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RESUMO

ARITA, Daniela Hirata. Amidos oxidados e modificados com acico citrico: obtencéo e
aplicagao como agentes clarificadores do mosto cervejeiro. 2019. f.97. Dissertagao de
Mestrado — Programa de Pos-Graduacao em Tecnologia de Alimentos, Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana, Campo Mouréao, 2019.

No processo de fabricagdo de cerveja € comum o uso de agentes clarificadores a fim
de reduzir particulas coloidais e obter um produto limpido e brilhante. Os clarificantes
podem ser aplicados no mosto quente, na cerveja fermentada e/ou na maturagdo. A
goma carragena, um polimero com caracteristicas aniénicas, € um exemplo de agente
clarificador aplicado no mosto quente para aumentar a sedimentagcao e compactacao
do complexo proteinas-polifendis e assim, minimizar a turvagao na cerveja. Essa
clarificagcéo resulta de interagdes eletrostaticas entre as cargas negativas da molécula
de carragena e as proteinas carregadas positivamente. A modificagcdo de amidos é
uma alternativa para superar limitacbes dos amidos nativos e aumentar a utilidade
desses em aplicagdes industriais. O presente estudo tem como objetivo obter amidos
anidnicos por processos de oxidagao com hipoclorito de sddio e de esterificagdo com
acido citrico, a partir de amidos de milho, mandioca e batata, para serem
posteriormente avaliados como potenciais clarificadores de cerveja. A modificagao
dupla (oxidagéo e esterificagao) € também proposta como alternativa para aumentar
a carga negativa do polimero, esperando-se obter melhor efeito na clarificagdo. A
caracterizagao dos amidos modificados foi realizada através de analises de poder de
inchamento e solubilidade, espectroscopia de infravermelho (FTIR), microscopia
eletronica de varredura (MEV), viscosidade intrinseca, teor de amilose, determinacéo
do percentual de esterificacdo e do teor de grupos carboxilas, difratometria de raios x
(DRX), propriedades térmicas (DSC) e de pasta (RVA). Tais analises mostraram a
obtencao de dextrinas nas amostras esterificadas com acido citrico, bem como a
obtencdo de amidos anidnicos para todas as modificagdes quimicas realizadas.
Entretanto, para os amidos tratados com acido citrico, sdo possiveis dois tipos de
produtos: monoesterificados ou diesterificados (intercruzados), cujas diferencas nas
estruturas quimicas parecem interferir no poder de clarificagéo das cervejas, verificado
pelos resultados de claridade e quantificacdo de proteinas e compostos fendlicos
realizadas durante as etapas de producao de cerveja. As amostras somente tratatas
com acido citrico apresentaram os melhores resultados nas analises de cerveja, ao
contrario dos amidos duplamente modificados, o que indica uma possivel reagao de
intercruzamento destes. O amido de batata dextrinizado com acido citrico (BaDC) foi
0 que apresentou poder clarificante préximo a carragena. Além disso, verificou-se
também que a eficiéncia dos amidos modificados neste estudo ocorre principalmente
durante a maturacéo, diferente da goma carragena que inicia a clarificacdo na etapa
final de fervura.

Palavras-chave: Acido organico. Esterificacdo. Dextrina. Cerveja. Clarificac&o.



ABSTRACT

ARITA, Daniela Hirata. Oxidized and modified citric acid starches: obtaining and
application as clarifying agents of beer. 2019. f.97. Dissertacdo de Mestrado —
Programa de Pés-Graduagédo em Tecnologia de Alimentos, Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana, Campo Mourao, 2019.

In the brewing process it is common to use clarifying agents in order to reduce colloidal
particles and to obtain a clear and bright product. The clarifiers may be applied to hot
wort, fermented beer and/ or maturation. Carrageenan gum, a polymer with anionic
characteristics, is an example of a clarifying agent applied in the final boiling step to
increase sedimentation and compaction of the protein-polyphenol complex and
thereby minimize turbidity in beer. This clarification results from electrostatic
interactions between the negative charges of the carrageenan molecule and the
positively charged proteins. Modification of starches is an alternative to overcome
limitations of native starches and to increase their usefulness in industrial applications.
The present study aims to obtain anionic starches by oxidation with sodium
hypochlorite and esterification processes with citric acid, from corn, cassava and
potato starches, to be later evaluated as potential beer clarifiers. The double
modification (oxidation and esterification) is also proposed as an alternative to increase
the negative charge of the polymer, hoping to obtain a better clarification effect. The
characterization of the modified starches was performed by analysis of swelling power
and solubility, infrared spectroscopy (FTIR), scanning electron microscopy (SEM),
intrinsic viscosity, amylose content, determination of esterification percentage and
carboxyl group content, X-ray diffractometry (XRD), thermal (DSC) and paste
properties (RVA). These analysis showed the obtaining of dextrins in the samples
esterified with citric acid, as well as the obtaining of anionic starches for all the chemical
modifications made. However, for treated starches with citric acid, two types of
products are possible: monoesterified or diesterified (cross-linked), whose differences
in chemical structures appear to interfere with the clarification power of beers, as
shown by the results of clarity and quantification of proteins and compounds phenolics
performed during the brewing stages. The only citric acid treated samples presented
the best results in the beer analysis, as opposed to doubly modified starches, indicating
a possible cross-linking reaction. The dextrinized potato starch with citric acid (BaDC)
was the one that presented clarifying power closer to the carrageenan. In addition, it
was also verified that the efficiency of the modified starches in this study occurs mainly
during the maturation, different from the gum carrageenan that starts the clarification
in the final stage of boiling.

Keywords: Organic acid. Esterification. Dextrin. Beer. Clarification.
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1 INTRODUGAO

A legislacdo brasileira (BRASIL, 2009) define cerveja como a bebida
carbonatada obtida pela fermentagao alcodlica de mosto oriundo de malte de cevada
e agua potavel, por agcédo de levedura, com adi¢ao de lupulo. Para a elaboracéo, deve-
se ter atencdo a todo o processo, pois os detalhes influenciardo no resultado. Um
aspecto vitreo e brilhante conta pontos na qualidade da cerveja e é influenciado
diretamente pela presenca de turbidez.

Uma cerveja pode tornar-se turva por dois fatores principais: crescimento de
microorganismos e coagulacdo de coldides. No primeiro caso, o crescimento de
bactérias pode ocorrer em cerveja ndo pasteurizada (chope) armazenada de forma
inadequada - sem refrigeracéo, por exemplo. Em cerveja pasteurizada esse problema
€ praticamente inexistente (BAMFORTH, 1999). No entanto, a principal causa de
turbidez na cerveja se deve a formagdo de complexos de proteinas e polifendis
chamada “frub”, que de acordo com a temperatura de coagulagdo, pode ser
classificado em trub quente e trub frio (chill haze) (BRITES et al., 2000).

Dessa forma, no processo de produgao de cerveja, principalmente na etapa
final de fervura do mosto, pretende-se eliminar o excesso de proteinas através da
desnaturacao térmica e da formagao de complexos entre as proteinas e os polifendis
presentes no lupulo (WARD, 2015). Para auxiliar a remogao de tais compostos nesta
etapa, € comum a adicdo de um agente clarificante (NACHEL, 2008), sendo a
carragena a mais utilizada. Trata-se de um polissacarideo carregado negativamente
(PEREIRA, 2004) que ligam-se as cargas positivas das proteinas resultando na
precipitagdo a quente do complexo proteina-carragena, que € separado do mosto por
turbilhonamento (PEDROSO, 2006).

O amido é um polimero versatil e de baixo custo, obtido de diferentes fontes
botanicas (DA ROZ et al., 2001) e que pode receber diversos tipos de tratamentos
quimicas e/ou fisicos para que apresente propriedades e ou caracteristicas desejadas
em aplicagdes especificas (KAUR et al., 2012). Algumas modificagdes podem resultar
em um amido carregado negativamente (LI et al., 2009) e, essa carga negativa é
capaz de reagir com proteinas através das ligagdes eletrostaticas (LI et al., 2012).

Muitas pesquisas tém modificado amidos através da dextrinizagdo com acidos
organicos, obtendo-se amidos esterificados com &cidos citrico (MEI, 2015; XIE; LIU,
2004; WING, 1996), malico (OLIVATO et al., 2012; YUN et al., 2006) e tartarico
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(JOCHYM et al., 2012; CHIN et al., 2012). Por se tratarem de acidos policarboxilicos
poderdo apresentar grupo(s) carboxilico(s) que participardo da ligagao éster
conferindo ao amido caracteristicas anionicas. Segundo Wing (1996), o amido citrato
apresentou alta capacidade de se ligar com o ion cobre (Cu*?).

O uso de amidos oxidados na industria alimenticia tem aumentado devido a
introdugéo de grupos carbonilas e carboxilas nos granulos de amido (KUAKPETOON,;
WANG, 2001). Microgéis de amidos oxidados tém se mostrado capazes de encapsular
compostos com cargas positivas como proteinas (WANG et al., 2015; LI et al., 2012)
e antocianinas (WANG et al., 2013) via interacao eletrostatica.

Diante disso, acredita-se que amidos e/ou dextrinas contendo caracteristicas
anibnicas (grupos carboxilatos) possam agir como precipitadores de proteinas
apresentando agao clarificante no processo de fabricagao de cerveja. Deste modo, o
objetivo do trabalho foi obter esses amidos carregados negativamente a partir da
dextrinizacdo com auxilio de poliacido organico, da oxidagao com hipoclorito de soédio
e da combinagéo de ambas (modificacdo dupla), bem como aplica-los no processo de

clarificagdo do mosto cervejeiro.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter amidos e dextrinas carregados negativamente a partir dos amidos de
batata, milho e mandioca e avaliar a sua aplicagdo como agentes clarificadores do

mosto cervejeiro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Modificar quimicamente os amidos de batata, milho e mandioca com acido
citrico 10% (m/m) — dextrinizagao — e hipoclorito de sodio 6% (m/m) — oxidagéo
— promovendo a formagao de cargas negativas.

e Caracterizar as propriedades fisico-quimicas (percentual de carboxilas,
percentual de esterificagao, teor de amilose, viscosidade intrinseca) funcionais
(poder de inchamento e solubilidade), morfolégicas (MEV), viscoamilograficas
(RVA), térmicas (DSC) e estruturais (Difratometria de raios X - DRX) dos
amidos modificados.

e Confirmar a esterificacdo das dextrinas obtidas utilizando espectroscopia de
absorc¢éo na regido do infravermelho (FTIR).

e Produzir cervejas utilizando os amidos modificados no processo de clarificagéo
de cerveja comparando com o clarificante goma carragena e com uma cerveja
sem clarificante.

e Avaliar o efeito clarificante dos diferentes amidos modificados através das
analises: claridade (absorbancia), quantificagdo de compostos fendlicos e de

proteinas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CERVEJA: OS INGREDIENTES

A cerveja € uma bebida carbonatada, obtida pela fermentagdo alcodlica do
mosto de malte de cevada com outros cereais malteados (ou ndo) e agua potavel, por
agao da levedura cervejeira e pela adigdo de lupulo. Qualquer variagdo nesses
ingredientes e/ou processos gera diferentes tipos de cerveja (TSCHOPE, 2001).

A producédo de cerveja no Brasil apresenta uma tendéncia crescente nos
ultimos 30 anos (Grafico 7 em anexo) e recentemente alcangou o patamar de 140
milhdes de hectolitros (mi hL) colocando o Brasil em terceiro lugar no ranking mundial
atras apenas da lider China (460 mi hL) e dos EUA (221 mi hL) e a frente da Alemanha
(95 mi hL) e da Russia (78 mi hL) (BARTH-HASS, 2016; CERVBRASIL, 2016).

De acordo com Varnam; Sutherland (1997) e Venturini Filho (2005), a agua é
muito importante na fabricagdo da cerveja, pois representa cerca de 95% de sua
composicao e influencia diretamente na qualidade do produto. Os cereais séo fontes
de carboidratos fermentesciveis, proteinas e minerais, sendo a cevada malteada a
mais utilizada. A partir do lupulo se obtém os Oleos essenciais responsaveis pelo
aroma, e as resinas amargas que conferem a bebida o amargor e sabor caracteristico.
Do lupulo também provém proteinas, polifendis e substancias mineirais. As leveduras
sao responsaveis pela fermentagcdo do mosto lupulado, com formacado de produtos

que determinam o sabor da cerveja e conferem as caracteristicas proprias da bebida.

3.1.1 Agua

Em quantidade, a agua é o principal componente da cerveja (VENTURINI
FILHO, 2005; VARNAM; SUTHERLAND, 1997). Assim, é necessario que além da
potabilidade da agua, caracteristicas sensoriais (cor, odor, sabor), padroes
microbiolégicos e niveis de materiais inorganicos estejam de acordo com os padrbes
requeridos para a produgéo (BRIGGS et al., 2004). O perfil de minerais da agua tem
grande influéncia na conversdo de agucares no mosto. A agua dura, rica em sais
minerais, é excelente para a cerveja amarga; a agua leve, encontrada em regides

montanhosas, € ideal para cervejas mais leves. Atualmente, as cervejarias tratam a
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agua por osmose reversa para depois acrescentar sais minerais de acordo com o
estilo de cerveja a ser fabricado (SANTOS et al., 2013).

No entanto, para a fabricagdo de cerveja com extrato de malte, ndo ha tanta
preocupagao em controlar o perfil da agua, pois n&o ha a etapa de mosturagao. Neste
caso, a agua da rede publica geralmente € boa e ndo necessita de nenhum ajuste
(PALMER, 2006).

3.1.2 Malte

O malte utilizado na industria cervejeira € obtido a partir de cevadas de
variedades selecionadas especificamente para essa finalidade (CEREDA, 1985). Os
cereais maltados servem de fontes de carboidratos fermentesciveis, proteinas e
minerais (VENTURINI FILHO, 2005; VARNAM; SUTHERLAND, 1997).

Durante o processo de germinagao da cevada para obtengcdo do malte, sao
produzidas enzimas pelo proprio metabolismo da semente para que o amido do
endosperma seja parcialmente hidrolisado em acgucares fermentesciveis (MATOS,
2011) . Para preservar a atividade enzimatica, o malte é seco até atingir cerca 5% de
umidade (PORTO, 2011; SACHS, 2001). Em seguida, o malte é tostado a
temperaturas de 70 a 80°C para obtencdo de maltes claros de elevada atividade
enzimatica como o malte pilsen usado como malte base, precursor dos agucares
fermentesciveis. E quando tostado a elevadas temperaturas (100 a 300°C) se obtém
maltes escuros, sem atividade enzimatica, usados em pequenas quantidades (1 a 5%)

para conferir cor, aroma e sabor a cerveja (PORTO, 2011).

3.1.3 Lupulo

O lupulo tem como funcgéao principal, no processo de fabricagdo da cerveja,
inserir caracteristicas de aroma e amargor, oriundas dos 6leos essenciais e das
resinas (a-acidos) respectivamente (KUNZE, 1999).

Trata-se de uma planta trepadeira com o nome de Humulus lupulus cultivada
em climas frios. Além de resinas e 6leos essenciais, possuem também em sua
composic¢ao proteinas, polifendis e substancias minerais (VENTURINI FILHO, 2005;
VARNAM; SUTHERLAND, 1997). Suas proteinas tém forte influencia sobre as

caracteristicas da espuma da cerveja (TSCHOPE, 2001). Os polifenéis presentes
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formam ligagdes de hidrogénio com polipeptideos que se complexam (ASANO et al.,
1982). A reacgao entre polifenois e proteinas limitam a vida util da cerveja, uma vez
que estéo diretamente relacionados a estabilidade coloidal do produto (BRIGGS et al.,
2004).

3.1.4 Levedura

A levedura é o microrganismo responsavel pela conversido de agucares
fermentesciveis em etanol e outros subprodutos que determinam o sabor da cerveja
e conferem as caracteristicas proprias da bebida. (VENTURINI FILHO, 2005; OSMAN
et al., 2003; VARNAM; SUTHERLAND, 1997).

E no estagio da fermentagdo que a cerveja se define em dois tipos principais:
ale e lager (EVANGELISTA, 2012). Ou seja, é a escolha da levedura que diferencia
as cervejas de alta (ale) e de baixa (lager) fermentacao (COLE, 2011).

A Saccharomyces cerevisiae € a espécie de levedura responsavel pelas
cervejas de fermentagdo em alta temperatura, entre 15 e 22°C, e costuma levar de 4
a 7 dias (MATOS, 2011). Sado chamadas de cervejas de alta fermentagao, porque
durante o processo as células de levedura ficam no topo do recipiente, formando uma
espuma (COLE, 2011). Ja a levedura de fermentagdo em baixa temperatura,
Saccharomyces pastorianus, € um hibrido genético da levedura de ale
Saccharomyces cerevisiae e S. bayanus (COLE, 2011). A fermentagdo ocorre em
temperaturas de 6 a 15°C, e é também chamada de baixa fermentacgao, pois as células
se acumulam no fundo do recipiente no término do processo fermentativo, que
costuma durar em torna de 10 dias (MATOS, 2011).

3.2 EXTRATO DE MALTE E O PROCESSO DE PRODUGAO DA CERVEJA

O extrato de malte cervejeiro € o mosto concentrado e pasteurizado. Seu uso
torna a fabricagao de cerveja mais facil e rapido, pois elimina a etapa de mosturagao
(Figura 1). E vendido tanto em forma liquida (xarope) quanto em pé. O extrato seco é
produzido aquecendo o extrato liquido e pulverizando em vaporizador numa camara
aquecida (PALMER, 2006).

Em relagdo a quantidade de extrato de malte, usa-se cerca de 500 g de extrato

para cada 4 litros de agua para uma cerveja de corpo leve, e 750 g para uma cerveja
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rica e encorpada (PALMER, 2006). Nessa proporg¢ao, a concentracao de agucar de
malte no mosto descrita pela densidade original (OG) fica por volta de 1.040 — 1.043.
A maioria das cervejas comerciais tem OG de 1.035 - 1.050 antes do inicio da
fermentacdo (LODAHL, 1993).

Sleiman e Venturini Filho (2004) compararam cervejas produzidas com malte,
extrato de malte na forma de xarope (EMX) e extrato de malte em p6 (EMP). O EMX
e o EMP apresentaram perfil de carboidratos semelhante ao mosto de malte e todas

as cervejas apresentaram a mesma preferéncia para o painel sensorial.

Figura 1 Fluxograma do processo de fabricagdo do extrato de malte e da cerveja.
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Fonte: Autoria propria.

A fabricacéao tradicional de cerveja € descrita por Szwajgier e Bancarzewska
(2011) e compreende basicamente as seguintes etapas (Figura 1):

e Moagem do malte: o malte é colocado no interior de um moinho de rolos para
expor o amido do grao (endosperma), além de aumentar a area superficial para agao
das enzimas na etapa da mosturagdo (EVANGELISTA, 2012). A moagem deve ser
adequada sem fragmentar demasiadamente a casca que serve como material filtrante
(STUBITS et al., 1986).

e Mosturagao ou Brassagem: é o processo de embeber o malte em agua quente
para obtencdo do mosto (EVANGELISTA, 2012). As enzimas contidas no grao de
cevada maltada, por influéncia da temperatura, iniciam a hidrélise do amido,

convertendo-o em acgucares fermentesciveis (maltose, glicose, maltotriose) e
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dextrinas, além de extrair outras substancias como proteinas e polifendis (taninos)
(MATOS, 2011). Obtém-se, assim, um liquido adocicado denominado mosto.

e Filtracdo: o mosto é separado da parte insoluvel do malte (bagago)
(EVANGELISTA, 2012). Esta etapa € dividida em duas fases: na primeira, a fragao
liquida simplesmente atravessa o leito filtrante, dando origem ao mosto primario. Na
segunda etapa, o residuo solido é lavado com agua fervente, visando a recuperagéo
do extrato que fica retido na torta de filtro e, consequentemente, elevando o
rendimento do processo (EATON, 2006).

e Fervura: nessa etapa ocorre a adi¢cao do lupulo (COLE, 2011). A temperatura
elevada contribui para a extracdao e isomerizacdo dos a-acidos e de outros
componentes do lupulo (BRUNELLI, 2012; MATOS, 2011). Outros objetivos da fervura
sdo: concentrar o mosto, esterilizar, intensificar a cor (reagao de Maillard), inativar as
enzimas e coagular proteinas presentes no mosto (BRUNELLI, 2012).

e Separacao do trub quente: a clarificagdo do mosto ocorre por meio da retirada
do trub quente que sao flocos que se depositam no fundo das tinas de fervura, sendo
compostos principalmente por proteinas coaguladas, polifendis, lipideos e bagago do
lpulo (SCHISLER et al., 1982). A clarificacdo € realizada por um técnica de
sedimentagdo por turbilhonamento conhecida como Whirlpool (EVANGELISTA,
2012), que consiste no bombeamento tangencial do mosto a parede do tanque. Esse
movimento resulta na compactacao do trub quente, facilitando assim a sua remocgao
(HORNSEY, 1999 apud BRUNELLI, 2012). O mosto clarificado a seguir é resfriado
até temperatura ideal de fermentacdo (MATOS, 2011).

e Fermentacédo: os agucares fermentesciveis do mosto sdo metabolizados pelas
leveduras e convertidos em etanol e didxido de carbono (EVANGELISTA, 2012). Essa
etapa tem duracado de aproximadamente 5 a 15 dias e temperaturas de 8 a 25°C
dependendo da cepa de levedura (BRIGGS et al., 2004).

e Maturacao: o objetivo dessa etapa é refinar o sabor e o aroma da cerveja;
carbonatar parcialmente o produto (fermentagcdo secundaria) e clarificar o liquido
através de deposi¢cao do fermento e outros materiais em suspensdo (BRUNELLI,
2012).

3.3 CLARIFICACAO DO MOSTO
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Embora a turbidez da cerveja seja uma caracteristica natural da bebida e até
mesmo um elemento que diferencia certos estilos, obter uma cerveja mais limpida
pode contribuir significantemente para o sabor, aparéncia visual (WOLFE et al., 2012)
e estabilidade coloidal (CARDENAS, 2003). A matéria-prima utilizada para a
producao da cerveja é fonte de precursores da turbidez — compostos fendlicos
(polifendis) e proteinas (KEUKELEIRE, 2000).

Em altas temperaturas, as proteinas que provocam a turvacido no mosto se
desnaturam e se combinam com os polifendis (sobretudo taninos), formando coagulos
grandes (complexos proteina-polifenol) (WARD, 2015) que precipitam. Essa interacao
pode ocorrer por meio de ligacbes de hidrogénio, ligagdes idnicas e interagdes
hidrofébicas como mostra a Figura 2. Uma coagulacéo eficiente é favorecida por boas
condigdes de ebulicdo do mosto, ou seja, de duragao suficiente (minimo de uma hora)
e vigor (uma boa fervura) (HOUGH, 1982) para maximizar a desnaturacao. Nestas
condigbes, o sedimento quente (hot break) é formado como grandes flocos que sao
removidos de forma relativamente facil pela técnica de turbilhonamento. Entretanto,
se a coagulagao for ineficiente, formar-se-ao flocos finos que podem permanecer em
suspensao e serem transportados para as fases subsequentes do processo de
fabricagao da cerveja.

Dessa forma, o processo de producao aponta a remogao dessas particulas na
etapa de fervura, que vao melhorar a clarificacdo, e consequentemente, a qualidade
da cerveja acabada. Para reforgar a precipitacdo dessas particulas, sdo adicionados
ao mosto agentes clarificadores (LEATHER; WARD, 1995). A reacao que acontece
nesse procedimento € uma interacdo eletrostatica entre as moléculas carregadas
negativamente do clarificante e as proteinas (cargas positivas), gerando uma co-
preciptacdo desses compostos (NACHEL, 2008). O clarificante pode contribuir
também ligando-se aos complexos taninos-protéicos (REINOLD, 1997).

Uma caracteristica desejavel durante a fervura do mosto é ter floculagao
rapida com coesao forte e compactagao do trub, possibilitando a obtencdo de um
mosto claro (RYDER, POWER, 2006). Atualmente, utiliza-se a goma carragena
(Iishmoss ou Whirlfloc®) como agente clarificante do mosto na etapa de fervura.
Trata-se de um hidrocoldide carregado negativamente (grupos sulfatos) que se

complexa com as proteinas facilitando a sedimentagéo (DALE et al., 1995).
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3.4 AMIDO

O amido é um polissacarideo natural, sendo a principal fonte de reserva de
carboidratos nas plantas e constitui fonte de energia essencial para muitos
organismos. Constitui-se em pequenos agregados individuais denominados granulos
que apresenta forma e tamanho variavel, sendo composto pelas macromoléculas
amilose e amilopectina (SPIER, 2010).

A amilose é um polissacarideo formado de cadeias lineares helicoidais de
residuos de glicose unidos entre si por ligagdes glicosidicas a-1,4, podendo
apresentar pequenas ramificagdes, enquanto que a amilopectina constitui a fragao
altamente ramificada do amido, e é formada por varias cadeias de residuos de glicose
unidas entre si por ligagbes glicosidicas a -1,4 das quais partem ramificagcbes com
ligacdes a-1,6 (Figura 3) (CERQUEIRA, 2012).



Figura 3 Estruturas quimicas da amilose e amilopectina.
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Figura 4 Representacao esquematica do granulo de amido mostrando as regides amorfas e

cristalinas.
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A proporcao relativa e as diferengas estruturais entre a amilose e a
amilopectina contribuem para as diferengas significativas nas propriedades do amido
e funcionalidade das aplicagdes (WURZBURG, 2006). O teor de amilose nos amidos
varia de acordo com a fonte vegetal de origem, mas, geralmente, encontra-se nos
intervalos de 20-30% em amidos normais de cereais (SPIER, 2010). Zheng e Sosulski
(1998) obtiveram um teor de amilose em torno de 24% para o milho, enquanto para
mandioca e batata ja se encontraram teores de amilose variando de 18-20% e 25%,
respectivamente (TAKIZAWA et. al., 2004).

Os granulos de amido nativo apresentam uma estrutura semicristalina, onde
as cadeias da amilose e os pontos de ramificagcdo da amilopectina dao origem as
regides amorfas, e a amilopectina, organizada em dupla hélice, representa o principal
componente da regido cristalina (Figura 4) (BLAZEK; GILBERT, 2011).
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As fontes de amido mais utilizadas mundialmente sdo, em grande parte, a de
cereais como milho e trigo, e as de raizes e tubérculos, como mandioca, batata e
batata-doce (FRANCO et al., 2008).

3.5 MODIFICAGAO DO AMIDO

O amido apresenta uma vasta gama de aplicagdes alimentares e né&o
alimentares. Entretanto, os amidos nativos apresentam propriedades intrinsecas que
limitam suas aplicagdes industriais €, em virtude disso, sdo comumente modificados
(ZAVAREZE et al., 2010; KARIM et al., 2008).

A estrutura do amido nativo pode ser modificada por métodos fisicos,
quimicos ou enzimaticos (BENINCA et al., 2013). A modificagdo quimica, largamente
utilizada, geralmente envolve a oxidacdo, dextrinizacdo, monoesterificacdo e
intercruzamento dos grupos hidroxilas disponiveis nas unidades a-D-glicopiranosil do
polimero (CHIU; SOLAREK, 2009).

Os amidos modificados apresentam maior funcionalidade em termos de
estabilidade durante o processamento de alimentos industrializados quando
comparados ao amido nativo, além de apresentarem melhorias quanto a formacéao e
consisténcia do gel, a claridade e solubilidade das pastas e quanto as propriedades
térmicas e mecanicas (SANDHU et al., 2008; SILVA et al., 2006). As modificagdes
também podem ser empregadas com objetivo de diversificar o amido estruturalmente,

promovendo carater idnico ou hidrofilico (KAUR et al., 2012).

3.5.1 Oxidacéao

A oxidagao por hipoclorito de sédio € uma das reagdes desenvolvidas para
modificagdo do amido mais utilizada até hoje. Trata-se de uma reacédo quimica onde
algumas hidroxilas sado oxidadas preferencialmente a radicas carboxilas (COOH) e
uma pequena quantidade a radicais carbonilas (C=0) (FRANCO et al., 2002). A
oxidagao ocorre nos carbonos C-2, C-3 e C-6 das unidades de glicose
(KUAKPETOON; WANG, 2001) (Figura 5). Essa reagdo também provoca o
rompimento das ligagdes D-glucana a-1,4 resultando na despolimerizagdo da
molécula (WURZBURG, 1986).
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As caracteristicas dos amidos oxidados sao influenciadas pelas condi¢des da
reagao — tipo e concentragao de agente oxidante, pH, temperatura (SRIROTH et al.,
2002). Em geral, com o aumento da concentragéo de hipoclorito de sédio observa-se
a diminuigdo do peso molecular, da viscosidade intrinseca, da temperatura de
gelatinizagdo e aumento dos radicais carboxila e carbonila que conferem carater
ibnico ao amido oxidado (CHATTOPADHYAY et al., 1997).

Baseado nisso, por possuirem cargas negativas acredita-se que os amidos

oxidados possam reagir com as proteinas do mosto, promovendo sua precipitagao.

Figura 5 Reagao de oxidagcado do amido.
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Fonte: Modificado de Vanier et al. (2017).

3.5.2 Dextrinizagao e esterificagdo com acido citrico

A reacao de dextrinizagdo, também denominada termoconversao, consiste
em aquecer o amido em faixas de temperaturas de 110 a 220 °C na presenga de um
catalisador acido, geralmente o acido cloridrico ou acido sulfurico (KASICA et al.,
2001). Esse processo resulta na hidrélise parcial do polimero e, em alguns casos,
ocorre a repolimerizacdo das macromoleculas poliméricas do amido (Figura 6)
(HUBER; BeMILLER, 2010; WANG et al., 2001). Assim, a dextrinizagéo leva a uma
diminuicdo no peso molecular do amido, resultando em dextrinas com menor
viscosidade e maior solubilidade em agua fria (WURZBURG, 2006).

A dextrinizagdo com acidos orgéanicos conduz a uma reagao de esterificagao
durante a hidrolise do amilaceo (LEE et al., 2018). A reagao de esterificagao € muito
utilizada para introduzir diferentes grupos laterais na molécula de amido (GENG et al.,
2010) alterando suas propriedades térmicas e mecanicas (TEACA et al., 2013).
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Figura 6 Mudancgas estruturais que ocorrem durante a termoconversao do amido em dextrina.
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Assim, as dextrinas tratadas com acido organicos podem ter sua caracteristica
hidrofilica melhorada pela introducdo de uma cadeia lateral com propriedades
hidrofilicas na macromolécula do amido. Em relagdo a quantidade destes grupos
laterais introduzidos na molécula de amido, se classifica em baixo e alto grau de
substituigdo (GS). Segundo Yadav et al. (2007), o GS é definido como o numero de
grupos hidroxilas substituidos por unidade de D-glicose do polimero de amido.

De acordo com Singh et al. (2007), esse tipo de modificagao depende da fonte
botanica do amido e das condigbes reacionais, tais como concentragdo do reagente,
tempo de reagao, pH e presenca de catalisador. Além da esterificagao, também pode
ocorrer reacao de intercruzamento ao utilizar-se de reagentes multifuncionais capazes
de formar ligagdes éster, intra e intermoleculares, nos granulos de amido (LEE et al.,
2018).

Entre os reagentes quimicos que podem ser utilizados na esterificagao de
amidos, os acidos organicos ganham destaque pela facilidade de obtencédo e
seguranga para aplicacbes de grau alimenticio (ZHU, 2015). Estudos recentes
revelam que o 4acido citrico pode ser empregado na esterificagdo do amido
(KAPELKO-ZEBERSKA et al., 2016; MEI et al., 2015; OLSSON et al., 2013; XIE, LIU,
2004; WEPNER et al., 1999; WING, 1996), por meio da substituicdo dos grupos
hidroxilas da macromolécula do amido por grupos carboxilicos do acido (Figura 7). O
acido citrico é tricarboxilico, portanto, a sua reacdo com o amido pode resultar na
formacao de amidos monoésteres e/ou amidos intercruzados (diésteres) (KAPELKO-
ZEBERSKA et al., 2016; XIE,LIU, 2004).



Figura 7 Reagéao de esterificacdo de amido com acido citrico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Os amidos de milho e mandioca foram obtidos pela Amafil Alimentos, Parana,
Brasil; e a fécula de batata da marca Terra Verde adquirida em comércio local. O acido
citrico anidro (CeHsO7 — PA — Dinamica) e todos os outros compostos quimicos
utilizados para modificacdo e analises fisico-quimicas foram preparados e
padronizados com reagentes de grau analitico. Para producdo da cerveja, os
ingredientes foram extrato de malte seco tipo pilsen, lupulo amargor hercules 16,1%
de a-acidos (Barth-Hass Group — Lote:16-209), lupulo aromatico cascade 6,60% de
a-acidos (Barth-Hass Group — Lote: 0664) obtidos de uma microcervejaria local e
levedura Saccharomyces cerevisiae de alta fermentagdo de denominagao comercial

Fermentis Safale S-04 fabricada na Bélgica.

4.2 AMOSTRAS

Para avaliar o efeito da clarificacdo de cerveja utilizando amidos modificados
como substituto da carragena, foram aplicados trés tipos de modificagdes (oxidagao,
dextrinizagdo e modificagdo dupla — oxidagdo seguida de dextrinizagdo), para cada
fonte botéanica, resultando em 9 tratamentos. O cédigo, fonte boténica, tipo de

modificagdo e concentracdes de reagentes estao apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 Apresentacdo das amostras e modificages realizadas.

. . Fonte o Concentracdo
Ensaio Cddigo _ Modificagao Reagente
botanica (%)

AN?2 MiN Milho - - _
AN?2 MaN Mandioca - - -
AN? BaN Batata - - -

1 MiO Milho Oxidagao 6 NaClOP

2 MaO Mandioca Oxidacéao 6 NaClQP

3 BaO Batata Oxidacao 6 NaClQP

4 MiDC Milho Dextrinizacao 10 AC°

5 MaDC Mandioca Dextrinizacao 10 AC°

6 BaDC Batata Dextrinizacao 10 AC¢

7 MiODC Milho  Oxidacdo e Dextrinizagcéo 6; 10 NaClO®P; ACe
8 MaODC Mandioca Oxidacao e Dextrinizagao 6; 10 NaClQb; AC¢
9 BaODC Batata Oxidacao e Dextrinizagcao 6; 10 NaClQb; AC¢

aAmido nativo (sem modificagao); PHipoclorito de sédio; ¢ Acido citrico
Fonte: Autoria propria.

4.3 MODIFICACAO QUIMICA DOS AMIDOS

4.3.1 Oxidagao com Hipoclorito de sédio

A oxidagdo dos amidos nativos foi realizada segundo o método descrito por
Sangseethong et al. (2009), com algumas modificagdes. As amostras foram
duplamente oxidadas. Uma suspensao contendo 40% de sélido foi preparada por
adicdo de 750 g de agua destilada em 500 g de amido nativo (b.s.). O pH foi ajustado
para 8,5 com NaOH 3% (m/v). Adicionou-se hipoclorito de soédio (NaClO) por
gotejamento ao longo de 30 minutos em temperatura ambiente, na concentragao de
3% (m/m) de cloro ativo em relagao a massa de amido, mantendo-se o pH entre 8,5 e
9,0 mediante adigao de HCI 3% (m/v) e NaOH 3% (m/v). Apds adi¢ao de hipoclorito,
a dispersao foi mantida ao mesmo pH por mais 50 minutos sob agitacédo. O pH da
suspensao foi ajustado para 6,5 pela adicdo de HCI 3% (m/v). Para interromper a
oxidagao foi adicionado bissulfito de sédio. O amido foi recuperado por filtracdo a
vacuo, lavado com agua destilada até completa remogao de sais. O amido recém
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oxidado foi novamente suspenso em agua destilada para ser duplamente oxidado.
Repetiu-se as mesmas etapas da primeira oxidagao, inclusive a concentragao de
hipoclorito de sédio (3% (m/m) de cloro ativo em relagdo a massa de amido).
Finalmente, as amostras foram secas a 50°C, moidas até granulometria de 0,25 mm

(60 mesh) e armazenadas em recipientes herméticos.

4.3.2 Dextrinizag&o/ Esterificagdo com Acido citrico

Os amidos de milho, mandioca e batata foram dextrinizados utilizando a
metodologia descrita por Xie e Liu (2004), com modificagdes. O acido citrico (10%
(m/m)) foi dissolvido em 150 mL agua destilada e o pH ajustado para 2,0 com hidroxido
de sodio (NaOH) 40% (m/v). A solugao de acido citrico foi misturada em 300 g de
amido (b.s) a fim de obter uma pasta com 40 % de umidade. Em seguida, a amostra
foi condicionada a temperatura ambiente por 16 horas para distribuigdo uniforme do
acido. O amido foi colocado em estufa com circulacdo de ar forcada a 50 °C para
reducdo da umidade (£ 5%) e em seguida moido para homogeneizagdo da
granulometria. Apds a moagem, as amostras foram submetidas ao tratamento térmico
de 150 °C por 3 horas para dextrinizagao/esterificagao e, em seguida, foram lavadas
com etanol 60% (v/v) (1L/amostra) e parcialmente neutralizadas com solugao de
hidroxido de soédio (NaOH) 3% (m/v) até pH 5,0 . Posteriormente, as amostras foram
filtradas a vacuo, secas em estufa a 50 °C por 24 horas, moidas até granulometria de

0,25 mm (60 mesh) e armazenadas em recipientes herméticos.
4.3.3 Modificagao dupla

Para obter amidos duplamente modificados, os amidos nativos foram
primeiramente oxidados de acordo com o item 4.3.1. Em seguida, os amidos oxidados
foram dextrinizados e esterificados com acido citrico 10% (m/m), conforme o item
4.3.2.

4.4 CARACTERIZAGCAOQ FiSICO-QUIMICA E FUNCIONAL DOS AMIDOS

4.4.1 Determinagéao do teor de carboxilas (% COOH)
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O teor de grupos carboxilas foi determinado pelo método de Smith (1967) com
modificagdes. Os amidos modificados foram dispersos em 250 mL de uma solugao de
HCI 0,1 mol/L e submetidos a agitagdo mecanica por 30 minutos. As dispersdes foram
filtradas e os residuos foram lavados com agua destilada até completa remogéo do
ion cloreto e, em seguida foram secos em estufa a 45°C por 12 horas. Amostras de
3,0 g dos amidos lavados foram dispersos em 100 mL de agua destilada e se
aqueceram as suspensdes em banho de agua fervente com agitagao continua por 15
minutos até a completa gelatinizagdo do amido. As dispersdes foram resfriadas até a
temperatura ambiente e tituladas com solugdo de NaOH 0,075 M até pH 8,3. Como
branco foram utilizadas amostras dos amidos nativos, as quais foram gelatinizadas e
tituladas de maneira analoga aos dos amidos modificados. O teor de grupos carboxilas
foi calculado utilizando a Equagao 1, onde a % COOH corresponde ao percentual de
carboxilas, V7 ao volume (mL) de NaOH gasto para titular a amostra, V>ao volume
(mL) de NaOH para titular o branco, [NaOH] a concentracdo mol/L de NaOH
padronizada, m a massa (g) da amostra (b.s) e 0,045 a massa (g) miliequivalente do

grupo carboxila (-COOH).

(V4 =V,)X[NaOH]x0,045

%COOH = x 100 (1)

4.4.2 Determinacao do percentual de esterificacao (%E) e do grau de substituicao
(GS)

A determinacado %E foi realizada para as amostras que foram submetidas a
tratamento térmico com acido citrico. A analise seguiu o0 método de Smith (1967), com
modificagdes, que se baseia na hidrélise alcalina da ligagado éster. Em ftriplicata,
amostras de 2,0 g de amido (b.s.) foram suspensas em 50 mL de agua destilada e
colocadas em banho térmico a 90°C por 20 minutos. Apds resfriamento a temperatura
ambiente, as dispersdes foram tituladas com solugéo de NaOH 0,1 mol.L" até pH 8,3.
Em seguida, foram acrescentados 10 mL de solugéo padronizada de NaOH 0,5 mol.L-
. O excesso do alcali foi titulado com solugéo padronizada de acido cloridrico (HCI)
0,5 mol.L-". Os valores encontrados para as amostras foram subtraidos dos valores
encontrados para o controle (amidos nativos). O %E representa a massa (g) de grupos
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citrato (HOOC-CH2-C(COOH)(OH)-CH2-COOH) introduzidos em 100 g de amido e foi

determinado pela Equacgéao 2.

_ (Ve=Va) x [HCI] x 0,17513
m

%E

x 100 (2)

Onde, V¢ corresponde ao volume de HCI gasto na titulagéo do controle (mL),
V4 ao volume da titulagdo da amostra, [HCI] a concentragdo padronizada do acido
(mol.L""), m corresponde a massa das amostras em base seca (g), e 0,77573 a massa
milimolar do grupo citrato.

O GS expressa, em base molar, o numero médio de hidroxilas que foram
substituidas em cada unidade de glicose da estrutura do amilaceo e foi determinado

pela Equacéo 3.

GS — 162 X %Ecitrato (3)
(17513,0-(174,13 X %Eitrato))

Na Equacao 3, 162 é referente a massa molar de uma unidade de glicose
anidra; 17513,0 é referente a massa molar do grupo citrato multiplicado por 100;

174,13 é referente a massa molar do grupo citrato menos 1.

4.4.3 Espectroscopia de absorgao na regiao do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

Os espectros foram registrados utilizando espectrémetro de absorcdo na
regiao do infravermelho com transformada de Fourier (Perkin ElImer - modelo Frontier),
em um intervalo de onda de 4000-500 cm-!, com resolugéo de 4 cm™' e 64 varreduras
para cada leitura. As amostras foram previamente secas a 100 °C por 48 horas. Para
obtencéo das pastilhas, foi utilizado 100 mg de brometo de potassio (KBr) de grau
espectroscopico e 1 mg de amostra seca.

4.4 4 Teor de amilose

O teor de amilose foi determinado de acordo com método ISO 6647

(International Organization for Standardization, 1987). Foram preparadas solugbes
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com diferentes propor¢gdes de amilose e amilopectina. Essas solugdes em condigdes
padronizadas foram adicionadas de uma solug¢ao de iodo e a intensidade da cor azul
foi determinada por meio de um espectrofotdmetro em 620 nm. Com esses dados foi
elaborada uma curva padréo relacionando o teor de amilose com absorbancia. As
dispersbes de amidos e dextrinas foram adicionadas solugao de iodo e os valores da
absorbancia determinados, que por meio de curva padrao determinou-se o teor de
amilose. Para a realizagdo da analise todas as amostras foram previamente
desengorduradas utilizando extrator Soxhlet e metanol 90% (v/v) durante 24 horas,
segundo Chrastil (1987).

4.4.5 Viscosidade intrinseca

A viscosidade intrinseca foi determinada segundo metodologia descrita por
Zhang et al (2015), usando viscosimetro Cannon-Fenske n° 50, mantido em banho de
agua ajustado a 25 °C. Nestas condi¢des, determinou-se o tempo de fluxo (em
segundos) das amostras diluidas (0,1 g.100 mL") e do solvente dimetilsulfoxido de
sédio (DMSO) 100% (v/v). A viscosidade intrinseca foi calculada pela equacao de

Solomon e Ciuta (1962) com base em um unico ponto, conforme Equagao 4.

Nin = (%) X /2(77519 - T]nR) (4)

Onde, nin corresponde a viscosidade intrinseca (dL.g™"), ¢ a concentragéo da
solugdo (g.dL"), nsp a viscosidade especifica (dL.g™") e nnr corresponde a viscosidade

relativa (dL.g™").
4.4.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia dos granulos de amido foi determinada em microscoépio
eletrénico de varredura (Hitachi, TM 3000 Hitachi Tabletop Microscope, Tokyo) da
Central de Analises da UTFPR campus de Pato Branco. O potencial de aceleragao foi
de 15 kV e a observacgao foi feita em amostras de amidos depositadas na superficie

de uma fita adesiva de dupla face, com ampliacdo de 1000x.
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4.4.7 Poder de inchamento e solubilidade

O poder de inchamento e a solubilidade dos amidos nativos e modificados
foram determinados como descrito por Leach, McCowen e Schoch (1959). Uma
suspensao de amido foi preparada misturando 1,0 g de amido em 40 mL de agua
destilada em tubos de centrifuga, previamente tarados. A suspenséao foi agitada e
levada em banho térmico, com agitacdo, por 30 minutos a temperatura de 25°C e de
60°C. Os tubos foram retirados do banho, resfriados a temperatura ambiente e
centrifugados por 10 minutos acima de 4000 g.

O sobrenadante foi seco em estufa a 105 °C por 24 horas, para determinagao
da massa de amido soluvel (M1) e os tubos contendo os granulos de amido
intumescidos foram pesados para determinar a massa final intumescida (M2) e calcular
o poder de inchamento dos granulos de amido.

A solubilidade foi calculada pela relagdo da massa de amido soluvel e a massa

inicial de amido (Mi) em base seca pela Equagéo 5.
Solubilidade(%) = f\j— X 100 (5)

O poder de inchamento, expresso em g.g™!, foi obtido pela Equacgao 6:

Poder de inchamento(g.g~1!) = (MMZM 3 (6)
i~V

4.4.8 Difratometria de raios X (DRX) e cristalinidade relativa (CR)

As amostras foram previamente acondicionadas em dessecador contendo
solugdo saturada de BaClz (25°C, aw = 0,9) durante 10 dias para equilibrio das
umidades. Os difratogramas foram obtidos utilizando uma unidade Rigaku MiniFlex
600 (Tokyo, Japan) da Central de Analises da UTFPR campus Pato Branco, com
radiagdo de Cu, velocidade de varredura de 5°.min-!, voltagem de 30 kV e corrente de
10 mA, sob angulo 26 variando de 5 a 40°. A cristalinidade relativa foi calculada com
base na relagdo entre a area dos picos e a area total dos difratogramas, conforme

metodologia descrita por Nara e Komiya (1983).
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4.4.9 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A analise térmica das amostras foi realizada utilizando um calorimetro
diferencial de varredura da Central de Analises da UTFPR campus Pato Branco (TA
Instruments, modelo DSC Q-20). As amostras foram pesadas em recipientes de
aluminio e adicionadas de agua destilada na proporgdo amido: agua de 1: 3. Uma
panela de aluminio vazia foi usada como referéncia. Os recipientes foram selados e
equilibrados a temperatura ambiente por 2 h. A varredura foi realizada de 30 a 110°C
a uma taxa de aquecimento de 5°C.min", sob atmosfera de nitrogénio, com fluxo de
80 mL.min"", segundo metodologia proposta por Lawal (2004), com algumas
modificagdes. Com base nos termogramas foram obtidos os seguintes valores:
temperatura de inicio (Ti), temperatura de pico (Tp), temperatura final (Tf) e variagao

de entalpia de gelatinizagao (AHgel).

4.4.10 Propriedades de pasta (RVA)

As propriedades de pasta das amostras foram avaliadas segundo a
metodologia modificada de Machado et al. (2010) em equipamento Rapid Visco
Analyser (RVA) do Laboratério de Cereais, Raizes e Tubérculos da Faculdade de
Engenharia de Alimentos - Unicamp. As amostras foram pesadas com base em 14%
de umidade e misturadas em agua destilada de forma a ter suspensbes com
concentragédo de 10% (m/m). As solugdes foram aquecidas de 50°C até 95°C, e em
seguida resfriados até 50°C sob agitacggo de 160 rpm. Os parametros
viscoamilograficos avaliados foram: temperatura de formagédo de pasta (TP);
viscosidade de pico (VP) ou viscosidade maxima, viscosidade de quebra (VQ) ou
breakdown (diferenga entre a viscosidade maxima e a viscosidade minima), tendéncia
a retrogradacédo (TR) ou setback (diferenga entre a viscosidade final e a viscosidade

minima) e viscosidade final (VF).

4.5 PRODUGAO DAS CERVEJAS

4.5.1 Preparo das amostras
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Inicialmente para a produgao das cervejas, todos os utensilios utilizados foram
sanitizados com alcool 70° GL e solugao de acido peracético 15%, com o objetivo de
prevenir qualquer tipo de contaminacao.

O tipo de cerveja avaliada foi uma cerveja de alta fermentagéo estilo Pale Ale.

Foram produzidas nove formulagdes de cerveja empregando os amidos
modificados (Tabela 1) como agentes clarificantes. Paralelamente, foram fabricadas
duas formulagcbes como parametro comparativo: uma que utilizou o clarificante
carragena (CA) e outra que nado teve adicdo de nenhum tipo de clarificante

denominada "Controle” (CO).

4.5.2 Fabricagao das cervejas

Para facilitar, agilizar e obter melhor homogeneizagao das cervejas fabricadas
utilizou-se extrato de malte no processo de produgao que dispensa as etapas iniciais
de moagem do malte, mosturagao e filtracdo do mosto (Figura 1).

Inicialmente, o extrato de malte foi acrescido de agua com pH 5,10
previamente regulado. A quantidade de agua adicionada foi calculada de modo a obter
para todas as formulacbes um teor de acgucar equivalente a 12,0 °Brix, que
corresponde a uma densidade original de 1,048 g/mL.

A etapa de fervura da mistura extrato de malte, agua e lupulo amargor (0,9
g/L) foi realizada em um erlenmeyer equipado com um condensador de refluxo
(LEATHER; WARD, 1995) para minimizar perdas por evaporagdo e assim, obter
homogeneizagao dos mostos em relagdo a quantidade de sélidos soluveis. Apds 45
minutos de fervura, adicionou-se o lupulo aromatico (0,7 g/L) e o agente clarificante
(na dosagem de 100 mg/L para os amidos modificados e 50 mg/L para a carragena)
e ferveu por mais 15 minutos.

Em seguida, o mosto foi transferido para um recipiente cilindrico, agitado de
forma circular (turbilhonamento) e uma aliquota foi retirada (mosto quente). A amostra
ficou em repouso por 30 minutos para a sedimentagcédo das proteinas (hot break) e,
apos, o sobrenadante foi separado por processo de sifonacéo, diretamente para o
recipiente fermentador. Resfriou-se 0 mosto a temperatura de 25°C e se adicionou a
levedura previamente hidratada (1,15 g de levedura seca/lL). A fermentagéo ocorreu

por 7 dias a 22- 23°C e a maturacgao por 14 dias a 10°C.
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4.6 AVALIACAO DA CLARIFICAGAO

Para avaliar o potencial dos amidos modificados na precipitagao de proteinas
e compostos fendlicos e, consequentemente, na clarificacdo do mosto, foram
coletadas aliquotas de cada ensaio em pontos especificos do processo e, as mesmas
foram submetidas a analises. Os pontos selecionados para avaliagao foram:
e Mosto Quente: amostra coletada ao fim da fervura e adi¢gao do clarificante.
e Mosto Frio: amostra coletada da superficie do mosto quente e armazenada
a 10°C por 24 horas.
e Final da Fermentag&o: amostra coletada apds 7 (sete) dias de fermentacao
(22 - 23°C).
e Meia Maturacédo: amostra coletada apds 7 (sete) dias em temperatura de
10°C
e Final da Maturagdo: amostra coletada apds 14 (catorze) dias do final da

fermentacao.

4.6.1 Quantificagao de proteinas pelo método de Bradford

A concentracado de proteinas em suspensao no mosto foi quantificada pelo
meétodo de Bradford (1976). O meio foi constituido por 50 uL da amostra acrescidos
de 2500 pL do reagente Comassie e a leitura realizada em espectrofotémetro (modelo
600 Plus, Femto) a 595 nm apdés 10 minutos de incubacéo. O fator de correcao foi
determinado usando uma curva experimental da albumina de soro bovino como
padrao (y = 0,016x + 0,121 ; R>=0,995).

4.6.2 Determinagao de compostos fendlicos totais

O indice de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico desenvolvido por Folin-Ciocalteu segundo metodologia de
Singleton e Rossi (1965) com algumas modificagées. Foram pipetados 100 uL da
amostra, 3000 uL de agua destilada, e 250 uL de Folin-Ciocalteu. Apds 3 minutos de
repouso, adicionou-se 2,0 mL de solugao de carbonato de sédio (Na2COs3) 7,5%. As

solugdes foram incubadas ao abrigo da luz por 30 minutos em banho-maria a 37°C
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para completa reagao. A seguir, a absorbancia foi lida a 765 nm em espectrofotdmetro
(modelo 600 Plus, Femto) previamente calibrado contra o branco. Os teores de
compostos fendlicos totais foram determinados por interpolacdo da absorbancia das
amostras contra uma curva de calibragdo construida com padrdes de acido galico (y=
0,002x + 0,022 ; R?= 0,997) e expressos em miligramas de equivalente de acido galico
por litro (mg EAG.L").

4.6.3 Claridade

A claridade das cervejas pode ser avaliada através da diminuicdo da
absorbancia, relacionada com menor numero de particulas em suspenséo (DALE et
al., 1995). Assim, coletou-se aliquota da superficie das amostras e se mediu a
absorbancia a um comprimento de onda de 600 nm utilizando espectrofotdmetro
(modelo 600 Plus, Femto) (BRIGGS et al., 2004).

4.7 ANALISE ESTATISTICA
Os resultados experimentais foram analisados estatisticamente por ANOVA

(analise de variancia) ao nivel de 5% de significancia e a comparagao entre as meédias

por Teste de Tukey, utilizando o software Statistica 7.0 (Statsoft Inc., USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGCAO FiSICO-QUIMICA E FUNCIONAL DOS AMIDOS

5.1.1 Determinacgéao do teor de carboxilas (%COOH)

Na Tabela 2 sdo mostrados os valores do teor de carboxilas (%9COOH), do

percentual de esterificacao (%E) e grau de substituicdo (GS) dos amidos modificados.

Tabela 2 Teor de grupos carboxilicos (%COOH), percentual de esterificagdo (%E) e grau de
substituicdo (GS) dos amidos modificados.

Amostra %COOH %E GS
MiO 0,98 £ 0,00 - -
MiDC 2,75 +0,01¢ 6,61 £ 0,06° 0,065 + 0,001°
MiODC 2,45 £ 0,00 7,37+ 0,062 0,074+ 0,0012
MaO 1,24 £ 0,01h - -
MaDC 2,89 + 0.00° 5,98 + 0,02°¢ 0,059 + 0,000¢
MaODC 2,59 +0,01¢ 7,31+ 0,042 0,073+ 0,0012
BaO 1,29 + 0,009 - -
BaDC 2,93+ 0,012 4,01 £ 0,02¢ 0,039 + 0,000¢
BaODC 2,68 + 0,019 4,70 + 0,044 0,046 + 0,001¢

*valores apresentam a média = desvio padrao; médias seguidas por letras mindsculas iguais, na mesma
coluna, néo diferem significativamente entre si ao nivel de 5% (Tukey).
Fonte: Autoria prépria.

Na reacdo de oxidagao os grupos hidroxilas das moléculas de amido sao
oxidados a grupos carbonila e grupos carboxila (RICHARDSON; GORTON, 2003;
ABDEL-HAFIZ, 1995). Quando se usa o hipoclorito de sédio como agente oxidante a
formacgao de grupos carboxilas é favorecida (WURZBURG, 1986). Sangseethong et
al. (2010) oxidaram amido de mandioca com 3% (m/m) de cloro ativo e tempo
reacional de 120 min. e obtiveram um teor de carboxila de aproximadamente 0,62%,
corroborando com o percentual de carboxila obtido neste estudo para o amido de
mandioca (1,24%) duplamente oxidado sob as mesmas condi¢des. O amido de milho
oxidado foi o que apresentou menor valor (0,98%) e o de batata o maior (1,29%).

Todos foram estatisticamente diferentes entre si, mostrando que a extensdo da
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oxidacdo depende da origem do amido e, que amidos de tuberosas sao mais
propensos a esse tipo de reacdo do que os amidos de cereais (FORSSELL et al.,
1995).

Kuakpetoon e Wang (2001) investigaram o efeito de diferentes fontes
botanicas nas propriedades de amidos oxidados. A oxidagdo com 2% (m/m) de
hipoclorito de sodio resultou em amido de batata com maior conteudo de carboxila
(0,39%) comparado ao de milho (0,14%) e de arroz (0,24%). Esses resultados
concordam com os da Tabela 2, uma vez que o percentual de carboxilas de amidos
oxidados aumenta conforme o aumento da concentragdao de NaOCI (HEBEISH et al.,
1989; PREY; SIKLOSSY, 1971; MELLIES et al., 1960).

O acido citrico pode reagir com os grupos hidroxilas disponiveis nas unidades
a-D-glicopiranosil do amido (XIE; LIU, 2004). Possiveis estruturas de ésteres
formados entre o acido citrico e o polimero de amido sao discutidas em detalhes por
Bleier e Klaushofer (1983). A reacao de esterificacdo pode resultar em mono-, di-, e
tri-ésteres. Di-ésteres podem ser formados tanto intramolecularmente dentro da
mesma molécula de polimero ou intermolecularmente entre duas moléculas de
polimero, esta ultima é denominada de intercruzamento, ligagdo cruzada ou cross-
linking. Para a diesterificagcao intramolecular, a formacdo de um diéster dentro da
mesma molécula de polimero é estericamente possivel, mas isso ndo leva a liga¢des
cruzadas. A ocorréncia de tri-ésteres € duvidosa (BLEIER;KLAUSHOFER, 1983).

Caldwell (1949) e Wurzburg (1960) relatam reag¢des simultdneas de
esterificacao e intercruzamento do amido com acido citrico anidro em pH variando de
7-11 a temperatura ambiente e elevadas temperaturas. Com o objetivo de obter
produtos biodegradaveis com alta capacidade de troca i6nica, Wing (1996) aprimorou
a reagao termoquimica entre amido e acido citrico (20-100% (m/m)) minimizando o
intercruzamento e maximizando a monoesterificagdo e, consequentemente, o
conteudo de carboxilas livres.

Para aplicar amidos modificados como agentes clarificadores em cervejas é
interessante obter também produtos com caracteristicas anibnicas para que tenham
comportamento similar ao atual clarificante comercial goma carragena. Assim,
baseando-se nas condi¢cdes otimizadas por Wing (1996), obteve-se um teor de
carboxilas de 2,93% para o amido de batata esterificado com acido citrico, seguido
dos amidos de mandioca (2,89%) e de milho (2,75%), que foram coerentes com os

resultados obtidos pelo autor.
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Frente a esses resultados obtidos para os amidos oxidados e os esterificados
com acido citrico, propbs-se realizar uma dupla modificagdo combinando-se a reagao
de oxidacdo seguida da esterificagdo, esperando-se um teor de carboxilas ainda
maior. No entanto, observa-se, para os amidos duplamente modificados, uma
diminuicdo do %COOH em relacdo as dextrinas esterificadas (Tabela 2) sendo
provavel a ocorréncia de uma diesterificacdo. Entretanto, ainda nao é possivel afirmar
se trata de uma reacao de intercruzamento entre acido citrico e amido. Como a
oxidagdo de amidos com hipoclorito de sodio acontece, principalmente na regido
amorfa do granulo de amido (KUAKPETOON; WANG, 2008), outra hipétese a ser
considerada é que essa regido dos amidos oxidados se tornou mais suscetivel a
hidrolise do amido durante a dextrinizagdo gerando fragmentos menores, passiveis

de serem lixiviados da matriz de amido durante a lavagem com etanol 60% (v/v).

5.1.2 Determinacgéao do percentual de esterificagao (%E) e do grau de substituicao(GS)

O percentual de esterificacdo, mostrado na Tabela 2, variou de 4,01 a 6,61%
para os amidos dextrinizados com acido citrico e de 4,70 a 7,37% para os amidos
oxidados e dextrinizados, indicando que houve esterificagdo do amido (Figura 7) em
ambas modificagdes. Como consequéncia da variagdo nos percentuais de
esterificacdo, o grau de substituicdo variou de 0,039 a 0,065 para os amidos
esterificados e, de 0,046 a 0,074 para os amidos duplamente modificados.

Nota-se que a modificagao dupla aumentou o percentual de esterificagdo em
todas as fontes botanicas avaliadas e que a reagdo de oxidagao favoreceu
significativamente (p<0,05) a esterificacdo das mesmas. Além de oxidar grupos
hidroxilas das moléculas de amido a grupos carbonilas e carboxilas, a oxidagao
também ocasiona o rompimento das liga¢gdes a-1,4-D-glucana causando a
despolimerizagdo da molécula (WURZBURG, 1986), que resulta em cadeias mais
curtas e, consequentemente, expde mais grupos hidroxilas das cadeias de amido,
facilitando assim a esterificagdo pelo acido citrico (LEE et al., 2018).

Mehbook et al. (2015) investigaram o efeito da modificagao dupla via hidrélise
acida com acido cloridrico (0,1; 0,5; 1,0 M) seguido de succinilagao (anidrido succinico
4% (m/m)) em amidos de sorgo branco (Sorghum bicolor). Os autores obtiveram maior

GS para o amido duplamente modificado com 1,0 M de HCI devido ao aumento da
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area superficial dos granulos apds hidrolise excessiva provocada pelo acido e,
consequente, despolimerizagado do amido.

A diferenga na substituicdo quimica entre os diversos tipos de amidos é devido
as variagdes do empacotamento de amilose na regido amorfa bem como da
distribuicdo de amilose e amilopectina dentro do granulo (MBOUGUENG et al., 2012).
Comparando-se o grau de substituicdo obtido entre as diferentes fontes botanicas
(Tabela 2), observa-se que o amido de batata em ambas as modificagdes apresentou
o menor percentual de esterificacdo em relacdo aos de mandioca e milho. E possivel
que a monoesterificagdo tenha sido favorecida para o amido de batata, ja que
apresentou também o maior teor de carboxilas livres, e assim, € de se esperar que

tenha um melhor comportamento na clarificagéo de cerveja.

5.1.3 Espectroscopia de absorg¢ao na regiao do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia de FTIR foi empregada com o objetivo de observar
diferengas estruturais nas amostras de amidos apds processo de termoconversao na
presenca de acido citrico. Os espectros de infravermelho dos amidos nativos e dos
amidos modificados sao mostrados na Figura 8. Todas as amostras apresentaram
picos de absorgéo caracteristicos proximos as regides 1016, 1080, 1158, 1646, 2933
e 3390 cm'. A regido de 3390 cm-" corresponde a vibragédo dos grupos hidroxilas O-
H (DIOP et al., 2011). Os picos em 2933 cm™ e 1646 cm' sdo atribuidos a vibragdo
de alongamento C-H da molécula de amido e a agua (H20) fortemente ligada no
amido, respectivamente. O pico localizado em 1158 cm™' refere-se a vibragcdo de
alongamento de C-O-C. Os picos em 1080 cm' e 1017cm™! referem-se a posicéo de
alongamento da ligagao C-O (ZUO et al., 2013; DIOP et al., 2011).

Os amidos nativos e oxidados nao apresentaram bandas de grupos funcionais
adicionais, enquanto que nas amostras submetidas a dextrinizacdo com acido citrico
foi observada a presenga de uma nova banda de absor¢gdo em 1738-1740 cm™' que é
atribuida ao alongamento da carbonila (C=0) do grupo éster (DIOP et al., 2011; XU et
al., 2004; JAYAKUMAR et al., 2000), sugerindo que houve a esterificagdo das
amostras tratadas com o referido acido organico. Zuo et al. (2013) modificaram amido
de milho com anidrido maleico e confirmaram a esterificagdo ao observaram o

aparecimento de uma banda de absorgdo em 1720 cm-! que os autores atribuiram ao
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alongamento éster C=0. Outros estudos também relatam a presenca dessa banda em
dextrina de milho esterificada com anidrido octenilsuccinico (LEI et al., 2014) e em

amido de mandioca esterificado com acido citrico (MEI et al., 2015).
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Figura 8 Espectros no FTIR dos amidos de milho, mandioca e batata nativos (MiN, MaN, BaN) e dos
seus respectivos amidos modificados: oxidados com hipoclorito de soédio (MiO, MaO, BaO),
dextrinizados com acido citrico (MiDC, MaDC, BaDC) e duplamente modificados por oxidagéo e
dextrinizacao (MiODC, MaODC, BaODC).
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5.1.4 Teor de amilose

A determinacdo do teor de amilose € um importante parédmetro na
caracterizagdao de amido, considerando que a sua cOmposiGdo e organizagao
macromolecular estdo diretamente relacionadas a sua funcionalidade (PERONI et al.,
2006; GERARD et al. 2001). A Tabela 3 apresenta os resultados encontrados na
determinacdo do teor de amilose dos amidos nativos e seus respectivos amidos
modificados.

Os amidos nativos de mandioca, milho e batata apresentaram 20,66; 23,86 e
25,22 % de amilose, respectivamente. De acordo com Rolland-Sabaté et al. (2012) os
teores de amilose em amidos dependem da fonte boténica e da variedade genotipica.
Sandhu e Singh (2007) encontraram de 16,9 a 21,3 % de amilose em diferentes
variedades de amido de milho, valores estes que foram inferiores ao reportado por
Weber et al. (2009) que encontraram valores entre 25-28 %. Resultado semelhante
ao do amido de mandioca foi relatado por Franco et al. (2010) que encontraram
20,47%; e coeréncia ao teor de amilose para o amido de batata foi reportado por Kim
et al. (1995) e Wiesenbom et al. (1994) que obtiveram valores entre 23 a 31%.

As modificagdes quimicas dos amidos promoveram uma reducao do teor de
amilose em todas as fontes botanicas estudadas. Para as amostras dextrinizadas com
acido citrico, notou-se (Tabela 3) uma diminui¢do do conteudo de amilose comparado
aos dos respectivos amidos nativos, indicando que houve a degradacédo das
macromoléculas durante o processo de dextrinizagcdo. A hidrolise catalisada em meio
acido ocorre, principalmente, na regido amorfa dos granulos de amido devido a maior
acessibilidade ocasionada pela predominancia da molécula de amilose nesta regiao
(NADIHA et al., 2010; SANDHU et al., 2008; ATICHOKUDOMCHAI et al., 2000;
KAINUMA; FRENCH, 1971). Assim, acredita-se que as cadeias de amilose sao
hidrolisadas a tamanhos menores, dificultando sua complexacdo com o iodo, o que
justifica a redugdo encontrada nos teores de amilose apés o processo de
termoconversdo em meio acido.

Durante a reacdo de oxidacdo dos grupos hidroxilas de amido a grupos
carbonilas e/ou carboxilas ocorre concomitantemente uma degradagéo das moléculas
do polimero pela quebra das ligagdes a-1,4 glicosidicas (WURZBURG, 1986). Sabe-

se que a oxidagao ocorre principalmente nas regides amorfas dos granulos de amido;
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e sendo a cadeia linear de amilose depositada sobretudo nessas regides, a amilose &
mais susceptivel a oxidagdo e despolimerizacdo (KUAKPETOON; WANG, 2006;
WANG, 2003). Diante disso, observa-se que as amostras de milho, mandioca e batata
oxidadas foram realmente degradadas, com redugdes do teor de amilose de 11,21,
12,91 e 13,70%, respectivamente, em relagédo aos seus amidos nativos. Segundo
Kuakpetoon e Wang (2001), amidos de tubérculos sdo mais facilmente oxidados que
amidos de cereais, 0 que esta coerente com os resultados do presente estudo.
Hizukuri et al. (1981) também obtiveram maior despolimerizagédo do amido de batata
comparado aos amidos de milho e de arroz.

Ao analisar os resultados da Tabela 3, verifica-se ainda que os amidos
oxidados e dextrinizados (MiODC, MaODC e BaODC) foram os que apresentaram
maior redugao do teor de amilose, indicando que a modificacdo dupla conduz a uma

maior degradag¢ao das macromoléculas de amido.

Tabela 3 Teor de amilose e viscosidade intrinseca dos amidos modificados e seus respectivos amidos
nativos.

Amostra Teor de amilose (%) Viscosidade intrinseca (dL.g™")
MiN 23,86 + 0,81 2,35+ 0,01°
MiO 12,65 + 0,33" 1,08 £ 0,01°

MiDC 15,38 + 0,674 0,37 £ 0,01k

MiODC 7,26 £ 0,18 0,60 + 0,01
MaN 20,66 + 0,46° 3,565+0,01°
MaO 7,75+ 0,30 0,84 + 0,01

MaDC 13,18 + 0,349" 0,36 + 0,01k

MaODC 5,04 £ 0,07 0,67 + 0,00
BaN 25,22 + 0,432 8,89 £ 0,012
BaO 11,52 £ 0,10¢ 1,53 + 0,00¢

BaDC 14,01 £ 0,179 0,14 £ 0,00/

BaODC 7,08 + 0,09’ 0,69 + 0,009

*valores apresentam a média + desvio padrao; médias seguidas por letras minusculas iguais, na
mesma coluna, nao diferem significativamente entre si ao nivel de 5% (Tukey).
Fonte: Autoria propria.

5.1.5 Viscosidade intrinseca
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A viscosidade intrinseca (n;,,) € uma propriedade fisica que mede a friccdo
interna ou a resisténcia ao escoamento de moléculas poliméricas em dispersoes
diluidas (LEACH, 1963). Por estar intimamente relacionada ao peso molecular dos
polimeros, a viscosidade intrinseca vem sendo utilizada como um excelente critério
na investigagdo dos efeitos do processo de modificagdo sobre a degradacdo da
molécula de amido (PIETRZYK et al., 2014).

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos para a viscosidade intrinseca dos
amidos de milho, mandioca e batata nativos e modificados. Os valores de viscosidade
intrinseca encontrados para os amidos nativos de milho, mandioca e batata
apresentaram diferengas aos reportados na literatura. Plata-Oviedo e Camargo (1999)
encontraram 2,57 dL.g-! para o amido nativo de mandioca. Enquanto que Cunningham
(1996) encontrou 2,43 dL.g™" para o amido de milho nativo e Pietrzyk et al. (2018)
obtiveram 2,50 dL.g"' para o de batata nativa. As diferengas nos valores da
viscosidade intrinseca dos amidos nativos podem estar relacionadas as metodologias
de analise, bem como as variedades genotipicas dentro de uma mesma espécie
botanica (CEREDA, 2002) que diferem quanto ao tamanho e a configuragao molecular
dos granulos de amido (AHMAD et al., 1999).

Nota-se que, em todas as modificacbes, as amostras apresentaram
viscosidade intrinseca significativamente inferior aos respectivos amidos nativos,
indicando que houve degradagdao molecular. Durante o processo de oxidagao ocorre
a despolimerizagao das cadeias de amido, resultando na reducédo do peso molecular
das moléculas. Diminui¢cao da viscosidade intrinseca de amidos oxidados também foi
reportado por Martinez-Bustos et al. (2007) ao oxidarem amidos de mandioca e de
batata com acidos orgéanicos. Os resultados dessa pesquisa sugerem que o amido de
batata foi mais susceptivel a degradacédo oxidativa observando maior queda da
viscosidade intrinseca.

Os amidos dextrinizados com 4&cido citrico (MiDC, MaDC, BaDC)
apresentaram diminuicdes nos valores de viscosidade intrinseca mais acentuados do
que os obtidos para as amostras oxidadas (MiO, MaO, BaO). Essa redugao ocorreu
devido a hidrélise das macromoléculas ocasionada pela termoconversao do amido na
presenga de acido citrico. Resultado semelhante foi obtido por Shi et al. (2007) ao
obterem amidos termoplasticos com uma mistura de glicerol e acido citrico. Hirashima
et al. (2004) investigaram os efeitos do acido citrico na viscosidade intrinseca de

amidos de milho e reportaram que ocorreu uma diminuigdo de 1,80 para 1,00 dL.g™".
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Outros autores também relataram efeitos similares apés a modificagdo de amidos com
acidos organicos (MAJZOOBI; BEPARVA, 2014; PLATA-OVIEDO; CAMARGO,
1999).

Diante disso, esperava-se que ao dextrinizar os amidos oxidados com acido
citrico resultaria em valores de viscosidade intrinseca ainda menores. Entretanto,
verifica-se que ocorreu um aumento comparado as amostras dextrinizadas, para todas
as fontes boténicas estudadas. Esse fato sugere uma possivel reagcdo de
intercruzamento entre o amido e o acido citrico nas amostras MiODC, MaODC e
BaODC, originando moléculas com geometria mais complexa que dificultam o fluxo

de escoamento do solvente e conduzem o aumento na viscosidade intrinseca.

5.1.6 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A modificagcdo de amidos envolve fendmenos fisicos e quimicos que podem
alterar a superficie de contato dos granulos de amidos e, nestes casos, a microscopia
desempenha um papel importante na compreensédo das diferengcas na morfologia
granular dos amidos modificados (SINGH et al., 2007). Neste sentido, a microscopia
foi utilizada para avaliar os efeitos da dextrinizacdo e da oxidagao sobre a morfologia
dos granulos dos amidos. As Figura 9, 10 e Figura 11 apresentam, respectivamente,
as micrografias dos granulos de amidos de milho, mandioca e batata (nativos e
modificados), nas ampliagdes 1000x.

O formato dos amidos nativos observadas neste estudo foi semelhante ao
descrito em outros estudos. Os granulos de amido de milho nativo apresentaram
formas poliédricas e arredondadas (WEBER et al., 2009). Os amidos de mandioca
apresentaram formato circular e alguns céncavo-convexos com superficies lisas
(BREUNINGER et al., 2009) e os de batata predominaram formas lisas e ovais
(LIZARAZO et al., 2015).

Observou-se uma exo-erosdo nas superficies dos granulos nos tratamento
de dextrinizagcdo e oxidagao-dextrinizacdo, o que indica que a dextrinizacido foi a
responsavel pera erosao da superficie dos granulos. Além disso, a intensidade da exo-
erosao é bem evidente no amido de batata, enquanto que nos amidos de milho e de
mandioca é leve. Entretanto, Xie et al. (2006) verificaram mudangas na morfologia dos
granulos de amido de milho normal tratados com acido citrico. Esses autores relatam

ainda que em amidos de milho com alto teor de amilose ocorreu reagdo de
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intercruzamento, o que preservou a estrutura granular. Isso mostra que possivelmente
os amidos de milho e de mandioca dextrinizados tenderam a reacado de
intercruzamento, mantendo-os mais integros quando comparados aos de batata.
Ainda, Naknaen et al. (2017) relatam que modificagbes nas morfologias dos granulos
de amidos dependem da arquitetura e fragilidade granular de cada fonte botanica.

A reacdo de oxidagdo nao resultou em mudangas significativas nas
morfologias dos granulos. Segundo Fonseca et al. (2015), a oxidagdo nao afetou a
forma dos granulos de amido de batata. No entanto, outros autores mostraram que a
oxidagao afeta a morfologia do granulo com a presenca de poros na superficie
(KUAKPETOON;WANG, 2008).

Figura 9 Micrografias dos granulos do amido de milho nativo (a) e dos seus respectivos amidos
modificados: (b) Oxidado, (c) Dextrinizado com acido citrico, (d) Oxidado e Dextrinizado. Magnificagéo
de 1000X.

UTFPR [ 10Gum  UTFPR [ 100 um

Fonte: Autoria propria.
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Figura 10 Micrografias dos granulos do amido de mandioca nativa (a) e dos seus respectivos amidos
modificados: (b) Oxidado, (c) Dextrinizado com &acido citrico, (d) Oxidado e Dextrinizado. Magnificagao
de 1000X.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 11 Micrografias dos granulos do amido de batata nativa (a) e dos seus respectivos amidos
modificados: (b) Oxidado, (c) Dextrinizado com acido citrico, (d) Oxidado e Dextrinizado. Magnificagdo
de 1000X.

100 uwm LTFPR

Fonte: Autoria propria.
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5.1.7 Poder de inchamento e solubilidade

A Tabela 4 mostra o poder de inchamento e a solubilidade a 25 e 60°C dos
amidos nativos e modificados. Para todos os amidos, o poder de inchamento e a
solubilidade aumentaram com o aumento da temperatura. O poder de inchamento
mede a capacidade de hidratagcdo dos granulos. Quando o granulo de amido é
aquecido em excesso de agua, sua estrutura cristalina é rompida, devido a quebra
das ligagdes de hidrogénio, e as moléculas de agua interagem com as hidroxilas da
amilose e da amilopectina. Essa interagao causa o inchamento dos granulos e parcial
solubilizagdo (HOOVER, 2001). Quanto maior a temperatura, maior mobilidade das
moléculas dentro do granulo e consequentemente maior penetracdo de agua,
facilitando o inchamento.

Observa-se que o tratamento do amido com acido citrico aumenta,
significativamente, os valores de poder de inchamento e solubilidade. Tal aumento
pode ser atribuido a fragmentagdo do granulo e despolimerizagdo da estrutura
amilacea, bem como ao aumento da caracteristica hidrofilica que ocorre apds a
dextrinizacao/esterificagcdo com acido citrico. Geralmente, hidrolisados de amido de
cadeia curta e menor peso molecular, como as dextrinas, apresentam maior
solubilidade (SARIFUDIN; ASSIRY, 2014; HARPER 1992). Alta solubilidade de
amidos dextrinizados com acido tartarico foi obtido por Chin et al. (2012). Garcia-
Tejeda et al. (2014) e Murua-Pagola et al. (2009) também verificaram um aumento no
poder de inchamento e na solubilidade apés esterificacdo de amidos de milho com
anidrido acético e anidrido octenilsuccinico, respectivamente.

Dentre os amidos oxidados com hipoclorito de sédio, também se verifica
aumento do poder de inchamento e da solubilidade em relagdo aos amidos nativos,
independentemente da fonte botanica. Resultado semelhante foi obtido por Naknaen
et al. (2017) ao oxidarem amidos de semente de jaca com altas concentracdes de
NaClO 4-5%. Esse aumento pode ser atribuido a grupos carboxilas introduzidos na
oxidacdo. Acredita-se que a repulsao entre grupos carboxilas de cadeias adjacentes
contribui para o aumento da hidratagado, elevando o poder inchamento (LAWAL,;
ADEBOWALE, 2005; LAWAL, 2004). O aumento na solubilidade apés a oxidagao foi
devido a desintegracao e enfraquecimento estrutural do granulo de amido (CHONG et
al.,, 2013). Lawal e Adebowale (2005) também descobriram que o aumento na

solubilidade era provavelmente influenciado pela lixiviagao das regides amorfas dos
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granulos de amido. A despolimerizagao de cadeias de amido, particularmente em
concentracdes mais altas de cloro ativo, causou um aumento na solubilidade.

Os perfis de inchamento e de solubilidade indicam a organizagéo e as forgas
de ligagédo no interior do granulo de amido, onde menores valores sugerem maior
organizacao intra-granular (NWOKOCHA et al., 2009). Todas as amostras duplamente
modificadas (MiODC, MaODC, BaODC) exibiram menores poder de inchamento e
solubilidade em relacdo as dextrinas (MiDC, MaDC, BaDC). Suspeita-se que nestas
amostras tenha ocorrido uma reacao de intercruzamento entre o acido citrico e as
hidroxilas do amido. E bem conhecido que o intercruzamento reforca a ligacdo entre
as moléculas de amido, causando um aumento na resisténcia dos granulos ao inchago
e a diminuigdo da solubilidade (LIU et al., 2014; SINGH et al., 2007) uma vez que
reduz a mobilidade das moléculas do amido atenuando sua interagcdo com agua
(CHIU; SOLAREK, 2009; SINGH et al., 2007).

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Mei et al. (2015) ao
intercruzarem amido de mandioca com acido citrico em diferentes concentrag¢des (10,
20, 30 e 40% em relagdo ao amido) observaram diminuigdo no poder de inchamento
e solubilidade dos amidos citratos. Também, Dastidar e Netravali (2012) relatam que
a esterificagdo dos amidos de batata e milho com acido malénico (15-50% em relagao
ao amido) diminuiu o poder de inchamento dos amidos que os autores a relacionaram

com o intercruzamento dos amidos.
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Tabela 4 Poder de inchamento e solubilidade a 25°C e 60°C dos amidos modificados e seus respectivos

amidos nativos.

Poder de inchamento (g.g™")

Solubilidade (%)

Amostra
25°C 60°C 25°C 60°C
MiN 2,32 + 0,044 3,95 + 0,044 1,13 £ 0,03k 4,00 £ 0,10/
MiO 2,86 £0,059 10,38 +0,039" 2,93 + 0,06 18,83 + 0,68°
MiDC 5,52 + 0,02° 6,01 £0,18f 8,87 £ 0,12¢ 10,20 £ 0.30f
MiODC 3,16 £ 0,02 4,64 + 0,05°¢ 4,17 0,069 7,87 £ 0,06"
MaN 2,54 + 0,02° 5,41+0,13° 1,23 £ 0,03k 4,43 + 0,061
MaO 2,96 +0,01® 10,78 £0,069" 4,57 + 0,06f 20,10 £ 0,10P
MaDC 5,72 + 0,05¢ 7,85 1 0,20° 9,27 £+ 0,06° 11,57 + 0,06
MaODC 3,22 £ 0,02 6,23 + 0,28f 5,23 £ 0,06° 8,47 £+ 0,069
BaN 2,87 £ 0,029 7,44 + 0,39¢ 1,43 £ 0,03 4,97 £ 0,12
BaO 2,96 + 0,049 10,94 £ 0,289 3,42 +0,06" 23,10 + 0,662
BaDC 8,27 + 0,042 10,33+0,17" 9,57 +£0,122 13,57 £ 0,124
BaODC 5,68 + 0,08¢ 8,55 + 0,082 6,43 + 0,061 8,80 + 0,109

*valores apresentam a média = desvio padrao; médias seguidas por letras mindsculas iguais, na mesma
coluna, nao diferem significativamente entre si ao nivel de 5% (Tukey).
Fonte: Autoria prépria.

5.1.8 Difratometria de raios X (DRX) e cristalinidade relativa (CR)

A difratometria de raios X tem sido bastante empregada para revelar
caracteristicas da estrutura cristalina de amidos e também para verificar se ocorreu
alguma alteracao na cristalinidade dos granulos apds alguma modificagcdo quimica
(ZHOU et al., 2016a).

A regido cristalina do granulo €& formada pelas cadeias laterais de
amilopectina, enquanto que a regiao amorfa € composta por amilose e ramificagdes
de amilopectina. Assim, a cristalinidade do granulo est4a, principalmente, relacionada
com o arranjo de duplas hélices formadas pelas cadeias de amilopectina (HOOVER,
2001). A cristalinidade dos granulos varia entre 15-45% e pode ser caracterizada em
trés principais padrées de difragao, os tipos A, B e C (YONEMOTO, 2006). O padrao
cristalino tipo A apresenta picos singletos em 26 a 15° e 23°, e um dubleto a 17° e 18°,
o padrao tipo B se caracteriza por picos singletos em 20 a 5,6° e 17°, e um dubleto

em 22° e 24°, e o padréo tipo C € uma mistura dos padrdes A e B (PEPE, 2011).
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Os difratogramas dos amidos modificados e dos seus respectivos amidos
nativos sdo apresentados na Figura 12. O amido nativo de milho, assim como seus
amidos modificados (MiO, MiDC e MiODC), apresentaram padr&o cristalino tipo A,
com picos de difracdo em 20 a 15°, 17°, 18° e 23°. Este padrao cristalino também foi
observado por McPherson et al. (2000) e Jiugao et al. (2005) ao analisarem amido
regular de milho por DRX. Da mesma forma, o amido de mandioca e seus respectivos
amidos modificados também apresentaram picos de difracdo caracteristicos do tipo
A. Outros trabalhos evidenciaram o mesmo padrao cristalino para este amido
(SANGUANPONG et al., 2003; FERRINI, et al., 2008; ROCHA et al., 2010). Ja o amido

de batata apresentou pico cristalino tipo B, com picos de difracdo em 206 a 5.5-, 14.8
o, 17°,19.3°, 22°€ 24-, resultado semelhante ao obtido por Lee et al. (2018).

Verifica-se que para os amidos de milho e de mandioca, todas as
modificagdes quimicas realizadas n&o alteraram o padrdao de difracdo, apenas
diminuiram a intensidade dos picos. Entretanto, a dextrinizagdo com acido citrico e a
modificagdo dupla romperam a estrutura cristalina dos granulos do amido de batata
(BaDC e BaODC), apresentando apenas um pico largo centrado em 26=20°, que é
tipico de um amido totalmente amorfo (FARHAT et al., 2000; ZHOU et al., 2016a).
Esse comportamento anémalo do amido de batata se deve as variacdes entre as
diversas fontes botanicas quanto ao tamanho dos cristais e na orientagao das duplas
hélices, bem como no comprimento meédio das cadeias de amilopectina
(GUNARATNE; HOOVER 2002; HOOVER; RATNAYAKE 2002).

Como resultado da diminuicdo na intensidade dos picos de difracao, a
cristalinidade relativa dos amidos modificados foi reduzida em relagao aos respectivos
amidos nativos, em todas as fontes de amido estudadas, como pode ser observado

na Tabela 5.



Figura 12 Difratogramas de raios X dos amidos nativos e seus respectivos amidos modificados.
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Tabela 5 Cristalinidade relativa (CR) dos amidos modificados e de seus
respectivos amidos nativos.

Amostra CR (%)
MiN 32,53 £0,71¢
MiO 28,70 + 0,564

MiDC 24,73 + 0,389
MiODC 23,60 + 0,30"
MaN 34,13 £ 0,122
MaO 32,47 £ 0,45¢
MaDC 26,23 + 0,31¢f

MaODC 25,60 + 0,53
BaN 30,40 £ 0,70P
BaO 27,33 £ 0,35%

BaDC -

BaODC -

*valores apresentam a média + desvio padréo; médias seguidas por letras
minusculas iguais, na mesma coluna, nido diferem significativamente
entre si ao nivel de 5% (Tukey).

Fonte: Autoria propria.

Sabe-se que, com a dextrinizagao, ha redugao do teor de amilose e hidrdlise
dos pontos de ramificagdo que constituem as regides amorfas. Ao mesmo tempo,
observa-se que a esterificacdo com acido orgénico ocasiona, possivelmente, um
rearranjo molecular na estrutura da dextrina, levando ao enfraquecimento das regides
internas do granulo, que resulta a uma diminuicdo da cristalinidade (ALMEIDA, 2016).
Isto é, além de hidrolisar as regides amorfas, a dextrinizagdo do amido na presenca
de acido citrico desestruturou a regiao cristalina afetando as cadeias da amilopectina
responsaveis pelo empacotamento das duplas hélices.

Xie e Liu (2004) reportaram que a cristalinidade dos amidos de milho regular,
ceroso e de alto teor de amilose diminuiram apds tratamento com acido citrico. Mei et
al. (2015) verificaram que a esterificacdo do amido de mandioca com acido citrico ndo
alterou o padrao cristalino, porém, houve redugdo da CR com o aumento da
concentracéo do acido.

A oxidagao com hipoclorito de s6dio em concentracédo de 6% conduziu a uma
diminuicao da cristalinidade relativa para todas as fontes botanicas. Isto é, tanto a
regido amorfa como a regiao cristalina foram afetadas apos serem tratadas com cloro
ativo. Estudos anteriores relatam que maiores concentragbes de cloro ativo (=25%)
causam uma maior despolimerizagdo das cadeias de amilopectina (KUAKPETOON,;
WANG, 2006; CHAVEZ-MURILLO et al., 2008; ZHOU et al., 2016b).
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As amostras duplamente modificadas também apresentaram uma redugao da
cristalinidade relativa comparada aos respectivos amidos nativos. Entretanto, as
amostras oxidadas e a seguir dextrinizadas com acido citrico, MiODC e MaODC, n&o
apresentaram diferenga significava em relacéo as respectivas amostras dextrinizadas
com acido citrico (MiDC e MaDC). Apesar dos tratamentos individuais diminuirem a
CR, nao foi observado um efeito acumulativo. Isso mostra que a oxidacao facilita a
reacao de dupla esterificacdo com acido citrico do amido tratado com hipoclorito
preservando a regido cristalina. Evidéncias dessa hipotese sdo os maiores valores de
viscosidade intrinseca e maiores teores de esterificacdo dos amidos duplamente

modificado em relagdo aos amidos modificados com acido citrico.

5.1.9 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) tem sido uma técnica bastante
utilizada para analise térmica de amidos, e que fornece informacdes sobre o fendmeno
de ordem-desordem que ocorre durante o aquecimento dos granulos de amido em
solugdes aquosas (BENINCA, 2008). A temperatura ambiente, o amido nativo é
insoluvel em agua, porém quando aquecido na presenga de agua sua organizagao
semicristalina é rompida e se obtém uma dispersdo amorfa, de menor organizagao.
Essa transicdo de fase é conhecida como gelatinizagcdo e € observada como uma
curva endotérmica nas analises de DSC. A partir dessa endoterma de gelatinizagéao é
que se obtém os parametros térmicos envolvidos no processo. (NAKNAEN et al.,
2017; LEONEL et al., 2015; RATNAYAKE, JACKSON, 2009).

A Tabela 6 apresenta os parametros térmicos de gelatinizagdo dos amidos
nativos e dos seus respectivos amidos oxidados que foram determinados com base
nos perfis endotérmicos representados na Figura 13.

Os resultados térmicos obtidos para os amidos nativos de milho, mandioca e
batata bem como para os amidos oxidados diferem aos reportados na literatura
Kuakpetoon e Wang (2006) obtiveram uma temperatura de gelatinizacdo de pico
correspondente a 73,2°C para o amido de milho nativo que reduziu para 70,5°C ao
oxidar com 5% de NaOCI; a entalpia de gelatinizacdo também dimiuiu de 13,83 para
12,74 J/g. Sangseethong et al. (2009) ao estudarem as propriedades fisico-quimicas
de amidos de mandioca oxidados com NaOCI em diferentes niveis de alcalinidade,

verificaram diminui¢cdes nos valores de AHgel (de 17,40 para 15,14 J/g) em pH
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reacional de 8,0. Fonseca et al. (2015) estudaram amidos de batata oxidados com
diferentes concentragdes de hipoclorito, cuja entalpia de galatinizagao do amido nativo
foi de 14,50 J/g. Uma vez que o processo de gelatinizagdo € dependente da
microestrutura, do grau de cristalinidade e da composi¢ao do granulo (SANDHU et al.,
2008; SINGH et al., 2003), diversas variedades genotipicas dos amidos nativos e
diferentes tratamentos oxidativos podem resultar em amidos com organizagdes e

composicdes diferentes.

Tabela 6 Parametros térmicos de gelatinizagdo dos amidos nativos e dos seus respectivos amidos
oxidados.

Amostra Ti (°C) To (°C) T:(°C) AHgel (J/g)
MiN 63,73+ 0,068 69,23 +0,092 73,53£0,322 8,78 0,31°
MiO 59,86+ 0,12® 67,00 +0,06° 72,56 + 0,402 8,55 + 0,27%
MaN 50,16 £ 0,32 66,65 £0,14° 7343 +£0,472 11,43+ 0,27°
MaO 52,73+ 0,12¢ 60,05+0,09¢ 67,86+0,32¢ 7,66+ 0,33¢
BaN 56,33+ 0,38¢ 61,95+0,02¢ 70,00 £0,35> 13,51 + 0,542
BaO 50,25+ 0,06 54,24 £+0,14° 5975+0,219 6,68 +0,21°

*valores apresentam a média + desvio padrao; médias seguidas por letras iguais na mesma coluna nao
diferem significativamente entre si ao nivel de 5% (Tukey). Ti= temperatura inicial de gelatinizagéo; Tp=
temperatura de pico; Tf=temperatura final de gelatinizagdo; AHgel € referente a entalpia de
gelatinizacéo.

Fonte: Autoria prépria.

A partir da Tabela 6, verifica-se que todos os parametros térmicos dos amidos
oxidados com hipoclorito de soédio foram menores do que seus respectivos amidos
nativos. Essa diminuigdo ocorre devido ao enfraquecimento dos granulos de amido
apods tratamento oxidativo, e resulta na ruptura prematura das duplas hélices de
amilopectina (VANIER et al., 2017; ADEBOWALE et al., 2006). Além da degradagéao
do amido, a oxidacao por hipoclorito introduz altas quantidades de grupos carboxilicos
nas moléculas de amido. A carga negativa desses grupos facilita a absorcéo de agua
e hidratagao. Isso contribui para o enfraquecimento do granulo, resultando na sua
gelatinizacao em temperaturas mais baixas e diminui¢ao da entalpia de gelatinizagao
(AHget), uma vez que esta indica a energia necessaria para gelatinizar o amido
(NAKNAEN et al., 2017; SANGSEETHONG et al., 2010).

Wang e Wang (2003) reportaram que em altas concentragdes hipoclorito de

sédio (acima de 5% de cloro ativo), ocorre uma diminui¢gdo na temperatura inicial de
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gelatinizagdo em amidos de milho. Em outros estudos com amido de milho (SANDHU
et al., 2008), mandioca (SANGSEETHONG et al., 2010) e batata (FONSECA et al.,
2015) oxidados com hipoclorito, os autores também encontraram uma redu¢do nos
parametros térmicos quando comparados aos respectivos amidos nativos.

A Figura 13 representa o perfil térmico dos amidos nativos e seus respectivos
amidos modificados. Observa-se que as dextrinas e os amidos duplamente
modificados, de todas as fontes botanicas estudadas, ndo apresentaram endoterma
de gelatinizagdo no intervalo de 30 a 110° C, n&o havendo transi¢ao de fase, indicando
a nao existéncia da regiao cristalina formada pelas duplas helices das cadeias laterais
de amilopectina (COOKE; GIDLEY, 1992) e, portanto, ndo foi possivel determinar os
parametros de gelatinizagdo das mesmas. No entanto, os difractogramas dos amidos
de milho e mandioca duplamente modificados preservaram o tipo de difractograma de
origem, mostrando que sao parcialmente cristalinos. A cristalinidade no material é
determinada no estado sélido enquanto que a avaliagao das propriedades térmica por
DSC é realizado em meio aquoso com fluxo de calor. O fenbmeno pode ser
interpretado que em meio aquoso com a aplicagdo de calor as regides cristalinas
seriam solubilizadas e ndo se observaria a transicdo de fase. A solubilidade dos
amidos duplamente modificados foi 100% maior em relagéo aos respectivos amidos
nativos e se encontram esterificados, possuindo cargas negativas, na regiao cristalina
(diminuicdo da cristalinidade relativa). Os grupos citratos poderiam agir como
facilitadores da penetragcado de agua e ao mesmo tempo agirem como fundentes das

regides cristalinas.



Figura 13 Perfil térmico dos amidos nativos e dos seus respectivos amidos modificados.
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Os difratogramas dos amidos de batata de dextrinizado com acido citrico
(BaAC) e oxidado-dextrinizado (BaODC) mostram que os tratatamentos destruiram a
regido cristalina e consequentemente a colorimetria diferencial de varredura n&o iria
registrar a transicédo de fase visto que esses amidos s6 apresentam uma unica regiao:
a amorfa.

Alguns autores verificaram que a dextrinizagao/esterificagdo resulta na
despolimerizagcdo do amido afetando, inclusive, as regides cristalinas do granulo de
amido, e que por isso as dextrinas ndo apresentaram processo endotérmico de
gelatinizagdo (SINGH et al., 2007; LAURENTIN et al.,, 2003). Mei et al. (2015)
observaram uma redug¢ao nos parametros térmicos apos a dextrinizagdo do amido de
mandioca com acido citrico. Os autores reportaram que a endoterma de gelatinizagéo
diminuiu gradualmente, ou mesmo desapareceu, com o aumento do GS, indicando
que a reacao de esterificacao afeta a cristalinidade do amido. Xie; Liu (2004) também
utilizaram acido citrico para esterificar amidos de milho e nao verificaram processo de

gelatinizacdo do granulo.

5.1.10 Propriedades de pasta (RVA)

As propriedades de pasta fornecem um método eficaz para relacionar a
funcionalidade do amido com suas caracteristicas estruturais e sdo comumente
medidas por um RVA (Rapid Visco-Analyzer) (NAKNAEN et al., 2017; VANIER et al.,
2012; SANGSEETHONG et al., 2010). Assim, tais propriedades sao analisadas pelas
mudancgas que ocorrem na viscosidade durante o aquecimento de pastas de amido
(FONSECA et al., 2015). Os parametros medidos incluiram temperatura de pasta
(TP), viscosidade de pico (VP), viscosidade minima (VM) e viscosidade final (VF). A
viscosidade de quebra ou breakdown (VQ) e a tendéncia a retrogradacgao ou setback
(TR) foram calculados utilizando as férmulas VQ = VP - VM e TR = VF - VM,
respectivamente (ZHOU et al.,, 2016b). As condicbes das analises de RVA
(concentragao das pastas e programacgao de temperatura) foram as mesmas tanto
para os amidos nativos quanto para todos os amidos modificados nesse estudo. As
propriedades de pasta dos amidos nativos e modificados podem ser visualizadas na
Tabela 7 e os perfis viscoamilograficos destes amidos estdo representados pela

Figura 14 em Apéndice B.
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Tabela 7 Propriedades de pasta dos amidos nativos e dos seus respectivos amidos modificados.

Viscosidade (cP)

Temperatura . . Tendéncia a
Amostra de pasta (°C) Pico (VP) Nzl\?&r;a l(:\'/nlf)l Q(L\J/eg)ra retrog(;_lr_%agéo
MiN 85,6 0,022 2752,862 * 1%:262 * 575?262 718,15’5,3 843,0 £ 2,00°
MiO 70,1 0,05 1%‘?2(’)% * 23,40’83 41417’5%5 ; Jg,zégd 203,5 + 2,50¢
I A TR
MiODC ND 235,)6%5 221,6%di 23?,)6%5 g:g; 4,0 £ 1,00°
MaN 70,6+ 1,25¢ 42;%85 1;(2)%8;-' f?f%gc N S%gb 118,0 + 41,00
MaO 62,7 +0,03b 6;,1.583 &%g’di 28:885 52%33 7,50 + 0,50°
wo o As Sh: o
MaODC ND sz%gi 212,6%3 227,6%3 ‘1‘:86—; 6,0 + 2,00°
BaN 67,8+ 0,05¢ 11233’%8;-' 115192%%5 2%293”553 l1201%ﬁ’55a 12295 + 12,502
BaO 51,9+ 0,00° 1%5?869, t 1 ﬁg’&f 1§%gdi 147‘?5600 5,00 + 1,00¢
o o b o st WY oow
BaODC ND 317,6%5 313:6%;-’ 3,30’8;_; ‘1‘:8(;-; 10,0 + 1,00¢

*valores apresentam a média + desvio padrao; médias seguidas por letras minusculas iguais, na mesma
coluna, néo diferem significativamente entre si ao nivel de 5% (Tukey).

ND: ndo detectado.

Fonte: Autoria propria.

A temperatura de pasta do amido nativo de milho foi de 85,6°C, enquanto que
0s amidos nativos de mandioca e de batata empastaram a temperaturas de 70,6 e
67,8°C, respectivamente. A temperatura de pasta fornece uma indicacdo da
temperatura minima necessaria para cozinhar o amido, isto &, determina o inicio do
inchamento dos granulos (NAKNAEN et al., 2017). Uma temperatura de pasta mais
alta implica em maior tempo de cozimento para o amido, ou seja, reflete em maior
resisténcia a gelatinizagdo do granulo, devido a uma maior estabilidade estrutural
(TESTER; MORRISON, 1990). A partir da Tabela 7, observa-se que as temperaturas
de pasta diminuiram apds o processo de oxidacdo. Varios estudos também relatam
que a oxidagao reduz significativamente essa temperatura (HALAL et al., 2015;
SANDHU et al.,2008; KUAKPETOON, WANG, 2008). Esses autores reportam que
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essa redugao € uma consequencia do enfraquecimento estrutural do amido e da sua
desintegragdo causada pela despolimerizacdo das moléculas de amido durante a
reacao de oxidacéao.

De acordo com Chavez-Murillo e colaboradores (2008), os granulos de
amidos oxidados podem inchar mais facilmente. Isso ocorre porque as forgas de
associagao entre as moléculas no amido nativo sdo enfraquecidas pela repulséo
eletrostatica dos grupos carboxilicos adicionados pelo processo de oxidagdo. Assim,
mais agua consegue penetrar dentro dos grénulos, levando a promogao da
gelatinizagdo. Quando um numero suficiente de granulos se incham, ocorre um rapido
aumento na viscosidade, conhecido como viscosidade de pico. Verificou-se uma
diminui¢ao no valor de viscosidade de pico para todos os amidos oxidados em relagao
aos respectivos amidos nativos. Isso pode ser atribuido a clivagem parcial das
ligacdes glicosidicas durante a reagao de oxidacgao, levando a uma redugao no peso
molecular dos amidos (VANIER et al., 2012). Esta rede parcialmente degradada nao
€ resistente ao cisalhamento e a integridade dos granulos de amido ndo pode ser
mantida, resultando em baixas viscosidade de pico e viscosidade final. Reducbes
similares dessas viscosidades em amidos oxidados com hipoclorito de sédio foram
observados em amido de milho (WANG, WANG, 2003; SANDHU et al., 2008), amido
de mandioca (DIAS et al., 2011) e amido de batata (FONSECA et al., 2015; ZHOU et
al., 2016b).

A viscosidade de quebra dos amidos oxidados foi mais baixo do que seus
respectivos amidos nativos. A quebra € causada pela desintegracdo da estrutura
granular do amido gelatinizado durante cisalhamento e aquecimento continuo, sendo,
portanto, relacionado a rigidez dos granulos inchados (VANIER et al., 2017). Assim,
uma menor viscosidade de quebra implica em maior estabilidade da pasta a quente
(NAKNAEN et al., 2017). Lawal e Adebowale (2005) sugeriram que essa reducao no
valor de breakdown dos amidos oxidados resulta da introducdo de novos grupos
substituintes, pois as cargas negativas dos grupos carboxilas repelem entre si,
levando ao aumento do inchamento dos granulos de amido durante aquecimento em
agua. Esse alto poder de inchamento combinado com uma estrutura mais fraca facilita
a quebra dos granulos de amido. Sandhu et al. (2008) relataram que a oxidagao com
hipoclorito de sédio em pH 9,5 reduziu a viscosidade de quebra no amido de milho

comum.
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O valor de setback € uma medida do grau de re-associagao das moléculas de
amido durante o resfriamento (NAKNAEN et al.,, 2017). O processo de oxidagao
também reduziu a tendéncia a retrogradagdo dos amidos estudados. Esse
comportamento foi observado em amidos de cevada (HALAL et al., 2015) e de batata
(FONSECA et al., 2015) oxidados com NaOCI. A hidrofilicidade de grupos carboxilicos
e a repulsao entre eles reduzem a tendéncia a retrogradacao (SANDHU et al., 2008).
Além disso, como os grupos carbonilas e carboxilas sdo mais volumosos do que os
grupos hidroxilas, o espago entre as cadeias de amilose é aumentado, reduzindo a
possibilidade de que as cadeias se aproximem o suficiente uma da outra para
retrogradar (LIU et al., 2014).

Os amidos tratados com a&acido citrico mostraram valores baixos de
viscosidade (21 a 37 cP) noinicio da analise de RVA, indicando um ligeiro inchamento,
também corroborado na analise de poder de inchamento (25°C). Para todos os amidos
citratos nao foi detectado a temperatura inicial de formagao de pasta e as viscosidades
nos ciclos de aquecimentos se mantiveram baixas (19 a 43 cP), sendo o mais provavel
que os amidos dextrinizados (pH 2,0/ 10,0% de acido citrico) foram fortemente
hidrolisados (viscosidade intrinseca 0,14 a 0,69 dL.g™") e se tornaram mais sollveis a
temperatura de 60°C (7,87 a 13,57% vs 4,0 a 4,97% amidos nativos).

Em estudos anteriores, amidos de milho e de batata dextrinizados com acido
citrico ndo tem desenvolvido viscosidade. Xie e Liu (2004) ao analisarem diferentes
amidos de milho tratados com acido citrico 40% (m/m) e pH 3,5 n&o obtiveram curva
de empastamento. Lee et al. (2018) também nao obtiveram viscosidade para os
amidos de batata tratados com acido citrico 10 e 20% (m/m) em pH 3,5 e 4,5,
respectivamente. Os resultados desses pesquisadores sugerem que acima de pH 3,5

se favorece a reacio de intrecruzamento com o acido citrico.

5.2 AVALIACAO DA CLARIFICACAO

A estabilidade fisico-quimica da cerveja, também chamada de coloidal, &
avaliada pela auséncia ou pelo desenvolvimento de turvagao a frio, a auséncia indica
boa estabilidade coloidal. Para avaliar o comportamento dos amidos modificados
(anibnicos) na clarificacdo da cerveja, trés analises diretamente relacionadas a
turbidez foram determinadas: medida da claridade a partir da absorcdo em

espectrofotometro (BRIGGS et al., 2004), determinacao da concentragao de proteinas



67

(BRADFORD, 1976) e analise do teor de compostos fendlicos (SINGLETON; ROSSI,
1965).

A turvagao consiste predominantemente de complexos polifenol-proteinas
insoluveis (REINOLD, 2012), dai a importancia de quantifica-los durante as etapas do
processo de fabricagdo das cervejas. Ainda, segundo o autor, essas substancias sao
responsaveis pelo sistema coloidal da cerveja. Por coldides entende-se pequenas
particulas finamente dispersas, ndo sendo possivel enxerga-los através de
microscopio comum, mas que provocam a dispersao da luz. Por isso, uma diminui¢céo
na medida da absorbancia indica menos particulas em suspenséo.

Os resultados de todas as analises da cerveja foram divididos em dois
momentos: o primeiro momento consiste de aliquotas do mosto lupulado em
condigbes quente e frio e o segundo refere-se as etapas subsequentes de
fermentacao e maturacéo. Essa divisdo ocorreu porque apos o resfriamento do mosto,
ocorre a adigdo de levedura para a etapa de fermentagdo, sendo uma condigcéo

diferente da primeira.

5.2.1 Determinacgao da concentragao de proteinas

No processo de producao da cerveja, a proteina € um componente muito
importante, pois fornece os aminoacidos necessarios para a reproducao da levedura.
Entretanto, algumas fragcdes polipeptidicas s&o responsaveis pela formagédo de
turbidez na cerveja, sendo assim, um dos fatores determinantes na qualidade e
estabilidade da cerveja (HEJGAARD; KAERSGAARD, 1983; ASANO et al., 1982). As
proteinas podem ser encontradas com alto, médio e baixo peso molecular. As que
possuem massa molecular mais alta, em torno de 40 kDa, sdo responsaveis pela
estabilidade coloidal; enquanto que as com menores massas (aproximadamente 10
kDa) contribuem para a formagao de espuma na cerveja (STEINER; BACK, 2009).

Ainda sdo escassos os estudos que tratam sobre o melhor método para a
determinacao de proteinas em cerveja. Porém, diversos autores ja defenderam o
método de Bradford como sendo mais rapido, facil e sensivel comparado a outros
métodos (STAINER, BACK, 2009). O método utiliza o corante de “Coomassie brilliant
blue” BG-250. E baseado na interacéo entre o corante BG-250 e macromoléculas de
proteinas. No pH de reacgao, a interagao entre a proteina de alto peso molecular e o

corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma
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anibnica, que absorve fortemente em 595 nm (ZAIA et al., 1998). Williams e
colaboradores (1995), ao comparar métodos para quantificagao de proteinas, relata
que o método de Bradford exibe o minimo de interferéncias além de fornecer valores
reprodutiveis.

No Grafico 1 e no Grafico 2 sao ilustrados o comportamento dos amidos
modificados e da goma carragena quanto a remogao de proteinas durante as etapas
do processo de produgdo da cerveja. Os valores das concentragdes de proteinas
estdo apresentados na forma de tabelas em Apéndice A.

Grafico 1 Concentragao de proteinas (mg.L-1) no mosto quente (MQ) e no mosto frio (MF) das cervejas
fabricadas.
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Grafico 2 Concentragao de proteinas (mg.I-1) no final da fermentacéo (FF), no meio da maturagéo (MM)
e no final da maturagéo (FM) das cervejas fabricadas.
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Fonte: Autoria propria.

Durante o processo de fervura do mosto ocorre a desnaturagao térmica das
proteinas, resultando em sua coagulacao (hot-break). Nessa etapa também sao
extraidos os componentes do lupulo, entre eles os polifendis, que complexam com as
proteinas e precipitam, formando o que se chama de trub quente (BRIGGS et al.,
2004).

Os agentes clarificantes sao utilizados na etapa de fervura para aumentar, na
etapa subsequente (resfriamento do mosto), a precipitagdo a frio de compostos
formadores de turbidez (trub frio), tornando sua remog¢ao mais facil (REHMANJI et al.,
2005). Assim, uma menor dosagem de proteinas no mosto frio indica menor turvagao
a frio (cold-break) (LEIPER; MIEDL, 2006). Ao observar o Grafico 1, verifica-se que os
amidos modificados MiDC, MaDC e BaDC diminuiram o teor de proteinas no mosto
frio em relagdo ao mosto quente, apresentando comportamento mais préximo ao do
clarificante carragena (CA), porém, esta foi a que apresentou maior potencial para
remocao de proteinas no mosto quente.

A proteina, em sua composigdo, contém varios residuos de aminoacidos
ionizaveis, que dependendo do pH podem assumir carga negativa ou positiva.
(DAMODARAN et al., 2010). Segundo Leiper e Miedl (2006), o pH do mosto quente
situando-se entre 5,2-5,3, faixa em que as proteinas assumem carga positiva. Este

fator pode ter ocasionado a interagdo destas com os grupos carboxilas das dextrinas
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que neste pH assumem caracteristicas anionicas, capazes de interagir. Embora os
amidos oxidados também apresentem cargas negativas, o teor de grupos carboxilas
livres foi menor comparado as dextrinas (Tabela 1), o que justifica o porque interagem
menos com as proteinas (Grafico 1). Ja os amidos oxidados e dextrinizados foram os
que mostraram menor potencial em interagir com proteinas, podendo ser um indicio
de que a modificacado dupla favoreceu a diesterificagdo, diminuindo o carater anidnico.

Analisando-se a concentragcdo de proteinas nas etapas de fermentacéo e
maturacdo (Grafico 2), observa-se que todos os amidos modificados apresentaram
maior interacdo com as proteinas, sendo superior a propria carragena na fase de
maturacdo. Esse comportamento € o oposto ao do clarificante carragena que
apresenta um melhor desempenho na etapa de fervura (RYDER; POWER, 2006).
Fumi et al. (2006) defendem que os processos de precipitagdo podem ocorrer com

intensidades diferentes e em momentos diferentes.

5.2.2 Determinagao dos compostos fendlicos totais

O comportamento dos amidos modificados na remocgao de polifendis durante
as etapas do processo de fabricacdo da cerveja esta apresentado no Grafico 3 e no
Grafico 4. Os valores submetidos ao teste de Tukey estdo apresentados no Apéndice
A.

Observam-se resultados semelhantes aos encontrados para as proteinas, em
todos os pontos selecionados para analises das cervejas. Uma explicagao para isso
€ que as proteinas precursoras de turvagao agregam-se com os polifendis. A literatura
disponivel relaciona o elevado conteudo de prolina nessas proteinas ao processo de
formacao de precipitado (ASANO et al.,, 1982). A prolina é um aminoacido com
afinidade para os compostos fenélicos (HAGERMAN; BUTLER, 1981). A formacéao de
grandes complexos proteinas-polifendis € guiada, principalmente, por interagdes
hidrofébicas entre anéis de pirrolidina da prolina e os anéis aromaticos presentes nos
polifendis (JOEBSTL et al., 2004; OH et al, 1980). Outras intera¢des, incluindo
ligacbes de hidrogénio e ligagdes ibnicas, podem contribuir para estabilizar os
complexos (ASANO et al., 1982).
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Grafico 3 Teor de compostos fendlicos (mg EAG.L-1) no mosto quente (MQ) e no mosto frio (MF) das
cervejas fabricadas.
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Fonte: Autoria propria.

Grafico 4 Teor de compostos fendlicos (mg EAG.L-1) no final da fermentagdo (FF), no meio da
maturagédo (MM) e no final da maturagao (FM) das cervejas fabricadas.
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Fonte: Autoria propria.

Entre o mosto quente e o mosto frio, verifica-se uma queda nos valores de
compostos fendlicos (Grafico 3). Esta situagdo pode ser explicada por Crompton e

Hegarty (1991). Os autores relatam que o complexo proteina/polifenol ndo é estavel
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em 100°C. No entanto, abaixo de 80°C a interagao proteina/polifenol torna-se cada
vez mais estavel, formando no minimo 2,5% do material precipitado.

Apos a fermentagéo, houve também um decréscimo no teor de compostos
fendlicos (Grafico 4). Siqueira et al. (2008) justificam que a cerveja n&do maturada ainda
possui uma suspensao de leveduras e uma parte de material fermentescivel, por isso
passam por uma fermentacdo secundaria chamada maturagdo. Esta etapa do
processo contribui para a clarificagao da cerveja e melhoria do seu sabor (BRIGGS et
al., 2004). Pode-se perceber que apos essa fase € que ocorreu uma queda expressiva
de polifendis. Sugere-se que nesse momento os amidos modificados tiveram acgéao
clarificadora efetiva e superior a carragena.

Furigo et al. (2009) citam que apds a maturacédo, a cerveja contém leveduras,
particulas coloidais dos complexos proteinas-polifendis e outras substancias
insoluveis, formadas devido as baixas temperaturas utilizadas durante essa etapa.
Portanto para a obtengcdo de um produto limpido € necessario tratar com PVPP
(polivinilpolipirrolidona), silica hidrogel ou realizar a filtracdo do levedo para remover
esse material insoluvel antes do engarrafamento. Como as amostras contendo amidos
modificados destacam-se pela clarificagdo na etapa de maturacéo, a utilizacdo destes
beneficia o processo, sem necessidade de uma etapa prévia ao engarrafamento,

gerando ganho econdémico e de tempo.

5.2.3 Claridade

Briggs et al. (2004) citam que a claridade da cerveja pode ser avaliada pela
medida da absorbancia a 600 nm e quanto maior for este parametro menos claro € a
cerveja devido a presencga de particulas em suspensao que difratam a luz. O efeito
dos amidos modificados e da carragena na claridade do produto sdo demonstrados
no Grafico 5 e no Grafico 6, sendo que os dados obtidos estdo expressos em tabelas

no Apéndice A.
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Grafico 5 Claridade das cervejas fabricadas pela medida da absorbancia (A=600nm) no mosto quente
(MQ) e no mosto frio (MF).
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Grafico 6 Claridade das cervejas fabricadas pela medida da absorbancia (A=600nm) no final da
fermentagéo (FF), no meio da maturagdo (MM) e no final da maturagao (FM).
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Fonte: Autoria propria.

Seguindo a tendéncia observada nos resultados anteriores, a maior claridade
dos mostos promovida pelos amidos modificados foi obtida notavelmente na etapa
posterior a fermentagao. Entretanto, entre 0 mosto quente e o mosto frio também se
observa uma diminuigdo nos valores de absorbancia para a maioria das amostras,



74

embora nao sejam expressivas (Grafico 5). O mosto contendo as amostras MiODC,
MaODC e BaODC mostraram um leve aumento nos valores de absorbéancia do mosto
frio como pode ser notado também para o mosto sem clarificante. Isso indica que
possiveis reagdes de intercruzamento nesses amidos podem afetar negativamente a
acgao clarificante.

Os valores de absorbancia obtidos, no final da maturagao, de todos os mostos
contendo os amidos modificados foram inferiores (p<0,05) ao mosto controle (CO)
sem clarificante, porém ndo foram inferiores (p>0,05) ao da carragena (0,109). A
turbidez do mosto na etapa de maturagdao pode ser influenciada pelos complexos
proteinas-polifendis e pela presenga de células de levedura em suspensdo. Para
acelerar a sedimentacao sao usados clarificadores que tem capacidade de interagir
com as leveduras, sendo um dos mais usados o colageno de peixe (isinglass) que
também sedimenta proteinas (LINFORTH et al., 2015).

Verificou-se que ao longo de todo o processo de fabricacdo da cerveja, os
amidos modificados mostraram capacidade de reduzir os teores de proteinas e
polifendis como ja explicado, e consequentemente, apresentaram potencial de
clarificacdo dos mostos, comprovada pelos valores de absorbancia, todos abaixos do
valor obtido para o mosto sem clarificante (CO), porém esses valores foram superiores
ao da carragena, o que levanta a hipotese de que os amidos modificados tem menor
capacidade de interagdo com as leveduras.

Os tipos de modificacbes utilizados nesse estudo mostraram resultados
diferentes significativamente (p<0,05), sendo que as amostras dextrinizadas com
acido citrico apresentaram melhor potencial clarificador. De acordo com Dale et al.
(1995), ao estudar o efeito da carragena na clarificagdo da cerveja, obtiveram
absorbancia de 1,314 em cervejas sem clarificantes e ao adicionar goma carragena
alcancaram valores de 1,096 a 0,005, sendo que a absorbancia diminuiu com o
aumento da concentragao do clarificante. Nesse estudo, o0 menor valor encontrado foi
0,109 para a carragena e 0,113 para a dextrina de batata (BaDC), que embora se
diferem estatisticamente (p<0,05), sdo bastante préximos.

Ressalta-se, ainda, que a clarificagdo superior obtida pelas amostras de
batata pode estar relacionado a presenca natural de grupos fosfatos nesse amido,
com contelidos de fésforo variando de 501 a 1132 mg kg™ (SANTOS et al., 2016;
ABSAR et al., 2009) enquanto que nos amidos de mandioca e milho € menor,
respectivamente, 80 e 160 mg kg (LIM et al., 1994).
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6 CONCLUSAO

As modificagbes empregadas alteraram, significativamente, as propriedades
fisico-quimicas e funcionais dos amidos de milho, mandioca e batata. Os resultados
encontrados indicam que o acido citrico pode ser utilizado para esterificagdo de
dextrinas, confirmada pela analise de FTIR que mostrou a presenga de uma banda de
absorcao atribuida ao grupo éster. Embora tenha ocorrido a oxidagdo dos amidos
tratados com hipoclorito de sodio, o teor de grupos carboxilas livres foi maior para as
amostras tratadas com acido citrico. As modificacbes quimicas ndo causaram
alteracdes evidentes na morfologia externa dos amidos de milho e de mandioca,
porém, nos granulos do amido de batata observou-se a exo-eroséo. As propriedades
térmicas e a cristalinidade relativa das amostras sugerem que a reagédo de
monoesterificagdo prevaleceu nos amidos dextrinizados com acido citrico, enquanto
que para os amidos duplamente modificados provavelmente tenha ocorrido uma
reacao de intercruzamento.

A aplicagcdo dos amidos modificados na cerveja propiciou, em geral, a
diminuicao dos teores de proteinas e de compostos fendlicos, conduzindo ao aumento
da claridade. As amostras obtidas a partir do amido de batata obtiveram melhores
resultados na clarificagao das cervejas quando comparado aos amidos de milho e de
mandioca, sendo que a modificagdo por dextrinizacdo com acido citrico foi a que
resultou no melhor produto para ser utilizado como clarificante de cerveja,
apresentando potencial semelhante ao da carragena. Os amidos oxidados mostraram
um leve comportamento na clarificagdo, ja os duplamente modificados nao
apresentaram resultados satisfatérios. Assim, verifica-se que a quantidade de grupos
anidénicos bem como o tamanho (dextrinas de menor viscosidade intrinseca) e o tipo
de esterificagdo (monoesterificagao ou intercruzamento) dos compostos sintetizados

podem influenciar no poder clarificante do mosto cervejeiro.
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APENDICES

APENDICE A - Tabelas contendo os valores referentes aos dados contidos nos
graficos 1, 2, 3, 4,5 e 6.

Tabela 8 Teor de proteinas (mg/L) do mosto quente (MQ), mosto frio (MF), final da
fermentacéo (FF), meio da maturacdo (MM) e final da maturacéo (FM).

Tratamento MQ MF FF MM FM

MiO 504,6 + 496,11+ 2772+ 2371+ 2355+
2,86M 0,468 4,21¢C 3,479eD 2,38deD

MiDC 466,7 3956+ 2289+ 2162+ 2116 £
6,07¢A 3,448 2,42hC 1,99f9D 1,50f9D

MiODC 500,9 + 488,3 + 329,6 + 255,65+ 2422 +

2,66M 0,88 3,04fC 1,90¢P 1,16¢E
MaO 516,4 4984+ 3004+ 2353% 2157
3,78™ 1,169 2,86 2,75 1,76

MaDC 4844+ 4057+ 2548+ 2194+ 2107 %
3,724 2918 1999  2,76P 2,711

MaODC 5350+ 5258+ 3365+ 2429+ 2410+
2,430A  243%  386C 24990 2 4QdE

BaO 4777+ 4648+ 2385+ 2157+  2128+%
42790 4219  393dC 37260 {7410

BaDC 4439+ 3915+ 2275+ 2123+ 2084t
2,199 4418 138"C 20490 2,430

BaODC 5088+ 5041+ 2576+ 2325+  2309%

1,27™MA 1,849 2,259 3,47°C 1,99¢C
CA 4347 + 3710+ 3411+ 3271+ 2712
2,43¢°A 4,278 3,31C 3,40 3,47
cO 558,7 = 551,8+ 3623+ 337,0% 288,2 +

4,834 0,462 3,223 1,90%° 3,043
*Valores apresentam a média * desvio padréo; letras minusculas iguais, ha mesma
coluna, nao diferem significativamente entre si ao nivel de 5% (Tukey); letras
maiusculas iguais, na mesma linha, ndo diferem significativamente entre si ao nivel de
5% (Tukey);
**Dados referentes aos Graficos 1 e 2.
Fonte: Autoria propria.




Tabela 9 Teor de compostos fendlicos totais (mg EAG/L) do mosto quente (MQ), mosto frio
(MF), final da fermentagéo (FF), meio da maturagdo (MM) e final da maturagéo (FM).

Tratamento MQ MF FF MM FM
MiO 7213 + 7153 + 631,8 + 590,1 + 585,9 +
2,10MA 1,448 1,719nC 2,18¢D 1,65¢f9E
MiDC 6749 + 662,9 + 6214 + 588,4 + 576,1 +
2,32¢A 2,028 2,21dC 3,73¢D 2,184
MiODC 763,5 + 757,3 + 7014 + 601,9 + 5955 +
1,36°A 1,950A 2,508 2,18dC 2,45¢C
MaO 7171 + 7121 + 630,9 + 589,8 + 5844 +
2,17NA 1,17"A 2,02n8 1,94¢C 1,49f9C
MaDC 7170 + 6594 + 613,3 + 579,1 + 5743 +
2,450A 2,968 1,551C 1,55bP 1,269
MaODC 7425 + 736,6 659,9 + 592,3 + 589,5 +
2,65 0,48¢°A 0,85°8 2,22¢C 2,42¢eC
BaO 710,3 + 703,8 + 613,5 + 588,3 + 583,44 +
2,10 1,44¢8 2,48iC 1,32¢D 1,259
BaDC 665,5 + 632,6 + 608,3 + 561,9 + 555,6 +
2,48 1,97® 2,10¢eC 1,89¢D 1,65°E
BaODC 734,0 + 7279 + 636,4 + 588,4 + 588,3 +
0,419A 1,3248 2,21f9C 1,752D 1,50¢D
CA 634,1 + 6074 + 6384 + 603,0 + 598,5 +
2,329A 2,069 2,12 2,044 1,47°C
cO 7921 + 789,6 + 710,1 + 624,8 + 621,8 +
2,183A 1,259A 1,9328 1,4423C 2,02aC

* Valores apresentam a média + desvio padrao; letras minusculas iguais, na mesma coluna,
ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5% (Tukey); letras maiusculas iguais, na
mesma linha, n&o diferem significativamente entre si ao nivel de 5% (Tukey);

**Dados referentes aos Graficos 3 e 4.

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 10 Analise de claridade (medida da absorbancia em A=600 nm) do mosto quente (MQ), mosto
frio (MF), final da fermentacao (FF), meio da maturagdo (MM) e final da maturagéo (FM).

Tratamento MQ MF FF MM FM
MiO 0,412+ 0,410 + 1,186 + 0,176 + 0,176 +
0,001"8 0,001¢8B 0,0029A 0,002¢¢ 0,001ic
MiDC 0,426 + 0,406 + 0,851 + 0,174 + 0,155 +
0,00198 0,001ic 0,0039A 0,0019D 0,001¢E
MiODC 0,457 + 0,459 + 1,422 + 0,222 + 0,189 +
0,0028 0,002°8 0,005A 0,0010bC 0,002¢P
MaO 0,410 + 0,405 + 1,312 + 0,174 + 0,173
0,002"8 0,002ic 0,002¢A 0,0019D 0,002
MaDC 0,421 + 0,401 + 1,086 + 0,167 + 0,146 +
0,00298 0,001 0,0027 0,001¢P 0,001
MaODC 0,439 + 0,450 + 1,408 + 0,207 + 0,193 +
0,003¢B 0,002¢C 0,0042A 0,002¢P 0,001E
BaO 0,374 + 0,368 + 1,112 + 0,171 + 0,165 +
0,001¢8B 0,0019C 0,003¢A 0,000"P 0,0019€
BaDC 0,388 + 0,361 + 0,623 + 0,139 + 0,113 +
0,00198 0,001hC 0,001MA 0,001™ 0,0019E
BaODC 0,414 + 0,417 + 1,345 + 0,184 + 0,176 +
0,003"8 0,00198 0,004bA 0,0014¢ 0,001®
CA 0,328 + 0,148 + 0,583 + 0,136 + 0,109 +
0,002® 0,001ic 0,002A 0,002™ 0,003"E
cO 0,476 + 0,498 + 1,419 + 0,229 + 0,221 +
0,00328 0,002aC 0,001A 0,0012@P 0,0012E

* Valores apresentam a média + desvio padréo; letras minusculas iguais, na mesma coluna, n&o diferem
significativamente entre si ao nivel de 5% (Tukey); letras maiusculas iguais, na mesma linha, ndo

diferem significativamente entre si ao nivel de 5% (Tukey);
**Dados referentes aos Gréficos 5 e 6.
Fonte: Autoria propria.
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APENDICE B - Perfis viscoamilograficos dos amidos nativos e dos seus respectivos

amidos modificados.

Figura 14 Perfis viscoamilograficos dos amidos nativos e dos seus respectivos amidos modificados:
(a) milho, (b) mandioca e (c) batata.
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Fonte: Autoria prépria.
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ANEXOS

ANEXO - Grafico

Gréfico 7 Producao nacional de cerveja em milhdes de hectolitros por ano.
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Fonte: MARCUSSO, 2015; CERVBRASIL, 2016.



