédo tipo A, o empacotamento das duplas hélices formadas pelas
cadeias laterais de amilopectina é mais denso, formando uma estrutura mais
compacta com 8 moléculas de agua por célula unitaria monociclica, enquanto no tipo
B, o empacotamento é mais aberto, formando uma estrutura hexagonal com 36

moléculas de agua (Figura 2).

Figura 2 — Padrao de cristalinidade tipo A e B da amilopectina.

Fonte: Tester, karkalas e Qi (2004).
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Os formatos dos granulos de amido podem ser regulares ou irregulares,
podendo se apresentar em formas geométricas arredondadas, ovais e até mesmo
poliédricas e triangulares e seus didmetros variam geralmente de 1 a 100 um (XIE;
LIU; CUI, 2005; LEONEL, 2007).

A Figura 3(A e B) mostra um esquema de organizacdo das cadeias de
amilopectina, sua estrutura em clusters e a estrutura interna do granulo de amido. As
cadeias de amilopectina se organizam ainda em clusters e sdo identificadas como A,
B e C (cadeia principal). As cadeias A se encontram na periferia da molécula, podendo
se ligar as cadeias B ou C por ligacdes a-(1—6), ndo possuindo ramificacdo, ja as
cadeias B sado ramificadas e podem se conectar por ligagcdes o-(1—6) as outras
cadeias, enquanto a cadeia C leva o grupo redutor do polissacarideo e possui alto
grau de ramificacdo (TESTER; KARKALAS; QI, 2004). Cada cluster possui uma regido
com pontos de ramificacdo (regido amorfa) com segmentos curtos da cadeia de
amilopectina, que forma duplas hélices (regido cristalina) (SMITH; DENYER; MARTIN,
1997).

O granulo de amido apresenta uma estrutura hierarquica (Figura 3) e se
desenvolve a partir de um centro de nucleacéo, conhecido como hilum (Figura 3C).
Sua estrutura é formada por camadas alternadas de anéis de crescimentos radiais,
formadas a partir do centro da estrutura até a superficie do granulo (GALLANT;
BOUCHET,; BALDWIN, 1997). Nesses anéis de crescimento estdo alternadas as
regides cristalinas e amorfas (COPELAND et al., 2009). Os anéis amorfos possuem
as duas macromoléculas (amilose e amilopectina), que se posicionam de forma
desordenada (BULEON et al., 1998). Dentro das lamelas, as camadas cristalinas
concéntricas sao formadas quando as duplas hélices de amilopectina se empacotam
de forma ordenada (COPELAND et al., 2009). O empacotamento denso das estruturas
parcialmente cristalinas dos granulos de amido torna-o insolivel em &gua na
temperatura ambiente (JANE, 2006).
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Figura 3 — Estrutura dos granulos de amido e da amilopectina. (A) Classificacdo das cadeias da
amilopectina em tipo A, B e C. (B) Estrutura da amilopectina formando as regies amorfas e cristalinas
no granulo de amido. (C) Modelo da estrutura interna do granulo de amido com a visualiza¢do dos anéis

de crescimento e o centro ou hilum.

Fonte: Denardin e Silva (2009)

A organizacao da estrutura do granulo de amido € muito complexa e existem
varios estudos na literatura quanto a sua disposi¢cdo. Gallant, Bouchet e Baldwin
(1997) propuseram, em sua representacao esquematica dos granulos, que as lamelas
amorfas e cristalinas se organizam em estruturas maiores, denominadas bloquetes
(Figura 4). A organizacao dos bloquetes nas lamelas e a presenca de canais radiais
influenciam diretamente as propriedades do amido (GALLANT; BOUCHET,
BALDWIN, 1997).



22

Figura 4 — Representacéo da organizacéo dos bloquetes.

Fonte: Castanha, Matta Jr. e Agusto (2017)

3.1.4. Gelatinizacéo e Retrogradacao

O amido nativo € praticamente insollvel em agua fria. Os grupos hidroxila e
0s atomos de oxigénio presentes na D-Glicose sao sitios de ligacdo com a agua, que
geram caracteristica hidrofilica ao amido. A insolubilidade se deve as ligacdes de
hidrogénio entre as cadeias de amido. No entanto, quando h& excesso de agua e
aguecimento, os granulos de amido sofrem um inchamento irreversivel, produzindo
uma pasta viscosa, fenbmeno conhecido como gelatinizacdo (PENG; ZHONGDONG;
KENNEDY, 2007).

O fendbmeno da gelatinizacdo pode ser caracterizado pela perda da ordem
cristalina (birrefringéncia), inchamento dos granulos, lixiviacdo da amilose e ruptura
da estrutura dos granulos (HOOVER, 2001). A temperatura de gelatinizacdo pode
variar de 55 a 70 °C, dependendo da fonte do amido (ATWELL et al.,, 1983;
LAGARRIGUE et al., 2008).

Quando resfriadas, as pastas de amido tendem a formar géis, em que as
moléculas de amido tendem a se rearranjar, formando estruturas fortemente unidas e
ordenadas, mantidas pelas ligacdes de hidrogénio e ocorrendo a perda de seus sitios
reativos, fendbmeno conhecido como retrogradacédo (KOKSEL et al., 2008). A forte
interacdo das cadeias entre si promove a saida de agua, conhecida como sinerese
(DENARDIN; SILVA, 2009). Sob condi¢fes favoraveis, esta estrutura ordenada pode
se desenvolver em forma cristalina (ATWELL et al.,, 1988). O amido retrogradado
torna-se mais resistente a agentes quimicos e é insoluvel em agua fria (KOKSEL et
al., 2008).
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A retrogradacao € um processo continuo e sua cinética difere para a amilose
e para a amilopectina. A amilose retrograda rapidamente, reassociando com
moléculas de amilose adjacentes por meio de ligagbes de hidrogénio, formando uma
estrutura cristalina de dupla hélice. A retrogradacdo da amilopectina € um processo
lento, podendo levar horas ou dias, e € caracterizado pela formacdo de regides
cristalinas em funcdo da associacdo das ramificacdes de cadeia curta (DENARDIN;
SILVA, 2009).

Fatores importantes que podem influenciar o fenbmeno da retrogradacéo sao
a fonte do amido, a concentracéo, as condi¢cdes de aquecimento / resfriamento, pH,
presenca de solutos (lipideos e acucares) e, um dos mais importantes, a propor¢cao
de amilose no granulo, sendo que quanto maior for o teor de amilose, maior sera a

tendéncia de reassociagao ou retrogradagéo (DENARDIN; SILVA, 2009).

3.2. Amido de quinoa

Na América do Sul, existem numerosas fontes de amido que ainda séo pouco
estudadas, consideradas como fontes de amido ndo convencionais, e podem
apresentar caracteristicas fisico-quimicas diferenciadas dos amidos amplamente
comercializados, como os amidos de milho, batata, trigo, arroz, mandioca (tapioca)
(FONTAN, 2008).

As propriedades morfologicas e térmicas de amidos nativos andinos foram
estudadas para avaliar seu potencial como matéria-prima de plasticos biodegradaveis,
mostrando temperaturas de gelatinizacdo, para todas as variedades estudadas, na
faixa de 54 a 74 °C, sugerindo que esses materiais poderiam ser processados como
termoplasticos para fabricacdo de embalagens, ja que possuem picos endotérmicos
associados a gelatinizacdo (TORRES et al., 2011).

No Quadro 1 foram compiladas caracteristicas de alguns amidos de fontes
nao convencionais em comparacdo as de fontes de amidos mais utilizadas

comercialmente.
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Quadro 1 — Teor de amilose, temperatura de gelatinizacéo, padréo cristalino e diametro médio de
amidos de fontes convencionais e ndo convencionais.

Teor Temperatura Tamanho
Fonte de ) de Padrao N A .
: amilose o . i do granulo Referéncias
amido 0 gelatinizacao | cristalino
(%) CC) (um)
Milho 25a?28 62a72 A 20 Lima et al. (2012)
Leonel (2007); Lima
Batata 28 56 a 66 B 30a40 et al. (2012)
Mandioca 17 58a 78 A 14 a 17 Leonel (2007)
Trigo 26 52 a 63 A 5a22 Lima et al. (2012)
. 3,5a Atwell et al. (1983);
Quinoa 22.5 45 a 60 A 0,5a3 Li, Zhu (2018D)
Semente Luciano et al.
de jaca 24 a 32 72 a8l A 1,2a6,4 (2017)
~ Ramos (2014);
Cafihua | 12 a 14 54 a 69 A <1,0 Lopez (2016)
Otegbayo,
Inhame | 15 a 27 79 a 88 B 7 a5b0 Oguniyan,
Akinwumi (2014)

Fonte: Prépria autoria.

A quinoa (Chenopodium quinoa) é uma planta originaria da regido dos Andes
(FLEMING; GALWEY, 1995), onde tem sido cultivada h& milhares de anos. No final
dos anos de 1970, o cultivo da mesma teve uma rapida expansao e passou do plantio
doméstico (como graos basicos comestiveis) para a exportacéo (LI; ZHU, 2018a). A
producdo mundial permaneceu crescente no periodo de 1992 a 2014, superando as
192 mil toneladas em 2014 (FAO, 2013). No Brasil, a Embrapa ja fornece a quinoa
variedade BRS Syetetuba, cultivar adaptada as condicdes de solo e clima do cerrado
brasileiro. Estudos com esse cultivar indicam resultados favoraveis para desencadear
a producéo comercial de quinoa no Brasil (SPEHAR; ROCHA; SANTOS, 2011).

Os graos de quinoa sao formados por: pericarpo, episperma (testa),
perisperma e embrido (radicula e cotilédones) (Figura 5). O pericarpo é rico em
minerais, principalmente, calcio e potassio. O embrido, que contém dois cotilédones,
possui 86% do total de proteina e 49% do total de lipideos e no perisperma encontra-
se 0 maior teor de amido (PREGO; MALDONADO; OTEGUI, 1998; JAMES, 2008).
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Figura 5 — Representacéo longitudinal do gréo de quinoa. O pericarpo (PE) cobre o gréo; (T) Episperma

ou Testa; (C) cotilédones; (EN) endosperma; (R) radicula e (P) perisperma.

Fonte: Prego, Maldonado e Otegui (1998).

As sementes da quinoa podem variar a cor (vermelha, preta ou branca) e a
planta possui alta adaptabilidade as diferentes condicbes ambientais. A quinoa é
considerada um pseudocereal, sendo uma dicotiledénia, diferente dos cereais, que
sao originarios de monocotiledéneas (FLEMING; GALWEY, 1995). A diversidade de
cores e variedades dos graos de quinoa levam a diferentes caracteristicas quanto aos
teores de amido, proteinas, minerais, aglcares, vitaminas, saponinas, capacidade
antioxidante, dependendo do gendtipo estudado (REPO-CARRASCO-VALENCIA et
al., 2010).

Nos Uultimos anos tem crescido o interesse no grao devido as suas
propriedades nutricionais, sendo fonte de amido, proteina, fibra, gordura, minerais,
polifendis e vitaminas (LI; ZHU, 2018a). O conteudo de proteinas nos graos de quinoa
varia de 12 a 23%, sendo superior ao encontrado em alguns cereais, como cevada
(11,0%, b.s.), arroz (7,5%, b.s.) e milho (13,4%, b.s.), e semelhante ao de trigo (15,4%)
(JAMES, 2008). O teor de lipideos nos graos varia de 6,5 a 7,5%, com predominio dos
acidos graxos, linoleico e oleico e a composicéo do perfil de acidos graxos € similar a
da soja (RUALES; NAIR, 1992).

Estudos relacionados a aplicagéo e caracterizacao fisico-quimica do amido de
quinoa ainda séo pouco explorados, sendo os graos de quinoa de cor branca, cultivar

Real, a variedade que possui um pouco mais de literatura publicada (FLEMING,;



26

GALWEY, 1995; ARAUJO-FARRO et al., 2010; VALENCIA, 2016; LI; ZHU, 2018a).
Fleming e Galwey (1995) estudaram as propriedades fisico-quimicas dos gréos e
amido de quinoa, Araujo-Farro et al (2010) estudaram a aplicacdo do amido de quinoa
variedade Real para a producgdo de filmes biopoliméricos e Valencia (2016) estudou
as caracteristicas fisico-quimicas e propriedades funcionais de grdos e amidos de
quinoa das variedades branca, vermelha e preta. No entanto, se comparado com
estudos de outros tipos mais conhecidos de fontes amido, como batata e milho, ainda
h& uma caréncia de estudos relacionados ao amido de quinoa (WANG; ZHU, 2016;
LI; ZHU, 2018a).

O amido de quinoa apresenta um padrédo cristalino tipo A, com cristalinidade
relativa variando de 21,5 a 43%. Os granulos do amido de quinoa sao pequenos em
comparacao a outras fontes de amido e possuem tamanho da ordem de 0,5 a 3 um
(LI; ZHU, 2018b). A composicdo quimica da molécula apresenta baixos teores de
amilose, em torno de 3,5 a 22,5% (ATWELL et al., 1983; VALENCIA, 2016; LI; ZHU,
2018b), e possui amilopectina com grandes quantidades de cadeias curtas e super
longas (ATWELL et al., 1983). Essa caracteristica da amilopectina na quinoa da a
estrutura do amido propriedades fisico-quimicas diferentes, como por exemplo: baixas
temperaturas de gelatinizacdo (45 a 60 °C) e retrogradacao lenta (ATWELL et al.,
1983). Essas propriedades estdo levando a procura dessa fonte de amido para
estudos na area de alimentos, além de outras areas, como a aplicagdo em filmes e
em emulsdes Pickering (ARAUJO-FARRO et al., 2010; LI; ZHU, 2018a).

O amido da quinoa apresenta maior viscosidade, maior capacidade de ligacao
com agua e maior poder de inchamento do que o amido de trigo, cevada ou milho, por
exemplo, e sua resisténcia a retrogradacdo, sugere aplicacbes em produtos
congelados, molhos, sopas cremosas, recheios de tortas, etc.(AHAMED et al., 1997).

Devido as propriedades do amido de quinoa é possivel obter, a partir destes:
polimeros e filmes biodegradaveis, produtos extrusados e snacks pré-fritos (AHAMED
et al., 1997), pastas e macarrdo sem gluten (CAPERUTO; AMAYA-FARFAN, J.;
CAMARGO, 2001), produtos para alimentacdo infantii (RUALES; NAIR, 1992),
produtos, produtos de panificacdo como pédo sem gluten (ALVAREZ-JUBETE et al.,
2010), paes enriquecidos, panqueca e biscoitos (SPEHAR, 2006).
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3.3. Amido modificado

O amido em sua forma nativa tem limitacoes para a sua aplicacdo associadas
a baixa solubilidade em &gua fria, baixa estabilidade em variacdes de temperatura e
cisalhamento. A sua modificacdo possibilita a aquisicdo de propriedades funcionais
mais adequadas e controladas, como: solubilizacdo, viscosidade, estabilidade,
clareamento do gel, menor retrogradacdo e maior capacidade para a formacao de
filmes, o que amplia seu espectro de aplicacdo em diversos produtos ou processos
industriais (CATAL; IBANOGLU, 2012).

A modificagdo do amido pode ser obtida por métodos quimicos, fisicos,
enzimaticos e genéticos. Alguns exemplos de modificacdo do amido por métodos
fisicos sédo os tratamentos térmicos, como a modificagdo por baixa umidade e alta
temperatura (TBU) ou alta umidade e baixa temperatura (annealing), modificando
propriedades fisicas e estruturais do granulo (PARK et al., 2016; KIM et al., 2017).
Exemplos de métodos de modificacdo por via enzimatica sdo a adicdo de enzimas
para auto-organizacao de cadeias e producdo de nanoparticulas (JIANG et al., 2016).
ModificacBes por métodos genéticos visam o aprimoramento genético do granulo,
como na producao de amido resistente (RAHMAN et al., 2007). Os métodos quimicos
se dao pela acdo de um agente quimico na modificacao da estrutura do granulo, como
por exemplo o uso de 0z6nio para a producéo de amido oxidado (CATAL; IBANOGLU,
2012).

O mercado de amidos modificados esta em constante evolucdo, com
inumeras possibilidades de producdo de amidos com novas propriedades funcionais
e de valor agregado conforme exigido pelas indulstrias, com destaque para a
alimenticia, farmacéutica, téxtil e de papel. A modificacdo adequada do amido
multiplica seu potencial tecnolégico e sua utilizacdo industrial (ALCAZAR-ALAY;
MEIRELES, 2015).

3.4. Modificagdo do amido por ozonio

A ozonizacdo é considerada uma tecnologia verde, que ndo gera residuos
apos o processamento. O 0z6nio possui um potencial eletroquimico elevado (E° =
+2.075 V), o que o torna um forte agente oxidante (MAHAPATRA,
MUTHUKUMARAPPAN; JULSON, 2005).
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Durante a oxidac&do, sucedem-se duas reacdes principais. Primeiramente
ocorre a oxidacao dos grupos hidroxila (C—-OH) a grupos carbonila (C=0) e carboxila
(COOH). A seguir, ocorre a hidrélise e a quebra das ligacdes glicosidicas e a
consequente despolimerizacdo das cadeias (WURZBURG, 1986).

Porém, o mecanismo da ozonizacdo em si, ainda nao € totalmente
compreendido. Tém sido feitos estudos e hipdteses para elucidar o que realmente
ocorre durante o processo de oxidacado do amido pela aplicacdo do o0z6nio (CATAL,;
IBANOGLU, 2012; CASTANHA; MATTA JR.; AUGUSTO, 2017). Castanha, Matta Jr.
e Augusto (2017) pressupdem que ocorra 0 mesmo mecanismo do ataque enzimatico
ou acido em dispersdo de amido, ou seja, acontece a degradacao preferencial da
regido amorfa e, apGs certo periodo, a degradacdo da regido cristalina (CASTANHA,;
MATTA JR.; AUGUSTO, 2017). A aplicacdo de ozdnio pode ser feita em meio gasoso
ou liquido (suspenséao), sendo que o0 0z6nio consegue se difundir mais facilmente no
amido em solucdes aquosas do que na forma de gas (CATAL; IBANOGLU, 2012).

Alguns fatores, como pH, temperatura, concentragcdo do reagente,
organizagdo do grénulo de amido, estrutura molecular podem afetar diretamente a
eficiéncia da oxidacdo (SPIER, 2010). O Quadro 2 apresenta um levantamento
bibliografico de estudos recentes que utilizaram o 0zdénio como forma de modificacao
do granulo de amido de diferentes fontes botanicas, as principais variaveis envolvidas

em cada estudo e as caraterizagOes feitas posteriormente.
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Quadro 2 — Principais variaveis envolvidas na modificacdo do amido por 0zdnio e caracterizacées.

Fonte

Forma de
aplicacao

Variaveis de
processo

Propriedades
avaliadas

Referéncia

Mandioca

Amido
suspenséo
m/v)

em
(2:3

toz = 60 min
Coz =13 mg.L‘l
pH 3,5a9,0

Morfolégica (MEV);
Estruturais (DRX, FTIR);
Teor de carbonila e
carboxila; Funcionais
(propriedades de pasta,
RVA)

Klein et al.
(2014)

Milho,
Batata

Amido em
suspensao (1:10
m/m)

toz = 60 min
Cos = 4,2
mg.L?

Morfolégica (MEV);
Térmicas (DSC);
Funcionais
(propriedades de pasta,
RVA)

Catal e
Ibanoglu
(2012)

Taioba,
Inhame

Amido em po

toz=5a15 min

Estruturais (DRX);
Térmicas (DSO);

Teores de amilose
(GPC), de carbonila e de
carboxila; Funcionais
(poder de inchamento e
solubilidade,
propriedades de pasta)

Oladebeye et
al.
(2013)

Sagu,
Milho,
Tapioca

Amido em po

tos=1a 10 min

Teores de carbonila e de
carboxila; Funcionais
(poder de inchamento e
solubilidade,
viscosidade intrinseca,
propriedades de pasta)

Chan et al.
(2009)

Batata

Amido em
suspensao (1:10
m/m)

toz = 15 a 60
min
Cos =47 mg.L‘l

Morfolégica (MEV);
Estruturais (DRX);
Teores de amilose, de
acucares redutores, de
carbonila e de carboxila;
Funcionais
(propriedades de pasta,
RVA)

Castanha,
Matta Jr. e
Augusto
(2017)

Mandioca

Amido
suspenséao
m/m)

em
(2:3

toz= 60 min
Cos =36 mg.L'l

Estruturais
tamanho médio);
Teores de amilose, de
carbonila e de carboxila;
Térmicas (DSC);
Funcionais
(propriedades de pasta,
RVA; expansdao  no
forno, claridade da
pasta)

(DRX,

Matta Jr. et al.
(2019)

Sendo: tos = tempo de geracdo de 0zonio; Cos = concentra¢do do 0zodnio aplicado.

Fonte: Prépria autoria.

A oxidacdo como um método de modificacdo do amido contribui com maior

fluidez da pasta de amido devido a quebra oxidativa das moléculas (WURZBURG,
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1986), sendo que estas pastas apresentam alto teor de solidos, além de elevada
transparéncia e resisténcia a retrogradacao, alterando principalmente propriedades
como o poder de inchamento, viscosidade maxima, propriedades térmicas,
retrogradacdo e transparéncia da pasta (TORNEPORT; SALOMONSSON;
THEANDER, 1990).

A despolimerizacao e a degradacao da amilose influenciam o inchamento dos
granulos de amido, ja que com a amilose degradada, os granulos podem absorver a
dgua mais facilmente e apresentam poder de inchamento maior (CHAN; BHAT,;
KARIM, 2009). Castanha, Matta Jr. e Augusto (2017) avaliaram as propriedades do
granulo do amido de batata apds sua modificagdo com 0z6nio e constataram aumento
na solubilidade do amido, assim como mudancas significativas nas propriedades de
pasta, com reducao da viscosidade aparente de pico e aumento na textura de gel e
claridade de pasta. O Quadro 3 relne uma sintese de trabalhos recentes feitos com
ozo6nio, abordando o impacto da ozonizacdo sobre as propriedades de amidos de
diferentes fontes botanicas (PANDISELVAM et al., 2019).

Quadro 3 — Impacto do o0zdnio nas propriedades de amidos modificados.

Fonte de Resultado da aplicacao de o
) . Referéncias
amido 0zonio
Batat Melhoria nas propriedades de pasta| Castanha, Matta Jr. e Augusto
atata
e nas texturas dos géis (2017)
Maior estabilidade ao cozimento,
Trigo baixo potencial de retrogradacéo e Catal e Ibanoglu (2014)
capacidade de gelatinizacéo
Arroz Aumento na viscosidade de pasta Ding et al. (2015)
A Aumento na viscosidade e textura ibanoglu, Ozaslan e Ibanoglu
rroz
de géis (2018)
_ Aumento do branqueamento, da _
Mandioca _ _ _ Walapatit et al. (2005)
claridade de pasta e viscosidade

Fonte: Pandiselvam et al. (2019)
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4.  MATERIAL E METODOS

4.1. Material

Os graos de quinoa, variedade Real, safra 2016, foram adquiridos no
comeércio local de Pirassununga (SP, Brasil, latitude: 21°59'45" S, longitude: 47°25'32"
O). Todos os reagentes utilizados foram de padrdo analitico.

4.2. Extracdo e composicdo quimica do amido

A extracdo do amido de quinoa foi feita conforme metodologia descrita em
Rayner et al. (2012), com algumas modificacdes. Os grdos de quinoa foram
macerados em agua por 24 horas a 4 °C. Em seguida, os grados foram triturados em
liquidificador industrial (Skymsen, Siemsen Ltda, Brazil) na propor¢do de 1 kg de
quinoa para 2 kg de agua (ARAUJO-FARRO et al., 2010; RAYNER et al., 2012). A
suspensao foi filtrada em tecido, usado na producéo de queijos, para a separacéo de
fibras e gréos nao triturados. O residuo sdlido foi lavado com agua destilada, triturado
e filtrado novamente. O liquido obtido ap6s a filtragéo foi passado por uma peneira de
270 mesh (0,053 mm) e deixado em repouso por 4 h, em refrigeracao.

Apbs esse periodo, o amido sedimentou e o sobrenadante foi removido por
sifonamento. A camada de precipitado foi re-dispersa em agua destilada e levada a
centrifuga (Thermo IEC, Centra GP8R, EUA) a 3000 x g por 10 minutos. O
sobrenadante e a camada marrom (associada as proteinas, na superficie do
precipitado) foi removida apo6s centrifugacdo, manualmente. Na sequéncia, o
isolamento do amido foi feito com quatro lavagens: duas vezes com solucado de NaOH
0,3%, na proporcao de 1:3 (m/v), uma com agua destilada e a ultima, com &cido citrico
(1 M), sendo que o &cido foi adicionado até que houvesse a neutralizacdo da
suspensao. Entre as lavagens, o sobrenadante e a camada proteica foram removidos
apos centrifugacao a 3000 x g por 10 minutos.

Em seguida, o amido obtido foi desidratado em estufa a 30 °C até umidade de
aproximadamente 10%. O amido seco foi reduzido a p6 com auxilio de pistilo e
almofariz e a padronizacéo de sua granulometria foi feita através de peneira 100 mesh

(0,149 mm). As amostras foram armazenadas em recipientes de vidro fechados.
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A composicdo quimica do amido foi determinada de acordo com método
descrito em Approved Methods of the American Association of Cereal Chemists
(AACC, 1995). O amido apresentou, 0,105 £+ 0,01% de cinzas, 0,63 = 0,00% de
proteinas, 0,12 + 0,01% de fibras e 0,06 + 0,01% de lipideos totais (g/ 100 g sélido) e
12,2 £ 0,3% de umidade (g/100 g total).

4.3. Modificagdo do amido por ozonio

A modificacdo do amido de quinoa com ozdnio foi feita no Laboratério de
Engenharia de Bioprocessos, Departamento de Ciéncias Biolégicas da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Campus Assis (SP), conforme metodologia proposta por
Castanha, Matta Jr. e Augusto (2017) com algumas modificagbes. A Figura 6
representa o esquema utilizado para a modificacdo do amido de quinoa com ozonio.
O ozobnio foi produzido por um gerador de ozénio (marca OzonioBras, modelo GOB —
gerador de ozbnio de bancada). O gerador de ozonio foi alimentado por gas oxigénio,
proveniente de um cilindro de gas oxigénio industrial. O gés rico em o0zonio foi
direcionado para um reator de vidro de 2 L de capacidade através de um tubo, com
uma rolha porosa (difusor) de gas no final. As suspensdes de amido (10% m/m),
preparadas com agua destilada a 4 °C, foram colocadas dentro do reator e mantidas
sob agitacdo, utilizando um agitador magnético. O gas foi disperso através de
pequenas bolhas, que aumentam a difusdo do 0z6nio na suspensdao. O fluxo de gas
no reator foi mantido constante a 1,0 L.min! e a concentracdo do gas foi mantida em
17,4 mg Os.Lt. Foram utilizados trés tempos de geracéo de ozdnio (TGO) diferentes
(10, 20 e 30 minutos). A amostra com TGO zero (ou amido nativo) foi o controle. Ap6s
o TGO especificado, as amostras permaneceram no reator recebendo somente
oxigénio por 10 minutos para eliminar o ozénio residual.

O ozbnio liberado do reator passou por dois filtros de carvdo ativado,
conectados por mangueiras em sequéncia ao reator e, finalmente, por uma solucéo
de iodeto de potassio 3%, a fim de destruir o 0zonio residual, retornando o gas como

oxigénio para o ambiente.
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Figura 6 — Estrutura utilizada na modificacdo do amido de quinoa por oz6nio. (A) cilindro de oxigénio;
(B) gerador de ozonio; (C) reator de vidro; (D) agitador magnético; (E) filtros de carvao ativado; (F)
solugédo de iodeto de potéassio.

Fonte: autoria propria.

Foi feita a sedimentacéo da suspenséo e o liquido sobrenadante descartado.
O amido foi seco em estufa a 30 °C, até uma umidade de aproximadamente 10%. O
amido foi triturado com o auxilio de pistilo e almofariz, com a granulometria
padronizada por peneira de 100 mesh (0,149 mm) e armazenado a 25 °C em

recipientes de vidro fechados para andlises posteriores.

4.4. Caracterizagdo do amido

4.4.1. pH

O pH foi determinado em uma suspensao de 10% (m/m) de amido (b.s.),
previamente agitada por 30 minutos com o auxilio de um pHmetro (marca: Tecnal,
modelo: Tec-3MP) (AL, 2008).

4.4.2. Grupos carboxila e carbonila

O teor de carboxila foi determinado utilizando a metodologia descrita por
Chattopadhyay, Singhal e Kulkarni (1998), com modifica¢cdes. Uma suspenséo de 3 g

de amido e 25 mL de HCI 0,1 M, em um béquer de 100 mL, foi agitado por 30 min com

o auxilio de agitador magnético. Em seguida, a amostra foi centrifugada (centrifuga
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Thermo IEC, Centra GP8R, EUA) a 3000 x g, sendo centrifugada novamente com 400
mL de agua destilada para a lavagem. O sobrenadante foi descartado e foram
adicionados 300 mL de agua destilada ao amido. Na sequéncia, a suspenséao foi
transferida para um erlenmeyer de 500 mL e levada a um banho com &gua em
ebulicdo, por 15 minutos até completa gelatinizacdo, sendo posteriormente resfriada
a 40 °C e titulada com NaOH 0,1 M até pH 8,3. O branco foi feito seguindo o0 mesmo
procedimento, porém, utilizando a amostra de amido de quinoa nativo. O resultado foi
expresso em quantidade de grupos carboxila por 100 unidades de glicose (EqQ. 1).

COOH __ (Va—Vb).M.0,045.100
1006U w

(1)

Em que: Va é o volume de NaOH utilizado nas amostras (mL); Vb, o volume
de NaOH utilizado no branco (mL), M, a molaridade do NaOH e W, a massa da

amostra (b.s.)

O teor de carbonila foi determinado segundo o método utilizado por Smith
(1967), com modificacbes. Uma suspensdo de 4 g de amido e 100 mL de agua
destilada, em um erlenmeyer de 250 mL, foi levada a um banho com agua em ebulicdo
por 30 minutos até a completa gelatinizacao, resfriada até 40 °C e posteriormente, seu
pH foi ajustado com HCI 0,1 M para 3,2. Foi adicionada a amostra 15 mL de solu¢éo
de hidroxilamina, sendo levada a um banho a 40 °C por 4 h. O excesso de
hidroxilamina foi titulado com HCI 0,1 M até pH 3,2. O branco foi feito seguindo o
mesmo procedimento, porém, sem a amostra de amido. O resultado foi expresso em

quantidade de grupos carbonila por 100 unidades de glicose (Eq. 2).

CO _ (Vb—Va).M.0,028.100
100GU w

(2)

Em que Va é o volume de HCI utilizado nas amostras (mL), Vb, o volume de

HCI utilizado no branco (mL), M, a molaridade do HCI| e W, a massa da amostra (b.s.)

A solucéo de hidroxilamina foi preparada através da dissolugéo de 10 g de
cloridrato de hidroxilamina em 40 mL de NaOH 0,5 M e 4gua destilada até completar
200 mL de solucdo (CASTANHA; MATTA JR.; AUGUSTO, 2017).
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4.4.3. Amilose aparente

O teor de amilose aparente do amido de quinoa foi determinado conforme a
metodologia 1ISO 6647 (ISO, 1987). As amostras de amido foram previamente
desengorduradas segundo a metodologia de Kasemsuwan et al. (1995). Para isso,
uma amostra de 0,5 g de amido foi dispersa em 25 mL de dimetilsulfoxido 90%
(DMSO) e aquecida em banho de 4gua fervente sob agitacdo constante por 1 hora.
Posteriormente, a amostra foi resfriada a temperatura ambiente e agitada por 24
horas. Em seguida, o amido foi precipitado com 75 mL de etanol absoluto e separado
por centrifugacéo (5000 x g / 15 min), sendo o precipitado suspenso em etanol
absoluto, filtrado com o auxilio de funil de buchner e papel de filtro e seco em estufa
a 30 °C durante 24 horas.

Para a determinacéo do teor de amilose aparente, foram adicionados 100 mg
do amido desengordurado, 1 mL de etanol 95% e 9 mL de NaOH 1 M em um baléao
de 100 mL, ficando a solucéo sob repouso por 24 horas. Apds essa etapa, o volume
do baldo foi completado com agua destilada e uma aliquota de 5 mL transferida para
outro baldo volumétrico (100 mL) contendo 50 mL de &gua destilada. Em seguida,
foram adicionados 1 mL de acido acético 1 M e 2 mL de solucédo de iodo, sendo a
solucdo homogeneizada e deixada ao abrigo da luz por 20 minutos. Apds esse
periodo, a leitura da amostra foi realizada em espectrofotobmetro (marca FEMTO,
modelo CIRRUS 805T) a 620 nm e a amilose determinada a partir de uma curva
padrao feita a partir de padrbes de amilose (SIGMA Tipo Ill, A-0512) e amilopectina
(SIGMA A-8515). O teor de amilose foi determinado referindo-se a absorbancia a

curva padréao.

4.4.4, Cromatografia por permeacao em gel

O perfil de distribuicdo de tamanho molecular das moléculas de amido foi
determinado por cromatografia de permeacéo em gel (GPC), de acordo com Song e
Jane (2000), com modificac¢Bes, utilizando uma coluna de vidro (2,6 cm de diametro
e 70 cm de altura) com gel Sepharose CL-2B (Sigma, Suécia). 0,1 g de amido foi
misturado com 10 mL de dimetilsulféxido (DMSO; 90%, Labsynth, Brasil) e aquecido

em banho de agua fervente por 1 h, depois mantido a 25 °C por 24 h, sob agitagédo
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constante. Uma aliquota de 3 mL desta solucdo foi misturada com 10 mL de etanol
absoluto e depois centrifugada por 30 min a 3000 x g. O amido precipitado foi
dissolvido em 9 mL de agua destilada fervente e colocado em banho-maria por 30
min. Uma aliquota de 8 mL foi entdo eluida na coluna cromatografica, com solugéo
eluente (25 mmol.L* de NaCl e 1 mmol.L -* de NaOH), a uma taxa de 60 mL. h "1. Um
coletor de fracBes (Gilson, modelo FC203B, Middleton, Inglaterra) foi usado para
separar a amostra em porcdes de 4 mL, e estas por¢cdes foram entdo analisadas
qguanto ao blue value (BV), em 620 nm (JULIANO, 1971).

4.4.5. Difracéo por raios X (DRX)

As amostras de amido tiveram sua umidade equilibrada por 10 dias em
dessecador, com o auxilio de um pesa-filtro, na presenca de solucdo saturada de
BaClz. Posteriormente, as amostras foram analisadas em um difratdbmetro de raios X
(marca Rigaku, modelo MiniFlex600), com &ngulo 206 variando de 4° a 36° e uma taxa
de varredura de 2°.min, 40 kV e 15 mA. A cristalinidade relativa (RC) foi calculada
segundo método descrito por Rabek (1980), como a razado entre a area da regiado
cristalina (Ac) e a area total da curva (Ac + Aa), em que Aa é a area da regido amorfa.

O calculo das areas foi feito no programa Origin (OriginLab) verséo 9.6.

4.4.6. Distribuicdo de tamanho granular

A analise de distribuicdo de tamanho de particulas foi feita utilizando um
analisador de tamanho de particula por difracdo a laser (marca Shimadzu, modelo
SALD-201V) e o software Sald Wing-1. Aproximadamente 0,01 g de amido foi
adicionado a um tubo de ensaio e disperso em 10 mL de &lcool anidro, utilizando um
agitador de tubos tipo Vortex (marca IKA, modelo Vortexl), por 30 segundos. Foi
transferido 1 mL dessa dispersao para a cubeta do equipamento e seu volume foi
completado com o alcool anidro e a leitura foi feita no aparelho.

O tamanho meédio das particulas foi expresso pelo diametro meédio (em
namero de particulas), calculado a partir da curva de distribuicdo de tamanho. As
leituras foram obtidas pelo software do equipamento e foi feito o célculo para a
distribuicdo de tamanho de particulas utilizando o método por numero de particulas
(d10), dado pela Eq. (3) (MCCLEMENTS, 2004):
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. .nd.
dNL ou d10=z'=1 L

S (3)

Em que: ni = niUmero de particulas para cada faixa de tamanho

di = (dmin + dmax)/2 para cada faixa de tamanho
4.4.7. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Foi feita a analise de microscopia eletronica de varredura (MEV) para avaliar
a morfologia dos granulos de amido, utilizando um microscépio eletrénico (MEV, TM-
3000, HITACHI). As amostras foram armazenadas em silica gel e vacuo por 12 horas.
Foram utilizados 15 kV e aumento de aproximadamente 10.000 vezes (LUCIANO et
al., 2017).

4.4.8. Poder de inchamento (PI) e indice de solubilidade (IS)

O poder de inchamento e o indice de solubilidade para o amido de quinoa
foram determinados de acordo com metodologia de Schoch (1964). Tubos de
centrifuga (50 mL) foram pesados vazios. Amostras de amido de 0,5 g (b.s.) foram
adicionados aos tubos de centrifuga, juntamente com 20 g de agua destilada. Os tubos
foram agitados em vortex (marca IKA, modelo Vortex1) por 30 segundos e a cada 5
minutos, em banho (marca: Marconi, modelo: MA-184) com temperaturas de 50, 60 e
70 °C por 30 minutos. Os tubos foram centrifugados em centrifuga (marca Eppendorf,
modelo 5430R) a 5000 x g por 15 minutos e o sobrenadante foi colocado sobre placas
de petri (previamente pesadas e submetidas a estufa por 1 h/105 °C). O sobrenadante
foi levado a estufa a 105 °C/24 h e posteriormente pesado para se obter a massa do
residuo da evaporagdo. O sedimento que ficou nos tubos foi também pesado nos
proprios tubos, obtendo-se a massa do residuo da centrifuga. O poder de inchamento
(PI) e o indice de solubilidade (IS) foram obtidos pelas Eq. (4) e Eq. (5):

PRC
PA—PRE

Pl(g.g7Y) = (4)
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IS (%) = %.100 (5)

Em que PRC é a massa do residuo da centrifuga (g), PRE, a massa do

residuo da evaporacao (g) e PA, a massa peso da amostra (Q)
4.4.9. Capacidade de absorcédo de 6leo (CAO)

A capacidade de absorcdo de 6leo foi determinada de acordo com o método
descrito por Beuchat (1977). Em tubos de centrifuga (50 mL) previamente secos e
pesados, foram adicionados 1,0 g de cada amostra de amido (b.s.) e 10 mL de d6leo
de soja. A suspenséo foi homogeneizada durante 30 segundos em vortex (marca IKA,
modelo Vortex1) e deixada em repouso por 30 minutos. Os tubos foram centrifugados
por 15 minutos a 5000 x g em centrifuga (marca Eppendorf, modelo 5430R).
Descartou-se o sobrenadante e os tubos foram novamente pesados. Para determinar
a absorcao de 6leo (CAO), a massa do 6leo absorvido foi expressa em capacidade de
absorcéo de 6leo (%) (Eq. 6).

PS—PAS
PAS

CAO (%) = 100 (6)
Em que: PS é a massa do precipitado (g); PAS é a massa da amostra inicial

seca (Q).
4.4.10. Claridade de pasta

A claridade de pasta foi obtida a partir da transmitancia (%T) das amostras de
amido, segundo metodologia de Craig et al. (1989) com modifica¢des. Foram pesados
0,2 g de amido em tubos de ensaio e adicionados 20 mL de 4gua em cada tubo. Os
tubos foram levados para um banho (marca: Marconi, modelo: MA-184) em ebulicdo
por 30 minutos, sob agitacio por 30 segundos e a cada 5 minutos com o auxilio de
vortéx (marca IKA, modelo Vortexl). As amostras foram resfriadas e mantidas a
temperatura ambiente (em repouso) por 24 h, sendo feita a leitura em
espectrofotometro (marca FEMTO, modelo CIRRUS 805T) a 650 nm.
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4411. Parametros de cor

Foi feita analise da cor das amostras utilizando colorimetro (marca Hunterlab,
modelo Mini Scan XEPIus). As leituras foram obtidas pelo programa acoplado ao
aparelho Universal Software V4.10. As amostras de amido foram colocadas no porta
amostra do equipamento em forma de p6. Os parametros de cor do padrédo CIELab
(L*, a*, b*) foram determinados em triplicata, sendo que L* representa a luminosidade
numa escala de 0 (preta) a 100 (branca), a* representa a variagao do verde (negativo)
ao vermelho (positivo), e b* representa a variagcdo do azul (negativo) ao amarelo
(positivo). A diferenca total de cor (AE*) foi calculada segundo a Eq. (7), calculando-
se a diferenga entre o amido nativo e cada tratamento individual (GENNADIOS et al.,
1996).

AE* = JAL* +Aa*? +Ab*? @)
4.4.12. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As propriedades térmicas das amostras de amido foram avaliadas utilizando
um calorimetro de varredura diferencial (DSC TA2010, TA Instrument). As amostras
de amido foram pesadas (2 mg) em porta amostra de aluminio e misturadas com agua
deionizada usando uma propor¢do de amido 1:3 de agua. Os recipientes foram
selados e equilibrados a temperatura ambiente durante 2 h antes da analise. A
varredura foi realizada a 10 °C /min entre 30 e 130 °C. Um porta amostra de aluminio
vazio foi usado como referéncia. As temperaturas de transicdo foram determinadas
diretamente das curvas térmicas usando o programa Universal Analysis V1.7F (TA
Instruments). As mesmas amostras utilizadas para a analise de gelatinizacdo foram
armazenadas por 11 dias a 4 °C para a avaliagdo da retrogradacgao, utilizando o
mesmo equipamento e condi¢des de trabalho. A taxa de retrogradacao foi calculada
pela razado entre a entalpia de gelatinizacdo e a entalpia de retrogradacao (Eq. 8)
(MATTA JR. et al., 2019).

AHret
Hgel

% Retrogradacéd = 100 (8)
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Os parametros analisados foram temperatura inicial (To), temperatura de pico
(Tp), temperatura final (Tf), variagcdo de temperatura (AT= Tf — To) e a variagao de
entalpia (AH).

4.4.13. Propriedades de pasta

A propriedade de pasta foi determinada utilizando o redbmetro rotacional AR
2000 (TA Instruments, New Castle, EUA), com a geometria Starch Pasting Cell (SPC).
Foi preparada uma supenséo de 3 g de amido (com correcédo de 14% de umidade) e
25 g de 4gua destilada. No ensaio, a suspensao foi mantida a 50 °C por 1 minuto,
posteriormente aquecida a 95 °C a uma taxa de 6 °C/min, mantida a 95 °C por 5
minutos e resfriada a 50 °C a uma taxa de 6 °C/min, sendo por final, mantida a 50 °C
por 2 minutos e a velocidade angular foi mantida em 16,76 rad/s. Foram avaliados
temperatura de pasta, viscosidade maxima, viscosidade de quebra (ou Breakdown),
viscosidade final e tendéncia a retrogradacao (Setback) (Figura 7).

Figura 7 — Curva viscoamilogréafica obtida pelo RVA, com identificagdo dos pardmetros avaliados.
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4.4.14. Comportamento reol6gico das suspensdes, pastas ou geéis

do amido

O comportamento reolégico das amostras foi feito utilizando o redmetro
rotacional AR 2000 (TA Instruments, New Castle, EUA), com sistema peltier para
controle de temperatura. As geometrias utilizadas foram: cilindros concéntricos (raio
interno = 14 mm; raio externo = 15 mm; altura = 42 mm e Gap de 5920 ym) para as
curvas de fluxo e placa-placa rugosa (40 mm e Gap de 1000 ym) para varreduras de
temperatura e andlises em cisalhamento oscilatorio. Os dados foram obtidos
diretamente do software Rheology Advantage Data Analysis V.5.3.1 (AR 2000, TA
Instruments, New Castle, DE, USA).

4414.1. Curvas de Fluxo

Nos ensaios de curvas de fluxo foram preparadas suspensdes de 5% m/m de
amido (bs). As suspensdes foram previamente agitadas e levadas ao banho maria a
95 °C por 30 minutos, com agitacdo mecanica, sendo posteriormente resfriadas a
temperatura ambiente (25 °C). As amostras gelatinizadas foram colocadas na
geometria do rebmetro e a temperatura da analise foi controlada pelo sistema peltier.
Foram utilizadas rampas de taxa de deformacédo descendentes (100 a 0,01 s?) e
ascendentes (0,01 a 100 st) a 25 °C e como resposta foi obtida as tensdes de
cisalhamento. O programa utilizado para o ajuste dos modelos reol6gicos foi o
software do reémetro (Advantage / Universal Analysis (UA) Software v 5.5.24). Para
descrever as propriedades das amostras foram testados quatro modelos bem
conhecidos (Lei da Poténcia, Herschel-Bulkley, Casson e Plastico de Bingham). O

modelo Lei da Poténcia € apresentado na Eq. (9).
T=ky" (9)
Em que t é a tenséo de cisalhamento, k, o indice de consisténcia, y, a taxa

de deformacéo e n, o indice de comportamento de escoamento (sendo n > 1 para

fluido dilatante, n < 1, fluido pseudoplastico, n = 1 fluido newtoniano).
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4.414.2. Ensaios em cisalhamento oscilatério

Nas andlises de varredura de temperatura foram feitas suspensdes de 20%
m/m de amido (b.s.), previamente agitadas por 30 min e colocadas na geometria do
redbmetro. Foram realizadas rampas de aquecimento (30 a 90 °C) a uma taxa de 2 °C
/ min, frequéncia de 1 Hz e deformacdo de 1%. A temperatura de gelatinizacéo foi
obtida pelo pico obtido na curva da primeira derivada de G’ em fungdo da temperatura.

Nos ensaios de varreduras de deformacgéao e de frequéncia foram preparadas
suspensdes de 5% m/m de amido (b.s.). As suspensdes foram previamente agitadas
e levadas ao banho-maria a 95 °C por 30 minutos, com agitacdo mecanica, sendo
posteriormente resfriadas a temperatura ambiente (25 °C).

O regime de viscoelasticidade linear (RVL) foi determinado nos ensaios de
varredura de deformacdo, com amplitude de 0,01 a 100%, frequéncia 1 Hz e 25 °C.
No intervalo linear, os médulos G’ e G” sao independentes da deformacao oscilatéria.
O valor de deformacéo obtido dentro da RVL foi usado nos ensaios de varredura de
frequéncia.

A analise de varredura de frequéncia foi feita de 0,1 a 10 Hz a 25 °C. As
respostas desse teste foram os maodulos viscoelasticos (G, médulo elastico e G,

modulo de perda), tangente do angulo de fase (tand = G”/G’) e viscosidade complexa

(n*).

4.4.15. Analises estatisticas

O processo de oxidagcao do amido foi realizado em duplicata para cada tempo
de geracdo de ozdnio. As andlises de caracterizacao foram realizadas em triplicata.
Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, (p<0,05) utilizando o programa SAS (Statistical

Analysis System) versao 9.4.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Efeito do 0z6nio na estrutura do amido

5.1.1. pH e conteddo de grupos carbonila e carboxila

Os valores de pH, assim como os teores de carbonila e carboxila dos amidos
de quinoa nativo e submetidos ao tratamento com ozbnio sdo apresentados nas
Figuras 8 e 9, respectivamente. O pH das amostras variaram de 6,78 a 7,32 e 0s
amidos modificados apresentaram valores significativamente menores quando
comparado ao nativo. Nao houve diferenca significativa entre as amostras submetidas
a TGO de 10 e 30 min. A reducéo do pH esta associada ao grau de substituicdo dos
grupos hidroxila por grupos carbonila / carboxila durante a oxidacdo do amido, com o
uso do ozdnio, sugerindo que essa substituicdo ocorreu has amostras para todos 0s

TGO usados nesse trabalho.

Figura 8 — Valores de pH dos amidos de quinoa nativo e ozonizados com diferentes tempos de geracéo
de ozbnio (TGO).
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Fonte: autoria propria.
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Figura 9 — Teores de grupos carbonila (colunas em azul) e carboxila (colunas em vermelho) dos amidos
de quinoa nativo e ozonizados com diferentes tempos de geracao de ozdnio (TGO).
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As barras de erros representam os desvios. Letras minUsculas diferentes indicam diferenca significativa
(p < 0,05).

Fonte: autoria propria.

Os teores de carbonila e carboxila para os amidos submetidos ao tratamento
de ozo6nio variaram de 0,010 a 0,024% e de 0,004 a 0,026%, respectivamente (Figura
9). Nessa figura, observa se que os teores de grupos carbonila e carboxila dos amidos
modificados aumentaram com o aumento do TGO e foram maiores quando
comparados ao amido nativo, indicando que houve formacdo dos mesmos em
substituicdo aos grupos hidroxila. O conteddo de grupos carbonilas nos amidos é
maior que o de grupos carboxilas, com excec¢do do tratamento de 30 min. Esse
resultado sugere que houve uma modificagdo mais branda para as amostras
submetidas ao TGO de 10 e 20 min, j& que a reacdo de substituicdo, embora possa
ocorrer de forma paralela, tende a formar primeiramente grupos carbonila, para em
seguida formar grupos carboxila (WURZBURG, 1986). Quanto maior o teor de
carbonila / carboxila, maior o grau de substituicdo devido a oxidacdo e mais intensa a
modificacdo (WURZBURG, 1986)

O aumento dos teores de carbonila e carboxila nos amidos de quinoa
ozonizados (Figura 9) foram menores do que os reportados por Castanha, Matta Jr e
Augusto (2017) e Chan, Bhat e Karim (2009), que oxidaram amidos de batata (15, 30,
45 e 60 min TGO) e milho, sagu e tapioca (1, 3, 5 e 10 min TGO), respectivamente.
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Chan, Bhat e Karim (2009) relataram que os teores de carboxila de amidos oxidados
variaram de 0,001 a 0,063% e os teores de carbonila variaram de 0,025 a 0,250%.
Castanha, Matta Jr e Augusto (2017) observaram aumento de 0,08 a 0,20% para o
conteudo de carbonila e de 0,03 para 0,10% de contetdo de carboxila. Maiores teores
de carbonila / carboxila indica que esses autores obtiveram uma modificacdo mais
agressiva dos granulos, o que pode ser explicado pelo maior tempo de aplicacao e/ou

concentracéo de ozonio utilizados por esses autores, além da fonte de amido utilizada.

5.1.2. Teor de amilose

O contetado de amilose é responsavel por varias propriedades no amido,
podendo afetar o poder de inchamento, a solubilidade e as propriedades de formacgao
do gel (SINGH; KAUR, 2017). O valor de amilose aparente encontrado para o amido
de quinoa nativo foi de 19,8% (Figura 10) e estd de acordo com o reportado por
Valencia (2016), que observaram valores de 20,0 a 21,6% para o amido de quinoa

variedade branca Syetetuba Brasil.

Figura 10 — Teores de amilose (%) dos amidos de quinoa nativo e ozonizados com diferentes tempos

de geracgéo de oz6nio (TGO).

As barras de erros representam os desvios. Letras minusculas diferentes indicam diferenga significativa
(p < 0,05).
Fonte: autoria propria.
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Na Figura 10 pode-se observar que o teor de amilose aparente diminuiu com
o0 aumento do TGO, sugerindo que essas moléculas sofreram uma despolimerizacao
apos 20 min de oxidag&o por ozénio. Nao houve diferenca significativa entre o amido
nativo e o amido com 10 minutos de TGO. A reduc¢é&o do teor de amilose ocorre porque
essa molécula € mais suscetivel a oxidacao, ja que se encontra, em sua maior parte,
na regido amorfa do granulo, apresentando uma configuracéo espacial ndo ordenada
ou aleatoria (SANDHU; SINGH; LIM, 2007).

Na literatura, ha divergéncia em relacdo ao comportamento do teor de amilose
apos a oxidacado de amidos, variando de acordo com a fonte botanica, tempo e
temperatura de tratamento, tipo e concentracdo do agente oxidante. De forma geral,
h& uma reducéo no teor de amilose para os amidos oxidados. Na Figura 10 pode-se
observar uma reducéo de 6,5% e 12,1% do teor de amilose aparente, quando o0 amido
de quinoa nativo foi submetido ao tratamento com o0z6nio por 20 e 30 minutos,
respectivamente. Esse comportamento também foi observado por Castanha, Matta Jr
e Augusto (2017), que determinaram uma reducdo no conteudo de amilose aparente
de 25% quando o amido de batata foi oxidado por 60 min com ozénio.

No entanto, Oladebeye et al. (2013) observaram um aumento no teor de
amilose com 0 aumento do TGO (5 a 15 min) em amidos de inhame e taioba oxidados
por ozénio (método a seco), atribuindo esse aumento a despolimerizacéo parcial da

lamela cristalina do granulo.

5.1.3. Distribuicdo de tamanho molecular

Foi feita a cromatografia por permeacdo em gel (GPC) para avaliar a
distribuicdo de tamanho molecular das amostras de amidos nativo e modificados por
ozo6nio através das respostas do blue value (BV) ou reacdo com iodo (Figura 11). A
amilopectina, devido ao seu alto grau de ramificacdo, sai nas primeiras fragcbes da
eluicdo da coluna, pois possui uma elevada massa molecular. Ja& a amilose, que
possui cadeias essencialmente lineares e apresenta massa molecular menor, sai no
segundo pico de eluicdo, formando complexos com o iodo de coloracdo azul
(HIZUKURI; ABE; HANASHIRO, 2006; CASTANHA; MATTA JR.; AUGUSTO, 2017).
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Figura 11 — Perfis de eluicdo obtidos por cromatografia de permeacdo em gel dos amidos de quinoa
nativo (linha vermelha) e ozonizados com diferentes tempo de geragdo de o0zdnio (TGO): 10 min (linha

azul), 20 min (linha verde) e 30 min (linha preta).
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Fonte: autoria propria.

No 1° pico de eluigdo ndo se observou diferenga entre as amostras na
intensidade (altura), indicando que tanto o0 amido nativo como as amostras submetidas
ao tratamento com o0zbnio ndo apresentaram grandes mudancas em relacdo a
guantidade de amilopectina apds a oxidacgéao.

No 2° pico (amilose) (Figura 11), no entanto, observa-se um alargamento da
base nas amostras que foram submetidas ao processo de ozonizac¢ao, 0 que sugere
um aumento de materiais intermediarios, com cadeias de tamanhos mais
heterogéneos. Além disso, houve uma reducdo na intensidade do 2° pico para as
amostras com TGO de 20 e 30 min, indicando uma reducé&o no teor de amilose, o que
corrobora com os resultados de teor de amilose aparente (Figura 10, secdo 5.1.2).
Esse resultado indica que a oxidagdo do amido foi branda, com despolimerizagéo
principalmente das moléculas de amilose, encontradas prioritariamente na regiao
amorfa dos granulos, sem modificacéo significativa da amilopectina, encontrada na
regido cristalina e, portanto, de mais dificil acesso aos reagentes e ataques quimicos.

No entanto, dependendo das condicdes de processo (concentragdo do
reagente, tempo, modo de aplicacdo, entre outros), diferentes comportamentos
podem ser obtidos. Castanha, Matta Jr. e Augusto (2017) constataram uma reducao

gradual da massa molecular de amido de batata, pela analise de CPG, onde
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observaram picos menores para a amilopectina e aumento do 2° pico de eluicéo (tanto
em intensidade como na largura da base) em funcdo do tempo de ozonizacao (15 a
60 min). A partir de 30 minutos de ozonizagao, o 1° pico praticamente desapareceu
(referente & amilopectina e moléculas de cadeias maiores), o que pode ser atribuido
a uma oxidacao mais agressiva do amido.

Ja Matta Jr. et al. (2019) observaram um aumento nos picos de eluicédo (1° e
2°) para amido de mandioca ozonizado por 60 minutos, comparado ao amido de
mandioca nativo, e atribuiram esse resultado a um aumento da afinidade amido-iodo

apos processamento com o0zoénio.

5.1.4. Difragao por raios X e cristalinidade relativa

O amido de quinoa apresentou padrdo de cristalinidade tipo A, com picos em
15°, 17°, 18° e 23° (Figura 12), sendo esse padrao cristalino reportado por outros
autores para o amido de quinoa nativo (VALENCIA, 2016). Todas as amostras
apresentaram o mesmo padréo de cristalinidade, ndo sendo observada mudancas

apos o tratamento com ozonio.

Figura 12 — Difratogramas dos amidos de quinoa nativo (linha vermelha) e ozonizados com diferentes

tempo de geracdo de 0zdnio (TGO): 10 min (linha azul), 20 min (linha verde) e 30 min (linha preta).

Fonte: autoria propria.
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A cristalinidade relativa (CR) diminuiu com o aumento do TGO (Tabela 1),
variando de 18,1 a 15,7%. A similaridade entre os difractogramas e a ligeira reducéo
na cristalinidade relativa dos amidos de quinoa, indica que provavelmente houve
mudancas na regido parcialmente cristalina do amido, porém, sem mudancas
significativas no dominio cristalino (XIE; LIU; CUI, 2005). Klein et al. (2014) também
reportaram uma reducdo na CR, de 32% para 28%, para o amido de mandioca
oxidado por 60 minutos com oz6nio a pH 9,5, e concluiram que a regido parcialmente
cristalina do amido foi afetada para as condicbes de processo estudadas

(concentracéo de ozo6nio: 13 mg.Lt, amido em suspensédo de 2:3 m/v).

Tabela 1 - Cristalinidade relativa (%) dos amidos de quinoa nativo (0 min) e ozonizados com diferentes

tempos de geracao de ozodnio (TGO).

TGO (min) CR (%)

0 18,1
10 17,6
20 16,0
30 15,7

Fonte: autoria propria.

Por outro lado, Castanha, Matta Jr e Augusto (2017) reportaram nao haver
diferenca significativa entre as cristalinidades relativas dos amidos de batata nativo e
oxidados submetido a 60 minutos de ozonio, concluindo que ndo houve alteragéo no

dominio cristalino dos granulos.

5.1.5. Distribuicdo de tamanho granular

O tratamento com o0zo6nio nao influenciou a distribuicdo do tamanho dos
granulos de amido de quinoa (Figura 13), sendo uma distribuicdo monomodal para
todos as amostras de amido.

Os diametros médios dos granulos de amidos de quinoa foram calculados
com base no diametro D[1,0], e variaram de 1,28 a 1,52 um (Tabela 2), sendo que foi
observada diferenca significativa somente entre o amido nativo e o ozonizado com 30
minutos. O didmetro médio do amido de quinoa foi semelhante ao encontrado na

literatura (0,5 a 3 um) para o amido de quinoa nativo (LI; ZHU, 2018b). O amido de
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guinoa tem uma tendéncia a aglomeracao das particulas e, com a formacao de grupos
carboxilas apos a oxidacdo, esses aglomerados podem apresentar tamanhos
maiores, jA que ocorre a repulsdo entre as cadeias devido a esses grupos serem
carregados negativamente, permitindo se obter particulas com maiores diametros
(XIE; LIU; CUI, 2005).

Figura 13 — Perfil de distribuicdo do tamanho de particulas dos amidos nativos (linha vermelha) e
ozonizados com diferentes tempo de geracao de o0zdnio (TGO): 10 min (linha azul), 20 min (linha verde)
e 30 min (linha preta).
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Fonte: autoria propria.

Tabela 2 - Diametro médio dos amidos nativos (0 min) e ozonizados com diferentes tempos de geragéo
de ozbnio (TGO).

TGO (min) Didametro médio (um)

0 1,30 £ 0,02°
10 1,45 + 0,162P
20 1,28 + 0,10°
30 1,52 + 0,152

Média + desvio padrdo (n=6). Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p < 0,05).

Fonte: autoria propria.
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5.1.6. Morfologia dos granulos

As micrografias dos amidos nativos e ozonizados obtidas por microscopia
eletronica de varredura (MEV) sdo mostradas na Figura 14. Nessa figura pode-se
observar que os granulos do amido apresentaram formatos hexagonais,
caracteristicos do amido de quinoa (LI; ZHU, 2018a), e que para as amostras
ozonizadas por 30 min ha o achatamento de alguns dos granulos de amido (destaque
Figura 14 D). N&o foi possivel observar poros e nem rugosidade na superficie dos
granulos de amido, apds o tratamento com oz6énio. O tamanho muito pequeno do
granulo do amido de quinoa e a tendéncia em formar aglomerados dificultam a

visualizacado de pequenas altera¢des nas micrografias.

Figura 14 — Micrografias dos amidos nativos (A) e ozonizados com diferentes tempos de geracao de
0z6nio (TGO): 10 min (B), 20 min (C) e 30 min (D). Aumento de 10.000 x.

Fonte: autoria propria.
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Catal e Ibanoglu (2012) observaram que amidos de batata ozonizados por 60
minutos apresentaram superficies mais rugosas e fibrosas, porém, os mesmos
autores tiveram dificuldades em ver as alteragbes nos granulos de amido de milho
modificados pelas mesmas condi¢cdes. Castanha et al. (2017) relataram que o amido
de batata nativo apresentou superficie mais lisa e regular quando comparado aos
amidos modificados por o0zbnio, que se tornaram mais heterogéneos, com
aparecimento de fissuras e poros na superficie dos granulos a partir de 30 minutos de
modificacao.

Diferencas na concentracdo de ozbnio, razdo amido e agua durante a
ozonizacao, fonte de amido, pH da reacéo e tempo de reacdo sao responsaveis pela
divergéncia na literatura sobre a intensidade da modificagéo dos amidos ozonizados
em suspensao (KLEIN et al., 2014).

5.2. Efeito do ozbnio nas propriedades do amido

5.2.1. Poder de inchamento (PI) e indice de solubilidade (IS)

O poder de inchamento € usado para estudar as ligacdes entre as regides
cristalina do amido (SINGH; KAUR, 2017). Os granulos de amido com area cristalina
grande e ligacdes fortes incham menos em agua fria (REDDY et al., 2014). O poder
de inchamento dos amidos de quinoa em funcdo da temperatura e do TGO é
apresentado na Tabela 3. O amido de quinoa nativo apresentou valores de poder de
inchamento de 3,7 a 8,7 g.g%, quando a temperatura aumentou de 50 para 70 °C,
valores menores que os obtidos por Jan, Panesar e Singh (2017) (12,53 g/ g, 95 °C)
para o amido de quinoa nativo. Essa diferenca entre os valores de Pl pode ser

justificada pela temperatura de analise, utilizada.
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Tabela 3 - Poder de Inchamento (g.gl) em diferentes temperaturas, dos amidos nativos (0 min) e
ozonizados com diferentes tempos de geracao de ozdnio (TGO).

TGO (min)
Temperatura (°C) 0 10 20 30
50 3,74 £0,07°C 4,34 +0,082C 4,34 +0,022C 4,30 £ 0,222C
60 7,16 £ 0,06*8 7,34 +0,11°8 7,77 £ 0,072 7,59 + 0,0528
70 8,69 £ 0,812~ 8,37 +0,03*A 8,77 +0,172A 8,71 +0,1334A

Média + desvio padrao (n=3). Letras minUsculas diferentes na mesma linha e letras mailsculas
diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05).

Fonte: autoria propria.

Na Tabela 3, observa-se que houve um aumento significativo do poder de
inchamento dos granulos de amido com o aumento da temperatura, independente do
TGO. Em temperaturas abaixo da temperatura de gelatinizacéo (50 °C), observa-se
gue os amidos modificados apresentam maior poder de inchamento (4,3 g/g) quando
comparado ao amido nativo (3,7 g/g), sugerindo um enfraquecimento das ligacdes na
regido cristalina com o processo de ozonizagdo. A 70 °C, temperatura acima da
gelatinizacdo, ndo foi observado diferenca significativa entre o poder de inchamento
dos amidos de quinoa nativo e modificados, sendo seu valor de aproximadamente 8,7
+0,18 g/ g.

Os resultados obtidos para o poder de inchamento para amidos oxidados sé&o
divergentes na literatura. Oladebeye et al. (2013) constataram um aumento no poder
de inchamento para amidos de inhame ozonizados, porém, nem sempre foram
proporcionais ao TGO. Ao oxidarem amidos de milho, tapioca e sagu por TGOs de 10
min, Chan, Bhat e Karim (2009) obtiveram maior Pl para o amido de milho ozonizado,
porém, os amidos de tapioca e sagu apresentaram menor Pl apés a oxidacédo. Essa
diferenca foi atribuida as diferentes taxas de despolimerizacdo obtidas para as
diferentes fontes de amido estudadas, sendo que o sagu e a tapioca apresentaram
maiores taxas de despolimerizacéo. Ja Lawal (2004) reportou reducdo do poder de
inchamento de 24,4 para 18,8 g.g* a 65 °C e de 32 para 22,5 g.g* a 75 °C para amido
de taro oxidado por 10 minutos com hipoclorito de sédio, atribuindo a reducdo desse
parametro a desintegracao estrutural dentro do granulo apoés a oxidagao.

E conhecido da literatura que a amilopectina influencia o poder de inchamento
e a amilose o indice de solubilidade dos granulos de amido (DENARDIN; SILVA,

2009). O inchamento do amido ocorre concomitante com a perda de birefrigéncia e
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antecede a solubilizacdo (KAUR; SANDHU, 2010). O indice de solubilidade dos
amidos de quinoa em funcao da temperatura e do TGO é apresentado na Tabela 4. O
amido de quinoa nativo apresentou valores de IS que variaram de 1,17 para 3,63%,
com o aumento da temperatura de 50 para 70 °C. Comportamento similar foi
observado para as amostras ozonizadas, o indice de solubilidade aumentou com o

aumento da temperatura.

Tabela 4 - indice de Solubilidade (%) em diferentes temperaturas, dos amidos nativos (0 min) e
ozonizados com diferentes tempos de geracéo de ozénio (TGO).

TGO (min)
Temperatura (°C) 0 10 20 30
50 1,17 £ 0,07»B 1,69 +0,082C 1,56 + 0,112 1,54 + 0,042B
60 2,46 +0,11>AB 271 + 0,05"B 3,50+ 0,123A 3,62 + 0,45%A
70 3,63 +0,892* 3,95+ 0,49%A 4,04 £ 0,65~ 4,05 £ 0,693A

Média = desvio padrédo (n=3). Letras minlsculas diferentes na mesma linha e letras mailsculas
diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p <0,05).

Fonte: autoria propria.

Na temperatura de 50 °C, houve um aumento significativo do IS de 1,17 para
1,56% (Tabela 4) para amido de quinoa com o processo de oxidacdo, independente
ao tempo de tratamento com o0z6nio. Na temperatura de 70 °C, temperatura acima da
temperatura de gelatinizacdo do amido de quinoa, ndo houve diferenca significativa
entre 0 amido nativo ou os modificados por 0zénio, sendo que o indice de solubilidade
apresentou um valor médio de 4,00 + 0,2%.

O aumento de IS e Pl nos amidos oxidados pode indicar que houve a
despolimerizacéo e degradacao da amilose, influenciando o inchamento dos granulos,
permitindo absorver dgua mais facilmente e inchar, elevando a solubilidade dos
amidos oxidados em relacdo aos nao oxidados. Além disso, a introducdo de grupos
carbonilas/carboxilas (eletronegativos) aumentam a repulsdo entre as moléculas,

podendo facilitar a absor¢céo de agua nos amidos oxidados (XIE; LIU; CUI, 2005).
5.2.2. Capacidade de absorcéo de 6leo (CAO)
A Figura 15 mostra os valores para a capacidade de absorcéo de 6leo dos

amidos nativo e ozonizados. O amido nativo apresentou uma CAO de 150%, valor

préximo ao encontrado por Jan, Panesar e Singh (2017), que obtiveram uma
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capacidade de absorcdo de Oleo de 159% para o amido de quinoa nativo. A
capacidade de absorcéo de 6leo dos amidos ozonizados aumentou significativamente
em relacdo ao amido nativo. Essa propriedade variou de 150% para 184% quando o
TGO aumentou de 0 para 30 minutos.

Figura 15 — Valores de capacidade de absorgéo de 6leo para os amidos nativos (0 min) e ozonizados

com diferentes tempos de geracéo de ozdnio (TGO).
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As barras de erros representam os desvios. Letras minusculas diferentes indicam diferencga significativa
(p <0,05).
Fonte: autoria propria.

A melhoria na capacidade de absor¢cédo de 6leo do amido oxidado pode ser
explicada pela introducéo de grupos carboxila e carbonila, que sdo mais volumosos,
na molécula de amido. Com a repulsdo eletronegativa introduzida pelos grupos
carboxilas, as hélices das cadeias de amilopectina podem se encontrar mais abertas,
facilitando a entrada do 6leo na molécula. Outros autores também observaram
aumento na capacidade de absor¢édo de 6leo em amidos oxidados. Almeida, Bora e
Zarate (2013) relataram um aumento de 91 a 109% de CAO para o amido de taro
oxidado pelo hipoclorito de sodio.

A comparacdo entre a CAO do amido de quinoa (150%, Figura 15) com o
amido de milho (110%), determinado por Jan, Panesar e Singh (2017), indica que o

amido de quinoa apresenta melhor capacidade para interagir com lipidios e que a
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oxidacdo do amido de quinoa, melhora essa propriedade, sendo observado um

aumento de 33% em relacdo ao amido nativo quando o TGO foi de 30 minutos.
5.2.3. Claridade de pasta

A claridade de pasta das amostras foi obtida pela leitura da transmitancia em
espectrofotometro. A transmitancia do amido de quinoa nativo foi de 23,8% (Figura
16), valor maior que o obtido por Jan, Panesar e Singh (2017) (4%). Essa diferenca

pode ser devido a diferenca nos cultivares e origem geografica.

Figura 16 — Valores de transmitancia, para os amidos nativos (0 min) e ozonizados com diferentes
tempos de geracao de ozonio (TGO).
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As barras de erros representam os desvios. Letras minUsculas diferentes indicam diferenga significativa
(p <0,05).
Fonte: autoria propria.

Os valores de transmitancia (%) aumentaram com o processo de ozoniza¢ao
(Figura 16), variando de 23,8 para 34%, sem diferenca significativa entre as amostras
ozonizadas com diferentes TGO. A substituicdo dos grupos hidroxila por grupos
carbonila/carboxila faz com que haja repulséo entre as moléculas vizinhas, reduzindo
a associacao intercadeias, promovendo uma maior transmitancia. Além disso, com a
repulsé@o eletronegativa introduzida pelos grupos carboxilas, as hélices das cadeias
de amilopectina podem se encontrar mais abertas, permitindo uma maior entrada de

luz na molécula. Esse resultado corrobora com o trabalho de Lawal (2004), que obteve
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valores maiores de transmitancia (aumento de 24,5 para 34,6%) para os amidos de
taro oxidados por 10 minutos, e também com o de Matta Jr. (2015), que observou
aumento da claridade de pasta para amidos de milho (alta amilose, ceroso e normal)
e mandioca ozonizados por 60 minutos, porém, sem correlagédo direta com 0 aumento
dos grupos carbonila/carboxila.

Quanto maior o valor da transmitancia (%), maior quantidade de luz passara
pela amostra, indicando uma pasta mais clara e transparente. No presente estudo, o
tratamento com ozoénio influenciou de modo a deixar as pastas de amido mais
transparentes, caracteristica importante e desejavel para determinadas aplicacoes,
como espessante em alimentos ou aplicacao téxtil, que requerem pastas claras, de
modo a né&o alterar a cor original do produto (FRANCO et al., 2001; CATAL,
IBANOGLU, 2012).

5.2.4. Parametros de cor

Os parametros de cor para os amidos nativo e submetidos ao tratamento com
ozo6nio estdo apresentados na Tabela 5. Os valores desses parametros para o0 amido
de quinoa nativo (L* = 88,9, a* = -0,26, b* = 1,24) foram ligeiramente menores que 0s
encontrados por Jan, Panesar e Singh (2017), que reportaram parametros de cor com
valores de L* = 97,3, a* = -3,63, b* = 4,93 para 0 amido de quinoa nativo. O processo
de oxidac&o do amido de quinoa com 0zonio alterou significativamente os parametros
de cor a* e b* e promoveu uma ligeira diferenca nos valores de L* (luminosidade). De
maneira geral, os valores dos parametros de cor (a*, b* e L*) para os amidos de quinoa

nativo e ozonizados apresentaram cores claras.
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Tabela 5 - Parametros de cor dos amidos nativos (0 min) e ozonizados com diferentes tempos de
geracéo de ozobnio (TGO).
TGO (min) L* a* b* AE*

0 88,9+0,1° (-0,26) +0,02° 1,24 +0,02° -

10 89,1+0,1¢ (-0,09) £0,03% 1,47 +£0,20* 0,83 £0,51°

20 89,4+0,12 (-0,10) + 0,012 1,39 +0,01* 0,68 + 0,07

30 89,2 £ 0,12% (-0,11) £ 0,032 1,43 +0,022 0,41 + 0,062
Média + desvio padréo (n=6). Letras minusculas diferentes na coluna indicam diferencga significativa (p
< 0,05).

Fonte: autoria propria.

O AE* indica a diferenga total de cor entre o amido nativo e os amidos tratados
com ozb6nio. Na Tabela 5 observa-se que a amostra com TGO de 10 minutos
apresentou maior diferenca de cor comparada ao amido nativo (AE* = 0,83) e que
esse parametro diminuiu significativamente para com o aumentou do TGO.

Na literatura, € largamente difundido que a oxidacdo tende a promover um
processo de branqueamento dos amidos, principalmente se utilizado o hipoclorito de
sédio, que possui uma acdo oxidante mais agressiva. Walapatit et al. (2005) oxidaram
amido de mandioca com o0z6nio em concentracdes de 5 a 90 mg Os/ g amido, obtendo
amidos ozonizados com cores mais proximas ao branco, com a luminosidade variando
de 93,3 para o amido nativo a 98 para o amido oxidado com a concentracado maxima
de o0z6nio (90 mg Os/ g amido). Esses autores atribuiram esse efeito a varios fatores
combinados, como a introdu¢ao de grupos mais volumosos (carbonilas / carboxilas) e
despolimerizacdo do amido devido a oxidacdo glicosidica, promovendo um

branqueamento dos amidos ozonizados.

5.25. Calorimetria diferencial de varredura

A Figura 17 representa o comportamento térmico obtido por calorimetria
diferencial de varredura (DSC) das amostras de amidos nativo e ozonizados por 30
minutos, gelatinizadas assim que preparadas e retrogradadas, apos 11 dias de
armazenamento a 4 °C. As propriedades térmicas obtidas dessas curvas sao

apresentadas nas Tabelas 6 e 7.
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Figura 17 — Curvas de fluxo de calor obtidas por calorimetria diferencial de varredura dos amidos nativos
(0 min, verde) e ozonizado por 30 min (vermelho). Linhas continuas representam a gelatinizacéo das

amostras e linhas tracejadas, as amostras retrogradadas (analisadas apés 11 dias de armazenamento).

Fonte: autoria propria.

Tabela 6 - Propriedades térmicas de gelatinizacdo dos amidos nativos (0 min) e ozonizados com
diferentes tempos de geracdo de oz6nio (TGO).

TGO (min) To(°C)  Tp(°C)  Tf(°C) AT AH (J/g)
0 51,4+ 0,0 59,6 + 0,22 74,5+ 1,02 23,1+ 0,92 12,1+ 0,22
10  53,0+0,3% 60,0+0,0® 76,9+ 0,52 23,9+0,12 11,3 0,1
20  53,0+0,22 59,3+0,22 75,6 +2,6% 22,6+ 0,12 11,2+ 0,1

30 53,2+0,12 59,6 + 0,58 74,7+0,72 21,5+0,0* 11,4+ 0,0°
Média + desvio padrao (n=3). Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca

significativa (p < 0,05). Resultados expressos em J/g de amido (base seca). Tp, temperatura de pico;
AT=Tf -To; AH, variacdo de entalpia.

Fonte: autoria propria.

Os valores apresentados na Tabela 6 sado similares aos encontrados por
Valencia (2016) para o amido nativo de quinoa (To=52,8 °C, Tp=57,7 °C, Tf=64 °C,
AT= 18,3 °C e AH= 11,2 J/g). Na Tabela 6 observa-se que a temperatura inicial de
gelatinizacdo aumentou e a entalpia de gelatinizagdo diminuiu significativamente para

as amostras tratadas com ozénio quando comparadas ao amido nativo. Essa



60

diferenca pode ser associada a despolimerizagdo da amilose, indicando um
enfraquecimento dos granulos apds a oxidacdo e permitindo um menor gasto
energético durante a gelatinizacdo, j& que as moléculas de amilopectina foram
preservadas durante a modificagcéo, conforme resultados obtidos na GPC (Figura 11,
item 5.1.3). A maior temperatura inicial de gelatinizacdo também pode ser atribuida a
despolimerizacdo da regido amorfa, que tem efeito desestabilizante sobre a lamela
cristalina. Uma vez que as regibes amorfas s&do degradadas, seu efeito
desestabilizante sobre o dominio cristalino é reduzido e a gelatinizacdo passa a
ocorrer em temperaturas mais elevadas (SANGSEETHONG; LERTPHANICH;
SRIROTH, 2010).

Matta Jr. et al. (2019) ndo observaram diferenca nas propriedades de
gelatinizagéo para o amido de mandioca ozonizado por 60 minutos, com excegéo da
entalpia de gelatinizacdo, que apresentou diferenca significativa. Esse aumento foi
atribuido a quebra de macromoléculas, especialmente a amilopectina, com possivel
rearranjo das duplas hélices dessas moléculas, dificultando a dissociacdo durante a
gelatinizacdo do amido oxidado. Chan et al. (2011) avaliaram as propriedades de
gelatinizacdo de amidos de milho e de mandioca tratados com ozénio (1 a 10 minutos)
e Oladebeye et al. (2013), para os amidos de taioba e inhame ozonizados (5 a 15
minutos) e ndo observaram diferenca nas propriedades térmicas de gelatinizacéo
entre os amidos nativo e ozonizados.

As propriedades térmicas do amido dependem do tamanho, microestrutura,
grau de cristalinidade dos granulos e proporcdo amilose/amilopectina (SANDHU;
SINGH; LIM, 2007). A entalpia de gelatinizacdo (AH) € a energia térmica necessaria
para que aconteca o intumescimento das particulas devido a elevacao da temperatura
e a absor¢cdo de agua (WEBER; COLLARES-QUEIROZ; CHANG, 2009). A entalpia
de gelatinizacédo esta relacionada diretamente a regido cristalina (principalmente as
conformacdes de duplas hélices) que foi quebrada durante o aquecimento do amido,
sendo que altas temperaturas de gelatinizacdo indicam estruturas cristalinas mais
fortes (JIPING et al., 2007).

Na Tabela 7 observa-se que ndo houve diferenca significativa para as
propriedades térmicas das amostras retrogradadas com a variacdo do TGO e os
valores encontrados foram similares aos observados por Valencia (2016) para o amido
de quinoa nativo retrogradado (To=38,5 °C, Tp=47,3 °C, Tf=56,9 °C, AT=18,4, AH=2,1
J/g e %R=19).
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Tabela 7 - Propriedades térmicas de retrogradacédo dos amidos nativos (0 min) e ozonizados com
diferentes tempos de geracao de ozdnio (TGO).

TGO (min) To(°C)  Tp (°C)  Tf(°C) AT AH(JIg) %R
0 38,8+ 0,02 48,5+0,68 58,9 +2,12 20,1+ 2,12 2,1 +0,42 17,5+ 2,12
10  38,1+0,12 48,3+ 1,5% 60,6 + 0,52 22,5+0,52 2,0+0,72 17,6 + 6,6
20  39,0+1,3% 47,9+ 0,62 61,3+2722 223+0,92 24 +0,12 20,4 + 0,42

30 38,8+0,72 48,7+0,5% 59,2+0,0* 204+0,72 25+0,0® 21,8 +0,1°
Média + desvio padrdo (n=3). Letras minUsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca

significativa (p < 0,05). Resultados expressos em J/g de amido (base seca). Tp, temperatura de pico;
AT=Tf -To; AH, variacdo de entalpia; %R, porcentagem de retrogradacao.

Fonte: autoria propria.

Na literatura, tem sido sugerido que a fracdo responsavel pela retrogradacao,
guando avaliada pelo DSC, é a amilopectina (KARIM; NORZIAH; SEOW, 2000). Ao
contrario do que € observado com a amilose, a cristalizacdo da amilopectina € um
processo lento, continuando ao longo de um periodo de varios dias ou semanas
(KARIM; NORZIAH; SEOW, 2000). Em vista disso, o resultado obtido para a
retrogradacdo (Tabela 7) se correlaciona com o observado pela GPC (Figura 11,
secdo 5.1.3), que sugere que ndo houve alteracdes nas moléculas de amilopectina,
mantendo o grau de retragadacéo para todas as amostras analisadas. Esse resultado,
novamente, demonstra ter sido uma modificagdo branda do amido, sem alteragcdes na
regido cristalina do mesmo.

Matta Jr. et al. (2019) observaram aumento de todos os parametros de
retrogradacgao para o amido de mandioca ozonizado, atribuindo 0 menor tamanho das
moléculas, sobretudo da amilopectina, a uma maior capacidade de reassossiacao,
aumentando todas as propriedades térmicas, inclusive a entalpia de retrogradacao, o

gue pode ser correlacionado a um tratamento mais agressivo do amido.

5.2.6. Propriedades de pasta

As propriedades de pasta dos amidos estdo apresentadas na Figura 18 e
resumidas na Tabela 8. Os valores de propriedades de pasta do amido de quinoa
nativo determinados por Jan, Panesar e Singh (2017) (temperatura de pasta: 69,45
°C, viscosidade aparente de pico 4637 mPa.s, viscosidade minima 3694 mPa.s,

viscosidade final 4869 mPa.s, viscosidade de quebra 943 mPa.s e retrogradagao 1175
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mPa.s) foram maiores que os apresentados na Tabela 8. Essas diferencas podem
ser explicadas por diferencas nas variedades do cultivar e origem geografica do gréo
de quinoa além de diferencas durante o processo de extracao e purificacdo do amido.

Os valores de viscosidade aparente de pico do amido de quinoa aumentaram
apos o tratamento com ozonio, efeito que pode ser explicado pela reticulacdo
(formacéo de ligacbes cruzadas) induzida pela oxidacdo das moléculas de amido
(KAUR; SINGH; SINGH, 2006). Comparando com o amido de quinoa nativo, as
viscosidades aparentes de pico para os TGO de 10, 20 e 30 min aumentaram
aproximadamente em 39, 37 e 28%, respectivamente (Tabela 8). No entanto, foi
observada uma tendéncia de reducéo nos valores de viscosidades de pico e final com
0 aumento do TGO (20 e 30 minutos), que pode ser atribuida ao aumento da clivagem
das ligaces glicosidicas, conforme se aumentou o tempo de aplicacdo de ozbnio.

O mesmo comportamento também foi observado por Ding et al. (2015) para
amido de arroz oxidado com 0z6nio, que justificaram a reducao da viscosidade de pico
pela degradacdo das moléculas de amido com o aumento do tempo de tratamento
com o0zoOnio. Esses autores determinaram maiores valores de viscosidade aparente
de pico para o amido de arroz tratados com ozénio por 30 e 60 minutos quando
comparado ao amido nativo. O efeito da oxidacdo sobre a viscosidade maxima do
amido pode depender da fonte do polissacarideo, do tipo e da intensidade do
tratamento oxidativo (CHAN; BHAT; KARIM, 2009).
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Figura 18 — Curva tipica de viscosidade de pastas/géis dos amidos nativos (vermelho) e ozonizados

com diferentes tempos de gerag&o de 0zbnio (TGO): 10 min (azul), 20 min (verde) e 30 min (cinza). A

linha continua representa a rampa de temperatura.
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Fonte: autoria propria.
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Tabela 8 - Propriedades de pasta dos amidos nativos (0 min) e ozonizados com diferentes tempos de

geracéo de ozbdnio (TGO).

Viscosidade
TGO Temperatura Viscosidade Viscosidade Viscosidade de quebra Retrogradacéao
(min) de pasta (°C) maxima (mPa.s) minima (mPa.s) final (mPa.s) (mPa.s) (mPa.s)
0 53,56 +0,0? 2014 + 62° 1404 + 18P 2411+ 123°¢ 610 + 80° 1007+ 141°
10 54,0 £ 1,02 2800 £ 1002 1654 £ 612 3195 £ 822 1146 + 592 1541 + 1352
20 54,7 £ 0,52 2767 £ 1112 1629 + 892 3081 + 1682 1138 + 1062 1452 + 1352b
30 55,0 +£1,02 2573 £ 1992 1539 + 1212P 2778 + 196° 1034 + 862 1238 + 139b<

Média + desvio padrdo (n=4). Letras minUsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca

significativa (p < 0,05).

Fonte: autoria propria.

Na Figura 18 observa-se um deslocamento dos picos de viscosidade para a

direita, indicando que as amostras oxidadas atingem o maximo de viscosidade em um

tempo menor do que o amido nativo, o que pode ser explicado pelo enfraquecimento

dos granulos apds o processo de oxidacao.
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A amilopectina contribui para o inchamento dos granulos de amido e
empastamento, enquanto a amilose inibe o intumescimento, assim como a presenca
de lipideos, pois estes podem formar complexos insollveis com algumas moléculas
de amilopectina. Além disso, o comprimento de cadeia da amilopectina e o tamanho
molecular da amilose produzem efeitos sinérgicos sobre a viscosidade de pastas de
amido (CRAIG et al., 1989; TESTER; MORRISON, 1990; JANE; CHEN, 1992).

Ha controvérsias na literatura quanto a influéncia da oxidag&o por ozdnio na
viscosidade de pastas de amido. Alguns autores, assim como o observado nesse
trabalho, reportaram um aumento na viscosidade com amidos tratados por ozoénio,
atribuindo esse aumento a ocorréncia de ligacfes cruzadas. Matta Jr. (2015) observou
um aumento na viscosidade para os amidos de milho ceroso e de mandioca oxidado
por ozonio, assim como o observado na Figura 18. No entanto, Castanha; Matta Jr e
Augusto (2017) relataram uma reducéo na viscosidade do amido de batata apds a
ozonizacao e atribuiram esse resultado a clivagem parcial das ligacfes glicosidicas
apos o tratamento com ozénio. Chan, Bhat e Karim (2009) constataram reducéo da
viscosidade aparente de pico para o amido de sagu tratado com 0z6nio nos tempos
de 1 e 3 min, entretanto, maiores tempos de tratamento provocaram aumento dessa
propriedade.

Vérios estudos tém considerado hipoteses para explicar as elevacfes da
viscosidade aparente de pico ap06s o processo oxidativo. Uma dessas hipéteses
refere-se ao aumento da capacidade de inchamento, que pode estar associada a
elevacdo do teor de carboxilas no amido pelo processo oxidativo, promovendo o
aumento da viscosidade de pico (WANG; WANG, 2003).

A viscosidade de quebra (breakdown) é uma medida da ruptura do granulo, ou
a menor habilidade do amido em resistir a forca de cisalhamento durante o
aguecimento. Nesse estudo, a viscosidade de quebra aumentou em 87%, se
comparado o amido nativo e 0 ozonizado por 10 minutos, porém, ndo houve diferenca
significativa entre os diferentes TGOs. Esse resultado indica que quanto maior a
oxidacdo, mais facil sera o rompimento dos granulos (CASTANHA; MATTA JR.;
AUGUSTO, 2017). A presenca de grupos funcionais e as cargas negativas dos grupos
carboxilicos podem afetar esta propriedade. As cargas se repelem, causando
elevacdo do inchamento dos granulos de amido durante o aguecimento em agua e
consequente elevacédo da viscosidade de quebra (SANDHU; SINGH; LIM, 2007).

Alguns estudos constataram aumento do Breakdown ap0s a oxidagdo de amidos com
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o0zo6nio (CHAN; BHAT; KARIM, 2009; OLADEBEYE et al., 2013), o que corrobora com
os resultados apresentados nesse estudo. Em contraponto, Sandhu et al. (2008)
observaram que o Breakdown diminuiu para o amido de milho normal e aumentou
para o amido de milho ceroso, apds o processo de oxidacéo.

Na Tabela 8 pode-se observar um aumento da retrogradacéo (setback) para
0s amidos tratados com o0z6nio e uma tendéncia de reducdo nesses valores com o
aumento de 10 para 30 min de TGO. O amido com 10 minutos de ozonizagao
apresentou um aumento de 52% em relagdo ao amido nativo. O setback indica a
tendéncia a retrogradacdo do amido, principalmente associada a tendéncia de
reassociacao da amilose (CHAN; BHAT; KARIM, 2009). A oxidacéo pode interferir na
retrogradacdo do amido através da degradacao das amilopectinas de cadeias longas,
ou mesmo das moléculas de amilose das lamelas amorfas, o que produziria dextrinas
com comprimentos mais adequados a reassociacdo. Outro mecanismo seria pela
formacdo de grupos carboxilas ou carbonilas, o que dificultaria novas associa¢des
entre as cadeias, também reduzindo a tendéncia a retrogradagcdo (KUAKPETOON;
WANG, 2006).

SANDHU et al. (2008) também observaram um aumento no setback para o
amido de milho ceroso oxidado, o que corrobora com os resultados obtidos nesse
trabalho. No entanto, alguns estudos apontaram reducéo do setback apds a oxidagéo
de amido, como foi observado por e Catal e Ibanoglu (2012), que modificaram com
oz6nio amidos de mandioca e de trigo, respectivamente. Matta Jr. et al. (2019)
justificaram um menor setback para o amido de mandioca ozonizado por 60 minutos
devido a quebra prioritaria de moléculas de amilose, com obtencdo de cadeias
menores com menor tendéncia a reassociacdo quando comparada a amilopectina.
Além disso, grupos mais volumosos (carboxilas/carbonilas) e eletronegativos que

hidroxilas se repelem, dificultando a reassociacdo molecular.

5.2.7. Comportamento reologico

A determinacgdo das propriedades reoldgicas de alimentos em cisalhamento
estacionario (curvas de fluxo) é importante para o controle de qualidade,
desenvolvimento de novos produtos, correlacdo com a textura do produto e calculos
de engenharia de processos que envolvem projetos de tubulagdes, bombas,

trocadores de calor e outros equipamentos. Os ensaios realizados em cisalhamento
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oscilatorio séo relevantes para a obtencao de propriedades reologicas de diferentes
materiais que também podem ser associados a estrutura e funcionalidade de uma

macromolécula ou interacfes de componentes (STEFFE, 1996).

5.2.7.1. Curvas de Fluxo

No cisalhamento em estado estacionario, a velocidade ndo varia com o tempo
e as tensOes geradas pelo escoamento podem atuar tanto na direcao paralela, tensao
de cisalhamento, como na dire¢do perpendicular ao cisalhamento, tensédo normal
(BARNES; HUTTON; WALTERS, 1989). Esses ensaios sdo conduzidos a altas taxas
de deformacéo e utilizados na avaliacdo da influéncia de diversos fatores tais como
temperatura, concentracdo e presenca de particulas em suspensdo sobre as
propriedades reolégicas do material (STEFFE, 1996), e sdo muito usados na
caracterizacao de diferentes amidos.

As amostras gelatinizadas de amido de quinoa (5% m/m) apresentaram uma
relacdo nao linear entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de deformacéao (Figura
19A), comportamento de fluido ndo-Newtoniano e ja esperado para suspensdes/geéis
de amido. Ha4 um aumento da tensdo de cisalhamento, para uma mesma taxa de
deformacéo, conforme se aumenta o tempo de tratamento do amido com o 0zdnio. Na
Figura 19B, observa-se que, para todas as amostras, a viscosidade diminuiu conforme
se aumentou a taxa de deformacéo, o que caracteriza fluido ndo-Newtoniano do tipo
pseudoplastico. A viscosidade aparente da pasta/gel de amido aumentou apo6s o

tratamento com ozénio, apresentando maiores valores com o aumento do TGO.
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Figura 19 — A) Curvas de fluxo descendentes e (B) Viscosidade aparente em funcdo da taxa de
deformacéo das pastas/géis de amidos (5% m/m) nativos (vermelho) e ozonizados com diferentes
tempos de geracdo de 0zénio (TGO): 10 min (azul), 20 min (verde) e 30 min (preto). Pontos representam

os dados experimentais e linhas continua, o modelo de Lei da Poténcia (LP).

Fonte: autoria propria.

Chan, Bhat e Karim (2009) também constataram um aumento na viscosidade
de amidos com maiores tempos de tratamento por ozénio (acima de 3 minutos). O
aumento na viscosidade obtido pelas curvas de fluxo confirma o comportamento ja
discutido anteriormente nas propriedades de pasta (secdo 5.2.6.), podendo ser
atribuido a reticulagcdo das moléculas de amido induzidas pela ozonizacao (CHAN;
BHAT; KARIM, 2009; CHAN et al., 2011).

Os dados obtidos foram modelados pela Lei da Poténcia apresentando bons
coeficientes de determinacéo (R?>0,998) (Tabela 9). Nessa tabela pode-se observar
gue as amostras se tornaram mais pseudoplasticas (menores valores de n) com o
aumento do TGO, exibindo bons coeficientes de determinagdo (R>>0,998).

Alguns autores também relataram reduc¢do no valor de n em amidos oxidados
por ozonio em relagdo aos amidos nativos. Este resultado concorda com o de
Sanchez-Rivera et al. (2009), que observaram que o amido de banana oxidado teve
uma redugdo nos valores de n em relacdo a sua forma nativa. Esses autores
explicaram esse resultado pela despolimerizacdo parcial de compostos amorfos e
cristalinos da lamela durante a oxidacdo do amido com ozonio. De acordo com
Kuakpetoon e Wang (2006) a oxidag&o ocorre principalmente nas lamelas amorfas, e
a despolimerizacédo da amilose, a partir da oxidag&o, ocorre na periferia do amido, o
que corrobora com os resultados de reducdo de amilose nos amidos tratados com

0zo6nio apresentados na Figura 10, se¢édo 5.1.2.
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Tabela 9 - Propriedades reolégicas (k e n, modelo Lei da Poténcia) para pastas/géis de amidos nativos

(0 min) e ozonizados com diferentes tempos de geragéo de ozénio (TGO).

TGO (min) K (mPa.s") n R?
0 74,7 +0,0° 0,96 £ 0,012 0,998
10 308,1 +0,0° 0,75 + 0,02° 0,998
20 1020,8 £ 0,22 0,61 = 0,01° 0,998
30 1175,3 £ 0,22 0,58 + 0,014 0,998

Média + desvio padrdo (n=4). Letras minUsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p < 0,05). K: indice de consisténcia, n: indice de comportamento de escoamento.

Fonte: autoria propria.

Li e Zhu (2018b) reportaram bons ajustes dos modelos HB (Herschel-Bulkley,
R? =0,998) e LP (Lei da Poténcia, R? = 0,987) para as curvas de fluxo de pastas/géis
de amido de quinoa nativo (9 cultivares diferentes) (6,7% m/m, b.s.) As propriedades
de fluxo obtidas pelo modelo LP apresentaram valores de n e K variando de 0,37 a
0,45 e 8,2 a 29,3 (Pa.s), respectivamente.

Chan et al. (2011) observaram aumento nos valores de indice de consisténcia
(K) nas amostras de amido apds a oxidacdo e sugeriram que 0s polimeros com
cadeias mais curtas tendem a aproximar-se uns dos outros para formar redes que
contribuem para aumentar as propriedades de escoamento do amido oxidado o que
pode explicar a maior pseudoplasticidade e viscosidade aparente das amostras com
maior TGO.

5.2.7.2. Ensaios oscilatérios

Os ensaios oscilatorios, ou testes dindmicos, sao particularmente Gteis para
caracterizar a conformacdo macromolecular e interacdes intermoleculares em
dispersbes ou géis e no caso de amidos podem ser (teis na determinacdo das
temperaturas e tempos de gelatinizagdo, bem como no estudo de retrogradagao
(KARIM; NORZIAH; SEOW, 2000). O médulo de armazenamento (G’) expressa a
magnitude da energia que € armazenada no material ou recuperada por ciclo de
deformacéo, e o modulo de perda (G”) expressa a perda de energia do material, por

ciclo de deformacéo.
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O teste de varredura de temperatura foi feito com o objetivo de avaliar a
temperatura de gelatinizacdo de cada amostra. Exemplos das curvas desse ensaio

sao apresentadas na Figura 20 e as temperaturas de gelatinizacdo, na Tabela 10.

Figura 20 — Médulos de armazenamento (G’) e de perda (G”) para amido de quinoa (20% m/m) nativo
(G’: circulo aberto vermelho e G”: triangulo aberto vermelho) e submetido a 30 minutos de TGO (G™
circulo fechado preto e G”: triangulo fechado preto) em fungéo da temperatura (°C).
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Fonte: autoria propria.

A temperatura de gelatinizagcdo do amido de quinoa nativo (57,4 °C) foi
proxima as relatadas por Li e Zhu (2018b), que analisaram 9 tipos de cultivares de
quinoa, encontrando temperaturas de gelatinizagcéo no intervalo de 54,3 a 63,7 °C. A
temperatura de gelatinizacdo nao apresentou diferenca significativa entre as amostras
ozonizadas e o amido nativo. Esse resultado corrobora com as temperaturas de pico
obtidas pelo DSC (Tabela 6, se¢éo 5.2.5).

Chan et al. (2011) reportaram que ndo houve mudancgas significativas nas
temperaturas de gelatinizacdo de amidos de milho, sagu e tapioca com TGOs de 10
minutos. Segundo Ahmad et al. (1999), a temperatura de gelatinizagcdo dos amidos
dependem da microestrutura e grau de cristalinidade, além do tamanho dos granulos

e da relacdo amilose / amilopectina.
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Tabela 10 - Temperaturas de gelatinizacao para as amostras de pastas/géis de amidos de quinoa nativo

(0 min) e oxidados com diferentes tempos de geracdo de ozdnio (TGO).

Temperatura de

TGO (min)
gelatinizacéo (°C)
0 57,4 £ 0,42
10 56,9 £ 0,42
20 57,0+ 0,22
30 56,5+ 1,32

Média = desvio padrao (n=4). Letras minUsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa (p < 0,05).

Fonte: autoria prépria.

De acordo com Steffe (1996), nos ensaios de varredura de deformacgéo ou
tensdo, os modulos de armazenamento (G’) e de perda (G”) sdo medidos em fungéo
do aumento da deformacé&o (ou tensdo), a uma temperatura e frequéncia fixas
previamente definidas. Esse ensaio € muito utilizado para a obtencdo da regido de
viscoelasticidade linear do material (RVL), ja que nessa regido os modulos
viscoelasticos ndo dependem da tensdo ou da deformacéo.

Na RVL observa-se um platé nas curvas de G' em funcdo da deformacao
(Figura 21). Esse intervalo foi menor que 5 % de deformacéo para o amido nativo e o
modificado com 30 minutos de ozénio e menor que 1% de deformacao para os amidos
modificados com 10 e 20 minutos de 0zonio, sendo que a deformacgéo utilizada para
as outras analises foi de 1% (dentro do RVL). As amostras tratadas com 0z6nio por
10 e 20 minutos apresentaram um G’ ligeiramente mais baixo que as amostras

tratadas com 30 minutos e o amido nativo de quinoa.
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Figura 21 — Médulo elastico (G’) em fungéo da deformagéo para os géis/pastas de amidos (5% m/m)
nativo (vermelho) e ozonizados em diferentes tempos de geracdo de o0z6nio (TGO): 10 min (azul), 20

min (verde) e 30 min (preto).
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Fonte: autoria propria.

Nos ensaios de varredura de frequéncia, ou também chamados espectros
mecanicos, a deformacgéo (ou tensédo) € mantida fixa, assim como a temperatura, e a
frequéncia varia em uma faixa pré-determinada. Esse teste é utilizado para avaliar a
estrutura do sistema e comparar diferentes produtos ou o efeito de diferentes aditivos
ou processo de tratamento na viscoelasticidade de materiais (STEFFE, 1996).

O comportamento dos modulos G’ e G” em fungao da variacédo da frequéncia é
mostrado na Figura 22. Nessa figura observa-se que os médulos de armazenamento
(G’) se mantiveram, em todos os casos, acima dos modulos de perda (G”), indicando
um carater elastico das amostras e comportamento de gel fraco. Esse resultado
corrobora com os obtidos por Li e Zhu (2018b), que avaliaram o comportamento
reolégico de amido de quinoa nativo por varredura de frequéncia (RVL, 2% de
deformacéo) e obtiveram G’ > G”, sem cruzamento dos moédulos no intervalo de
frequéncia estudado. Apo6s a ozonizacdo do amido de quinoa foram observadas
pequenas alteragdes nos modulos viscoelasticos, como tendéncia de aumento de G”

e reducao de G’ com o aumento do TGO.
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Figura 22 — Mdédulos viscoelasticos (G’ e G”) em fungéo da frequéncia para pastas/géis de amidos (5%
m/m) nativo (vermelho) e ozonizados em diferentes tempos de gerac¢édo de ozodnio (TGO): 10 min (azul),

20 min (verde) e 30 min (preto). G’: simbolos fechados; G”: simbolos abertos.
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Fonte: autoria propria.

De acordo com Steffe (1996), géis fisicos ou fracos sdo dependentes da
frequéncia, e ndo apresentam crossing-over, ou seja, cruzamento dos médulos
viscoelasticos, enquanto os géis verdadeiros ou elasticos apresentam maddulo de
armazenamento (G’) constante em funcdo da frequéncia. e esses géis possuem
tendéncia a quebra quando submetidos as mesmas condi¢des. Géis fracos possuem
tendéncia a fluir quando submetidos as altas tensdes de cisalhamento. Por outro lado,

para um gel verdadeiro, o médulo de armazenamento ndo varia com a frequéncia.
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6. CONCLUSAO

O efeito do tempo de geracéo de 0z6nio (TGO) nas propriedades estruturais,
funcionais, térmicas e reologicas do amido de quinoa foi avaliado. A cristalinidade
relativa e o teor de amilose diminuiram com o aumento do TGO. A analise quimica do
amido indicou despolimerizacédo da amilose de amostras tratadas com ozonio, a partir
de 20 min de TGO. A morfologia apresentou diferenca visivel somente apds 30 min
de TGO. Por outro lado, as propriedades funcionais (claridade de pasta, propriedades
de pasta e capacidade de absorcéo de 6leo) mostraram um aumento significativo com
10 min de tratamento com o0zb6nio, em comparacdo com o amido de quinoa nao
tratado. O poder de inchamento, o indice de solubilidade, ambos a 70 °C, as
temperaturas de gelatinizacédo de pico e final e as propriedades térmicas medidas por
DSC para as amostras retrogradadas néo foram alteradas apés o tratamento do amido
de quinoa com ozbénio. Em comparacdo com o0 amido de quinoa nativo, as
viscosidades aparentes de pico para os tratamentos de oz6nio a 10, 20 e 30 min
aumentaram em 39%, 37% e 28%, respectivamente. Nos testes reoldgicos, a
viscosidade aparente, a pseudoplasticidade e o indice de consisténcia das amostras
aumentaram com o aumento do TGO. Na varredura de frequéncia, as amostras
apresentaram comportamento de gel fraco (G’>G”), ndo sendo alterado apés o
tratamento do amido de quinoa com ozbnio. As mudancas nas propriedades
estruturais, funcionais e reoldgicas do amido de quinoa confirmam que ele foi
efetivamente oxidado pelo 0z6nio nas condicbes aplicadas nesse trabalho. Assim, o
ozbnio pode ser considerado uma alternativa para processos oxidativos na
modificacdo do amido, principalmente em aplicacbes alimentares como sopas e

produtos a base de carne.
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