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NOMENCLATURA

A - area (mm?).

ASTM - American Society for Testing and Materials.
aw - atividade de agua.

a* - croma HunterLab do verde ao vermelho.
b* - croma HunterLab do azul ao vermelho.
b.s. - base seca.

b.u. - base imida.

Cg - concentragdo do glicerol (g de glicerol/100 g de farinha).
D - deslocamento da sonda na ruptura (mm).
DSC - calorimetro diferencial de varredura.
AE* - diferenca de cor HunterLab.

AHm - entalpia de transigdo sol-gel (J.g™).
Allo - deformag@o na ruptura (%).

AP - diferencga de pressao de vapor (kPa).

et al. - termo latim "e colaboradores".

€ - espessura (mm).

E - elongagdo (%).

F - forc¢a na ruptura.

FEA - Faculdade de Engenharia de Alimentos.
g - ganho de peso.

L* - croma HunterLab do brilho.

Lo* - indice de luminosidade do padrao.

I, - comprimento inicial do filme (mm).

m - massa (g).

Pa - Pascal.
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pH - potencial hidrogeni6nico.

pl - ponto isoelétrico.

PVA - permeabilidade ao vapor de agua (g mm.h”.m? kPa).
SF - solugdo filmogénica.

t - tempo (horas).

T - temperatura (°C).

Tp - temperatura de desnaturagao (°C).

Tp - temperatura de processo (°C).

Tg - temperatura de transigao vitrea (°C).

Tm - temperatura de transi¢ao sol-gel (°C).

TPVA - taxa de permeabilidade ao vapor de agua (g h™.m?).
UR - umidade relativa.

w - ganho do peso por volume.

Y - opacidade HunterLab.

Yb - opacidade HunterLab da amostra colocada sobre padréo branco.

Yp - opacidade HunterLab da amostra colocada sobre padrao preto.



RESUMO

Nos udltimos vinte anos, as pesquisas dedicadas a desenvolver materiais comestiveis e
biodegradaveis, para ser usado como material de embalagem e conservagdo, a partir de
biopolimeros naturais tém-se incrementado grandemente. As proteinas, os lipideos e os
polissacarideos tém sido usados como agentes formadores do filme. As proteinas e os
polissacarideos sao bons materiais formadores do filme, mas apresentam baixa barreira ao
vapor de agua. Os lipideos oferecem limitadas propriedades de barreira ao oxigénio
devido a presenga de poros microscopicos, a elevada solubilidade e difusividade. O
objetivo deste trabalho foi elaborar filmes a base de farinha de amaranto usando o glicerol
como plastificante. Primeiro, foi determinada a metodologia para produzr farinha de
amaranto por moagem umida. O rendimento na produ¢do de farinha de amaranto foi de
67,46%. A farinha de amaranto apresentou teores de 14,21% de proteinas, 8,27% de
lipideos e 68,17% de amido. Foram estudados os efeitos da concentragdo de glicerol, do
pH da solugdo filmogénica, da temperatura de processo, da temperatura e da umidade
relativa do ar na secagem sobre as propriedades mecanicas dos filmes de farinha de
amaranto. Os efeitos destas variaveis foram analisados segundo o planejamento fracionado
26D ¢ foram determinados os fatores que influem significativamente, os quais depois
foram considerados no desenvolvimento de um planejamento experimental completo. As
variaveis escolhidas foram a concentragao de glicerol, o valor do pH e a temperatura de
processo. Os efeitos destas variaveis foram analisadas em fungdo das propriedades dos
filmes como: solubilidade, forca e deformag@o no teste de perfuragao e tens@o, elongagéao e
modulo de Young, no teste de tragdo. Utilizou-se a metodologia de superficie de resposta
para obter a formulagdo 6tima, a qual consistiu em: concentragdo de glicerol 22,5%, pH
10,7 e temperatura de processo 82°C. Os biofilmes apresentaram uma coloragao amarelada,
moderada opacidade, alta flexibilidade, baixa resisténcia e excelente propriedade de
barreira ao vapor de agua. O processo de desnaturagdo das proteinas € a presenca de
lipideos no filme permitiram obter baixa permeabilidade ao vapor de agua quando

comparados com filmes de amido e proteina encontrados na literatura.



SUMMARY

For the last twenty years, research interest into the use of natural biopolymers for
manufacturing edible or biodegradable materials for packaging and preservation, has
greatly increased. Proteins, lipids and polysaccharides have been used as film-forming
agents. Proteins and polysaccharides are good film-former materials, but they are poor
moisture barriers. Lipids offer limited oxygen barrier properties, due to the presence of
microscopic pores and elevated solubility and diffusivity but provide a better moisture
barrier. The aim of this work was to developed amaranth flour films using glycerol as
plasticizer. First, the methodology of production of amaranth flour by humidity milling
was defined. The yield of amaranth flour was 67.46%. The amanth flour had 14.21%
protein, 8.27% fat and 68.17% starch. The effects of glycerol concentration, pH values of
the solution to film formation, temperature of process (heat denaturation), drying
temperature and drying air humidity on properties mechanical of amaranth flour films were
evaluated. The effect of these variables was analyzed according to a fractional

experimental design 2°"

, for determination of the statistically significative factors
significative factors. With these factors previously chosen a complete experimental
desingn was performed. Glycerol concentration, pH values and process temperature were
optimized to obtain low solubility and flexible amaranth flour films, using an experimental
design (response surface methodology). The effect of these variables was investigated at
film formation conditions analyzing the final properties of the films as solubility, puncture
strength, puncture deformation, tensile strength, elongation and modulus of Young. The
optimum conditions were reached at 22.5% glycerol, pH 10.7 and 82°C. The biofilms
presented a yellowish color, moderate opacity and high flexibility but low tensile strength.
The denaturation of proteins and lipid presence improved water vapor permeability of

amaranth flour films compared to that of other protein and polysaccharide films.
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Introdugdo

1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o interesse por substituir os polimeros sintéticos, que até hoje
s3o utilizados como material de embalagem, tem aumentado. Os materiais sintéticos
garantem uma prote¢do desejada para diversos tipos de produtos, mas apresentam o
inconveniente de ndo serem biodegradaveis, portanto de dificil reciclagem (GONTARD &
GUILBERT, 1996), sendo responsaveis por grande parte dos residuos plasticos que se
acumulam no meio ambiente. Na Australia, aproximadamente 350.000 toneladas de
plasticos so usadas como embalagem e mais de 40.000.000 de toneladas sdo usados no
mundo inteiro. Estes materiais contribuem em torno de 20% do total de desperdicios no

mundo, causando sérios distlirbios ecologicos (HALLEY et al., 2001).

Desde a década de 70, tem-se estudado biopolimeros polares como polissacarideos
e proteinas para substituir os materiais plasticos derivados do petroleo, apresentando uma
grande vantagem sobre eles, isto € sua caracteristica biodegradavel (GARCIA et al., 1999).
Os biofilmes podem ser de dois tipos: coberturas, quando sdo aplicadas diretamente na
superficie dos alimentos e filmes quando possuem a capacidade de formar estruturas
proprias independentes. Os filmes comestiveis podem ser ingeridos pelo consumidor, além
de fornecer propriedades de barreira a umidade e a migragdo de solutos, necessarias a

conservagio do alimento.

Os biofilmes sio produzidos a partir de polissacarideos (celulose e derivados,
carboidratos e derivados, gomas, etc.) e proteinas (gelatina, zeina, gluten, etc.), capazes de
produzir matrizes continuas. Esses filmes possuem boas propriedades mecénicas e opticas,
mas sdo sensiveis a umidade e possuem baixa barreira ao vapor de agua.  Dentre os
polissacarideos, o amido constitui uma fonte importante para a elaboragdo de filmes
comestiveis devido a seu baixo custo. Nos primeiros estudos realizados, o amido foi usado
como aditivo na fabricagio de plastico, ou seja o material plastico foi aditivado com
quantidades menores que 10% de amido (OTEY et al., 1980).

Diversos pesquisadores (ARVANITOYANNIS et al, 1994; BADER & GORITZ,
1994; SHOGREN, 1992) ressaltam que existe um maior interesse pelo uso do amido puro

ou misturado com outros biopolimeros para a obtengdo de filmes. Os filmes de amido de



Introducdo

alto conteudo de amilose (> 40%) possuem boas propriedades de barreira ao oxigénio e
6leo, no entanto apresentam baixo porcentagem de elongacio (6%) quando comparado com
o polietileno, embora possua maior resisténcia a tragdo (30-60 MPa). As propriedades
mecanicas dependem principalmente do conteudo de amilose e amilopectina, o qual

também depende da espécie vegetal.

Varios cereais ou pseudocereais consumidos desde épocas precolombianas tém
recebido um interesse crescente por seu estudo, um deles ¢ o amaranto, o qual é um
pseudocereal consumido em lugares especificos das Américas. A espécie Amaranthus
caudatus € nativa do Peru e outros paises andinos. A planta é consumida como um vegetal
€ as sementes sao usadas como cereal (SAUNDERS & BECKER, 1984). O grio de
amaranto esta constituido em maior porcentagem por amido (~7% de amilose). Este amido
possui caracteristicas especiais: granulo de amido de pequeno didmetro, uma faixa ampla
de viscosidade, resisténcia ao cisalhamento, géis estaveis ao congelamento, e uma baixa

temperatura de gelificagdo (CALZETTA et al, 1999, WU & CORKE, 1999).

Além do amido, o grio de amaranto contem proteinas (~15%), e apresenta
caracteristicas nutricionais inicas, com valores nutritivos equivalentes ao leite, a carne e os
ovos, além de aminoacidos essenciais, como a lisina, metionina e cistina, mantendo uma
altissima porcentagem desses elementos. A lisina é o fator primordial para o
desenvolvimento orginico mental do homem. Além disso, atengdo especial merece o alto
conteido de minerais e vitaminas, cujo valor € superior ao de outros cereais. Os grios de
amaranto, devido a sua elevada qualidade protéica e conteudo de carboidratos, podem ser
transformados em subprodutos com maior agregacio de seu valor (SPEHAR et al., 1998:
RIVERO, 1994).

Diante do descrito, esta dissertagdo teve como objetivo estudar a viabilidade da
obten¢do de filmes biodegradaveis a base de farinha de amaranto (livre de fibras)
determinando as propriedades mecanicas, Opticas e de barreira, a fim de propor uma nova

alternativa de uso comercial do amaranto, incentivando assim seu cultivo no Brasil.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. O amaranto

O amaranto € cultivado na América desde antes da chegada dos espanhois,
alcancando seu apogeu nos periodos, Maia, Asteca e Inca e era considerado até entdo um
alimento sagrado para esses povos. Acredita-se que os astecas produziam 15000-20000
toneladas por ano de amaranto (WU & CORKE, 1999).

O amaranto € uma planta dicotiledonea, pertencente a familia Amaranthacea, cujas
folhas e sementes sdo consumidas como alimento em varias partes do mundo (SAUER,
1950). Essa planta apresenta uma inflorescéncia tipo panicula, sendo por isso considerada
como um falso cereal. Algumas espécies, como A. hybridus L., A. deflexus L., A.
retroflexus L., A. spinosus L., e A. viridis L., tém recebido nomes populares como Caruru,
Caruru-bravo, bredo, Caruru-rasteiro, Caruru-roxo, Caruru-branco, Caruru-verde, Caruru-
gigante, Caruru-de-espinho, entre outros (TEUTONICO & KNORR, 1985).

As espécies mais estudadas e cultivadas sdo: o A.cruentus (México, Africa, Caribe,
Asia e América do Sul), o A.caudatus (América do Sul), o A.hypochondriacus (India,
México e Estados Unidos) e o A.#ricolor (China e india) (SAUNDERS & BECKER, 1984;
BREENE, 1991).

O Amaranthus caudatus é uma espécie cultivada nos vales interandinos do Peru e da
Bolivia, em altitudes de 2700 até 3500 metros ao nivel do mar. (SUMAR-KALINOWSKI,
1982). E uma planta anual, adaptavel a climas temperados e frios, de rapido crescimento e
elevada altura (1,80 a 2,60 m). O gréo tem um didmetro que varia de 1,55 a2 2,14 mm ¢ o
peso varia de 0,46 a 1,18 mg (BRESSANI et al., 1987); a composi¢do quimica do grao esta

apresentada na Tabela 2.1.

Diferente da maioria das outras culturas de alimentos, o amaranto cresce bem em
solos aridos e pobres, ndo aptos para cereais e outras culturas. No Peru, os lugares de
cultivo situam-se em Ancash (Callejon de Huaylas e Conchucos, perto de Huaraz),
Ayacucho, Huancavelica, Cusco (Colca, Paruro e a regido Yanatile), La Libertad

(Huamanchuco) e Cajamarca.
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O amaranto, embora fosse cultivado ha séculos, os primeiros estudos sistematicos
sobre esta cultura foram realizados, ha 30 anos pelos Estados Unidos e ha 20 anos pela
China, aproximadamente, logrando obter informagdes a respeito das propriedades
nutricionais e as caracteristicas agronémicas do cultivo. Ainda ha muito que se pesquisar
sobre o amaranto, pois atualmente existe um grande interesse pelo seu desenvolvimento

comercial em varios paises da Unido Européia, América Latina e os Estados Unidos.

No Brasil, 0 amaranto ¢ pouco conhecido, se bem que existe um esforgo técnico-
cientifico desenvolvido pela Embrapa-Planaltina, Distrito Federal, no sentido de adaptar
espécies, oriundas das regides andinas aos solos do Cerrado brasileiro, obtendo resultados

encorajadores. A espécie cultivada € o Amaranthus cruentus (MARCILIO, 2001).
O interesse recente por esta planta pode ser atribuido, as seguintes razdes:

Os griaos de amaranto chamam a ateng@o pelo seu conteudo relativamente alto de
proteinas (15%), gorduras e minerais, especialmente em relagdo aos cereais. Sua proteina €
considerada de alta qualidade biologica devido ao seu conteiido em lisina e outros
aminoacidos essenciais. Esses fatores situam o amaranto, acima dos cereais em termos de

potencial nutricional (BRESSANI, 1988; BREENE, 1991).

SAUNDERS & BECKER (1984) constataram que o conteudo percentual de
proteina (14,9%), gordura (6,98%) e fibra (4,5%) do amaranto sdo superiores aos dos
cereais comuns, como trigo (proteina 12,3%, gordura 1,8% e fibra 2,3%), milho (proteina
8,9%, gordura 3,9% e fibra 2,0%), arroz integral (proteina 7,5%, gordura 1,9% e fibra
0,9%) e aveia (proteina 16,1%, gordura 6,4% e fibra 1,9%).

O conteido de lipideos varia entre 6 e 8% aproximadamente. Sua composi¢do
indica que os acidos linoléico e o acido estearico constituem cerca de 70 e 20% da gordura
total, respectivamente (YANEZ et al., 1994).

O grio de amaranto apresenta um conteudo de amido superior a 62%, pelo qual €
uma fonte potencial de amido para ser usado como ingrediente na formula¢@o de alimentos

como pudins, sopas € molho para saladas (PEREZ et al., 1993).
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Tabela 2.1. Composi¢do centesimal de alguns graos de amaranto.

N  Proteina Lipideos Fibra Cinza

Espécie

(%) (%) (%) (%) (%)
A. cruentus 3,05 17,8 7,9 44 3,3
A hypochondriacuss 2,67 15,6 6,1 5,0 33
A. caudatus 2,54 14,9 6,9 4,2 3,2
A. paniculatas 2,66 15,5 49 5,0 4.1
A. retroflexus 2,26 132 6,4 6,4 3,1
A. edulis 2,70 15,8 8,1 3,2 3,2

Fonte: SAUNDERS & BECKER (1984)

2.1.1. O amido de Amaranto

O amido é o carboidrato mais abundante no grio do amaranto. BECKER et al.
(1981) relataram um conteudo de 48% de amido no A.cruentus, 62% no
A.hypochondriacus, 62,8% no A.leucosperma e na faixa de 50-55% no A.caudatus
(TEJADA, 1994). Os granulos de amido de amaranto s3o muito pequenos, com diametro de
1-3 um, quando comparados aos granulos de amido de arroz, que apresentam diametro de

3-8 um e amido de batata, com didmetro de 100 um (BREENE, 1991).

O amido esta constituido por uma mistura de dois polissacarideos denominadas
amilose e amilopectina, em propor¢des que variam entre os amidos procedentes de
diferentes espécies vegetais e, mesmo, entre amidos provenientes da mesma espécie, onde
as proporgdes de amilose e amilopectina variam também com o grau de maturagdo das
plantas. A maioria das variedades cultivadas de amaranto contém amido ceroso com cerca
de 98-100% de amilopectina, no entanto alguns amarantos sdo conhecidos por terem mais
de 20% de amilose. LORENZ (1981) e BECKER et al. (1981) observaram que o amido de
A. hypochondriacus apresentou um conteudo de amilose de 7,2%. TOMITA et al. (1981)
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relataram valores de amilose que variaram de 0% a 22% para o 4. Aypochondriacus e de 5 a

7% para A. caudatus.

A amilose é um polissacarideo composto por unidades de D-glicose ligadas entre si
por ligagcdes o 1—4. A Figura 2.1 ilustra a cadeia reta da amilose. Na forma cristalina, a
molécula de amilose tem uma conformagéo helicoidal, devido a conformagao das unidades

de glicose.

Figura 2.1. Representac@o da cadeia reta da amilose.

A amilopectina € um polimero formado por cadeias curtas de amilose ligadas entre
si, por ligagdes o 1—>6. Seu peso molecular € alto e pode estar compreendido no intervalo
107-20x10” Dalton. A amilopectina proporciona solugdes claras e de alta viscosidade, em
agua quente; além disso, sdao filamentosas e coesivas. Ao contrario da amilose ndo tem
tendéncia a retrogradagao (BELITZ & GROSCH, 1988). A Figura 2.2 ilustra a estrutura

ramificada de amilopectina:

C@Q@/

CH,OH CHyOH  CH,OH  CH.OH CHsOH  CH,OH

OO, JQDQQ@

hgagsogncx:sﬂl:a a-14

bgaglo glicosidica «-1,6

Figura 2.2. Representagdo esquematica da amilopectina.

Esta representagdo da amilopectina € distinguida por trés tipos de cadeias: a) cadeias
curtas de amilose sem grupos OH no carbono 6 comprometidos; b) cadeias com um ou

mais grupos OH no carbono 6 comprometidos; c) cadeias com grupo redutor.
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As moléculas de amilose e amilopectina estdo associadas entre si por pontes de
hidrogénio formando regides cristalinas radialmente orientadas. Entre estas regides
cristalinas existem regides amorfas, nas quais as moléculas ndo tém uma orienta¢ao
particular. As regides cristalinas mantém a estrutura do grinulo e controlam o
comportamento do amido na agua. E por este motivo que o granulo de amido exibe uma
capacidade limitada de absorgao de agua, embora fosse constituido de polimeros soluveis

ou parcialmente soliveis neste liquido.

O amido de amaranto (4. hypochondriacus) quando comparado com o amido de
trigo (Tabela 2.2), apresenta um baixo conteudo de amilose, maior solubilidade e baixo
poder de intumescéncia, maior absorgdo de agua, menor viscosidade e maior temperatura
de gelatinizagdo, entretanto quando comparado com o amido de milho e amido de arroz,

apresenta temperatura de gelatinizagdo, menor (LORENZ, 1981).

Elevada susceptibilidade dos granulos de amido de A.iypochondriacus e A.caudatus
as amilases foi relatada por TOMITA et al. (1981), esta caracteristica esta relacionada com

a degradabilidade do amido.

Segundo BREENE (1991) um dos possiveis usos do amido de amaranto € a
elaboracdo de plasticos biodegradaveis. Também pode ser usado como espessante para
alimentos, amido para lavanderia, molhos, tempero e sopas devido a sua menor temperatura

de gelificagdo e estabilidade no armazenamento em ffio.
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Tabela 2.2. Propriedades fisico-quimicas do amido de trigo e amaranto.

Analise Trigo Amaranto(*)
Amilose(%) 22.2 7,2
Viscosidade amilografica (U.B)
e Maximo 350 320
e 92°C 270 260
e Apbs de 30 min a 92°C 340 260
e Esfriado a 35°C 510 280
e Apés de 60 min a 35°C 810 320
Solubilidade (%)
60°C 1,67 9.12
70°C 2,35 14,21
80°C 2,48 32,76
90°C 8,21 37,43
Poder de inchamento
60°C 477 1,02
70°C 6,13 1,51
80°C 8,28 3,44
90°C 11,80 3,53
Temperatura de gelatinizagao(°C)
e Inicial 52 62
e Ponto médio 55 64
56 68

e Final

Fonte: SAUNDERS & BECKER (1984)

(*) Amaranthus hypochondriacus
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2.1.2. Proteina do amaranto

As trés espécies mais cultivadas e estudadas do grdo de amaranto apresentam a
seguinte variagdo no teor protéico: na espécie A. cruentus, o teor protéico varia de 13,2 a
18,2%, na espécie A. caudatus varia de 17,6 a 18,4% e relata-se 17,9% para o A.
hypochondriacus (GORINSTEIN et al., 1998).

Esta variagio no conteido de proteina, entre espécies, ocorre devido a varios
fatores, como os diferentes cultivares, condigdes ambientais, regido de cultivo, estagdo do
ano, tratamento de fertilizantes e o fator de conversdo de nitrogénio (IRVING et al,, 1981 e
SAUDERS & BECKER, 1984; GORINSTEIN et al, 1998). Segundo BECKER et
al.(1981) o fator de conversdo de nitrogénio para A.edulis ¢ 5,85, CARLSSON (1980)

relatou valores de 5,2 a 5,6 para algumas espécies de amaranto e 6,25 para outras.

Um fator comum, entre todas as espécies estudadas € o alto contetido de lisina, que
é 0 aminoacido mais limitante na maioria dos cereais, € os aminoacidos sulfurados, que sao
aminoécidos limitantes nas leguminosas, carne e leite. No entanto, as espécies de amaranto
apresentam baixo conteudo de treonina, leucina, valina e isoleucina. IMERI et al. (1987)

observou que, o principal aminoacido limitante na espécie A.caudatus € a treonina

CORREA et al. (1986) observaram que, a proteina de cinco espécies de amaranto
apresentaram 65% de albumina, 17% de globulina, 11% de prolamina e 7% de glutelina.
PAREDES-LOPEZ et al. (1988) caracterizaram a proteina do A. hypochondriacus, a qual
apresentou contedos de 46-49% de albumina, 3% de prolamina e 30-33% de glutelina.
Segundo MARTINEZ & ANON (1996), as principais fragdes de proteina do grdo de
amaranto sio: albuminas, globulinas e glutelinas, as quais diferem na sua solubilidade.
Essas autoras concluiram que a proporgdo das diferentes fragdes na proteina isolada e suas

propriedades funcional e nutricional depende do método de extragdo usado.

Na maioria de alimentos, a albumina encontra-se em maior quantidade, seguido pela
glutelina, e as globulinas em terceiro lugar (SEGURA-NIETO et al., 1994), pelo qual essas
proteinas sdo consideradas como proteinas de reserva (HIGGINS, 1984). No amaranto,

encontrou-se dois tipos de albumina: albumina 1, extraida com 4gua e/ou solugdo salina,
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albumina 2, extraida com agua depois da extragdo da albumina 1 e a globulina (solugdo

salina). Portanto, a albumina 2 poderia estar incluida na fragdo de globulina e de glutelina.

As globulinas estdo compostas de 11-S globulina, globulina-P e pequenas
quantidades de 7S globulina (SEGURA-NIETO et al, 1994, MARCONE, 1999,
MARTINEZ et al.,, 1997). A globulina-P estd composta de unidades de moléculas, cujo
peso molecular e composiga@o polipeptidica é semelhante a globulina-11S, mas a globulina-
P tende a polimerizar-se, por isso mostra diferente solubilidade (MARTINEZ et al., 1997,
CASTELLANI et al, 1998). Além disso, a globulina-P contém uma alta propor¢ao de
subunidades monoméricas de 54 kDa do que a globulina 11S (MARTINEZ et al., 1997).

A utilizagdo da proteina de amaranto como ingrediente em alimentos depende
amplamente de suas propriedades funcionais, o qual esta relacionado as suas caracteristicas
estruturais. Algumas dessas propriedades s@o: a capacidade de formar misturas com a

agua, a formagdo do gel, a emulsificagdo e a formagédo de espuma.

LEHMANN et al.(1990) observaram que as propriedades emulsificantes e
espumantes das proteinas isoladas de A. cruentus e A. hypochondriacus sdo pobres e

apresentam limitada absor¢@o de agua, no entanto tém boas propriedades de formagao de

gel.

E importante considerar que a proteina extraida apresenta comportamento diferente
do que quando se encontra no grio, sendo que a forma de extragdo pode modificar suas
propriedades funcionais (BREENE, 1991). Além disso, muitas propriedades funcionais das
proteinas, incluindo a habilidade em formar géis, dependem de sua solubilidade. O pH
influl na solubilidade das proteinas. O comportamento da proteina em fungdo do pH esta
relacionado com o numero de residuos dos aminoacidos de cargas positivas ou negativas,
ou seja, do carater anfotero da proteina. O pH, onde o nimero de cargas € igual,
corresponde a solubilidade minima da proteina. Esse ponto é denominado ponto isoelétrico
(pI). Além do pH, a solubilidade das proteinas depende de outros fatores como forga idnica,
tipo de solvente e temperatura (CARVALHO, 1997).
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A estrutura das proteinas, e portanto, sua funcionalidade depende grandemente da
forca idnica e do pH do meio. A variagdo destas condigdes pode perturbar ou equilibrar a
estrutura quaternaria, terciaria e secundaria (PENG et al., 1984, DAMODARAN &
KINSELLA, 1982; DAMODARAN, 1989a; WAGNER & GUEGUEN, 1995, GUEGUEN
et al., 1988; SRIPAD & NARASINGA RAQ, 1987) e essas modificagdes podem conseguir
novas e diferentes propriedades funcionais (DAMODARAN, 198%; KINSELLA &
PHILLIPS, 1989).

O amaranto apresenta uma composi¢do balanceada de aminoacidos, com um
conteido de lisina e aminoacidos sulfurados, que conferem um potencial como alimento,
podendo ser utilizado para complementar as proteinas de outros cereais € leguminosas. Nas
proteinas alimentarias, os grupos sulfidripas e dissulfetos séo muito importantes porque
eles determinam a funcionalidade das proteinas. Por outro lado, as pontes intramoleculares
dissulfetos adicionam rigidez e estabilidade na estrutura das proteinas, fazendo com que
estes sejam capazes de formar espumas, filmes e emulsdes, sistemas nos quais as
propriedades de superficie séo desenvolvidas (KINSELLA & PHILLIPS, 1989).

2.2. Desnaturacio das proteinas

Na ciéncia e tecnologia de alimentos, a estrutura nativa de uma proteina, ou mistura
delas, tem uma importéancia apenas relativa de acordo as necessidades do tecnologo ou do
consumidor, o que faz com que, em muitos casos, um certo grau de desnatura¢do seja
desejavel. Por exemplo, na elaboragdo de surfactantes, adhesivos, recubrimentos ou

plasticos (GRAAF, 2000).

A desnaturagio da proteina € o desdobramento da proteina desde uma estrutura
nativa até um estado ndo estruturado (parcialmente) (GRAAF, 2000). Segundo FARFAN
(1990), a palavra "desnaturagio" é empregado para denotar qualquer alteragdo, ou
alteragdes, nas estruturas quaternaria, terciaria ou secundaria das proteinas. A desnaturagéo
pode ser produzida por meios mecénicos, quimicos e fisico-quimicos. De maneira geral,
mecanicamente podem-se imprimir alteragdes na estrutura quaternaria e até na estrutura
terciaria, mas raramente atinge-se a estrutura secundaria. Um exemplo de desnaturagdo

mecanica é a efetuada nas proteinas do trigo durante a mistura da massa para se obter a rede

11
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estrutural que d4 o corpo e a textura caracteristicos do pdo de trigo. A desnaturagdo
ocasionada por meios quimicos envolve a quebra ou formagao de ligagdes covalentes e €
geralmente irreversivel. As reagdes mais usuais sio as de 6xido-redugdo que agem sobre
grupos -SH e -S-S-, respectivamente. Pode ainda ocorrer desnaturagdo atraves de
protedlise ou mediante a a¢do da radiagdo UV, ionizante ou, talvez, no momento de se
efetuar uma modificagdo quimica. Um exemplo que mostra de forma muito clara o efeito
desnaturante da quebra de uma ligag3o peptidica é o da ag@o da renina na precipitagéo da

caseina do leite.

Os meios fisico-quimicos de desnaturagio sdo aqueles que, como o calor, o tipo de
solvente e pH fora do normal, perturbam as ligagdes fisico-quimicas, e alteram além das
estruturas quaternaria e terciaria, as estruturas secundaria das proteinas. Segundo
SCHMIDT et al. (1978), a desnaturagdo de proteinas ¢ altamente dependente do pH e a
razio de desdobramento pode ser influenciada pelo pH de aquecimento. O ajuste de pH
permite encontrar um balango entre a razio de desnaturagdo e a razdo-de agregagdo, bem
como entre forgas de atragdo e forgas de repulsdo entre as proteinas (MANGINO, 1984).
A desnaturacdo pode acontecer em conteidos de agua acima de 5% e temperatura altas
(>75°C). E sabido que a temperatura de desnaturagdo das proteinas depende do tipo de

proteina (fonte), dos aditivos ou desnaturantes e a metodologia do processo utilizado.

MARTINEZ &ANON (1996) determinaram as temperaturas de desnaturagao (Tp)
das fragdes protéicas isoladas da proteina do grdo de amaranto (Amaranthus cruentus),
observando que a fragdo protéica de globulina e glutelina apresentaram duas temperaturas
de desnaturag@o, uma a alta temperatura (Tp= 94°C e 96°C) e a outra a menor temperatura
(Tp= 64°C e 70°C), entretanto as fragdes protéicas de albumina-1 e albumina-2

apresentaram sO uma temperatura de desnaturagio (Tp= 64°C e 94°C).

CASTELLANI et al. (1998) estudaram a desnaturagéo da globulina-P do amaranto
por efeito do pH e do cloreto de sédio (NaCl) observando que valores de pH em torno de 9
a globulina produz uma desnaturagdo maior da globulina do que em meio acido, causando
uma dissocia¢io em sub-unidades de baixa estabilidade térmica. Além disso, observaram
que uma concentragdo acima de 0,1 M de NaCl causou um aumento na forca i0nica e,

consequentemente, uma elevacgio da temperatura e da entalpia de desnaturagao.
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Os filmes comestiveis produzidos a partir de proteinas desnaturadas podem
apresentar menor solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua e ao gas, além disso,
melhores propriedades mecanicas para seu uso como material de embalagem. Alguns
filmes elaborados a partir de proteinas melhoraram suas propriedades fisicas quando a
solugdo filmogénica foi submetida a processos térmicos (tempo e temperatura) que
causaram a desnaturagio das proteinas. Por exemplo os filmes de proteina de soro de leite
(STUCHELL & KROCHTA, 1994), os filmes de proteina de ghiten (ROY et al,, 1995) e os
filmes de proteina de ervilha (CHOI & HAN, 2001).

2.3. Biofilmes de amido

O amido é considerado como a matéria prima mais promissora para a elaboragéo de
filmes biodegradaveis devido a boa combinacdo de prego € capacidade (DOANE et al.,
1992: TOMKA, 1991). Os filmes de amido com alto conteudo de amilose sa0 menos caros
(30.60-$0.70/Lb) que os filmes de celulose, mas sua instabilidade & umidade limitam seu
uso (KROCHTA & MULDER-JOHNSTON, 1996). No entanto, pode-se misturar o amido

com outros materiais para elaborar filmes com propriedades desejaveis e com baixo custo.

A conversio do amido em material termoplastico por extrusdo ou em filmes por
“gel-casting”, produz perdas na organizagao natural dos polimeros do amido (VAN SOEST
et al, 1996). Alguns estudos demonstraram que durante a gelificag@o e armazenamento dos
géis de amido, estes desenvolveram, cristalinidade de tipo B, ao longo do tempo
(ARVANITOYANNIS et al., 1994). Esse tipo de cristalinidade origina-se de um

ordenamento linear de tipo B das hélices do amido (amilose e amilopectina).

Nos primeiros estudos realizados sobre filmes de amido, com alto conteudo de
amilose, avaliou-se o efeito do glicerol utilizado como plastificante nas propriedades
mecinicas e de barreira (WOLFF et al,,1951; RANKIN et al,1958). Outros autores
estudaram a relagdo que existe entre a cristalinidade dos filmes de alto contedo de amilose
com suas propriedades mecanicas (LLOYD & KIRST, 1963; HEALY et al,, 1974; OLLET
et al., 1991).
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As propriedades mecanicas dos filmes de amido dependem da propor¢do de
amilose e amilopectina presentes no amido, no entanto esta proporgido depende da espécie
vegetal. LOURDIN et al. (1995) estudaram a influéncia do conteudo de amilose nas
propriedades dos filmes, encontrando que a resisténcia a tragdo aumenta com o aumento de
amilose, obtendo um valor maximo de 60 MPa em filmes de amilose pura sem plastificante
e de 25 MPa com plastificante; a porcentagem de elongagdo aumenta 4 medida que
aumenta o conteudo de amilose nos filmes sem plastificante e diminui nos filmes com
plastificante (6%). Os maximos ou minimos valores de resisténcia a tragdo e elongagdo
atingidos nos filmes de amido com plastificante, mantém-se constantes naqueles cujo
contetido varia de 40 a 100% de amilose. Os autores concluiram que a presenca do glicerol
como plastificante afeta as propriedades mecdnicas dos filmes, sendo os filmes de
amilopectina mais sensiveis que os filmes de amilose. GARCIA et al. (2000) relataram que

os filmes com plastificante mostraram menor cristalinidade que os filmes sem plastificante.

RINDLAV et al. (1997) estudaram o efeito da umidade relativa do ar (%UR) de
secagem na cristalinidade dos filmes de amilose e amilopectina, e a influéncia desta, sobre
a microestrutura dos filmes e nas propriedades mecénicas e de barreira. Esses autores,
concluiram que, em filmes de amilopectina e glicerol, a cristalinidade relativa aumentou a
medida que aumentou a umidade do ar (%UR) durante a formagdo do filme, entretanto os
filmes sem glicerol permanecem amorfos independentemente da %UR; os filmes de
amilose tiveram uma cristalinidade relativa de 34% independente da adi¢io de glicerol e da
umidade relativa do ar. As propriedades mecédnicas em ambos filmes dependeram da
umidade relativa do ar (%UR). Por outro lado, eles mencionaram que, a permeabilidade ao
oxigénio e ao vapor de agua sdo maiores nos filmes de amilopectina que nos filmes de
amilose. STANDING et al. (2001) também estudaram o efeito da umidade relativa do ar de
secagem nas propriedades mecénicas e de barreira, ¢ na microestrutura dos filmes de
amilose e amilopectina. Esses autores, concluiram que o aumento da umidade relativa do
ar (%UR) modificou a estrutura da rede dos filmes de amilose-glicerol, desde uma estrutura
densa e homogénea até uma com flutuagdes no tamanho dos poros, isto, devido a
plasticizagdo das areas amorfas com o incremento no conteido de agua, permitindo um
movimento na rede e posteriormente uma expansdo ndo homogénea, originando-se um

aumento na permeabilidade ao oxigénio.
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GARCIA et al. (2000) elaboraram filmes de amido com adigdo de lipideos a fim de
melhorar suas propriedades de barreira, encontrando que os filmes de amido com alto
conteudo de amilose mostraram menor permeabilidade ao vapor de agua e aos gases, além
disso a permeabilidade dos filmes elaborados com sorbitol foram menores do que os
elaborados com glicerol. Com a adi¢do de 2 g/L de 6leo de girassol conseguiu-se diminuir

a permeabilidade ao vapor de agua.
2.4. Biofilmes de proteina

Os filmes a base de proteinas de alto peso molecular sdo geralmente insoliveis ou
pouco soliiveis em agua, além de possuir boas propriedades mecanicas (resisténcia e
flexibilidade) (CARVALHO, 1997).

A elaboragdo de biofilmes a base de proteinas envolve varios componentes com
finalidades especificas. De um modo geral as formulagdes estdo constituidos pelos
seguintes compostos: agente formador de filmes (macromoléculas), agente plastificante,
solvente e de ajuste de pH (SOUZA, 2001).

Dentre as proteinas utilizadas como agente formador de filmes destacam-se, as de
origem animal, como gelatina (CARVALHO, 1997, SARMENTO, 1999), proteinas
miofibrilares de peixe (CUQ, 1997, MONTERREY & SOBRAL, 2000), proteinas
miofibrilares de carne bovina (SOUZA, 2001), proteinas de soro de leite (MG HUGH &
KROCHTA, 1994; MATE & KROCHTA, 1996; MILLER & KROCHTA, 1997); e as de

origem vegetal, como gliten, zeina e proteina de soja.

Na maioria dos estudos sobre biofilmes de proteina utilizaram-se glicerol e sorbitol
como plastificante. Biofilmes de gelatina foram obtidos utilizando sorbitol como
plastificante (CARVALHO, 1997; SARMENTO, 1999), cuja concentragdo influiu nas
propriedades mecanicas dos biofilmes. Os filmes de proteina de soro de leite elaborados
com sorbitol apresentaram menor permeabilidade ao vapor de agua do que os elaborados
com glicerol (ANKER et al., 2000).

Outro componente do filme € o agente ajustador de pH, que também influencia a

solubilidade da proteina. O pH para trabalhar com proteinas deve estar acima ou abaixo do
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pl, onde a proteina possuira cargas disponiveis para interagir com a agua e aumentando,

assim, a sua solubilidade, o qual permitira a formagéo de gel (CARVALHO, 1997).

Existem muitos estudos que avaliaram o efeito do pH nas propriedades dos
biofilmes. WALL & BECKWITH (1969) obtiveram filmes a partir de uma solug@o de
glaten, acido lactico e agua como solvente, mas eles foram muito quebradigos. ANKER et
al. (1972) solubilizaram o gliten de trigo em aquecimento alcoolico e meio alcalino para
elaborar filmes pelo método de casting, utilizando glicerol como plastificante. Filmes de
proteina de glaten foram elaboradas com 20% de etanol e pH 5 (GONTARD et al., 1992),
entretanto os filmes de gelatina foram elaborados utilizando-se agua destilada como
solvente e pH 5,6 (CARVALHO, 1997, SARMENTO, 1999). Filmes de proteina
miofibrilar de carne bovina foram obtidos utilizando-se agua destilada como solvente € pH
2,8 (SOUZA, 2001).

PEREZ & KROCHTA (2000) estudaram o efeito das condi¢des de secagem na
elaboragdo dos filmes de proteina de soro e de emulsdes proteina-lipideo, encontrando que
0 aumento na temperatura de secagem e 40% de umidade relativa diminuiu a
permeabilidade ao vapor de 4gua, em ambos 0s casos, e que as propriedades mecanicas ndo

foram afetadas pelas condig¢des de secagem.
2.5. Biofilmes a base de amido e proteina

Estudos sobre filmes elaborados com misturas de amido e proteina sdo raros.
PARRIS et al. (1997) estudaram o efeito da incorporagdo de amido nas propriedades de
resisténcia e solubilidade em filmes elaborados a partir de zeina, concluindo que, os filmes
de zeina com 1% de amido apresentaram menor permeabilidade ao vapor de agua que os
filmes sem amido e a presenga de 8% de amido na zeina extraida do milho ndo afetou a

permeabilidade ao vapor de agua sendo semelhantes aos obtidos com zeina comercial.

Em filmes elaborados a partir de uma mistura de gelatina e amido soluvel de batata,
observou-se que um elevado conteiido de gelatina (>20% w/w) originou um aumento na

resisténcia a tragao e porcentagem de alongamento (ARVANITOYANNIS et al., 1997).

16



Revisdo Bibliogradfica

Um comportamento diferente foi observado em filmes elaborados a partir de uma

mistura de caseinato de sodio e amido (milho e trigo). Um aumento no conteido de

caseinato de sodio (>10% w/w) originou uma diminuigdo na resisténcia a tragdo e

permeabilidade ao vapor de agua (ARVANITOYANNIS et al., 1996).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Matéria Prima

A farinha de amaranto foi produzida a partir do grdo de amaranto da espécie
“Amaranthus caudatus”, cultivada na zona do Callejon de Huaylas (Huaraz-Peru),

segundo a tecnologia de moagem tmida.

Na Figura 3.1 mostra-se a metodologia que foi utilizada para a produgdo de farinha
de amaranto, a qual foi obtida em base a testes preliminares. Para produzir a farinha, o grao
(200 g) foi macerado em uma solugio de NaOH a 0,25% (400 ml), essa mistura foi mantida
a temperatura de refrigeragdo (5°C) durante 24 horas. Apds o periodo citado, foi
adicionado ao material original um volume de solugdo de hidroxido de sodio a 0,25%
suficiente para permitir a moagem. O processo de moagem foi realizado em uma

processadora durante dois minutos a maxima poténcia.

O material moido foi filtrado através de uma peneira de ago inoxidavel de abertura
80 mesh (177 microns de didmetro). O residuo nio filtrado foi processado quatro vezes
com adi¢do de solugdo de NaOH a 0,25%, em quantidades suficientes para assegurar a
moagem sem que se manifeste elevagdo de temperatura no material. O material foi
peneirado sucessivamente através de uma peneira com aberturas de 200 e 270 mesh (74 e
53 microns de diametro respectivamente). O liquido foi neutralizado com uma solugéo de
acido cloridrico 0,2 N até pH 7 e depois foi centrifugado a 1500 rpm durante 20 minutos.
O amido, proteina e lipideos, precipitados foram suspensos com agua destilada. Esse
material foi colocado em pratos de aluminio em camadas de cinco milimetros de espessura

e foi secado em estufa de convecgao forgada a 37°C por 48 horas.

Depois de retirar as placas da estufa, foi realizado a moagem da farinha de amaranto
e foi peneirada com peneira de ago inoxidavel de 80 mesh de abertura. A farinha de
amaranto foi conservada em frascos de vidro escuros e fechados hermeticamente até seu

uso.
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Figura 3.1. Fluxograma de produgZo da farinha de amaranto.
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3.2. Caracterizacao da farinha de amaranto

3.2.1. Umidade

A umidade foi determinada segundo a técnica de CALZETTA (1999). As amostras

foram dessecadas em estufa a vacuo a 100°C durante 24 horas.

3.2.2. Cinzas

As cinzas foram determinadas utilizando-se o método de incineragdao segundo a

técnica 923.03 da AOAC (1997).

3.2.3. Proteina

A proteina foi determinada pelo método micro-Kjeldhal segundo a técnica 926.86

da AOAC (1997). Usou-se o fator de conversdo de 6,25 para o calculo do teor de proteina.
3.2.4. Lipideos

Os lipideos foram determinados utilizando-se o método de BLIGH & DYER
(1959). Pesaram-se 3,0 -3,5 g (G) de farinha e adicionou-se como solventes: cloroférmio
(10 ml), metanol (20 ml) e agua destilada (8 ml), em uma relagio de volume de 1:2:0,8.
Essa mistura foi submetida a agitago e depois adicionou-se 10 ml cloroférmio € 10 ml de
solugdo de sulfato de sodio 1,5%, mudando-se a proporgdo de cloroformio a uma relagdo de
2,0:2,0:1,8 (cloroférmio:metanol:agua destilada), isto causa a separagdo total do
cloroférmio que carrega os lipideos da amostra. Deixou-se separar as camadas em forma
natural, apos isso, retirou-se a camada superior e filtrou-se a camada inferior até a solugdo
ficar limpida. Mediu-se 5 ml do filtrado e transferiu-se para um Becker de 50 ml
previamente pesado e deixou-se na estufa a 100°C até a evaporagdo do solvente (de 15 a 20
minutos). Apos disso, deixou-se esfriar em um dessecador e pesou-se os lipideos (P)

contidos nos 5 ml. Para o célculo da % Lipideos foi utilizada a Equagéo 3.1.

%Lipideos = Pé“ %100 [3.1]
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3.2.5. Determinacao de amilose

O teor de amilose foi determinado segundo o método colorimétrico do iodo
simplificado, que se baseia na transmiss@o de luz através de um complexo colorido que a
amilose forma ao reagir com o iodo, de acordo com a metodologia proposta por JULIANO
(1971), adaptada por MARTINEZ & CUEVAS (1989). A metodologia € descrita no
Anexo L.

3.2.6. Cor

A analise da cor foi realizado empregando a técnica do Sistema Hunterlab, para o
qual foi utilizado um colorimetro portatil Miniscan XE (Hunterlab). As determinagdes
foram realizadas em triplicata, utilizando-se um iluminante D65 (luz do dia). As amostras
foram colocadas em um copo de quartzo, proprio para a determinagdo de cor de pos e
liquidos. Os dados obtidos pelo equipamento foram analisados pelo programa Universal
Software 3.2, em um PC ao qual estava conectado. O programa calculou a diferenga total

de cor pela Equag8o 3.2., através dos valores de a*, b* e L*:

AE*=£a‘ —at)? +@" =bj)2 +(L"—L*0)2]”2 [3.2]
Onde:
AE* . diferenca total de cor
L* . indice de luminosidade da amostra
L.* - indice de luminosidade do padrao
a*eb : indice de luminosidade da amostra

a,*eb, : indice de luminosidade da amostra

Antes de cada medigdo, o equipamento foi calibrado com um fundo branco, usado
como padrio, sendo usados os seguintes valores dos pardmetros: Lo* = 93,494; a,* = -0,766
e b,* =1,399.
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3.2.7. Anailise calorimétrica de varredura (por DSC)

A determinagdo de transigdes de fase foi realizada por analise calorimétrica de
varredura, utilizando-se um DSC TA 2010 controlado por um médulo TAS5000, e provido
de um acessorio de refrigera¢do crioscopica (Quench cooling accesory). As aliquotas, da
ordem de 10 mg, pesadas (30,01 mg) em balanga de precisio (Ohaus, Analytical Plus),
foram acondicionadas em capsulas herméticas de aluminio, e aquecidas 10°C/min, entre -
150 e 150°C, dependendo da amostra, em ambiente inerte (45 ml/min de N;). O
equipamento foi calibrado com amostra de indium (Tm = 156,6°C, AHm=28,71 J/g) (TA
instruments). Através do programa Universal Analysis V1.7F (TA Instruments) foram
obtidos a temperatura de transi¢do vitrea (Tg), temperatura maxima de fusdo (Tm) e a

entalpia (AHm) de transi¢@o, calculada como a area sob o pico endotérmico observado.

3.3. Elaborac¢ao dos biofilmes de farinha de amaranto

Foram realizados testes preliminares para se determinar a metodologia para
elaboragdo dos filmes de farinha de amaranto, uma vez que ndo se encontrou nenhuma
literatura a esse respeito. Observou-se que o maior problema consistia em formar uma
estrutura homogeénea, ja que o amido e a proteina, presentes na farinha de amaranto, tém

caracteristicas diferentes de solubiliza¢do e de formagédo do gel.

Na Figura 3.2 mostra-se a metodologia usada para a elaboragéo de filmes a base de
farinha de amaranto. Esse filmes foram elaborados segundo o método “casting” a partir de
uma solugdo contendo 4% (p/p) de farinha de amaranto, a qual foi homogeneizada no
agitador (Fisatom, Brasil) durante 25 minutos. Apos este periodo, a solugio foi aquecida
em banho-maria até atingir a temperatura de processo, antes do qual, regulou-se o pH da
solugdo filmogénica (SF) com adigdo de NaOH (0,1 N) para conseguir solubilizar a
proteina presente na farinha. Todo o processo foi realizado sob agitagdo suave (a fim de se
evitar a formagdo de bolhas). Quando a solugdo filmogénica (SF) atingiu a temperatura de
processo foi adicionado o glicerol como plastificante, previamente dissolvido em agua
destilada. A temperatura de processo foi mantida constante durante 15 minutos. Apos este

periodo, a solugao filmogénica do filme (SFF) foi espalhada em placas retangulares de
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acrilico (9,2x17,9 cm). Para se obter uma espessura constante de 85+5 um em todos os
filmes, medida com um micrémetro (Modelo Tesa, Suica) em 15 posigdes diferentes, foi

adicionado em cada placa 40+0,8 g de SFF, o qual foi determinado nos testes preliminares.

As solugbes filmogénicas foram submetidas a desidratagdo em estufa com
ventilagdo forgada a temperatura e umidade relativa fixadas segundo o planejamento a ser
estudado. Para estudar a umidade relativa (%) na secagem, de acordo com o planejamento
fracionado, teve-se que acondicionar a estufa de circulagdo forcada a trés diferentes
umidades relativas (40%, 55% e 70%) por meio do uso de solugdes salinas saturadas:
carbonato de potassio, nitrato de magnésio e cloreto de sodio. Como as umidades relativas
destas solugdes dependem da temperatura (Anexo II), teve-se que controlar este parametro
utilizando um Higrémetro marca VEB-FMG. Em alguns casos teve-se que usar uma
solug@o saturada de menor umidade relativa para poder obter o valor desejado, para este

fim, utilizou-se cloreto de magnésio.

O tempo de desidratagdo foi controlado de maneira a permitir retirar os biofilmes
sem quebra-los ou danifica-los, o qual foi obtido para um dado valor de umidade final do
biofilme. Este valor foi fixado para todos os ensaios e foi determinado nos testes

preliminares.

Os biofilmes obtidos foram condicionados a 25°C e 58% de umidade relativa, em
dessecadores contendo solugdo saturada de NaBr, por 2 dias, antes de serem caracterizados.
Os analises calorimétricos de varredura foram realizados em biofilmes submetidos a trés
condi¢oes: 58% de umidade relativa, em dessecadores contendo solugao saturada de NaBr,
75% de umidade relativa, em dessecadores contendo solugdo saturada de NaCl, e em
dessecadores contendo silica gel por 3 semanas, no minimo, para a obtengdo do material o
mais desidratado possivel. Todas as caracterizagGes foram realizadas em condigdes

ambiente de sala climatizada (T= 25°C e umidade relativa entre 55 e 65%).
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Farinha de amaranto

l4 H,0 destilada

Homogenizagao

!

Aquecimento

lﬂ—— pH, glicerol

Espalhar nas placas

v

Secagem

v

Acondicionamento 58% UR, 48 h

Figura 3.2. Fluxograma para a elabora¢do de biofilmes a base de farinha de amaranto.
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3.4. Caracterizacio dos biofilmes
3.4.1. Testes Mecanicos

Todos os testes mecanicos foram realizados utilizando um texturometro TA.XT2
(SMS) e empregando-se o programa “Texture Expert” Versdo 1.22 (Stable Micro System,
Surrey, UK, Inglaterra). Para cada teste foram realizadas triplicatas, no minimo. Os
parimetros utilizados para cada teste foram escolhidos de acordo com a norma da ASTM
D882-95a (1995).

3.4.1.1. Forga e deformacio na ruptura em teste de perfuracio.

Esses testes foram realizados segundo a metodologia de GONTARD et al. (1994).
Os filmes foram cortados em forma de discos com 6 c¢cm de didmetro, e fixados em uma
célula com uma abertura circular na tampa de 3,4 cm de didametro. O vidro foi perfurado
anteriormente para evitar uma pressdo de resisténcia contraria a for¢a de perfuragdo. No
teste, um sensor cilindrico de 3 mm de didmetro é deslocado perpendicularmente a
superficie do filme, com velocidade constante (1 mm/s), até a ruptura do filme, como €
mostrado na Figura 3.2; onde /o € o raio da superficie do filme n@o tensionado, D € a
distdncia penetrada pela sonda no momento da ruptura e L ¢ o raio da superficie do

biofilme no ponto da ruptura (filme tensionado).

Os valores de forga (F) na ruptura e o deslocamento de sonda (D) na ruptura sao
determinados diretamente das curvas de forca em fungdo do deslocamento da sonda

permitindo o calculo da deformagao na ruptura (Al/lo) através da Equag@o 3.3.

Al (D? +i0? )12 _po [3.3]
lo lo
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Arel de teflon

Biofime
tensionado

Capsula —=

Figura 3.3. Esquema do sistema de determinagdo da deformagao em teste de ruptura.

3.4.1.2. For¢a e deformacio na ruptura em teste de tracio

Corpos de provas cortados segundo a Figura 3.4, foram submetidos a tragdo com
velocidade de 1,0 mm/s, partindo-se de uma separagdo inicial de 80 mm, até a ruptura do
filme. A tens@o na ruptura e a elongagao na ruptura foram obtidos diretamente da curva de
tensao em fungdo da elongagao, conhecidas as dimensdes iniciais dos corpos de prova. O
modulo de elasticidade, ou modulo de Young, foi obtido da tangente na regido linear da

curva.

&6 mm

LI

25 mm

R i t N
'— 115 mm

—t

Figura 3.4. Esquema do corpo de prova para teste de tragdo.
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3.4.2. Solubilidade em agua.

Os testes de solubilidade foram realizados segundo a metodologia proposta por
GONTARD et al. (1992). Trés discos de cada amostra de filme, com 2 cm de didmetro,
previamente pesadas, foram imersos em 50 ml de agua contendo azida sodica (0,02% p/v),
a 25°C, e mantidos por 24 horas, sob agitagdo esporadica, apos o qual, foi determinado o
conteido de matéria seca ndo solubilizada. A matéria solida insoluvel foi determinada
utilizando-se o método de filtragdo segundo a técnica 971.09 da AOAC (1995). A
solubilidade foi calculada conforme a Equagao 3.4:

(mi 'mf)
m

%MS = *100 [3.4]

Onde:

% MS : porcentagem de material solubilizado.
m; © massa inicial da amostra

ms . massa final da amostra

3.4.3. Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) dos filmes foi determinada pelo método
dessecante, com base na norma E 96-80 (ASTM, 1995) e de acordo com o procedimento
descrito por SOUZA (2001). As amostras de filme foram fixadas em células de permeagdo
de vidro, com abertura circular (didmetro 34 mm), correspondendo a 4rea do filme exposta
para a troca, vedada hermeticamente, e contendo silica gel no seu interior (0% UR), em
ambiente climatizado a 25 °C. As células de permeagdo, foram colocadas dentro de
dessecadores contendo agua destilada com tragos de azida sodica (0,02% p/v) (100% de
UR; P= 3,167 kPa a 25 °C). O peso ganho pelas células foi determinado em balanga semi-
analitica (Sartorius, modelo A200S) em intervalos de 24 horas durante 7 dias. As

determinagdes foram realizadas em triplicata, conforme o esquema da Figura 3.5.
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[ 1
[— A—

Junta de teflon +
graxa de silicone

Célula de permeabilidade

Figura 3.5. Esquema do dispositivo utilizado para a determinag¢@o da permeabilidade ao

vapor de agua.

Foram calculados a taxa de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) através da
Equagdo 3.5 e a permeabilidade (PVA) através da Equagdo 3.6. A relagdo wi/t foi calculada
por regressdo linear dos pontos experimentais de ganho de peso (g) da célula de medida em
fung¢@o do tempo para a zona de estado estacionario (r2= 0,98); A € a area exposta do filme

(907,46 mm’), € ¢ a espessura do filme e AP ¢ a diferenga de pressio entre os dois lados do

filme (kPa).

TPVR = (gm>h™) [3.5]
tx A

PVA = TPVA x¢ (gmmh’ m? kPa™) [3.6]
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3.5. Propriedades épticas
3.5.1. Cor

A cor dos biofilmes foi determinada através dos padrdes CIE Lab: L*, variando de 0
(preto) a 100 (branco); a*, do verde (-) ao vermelho (+); e b*, do azul (-) ao amarelo (+)
(GHORPADE et al., 1995; KUNTE et al., 1997, GENNADIOS et al., 1996), determinados
com um colorimetro Miniscan XE (Hunterlab) trabalhando com Dgs € luz do dia. Os
biofilmes foram aplicados na superficie de uma placa branca padrio e os padrdes L*, a* e
b* foram medidos e transferidos em tempo real, para um microcomputador. A diferenca de

cor (AE*) foi calculada com a Equagéo 3.2.
3.5.2. Opacidade

A opacidade foi determinada segundo o método HUNTERLAB (1997), utilizando-
se um colorimetro portatil Miniscan XE (Hunterlab). O método consiste na determinagio
da opacidade do biofilme sobreposto a um fundo negro (Opn) e sobreposto a um fundo
branco (Opb). A opacidade sera obtida pela razio entre esses dois valores, de acordo com a
Equagdo 3.7. Esse valor € determinado automaticamente no micro-computador, pelo
programa Universal Software 3.2. A opacidade assim medida (entre O e 100%) apresenta

escala arbitraria.

Opn 3.7
Op=——x100 [3.71
Opb

3.6. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A determinagdo de transi¢bes de fase foi realizada por analise calorimétrica de
varredura, utilizando-se um DSC TA 2010, controlado por um moédulo TAS000 (TA
Instruments, New Castle, DE, EUA), e provido de um acessorio de refrigeragdo crioscopica
(Quench cooling accessory) . As amostras foram pesadas em balanga analitica (Ohaus

Analytical Plus), da ordem de 10 mg (+0,01 mg), colocadas em céapsulas de aluminio TA
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hermeticamente fechadas. As amostras foram aquecidas a uma taxa de 5 °C/minuto, entre -
150 e 120°C, em ambiente inerte (45 mL/min de N;). A referéncia utilizada era uma
capsula vazia. O equipamento foi calibrado com amostra de indium (Tm=156,6°C,
AHm=28,71 J/g) (TA Instruments). Apos a primeira varredura, as células de medida foram
resfriadas crioscopicamente, com N liquido, até a temperatura abaixo da primeira transi¢do

vitrea observada na primeira varredura, procedendo-se em seguida a segunda varredura.

Os resultados foram analisados com o Universal Analyser TA Software,
considerando a temperatura de transigéo vitrea (Tg) como o ponto médio de inflexdo, a qual
¢ causada pela descontinuidade do calor especifico da amostra. Tomou-se como
temperatura de transigdo sol-gel (Tm), a temperatura onde ocorreu o pico endotérmico, isto
¢, temperatura maxima de fusdo. Determinou-se também a entalpia (AHm) de transi¢do
sol-gel da amostra, calculada como a area sob o pico endotérmico observado. Essa entalpia

foi expressa em J/g.
3.7. Planejamento Experimental
3.7.1. Planejamento Experimental Fracionado

Depois que foram realizados os testes preliminares para se definir as variaveis que
influem nas propriedades do biofilme de farinha de amaranto e de acordo com a literatura
revisada previamente, escolheram-se 5 variaveis para serem estudadas. Para tal, empregou-
se um planejamento experimental fracionado 2> As varidveis selecionadas para esse
planejamento foram: concentragdo do glicerol (Cg), pH da solug¢do filmogénica (pH),
temperatura do processo (Tp), temperatura de secagem (Ts) e umidade relativa na secagem
(UR). As variaveis respostas foram: a forca e deformagdo nos testes de perfuragdo e

tensdo, elongacdo e modulo de Young nos testes de tragao.

Estatisticamente, um planejamento fracionado € muito importante, uma vez que
diminui drasticamente o nimero de ensaios a serem realizados, de 32 (2°) para 19 (2°")
incluindo 3 ensaios no ponto central, tornando viavel o estudo de S variaveis no processo.
Além disso, essa etapa foi considerada como um estudo preliminar, com o objetivo

principal de selecionar os fatores estatisticamente mais significativos nas respostas, que
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devem ser escolhidos para a realizagdo de um planejamento fatorial completo
(SARMENTO, 1999).

Na Tabela 3.1 mostram-se os niveis dos cinco fatores estudados (variaveis
independentes) e suas respectivas codificagdes (-1, 0 e +1), utilizados para realizar as
analises estatisticas. Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando o programa
Statistica 5.0, obtendo-se os efeitos das variaveis independentes a um nivel de confianga de
90% e 95%.

Tabela 3.1. Planejamento experimental fatorial fracionado 2.

Ensaio Cg (X9)* pH (X2) Tp Xa) Ts (Xo) UR (X5)
1 40 (+1) 11 (+1) 95 (+1) 50 (+1) 70 (+1)
2 40 (+1) 11 (+1) 95 (+1) 30 (-1) 40 (-1)
3 40 (+1) 11 (+1) 85 (-1) 50 (+1) 40 (-1)
4 40 (+1) 11 (+1) 85 (-1) 30 (-1) 70 (+1)
5 40 (+1) 10 (-1) 95 (+1) 50 (+1) 40 (-1)
6 40 (+1) 10 (-1) 95 (+1) 30 (-1) 70 (+1)
7 40 (+1) 10 (-1) 85 (-1) 50 (+1) 70 (+1)
8 40 (+1) 10 (1) 85 (-1) 30 (-1) 40 (-1)
9 30 (-1) 11 (+1) 95 (+1) 50 (+1) 40 (-1)
10 30 (1) 11 (+1) 95 (+1) 30 (-1) 70 (+1)
11 30 (-1) 11 (+1) 85 (-1) 50 (+1) 70 (+1)
12 30 (1) 11 (+1) 85 (-1) 30 (-1) 40 (-1)
13 30 (1) 10 (1) 95 (+1) 50 (+1) 70 (+1)
14 30 (-1) 10 (-1) 95 (+1) 30 (1) 40 (-1)
15 30 (-1) 10 (-1) 85 (-1) 50 (+1) 40 (-1)
16 30 (1) 10 (1) 85 (-1) 30 (-1) 70 (+1)
17 35 (0) 10,5 (0) 90 (0) 40 (0) 55 (0)
18 35 (0) 10,5 (0) 90 (0) 40 (0) 55 (0)
19 35 (0) 10,5 (0) 90 (0) 40 (0) 55 (0)

*(s valores entre paréntesis sdo os codigos dos niveis das variaveis independentes.

Onde :

Cg : concentragdo do glicerol na solugéo formadora do filme (g glicerol/100g farinha)
Tp : temperatura do processo de preparo da solugio filmogénica (°C)
Ts : temperatura de secagem (°C)

UR: umidade relativa na secagem (%)
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3.7.2. Planejamento Fatorial Completo

Depois da determinagio das variaveis, que influenciaram significativamente nas
propriedades mecinicas dos biofilmes de farinha de amaranto, de acordo com o
planejamento experimental fracionado, foi realizado um planejamento experimental
completo utilizando a metodologia de superficie de resposta (RSM). Usou-se um
planejamento fatorial 2" completo, com 3 repeti¢des no ponto central € 2n pontos axiais,
onde "n" é o namero de variaveis independentes. O valor desses pontos axiais pode ser
calculado pela Equagio 3.8 (KHURI & CORNELL, 1987). F refere-se ao nimero de

tratamentos na porgao fatorial que, deve ser fixado através da formula F = 2.

i (F)lf4= (2n)1f4 [3.8]

A adigdo dos pontos axiais tem como objetivo possibilitar o ajuste de um modelo
quadratico multivariavel (ver Equagdo 3.9) aos pontos experimentais. As variaveis
independentes sdo os fatores escolhidos através do planejamento experimental fracionado e

a variavel dependente € a resposta estudada.
Y =bo + b1 X; + baXz + b3X3 + b1aXi Xot+ bisXi Xz + b2sXo X3 + bi2s X Xo X+
buXi? + baXi’ + byX,’ [3.9]

A matriz do planejamento fatorial completo 2> esta apresentado na Tabela 3.2. As
variaveis respostas foram: a forga (N) e a deformagao (%), nos testes de ruptura, a tensdo
(MPa), a elongagio (%) e o modulo de Young (MPa), nos testes de tragdo, e a solubilidade
(%).

Utilizou-se o programa Statistica 5.0 para analise do planejamento completo, ajuste
dos pontos experimentais a modelos matematicos, tratamentos estatisticos e plotagem das
superficies de resposta. O ajuste dos modelos testados e sua significincia foram analisados

através dos coeficientes de correlagdo e do teste F.
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Tabela 3.2. Matriz do planejamento experimental completo 2> estrela

Ensaios Cg (X1)* pH (X2) Tp (X3)

1 25(-1 10,5 (-1) 80 (-1)

2 25(-1) 10,5 (-1) 90 (+1)

3 25(-1) 11,5 (+1) 80 (-1)

4 25(-1) ILS ¢+ 90 (+1)

5 35 (+1) 10,5 (-1) 80 (-1)

6 35 (+1) 10,5 (-1) 90 (+1)

7 35 (1) I1.5 D) 80 (-1)

8 35(+1) 11,5 (+1) 90 (+1)

9 21,59(-1,68) 11 (0) 85 (0)

10 38,41 (+1,68) 11 (0) 85 (0)

11 30 (0) 10,16 (-1,68) 85 (0)

12 30 (0) 11,84 (+1,68) 85 (0)
13 30 (0) 11 (0) 76,6 (-1,68)
14 30 (0) 11 (0) 93,4 (+1,68)

15(C) 30 (0) 11 (0) 85 (0)

16 (C) 30 (0) 11 (0) 85 (0)

17 (C) 30 (0) 11 (0) 85 (0)

*Os valores entre paréntesis sdo os codigos dos niveis das variaveis independentes.

Onde:

Cg : concentragao do glicerol na solugao formadora do filme (g glicerol/100g farinha)

pH : pH da solugdo formadora do filme

Tp . temperatura do processo de preparo da solugao formadora do filme (°C)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Ensaios Preliminares

Para se obter a farinha de amaranto, a qual esta composta basicamente de amido e
proteina, livre de fibras, partiu-se da metodologia de moagem Umida utilizada por

CALZETTA (1999), na qual foram introduzidas diversas modificagdes.

Devido a escassa literatura sobre biofilmes a base de amido e proteina, foram
realizados muitos testes até poder definir a metodologia adequada para a elaboragdo de
biofilmes a partir deste material. Encontraram-se diversos problemas a serem controlados:
- Solubilidade da proteina.

- Tipo de plastificante.
- Espessura do biofilme en fung¢do da gramatura.

- Determinagdo da umidade final 6tima do biofilme, para facilitar a retirada da placa.

4.1.1. Determinacio da metodologia de extracio da farinha de amaranto

Na metodologia de moagem umida utilizada por CALZETTA (1999) para a
extragdo do amido a partir do grdo de amaranto, utilizou-se uma solugdo de NaOH 0,25%
para macerar o grao. Como primeiro passo para se determinar a metodologia de extragdo
da farinha, avaliou-se o efeito desta solugdo no teor de proteina do produto final. Os

resultados sido apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Efeito da solugdo de NaOH 0,25% no teor de proteinas e no rendimento na

produg@o de farinha de amaranto.

Proteina (g/100 matéria seca) Rendimento (%)

Tipo de extragdo *Fibra 1 °Fibra2 Farinha (g de farinha/100 g de grao)

Maceragdo com NaOH 18,9 16,8 14,2 67,4
Maceragio com H,O 20,3 16,5 10,5 61,3

*- Fibra que ficou na peneira de 80 mesh.

*-Fibra que ficou na peneira de 200 mesh.
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Na Tabela 4.1, observa-se que o teor de proteinas da farinha (14,2%) é maior no
processo de extragdo usando NaOH (0,25%) para a maceragdo do grdo, o valor obtido €é
proximo ao relatado por MARCILIO (2001) (13,91%), que obteve farinha de amaranto com
um teor de fibras de 3,14%, por moagem seca. No presente caso a farinha ndo contem
fibras. Também observa-se que as fragGes Fibra 1 e Fibra 2 foram as que apresentaram alta
concentragdo de proteina, em ambos os casos, como ocorre nos cereais. O rendimento foi
maior na extragdo da farinha utilizando NaOH na maceragdo, o qual estaria relacionado ao
teor de proteinas, visto que o mesmo foi superior quando comparado a extragao utilizando
agua destilada na maceragdo. O rendimento obtido por MARCILIO (2001), na obtengao de
uma farinha refinada (13,91% de proteina) a partir do grio de Amaranthus cruentus, por
moagem seca, com um teor de fibras médio de 3,14%, foi de 38%. CALZETTA (1999)
obteve um rendimento de 40%, na extragdo do amido por moagem umida. Comparando-se
este valor com o obtido neste estudo pode-se observar que a diferenga encontra-se,
basicamente, na quantidade adicional de proteina e lipideos extraidos com o amido.
Observou-se que na maceragdo do grao com H,O destilada, o teor de proteina da Fibra 1
foi maior que na maceragdo com NaOH, isto quer dizer que o uso de NaOH facilita a
extragdo do amido e da proteina presente no grao de amaranto. O uso de NaOH na
maceragdo e durante a moagem permitiu realizar a extra¢gdo em meio alcalino (pH 11), no
qual a maior quantidade das proteinas: albumina-1, globulina, albumina-2 e glutelina, sdao
soluveis, o que pode ser verificado no estudo realizado por MARTINEZ & ANON (1996).
Esses autores isolaram as proteinas de amaranto variando o pH da extragdo, concluindo que
a pH 8, o isolado protéico foi composto principalmente de albumina-1 e globulina;
entretanto a pH 9, 10 e 11, a albumina-2 e a glutelina, também, estiveram presentes no

isolado protéico.

Baseado nestes resultados, a farinha de amaranto foi produzida utilizando-se uma
solugdo NaOH 0,25% para a macerac¢do do grao sendo que o liquido obtido na moagem foi
neutralizado antes de ser centrifugado para se evitar a perda das proteinas solubilizadas.
Esta foi uma das modificagdes realizadas ao procedimento descrito por CALZETTA (1999)
na extracdo do amido. No presente caso, ndo foi necessario separar o amido da proteina,

pois realizou-se a secagem do material so6lido obtido apos a centrifugacéo.
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Uma vez determinada a metodologia de extragdo da farinha de amaranto, avaliou-se
a perda de proteina no processo, para o qual realizou-se um balango de massa. Os dados

obtidos estdo apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Balango de massa para obter a perda de proteina na extragao da farinha.

Matéria total Umidade Proteina % proteina/proteina
Material

(®) (%)  (g/100gms) inicial
Gréo de amaranto 100,0 9,8 15,8 100,0
Fibra 1 1253 93,9 18,9 10,2
Fibra 2 59,3 93,6 16,8 4,5
Farinha 67,5 7,4 14,2 62,4

a- Fibra que ficou na peneira de 80 mesh

b-Fibra que ficou na peneira de 200 mesh

Na Tabela 4.2 pode-se observar que o teor de proteina no grao de amaranto
(Amaranthus caudatus) obtido neste estudo € proximo ao valor apresentado por
BRESSANI et al. (1987) e por CHAVEZ et al., (2000).

A perda de proteina no processo foi de 23%, isto €, a metodologia utilizada permitiu
a extragio de 77% de proteina do grio de amaranto, distribuida entre os trés materiais
obtidos na extra¢do (farinha, fibra 1 e fibra 2). A maior porcentagem de proteinas (62,35%)
extraidas do grio foi encontrada na farinha, e o restante do conteado de proteina (14,65%)

encontra-se distribuida nas fibras: 1 e 2.
4.1.2. Determinacio da metodologia de obten¢io dos biofilmes de farinha de amaranto

A metodologia para a obtengdo de biofilmes a base de farinha de amaranto foi
obtida a partir das metodologias de obtencdo de biofilmes de amido e de proteina
encontrados na literatura, para o qual realizaram-se varios testes buscando obter um filme

de textura homogénea. Os principais fatores controlados foram:
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4.1.2.1. Solubilidade

O principal problema na elaboragdo de biofilmes de farinha de amaranto, foi a
solubilidade da proteina. Em pH neutro, a solu¢ao filmogénica apresentou proteina nao
dissolvida que precipitaram no fundo do becker. Apds a secagem dessa solugdo
filmogénica, observou-se pontos de material ndo dissolvido na superficie dos biofilmes.
Um resultado semelhante foi obtido em pH acido. Por isso, decidiu-se testar pH basico e
observou-se que a partir de pH 9,0 e temperatura maiores de 50 °C a proteina se dissolvia e
formava uma solugdo com o amido, ja que a temperaturas proximas a temperatura de
gelatinizagdo (~70°C) , o amido apresenta maior solubilidade. Essas observagdes estdo de
acordo com a literatura. MARTINEZ & ANON (1996), observaram que as proteinas do
grao de amaranto sdo soliveis em meio alcalino. Essas autoras obtiveram maior quantidade
de proteinas no isolado protéico obtido em pH 9, 10 ¢ 11. Apods a extrag@o, essas proteinas

foram precipitadas em meio acido (pH de 4 e 5) para sua posterior caracterizagao.
4.1.2.2. Tipo de plastificante

Elaboraram-se biofilmes de farinha de amaranto utilizando-se glicerol e sorbitol
como plastificante. Nos biofilmes elaborados com sorbitol, observou-se a formagao de
aglomerados em diferentes partes da superficie do filme, os quais originaram-se durante a
secagem. Os biofilmes elaborados com glicerol apresentaram uma textura homogénea e

continua, pelo qual decidiu-se utilizar este composto como plastificante.
4.1.2.3. Espessura do biofilme em funcio da gramatura

Testaram-se duas concentragdes de farinha na solucdo filmogénica: 4 ¢ 7%.
Observa-se na Figura 4.1 que a espessura meédia dos biofilmes, obtidos a partir de uma
solugdo filmogénica contendo 4 e 7% de farinha de amaranto aumentou linearmente com a
massa de solugdo adicionada, e que para um mesmo valor de gramatura, a espessura dos
biofilmes é maior para aqueles elaborados com a solugao contendo 7% de farinha, devido
ao seu maior conteido de matéria seca. SOBRAL (2000) obteve resultados semelhantes ao
estudar a espessura de biofilmes de origem animal em fung@o da gramatura. Segundo esse

autor, a espessura dos biofilmes é fungdo da gramatura dos biofilmes e da densidade do
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material (x=m/A.p). Na Figura 4.2 observa-se que as duas retas se superpdem quando se
grafica espessura em fun¢do da gramatura da matéria seca, isto indica que a concentragdo
da farinha de amaranto n3o teria efeito sobre os filmes. Considerando-se que a matéria seca
depositada no suporte € diretamente proporcional a massa de SF aplicada, a linearidade
observada nas Figuras 4.1 e 4.2, foi possivel porque a densidade dos biofilmes manteve-se

constante, no dominio deste estudo (0,058 a 0,254 mm).

A solugio contendo 7% de farinha de amaranto era muito viscosa €
consequentemente era dificil de espalhar a solug@o filmogénica em toda a placa e além
disso a solug@o apresentou muitas bolhas de ar. Por isso, optou-se por trabalhar com
solug@o filmogénica a 4% de farinha. Assim, optou-se por fixar a gramatura em 0,25 g de
soluq:z'iofcmz, que corresponde a uma espessura de 0,085+0,005 mm, para a solugdo a 4%
de farinha.

0,3

0,2 -

0,1 + 2

Espessura média (mm)

0,0 T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Gramatura (g de soluqio!cmz)

Figura 4.1. Espessura média dos biofilmes com 4% (C)) e 7% (A) de farinha de amaranto

(Amaranthus caudatus) em fungao da gramatura.
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Espessura média (mm)

0,3

0,2 -

0,1 -

0,0 +

0,000

0,005 0010 0,015 0,020 0,025 0,030

GMS (g matéria seca/cm?)

Figura 4.2. Espessura média dos biofilmes com 4% (U) e 7% (A) farinha de amaranto

(Amaranthus caudatus) en fungao da gramatura da matéria seca.

4.1.2.4. Determinacio da umidade final 6tima do biofilme

Foi necessario fixar um parametro para controlar a secagem dos biofilmes, pois para

cada condigao estudada de temperatura e umidade relativa na secagem, os tempos de

secagem foram diferentes, o qual sera demonstrado no item 4.3. Observou-se que existia

uma umidade 6tima final tal que permitia a remogao do filme da placa, de 22% + 1,11 (28,6

g de agua/100 g m.s). Valores maiores de umidade, os biofilmes ficavam colados na placa

e para valores menores de umidade, os biofilmes se apresentavam quebradigos.
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4.2. Caracterizacao da farinha de amaranto

Na Tabela 4.3 estdo apresentados os dados da composigdo centesimal e o teor de

amilose da farinha de amaranto.

Tabela 4.3. Composigdo centesimal da farinha de amaranto (Amaranthus caudatus)

Composigio centesimal Farinha de amaranto
(g/100 g de m.seca)
Meédia = DP*
Umidade 7,97 £0,18
Cinzas 2,14 +0,03
Lipideos 8,93 +0,03
Proteinas 1421 +0,77
Sinilose 7,58 + 0,40

a- DP=desvio padrdo. Resultados representam média de 3 determinagdes

O teor de cinza da farinha (2,14%) esta no limite inferior da faixa citada por alguns
autores (2,1% - 4,2%) para o grao de amaranto (BRESSANI et al., 1987, TEUTONICO &
KNORR, 1985; TEJADA, 1994), mas é maior, quando comparado ao valor encontrado por
MARCILIO (2001) para a farinha refinada de amaranto obtida por moagem seca (1,26%).

A farinha de amaranto apresentou niveis de lipideos muito semelhantes aos
relatados para o grao de amaranto (Amaranthus caudatus), mas foi superior aos obtidos por
MARCILIO (2001), que determinou teores de lipideos de 7,70% e 7,18% para a farinha
integral e a farinha refinada, respectivamente. Segundo esse autor, grande parte dos
lipideos encontram-se uniformemente distribuidos no grdo, permitindo que as perdas

durante o processo de extragado da farinha sejam minimas.

Em relagd@o ao teor de proteina, foi verificado que o processo de extragdo utilizado

permite extrair o maior conteudo de proteinas do grao de amaranto. O teor de proteina
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obtido foi semelhante ao relatado por MARCILIO (2001) para a farinha refinada (13,9%)

de Amaranthus cruentus, a qual apresentou um teor de fibra de 3,14% .

A farinha de amaranto apresentou um teor de amilose semelhante ao grio de
amaranto (Amaranthus caudatus), encontrando-se dentro da faixa (5,5-7,5%) citada por
TOMITA et al. (1981). O teor de amilose obtido encontra-se um pouco acima ao valor
relatado por CALZETTA (1999) para o amido da espécie Amaranthus cruentus (6,6%) e ao
determinado por PAMPA (2003) para o Amaranthus cruentus cultivado no Brasil (5,8%),
no entanto foi menor do que os valores relatados por PEREZ et al. (1993) para a espécie

Amaranthus hypochondriacus (10,4%) e Amaranthus cruentus (10,1%).
4.2.1. Cor

A analise de cor foi realizada em amostras de amido de amaranto e farinha de
amaranto com teor de umidade de 10% e 7,38% (g de agua/100 g m.total), em média, com
o objetivo de comparar e determinar o efeito das proteinas e dos lipideos, na cor da farinha .
Os resultados dos parametros de cor (a*, b*, L* e AE*) estdo apresentados na Tabela 4 .4,
onde pode-se observar que o amido apresentou maior valor de luminosidade do que a

farinha de amaranto.

O valor de AE* de amido, muito préximo de zero, indica a brancura desse produto.
A farinha, por sua vez, apresentou uma coloragdo menos branca (AE* >>0), tendendo para
o amarelo (b* = 6,25), como pode-se observar na Figura 4.3. Essa coloragdo amarelada da
farinha de amaranto deve ser definida pela presenga de proteinas e lipideos presentes na

mesma.

O valor de AE*, para o amido, obtido neste trabalho foi semelhante ao relatado por
CALZETTA (1999) e PAREDES-LOPEZ et al. (1989), mas foi menor ao relatado por
PEREZ et al. (1993) (3,37-6,34). O valor de L* foi maior do que o relatado por
CALZETTA (1999) para o amido de amaranto da espécie Amaranthus cruentus (92,71) e
encontra-se dentro da faixa (96,30-99,50) relatada por PEREZ et al. (1993).
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Tabela 4.4. Valores dos parametros de cor para a farinha e o amido de amaranto

(Amaranthus caudatus).

Farinha de amaranto Amido de amaranto

a* 0,05 0,13
b* 6,25 1,16
L* 89,92 96,78
AE* 9,16 2,09

Padrdo de calibragdo: a*=-0,8, b* =144, L* = 94 83

Figura 4.3. Aspecto visual da farinha e do amido obtidos a partir do grdo de amaranto por

moagem umida (Amaranthus caudatus).
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4.2.2. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Na Figura 4.4 apresentam-se os termogramas da farinha ¢ do amido de amaranto,
obtidos por analise calorimétrica de varredura sem prévio condicionamento. Observa-se no
termograma do amido de amaranto a ocorréncia da transi¢do vitrea (Tg=136,16°C) , na
forma de uma suave inflexdo da curva, seguida da fuséo dos cristais, na forma de um pico
endotérmico bem visivel (Tm=180,20°C). Este resultado € concordante com o obtido por
PAREDEZ-LOPEZ & HERNANDEZ-LOPEZ (1991) no estudo do efeito da 4gua na
temperatura de gelatinizagdo do amido de Amaranthus hypochondriacus. Segundo esses
autores, a existéncia de um pico endotérmico no termograma do amido € devido ao seu
baixo conteudo de umidade (6%). Outros autores também relataram o mesmo
comportamento do termograma do amido em baixos conteiidos de agua. CALZETTA
(1999) também observou que as relagdes menores de 0,81: 1 (agua: amido) registrou-se s6
um pico endotérmico na analise calorimétrico do amido de amaranto (Amaranthus
cruentus), a diferenca de relagdes maiores de aguaamido, que registraram dois picos
endotérmicos. DONOVAN (1979) e BILIADERIS et al. (1980) relataram que em baixos
contetidos de agua, no sistema amido e agua, ocorre apenas uma fusdo incompleta dos

cristalitos mais estaveis, o qual manifesta-se na apari¢do de um tinico pico endotérmico.

.
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Figura 4.4. Termogramas do amido (a) e da farinha (b) de amaranto (Amaranthus

caudatus).
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No termograma da farinha de amaranto, também pode-se observar a ocorréncia da
transicdo vitrea (Tg =165,9°C) seguida de uma endoterma (Tm=200,8°C). Os valores de Tg
e Tm da farinha s3o maiores que os do amido, essa diferenga poderia ser explicado pelo
efeito plasticizante da agua, visto que a farinha de amaranto apresentou umidade inferior
(7,38%) a umidade do amido (10%).

E relatado na literatura que os complexos de amilose-lipideo produzem a apari¢do
de um pico endotérmico, cuja temperatura de fusdo ou temperatura de pico (Tm) € maior
do que a temperatura de pico dos cristalitos de amido. BILIADERIS (1992) ndo relatou a
presenca desses picos no amido de milho tipo waxi (50% de agua), devido ao baixo
conteido de amilose, resultados semelhantes foi obtido por PAREDEZ-LOPEZ &
HENANDEZ-LOPEZ (1991) para o amido de Amaranthus hypochodriacus com diferentes
conteudos de dgua (2% de amilose). Com o qual pode-se supor que o segundo pico esta
relacionado as fragdes de proteinas albumina-2 e globulina presentes na farinha de
amaranto. Seria interessante o estudo das propriedades térmicas por DSC do amido e da
farinha de amaranto considerando diferentes contetidos de agua para efeitos de comparagao
com os trabalhos encontrados na literatura e para avaliar melhor as interagdes dos

polimeros e este solvente.

O valor do AH (6,6 J/g) obtido para o amido de amaranto encontra-se dentro da
faixa relatada por WU & CORKE (1999) para diferentes espécies de amaranto (6,7 - 14,5
J/g), e € menor que o valor relatado por BELLO-PEREZ & PAREDES-LOPEZ (1995) que
foi de 13,6 J/g. O valor do AH (20,9 J/g) correspondente ao pico endotérmico, do
termograma da farinha é 3,1 vezes do valor obtido para o amido, isto €, o calor necessario
para a fusdo completa de 1 g de farinha seca € equivalente ao calor necessario para a fusao
completa de 3,1 g de amido seco. Essa diferenga poderia estar relacionado a presenca das
proteinas na farinha de amaranto, visto que o valor da entalpia de desnaturac@o das fragoes
de albumina-2 e globulina relatados por MARTINEZ & ANON (1996), MARTINEZ et al.
(1997), CASTELLANI et al. (1998) e CASTELLANI et al. (1999) foram de 20 J/g e 18 J/g.
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No presente trabalho, ndo foi possivel a realizagdo de uma segunda varredura,

porqué o aquecimento das amostras apos Tg causava carbonizagdo do material, como pode

ser observado na Figura 4.5.

Antes Depois

Figura 4.5. Analise calorimétrica de varredura por DSC da farinha de amaranto

(Amaranthus caudatus)

4.3. Planejamento fracionado

Apos a definigdo da metodologia de elaboragdo dos biofilmes de farinha de
amaranto, e considerando-se que a umidade final do biofilme era um pardmetro importante
a ser controlado, foram realizados os ensaios segundo o planejamento fracionado 2™

mostrados na Tabela 3.1.

Observou-se que para cada ensaio, os tempos de secagem foram diferentes, porém
considerou-se importante apresentar esses resultados e discuti-los, visto que poucos autores

estudaram a etapa de secagem na elaboracdo do biofilme.
4.3.1. Tempos de secagem dos biofilmes segundo o planejamento fracionado

Na Figura 4.6 apresenta-se os tempos de secagem dos biofilmes de farinha de
amaranto que foram elaborados segundo o planejamento fracionado. Como foi fixada a
umidade final do biofilme, a fim de facilitar a remog¢do da placa, foi necessario realizar o

controle dessa umidade em todos ensaios, os resultados mostra-se na Figura 4.6, onde
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pode-se observar que o limite superior da umidade final € 23,1%, a média € 22% e o limite

inferior € 20,9%; estes valores foram obtidos dos testes preliminares.

70 -

60

50

Tempo (hrs)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Ensaio

Figura 4.6. Tempos de secagem dos biofilmes de farinha de amaranto elaborados segundo

o planejamento fracionado 2°™.
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o 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Ensaio

Figura 4.7. Controle da umidade final dos biofilmes de farinha de amaranto depois da

secagem no planejamento fracionado.
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O menor tempo de secagem e consequentemente a maior taxa de transferéncia de
vapor de agua foi obtido no ensaio 9 (Figura 4.6). Este comportamento pode ser explicado
pelas condigdes as quais foram submetidas esses biofilmes (50°C e 40% UR) e a menor

concentracdo de glicerol 30%.

Observa-se, na Figura 4.7, que os valores de umidade final média dos biofilmes
correspondentes aos primeiros ensaios, cuja formulagdo apresentou uma concentragéo de
glicerol de 40%, foram maiores que os correspondentes aos biofilmes que apresentaram
uma concentracdo de glicerol de 30%. Os biofilmes obtidos a 30% foram menos

higroscopicos e mais facies de se controlar durante o processo de secagem.

Também pode-se observar que nos ensaios 4 e 6, a umidade final média esta fora
do limite superior fixado. E importante mencionar que precisou-se de maior tempo de
secagem para obter esses biofilmes (Figura 4.6), pois a secagem foi realizada em menor
temperatura (30°C), umidade relativa alta (70%) e alta concentrago de glicerol (40%).
Esses biofilmes foram muito higroscopicos e dificeis de manusear. RINDLAV-
WESTLING et al. (1998) elaboraram biofilmes de amilose e amilopectina utilizando 40%
de glicerol como plastificante, e secos a umidades relativas de 20%, 50%, 70% e 90% a
23°C durante 3 dias. No presente trabalho precisou-se de 60-65 horas para secar os
biofilmes de farinha de amaranto a 30°C e 70% de umidade relativa, nas seguintes
formulagdes: 40% de glicerol, pH 11, temperatura de processo de 85°C (correspondente ao
ensaio 4) e 40% de glicerol, pH 10 e temperatura de processo de 95°C (correspondente ao
ensaio 6). Nas mesmas condi¢des de secagem e concentragdo de glicerol de 30%, na
formulagio dos ensaios 10 e 16, precisou-se de menor tempo de secagem (15-18 horas)
para obter biofilmes com umidade final desejada; portanto, pode-se dizer que o glicerol

apresentou um efeito importante na secagem dos biofilmes de farinha de amaranto.

Um dos poucos estudos que destacaram o efeito do glicerol na elaboragdo de
biofilmes de amilopectina foi o realizado por MYLLARINEN et al. (2002a). Esse autor
observou que os biofilmes elaborados a base de amilopectina foram menos manuseaveis &
medida que a concentragdo de glicerol aumentava, que ndo foi observado nos biofilmes de

amilose, os quais apresentavam-se mais estaveis na presenca do glicerol. Isto explica a
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sensibilidade dos biofilmes de farinha de amaranto, ao glicerol porquanto esta matéria

prima apresenta um maior conteido de amilopectina e s6 7,58% de amilose (b.s).
4.3.2. Resultados do Planejamento Experimental Fracionado e Anadlises Estatisticas

Os resultados dos ensaios do planejamento experimental fracionado estdo

apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5. Resultados do planejamento experimental fracionado.

RUPTURA TRACAO
F(N) D(%) T(MPa) E(%) MY (MPa)

Ensaio Cg(Xy)' pH (X2 Tp(Xs) Ts(Xy) UR (Xs)

—

40 (+1) 11(+1) 95(+1) 50(+1) 70(+1) 0,47 27,3 0,26 1101 0,76

2 40(+1) 11(+1) 95(+1) 30(1) 40(-1) 045 364 027 876 058
3 40(+1) 11(+1) 85(1) 50(+1) 40(-1) 050 320 050 1566 0,52
4 40(+1) 11(+1) 85(1) 30(1) 70(+1) 065 338 038 1275 078
5 40(+1) 10(-1) 95(+1) 50(+1) 40(-1) 039 285 029 1303 0,70
6 40(+1) 10(-1) 95(+1) 30(1) 70(+1) 055 330 034 1267 072
7 40(+1) 10(-1) 85(-1) 50(+1) 70(+1) 073 31,1 047 1444 091
8 40(+1) 10(-1) 85(-1) 30(-1) 40(-1) 050 360 0231 1087 0,63
9 30(1) 11(+1) 95(+1) 50(+1) 40(-1) 1,2 273 061 1225 246
10 30(-1) 11(+1) 95(+1) 30(-1) 70(+1) 1,00 276 062 1584 2,66
11 30(1) 11(+1) 85(-1) 50(+1) 70(+1) 153 222 1,00 1133 546
12 30(1) 11(+1) 85(-1) 30(-1) 40(1) 149 177 124 1046 11,33
13 30(-1) 10(-1) 95(+1) 50(+1) 70(+1) 08 276 037 1280 1,07
14  30(-1) 10(1) 95(+1) 30(-1) 40(1) 1,18 293 067 1137 2,68
15 30(-1) 10(-1) 85(1) 50(+1) 40(-1) 160 195 105 842 1324
16 30(1) 10(1) 85(1) 30(1) 70(+1) 128 224 055 1215 210
177 35(0) 10,5(0) 90(0) 40(0) 55(0) 085 301 063 1174 165
18 35(0) 10,5(0) 90(0) 40(0) 55(0) 089 297 059 1149 145

19 35(0) 10,5(0) 90(0) 40(0) 55(0) 0,87 300 060 1114 148

*Os valores entre paréntesis sdo os codigos dos niveis das variaveis independentes.
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Onde:

. forca na ruptura (N)
- deformagdo na perfuragéo (%)
. tensdo na ruptura (MPa)

tm 5 O ™

. elongagédo (%)

Estes resultados foram analisados estatisticamente, utilizando o software Statistica
5.0, a fim de obter o efeito das variaveis independentes (Cg, pH, Tp, Ts € UR) nas
propriedades mecanicas dos biofilmes de farinha de amaranto, o qual determinara as

variaveis que serdo consideradas no planejamento completo.

4.3.2.1. Forc¢a de ruptura no teste de perfuracio

Na Tabela 4.6 pode-se observar que a 95% de confianga (p<0,05), a concentragdo
de glicerol (Cg) e a temperatura de pfocesso (Tp) influiram significativamente na forga de
ruptura; entretanto, a 90% de confianga (p<0,10), o pH e a umidade relativa na secagem
(UR) também influiram significativamente na for¢a de ruptura, mas sua influéncia foi

muito pequena.

Tabela 4.6. Efeito dos fatores sobre a for¢a de ruptura calculados para o planejamento

fracionado 2.

Fator Efeito (N) Erro padrao p

Meédia 0,89* 0,004 0,00003
Cg -0,74* 0,010 0,00018
pH 0,03%* 0,010 0,07217
Tp -0,27* 0,010 0,00129
Ts 0,02 0,010 0,20594
UR -0,04** 0,010 0,06368

Valores estatisticamente significativos: *p<0,05, **p<0,10
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Observa-se que o efeito do glicerol (Cg) € negativo, visto que a uma maior
concentragdo de glicerol no filme origina uma menor forga na ruptura.  Este
comportamento foi o esperado, porquanto o glicerol atuando como plastificante, diminui as
forgas intermoleculares entre as cadeias de polimeros adjacentes, reduzindo as forgas de
coesdo, e consequentemente, impedindo as atragdes intermoleculares entre os polimeros do
amido, diminuindo a cristalinidade e conferindo maior flexibilidade aos biofilmes.
RINDLAV et al. (1997) observaram que o grau de cristalinidade afeta as propriedades
mecanicas dos biofilmes de amilopectina. Biofilmes com maior cristalinidade foram mais
resistentes € menos flexiveis e os biofilmes com menor cristalinidade foram menos

resistentes e mais flexiveis.

Observa-se que um incremento no valor de temperatura de processo de 85°C para
95°C causou uma diminuigdo na forga de ruptura. O efeito da temperatura de processo esta
relacionado ao processo de gelatinizagdo do amido, pois neste processo acontece uma perda
da birrefrigéncia dos granulos de amido, e um inchamento por causa da absor¢do da agua,
aumentando sua solubilidade com a temperatura. E dizer um aumento de temperatura
causou um maior inchamento dos granulos de amido, e consequentemente maior agua
absorvida. Parte dessa agua foi removida durante a secagem e a outra parte encontrou-se
formando interagdes agua-amido. Visto que, a agua tem um efeito plastificante nos
biofilmes, isto explicaria a diminui¢do da for¢a de ruptura por efeito da temperatura de

Processo.
4.3.2.2. Deformacao na ruptura

Na Tabela 4.7 pode-se observar que os fatores estatisticamente significativos a 95%
de confianga (p<0,05) foram: a concentrag@o de glicerol (Cg), temperatura de processo (Tp)
e a temperatura de secagem (Ts). O pH ¢ estatisticamente significativo a 90% de confianga

(p<0,10), mas o efeito foi minimo.

O efeito do glicerol sobre a deformagdo que o biofilme sofre até€ a ruptura foi maior
que os efeitos das outras variaveis: Tp e Ts. Ademais, observa-se que ao contrario do

obtido na forga de ruptura, o glicerol afetou positivamente na deformagdo, quer dizer a
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maior concentragdo de glicerol obteve-se maior deformagao na ruptura. Esse resultado esta

de acordo com a literatura.

Tabela 4.7. Efeito dos fatores sobre a deformagdo na ruptura calculados para o

planejamento fracionado o1
Fator Efeito (N) Erro padrdo p
Meédia 28,49% 0,044 0,000002
Cg 8,05% 0,096 0,000143
PH ) 3% 0,096 0,061685
Tp 27" 0,096 0,001209
Ts -2,62%* 0,096 0,001356
UR -0,04 0,096 0,169872

Valores estatisticamente significativos: *p<0,05, **p<0,10

Resultados semelhantes foram obtidos por SOUZA (2001) na elaboragdo de
biofilmes de proteinas miofibrilares de bovina utilizando glicerol como plastificante.
MALI & GROSSMANN (2001) observaram que ao aumentar a concentragdo de glicerol
nos biofilmes de cara e mandioca, a deformaco na ruptura aumentou, no entanto a forga na

ruptura diminuiu.

Observou-se que, a temperatura de processo apresentou um efeito contrario ao
obtido com a for¢a de ruptura. Acredita-se que um aumento na temperatura de processo
causou uma maior absorgdo da 4gua, e consequentemente, maiores interagdes agua-amido.
Essa agua absorvida pode atuar como plastificante conferindo maior flexibilidade aos

biofilmes e, portanto, um maior valor de deformag@o na ruptura.

A temperatura de secagem (Ts) apresentou um efeito negativo sobre a deformagéo
de ruptura, isto significa que um aumento na Ts de 30°C para 50°C causou uma diminui¢ao
no valor de deformagéo, possivelmente, devido a uma maior remogdo da agua da solugio

filmogénica. Pode-se verificar na Figura 4.7 que os biofilmes secos a 50°C apresentaram
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um valor de umidade inferior ao valor médio (22%). Segundo MYLLARINEN et al.
(2002a) a agua ¢ melhor plastificante que o glicerol.

4.3.2.3. Tensao de ruptura no teste de tracao

Na Tabela 4.8 pode-se observar que a concentragio de glicerol (Cg), pH,
temperatura de processo (Tp) e umidade relativa (UR) sd3o estatisticamente significativos a

95% de confianga.

Tabela 4.8. Efeito dos fatores sobre a tensd@o de ruptura calculados para o planejamento

fracionado 2°°V.

Fator  Efeito (N) Erro padrao p

Média 0,56* 0,005  0,00008
Cg -0,41* 0,010  0,00070
pH 0,10* 0,010  0,01092
Tp -0,26* 0,010  0,00178
Ts 0,02 0,010  0,21806
UR -0,11* 0,010  0,00856

Valores estatisticamente significativos: *p<0,05, **p<0,10

A concentragdo de glicerol teve um efeito negativo na tensao de ruptura, o qual
significa que um aumento na concentragio de glicerol provocou uma diminuig@o na tenséo.
O efeito do glicerol sobre a tensdo de ruptura, no teste de tragdo, foi semelhante ao
observado para a forga de ruptura, no teste de perfuragdo. Este resultado € concordante
com a literatura. LOURDIN et al. (1995) relatou que o glicerol apresentou um maior
efeito nos biofilmes de amilopectina do que nos biofilmes de amilose, diminuindo sua

resisténcia a tragao.

Resultados interessantes foram obtidos por KIM et al. (2002) ao avaliar o efeito de
diferentes plastificantes: sorbitol, xylitol, manitol e glicerol sobre as propriedades

mecdnicas dos biofilmes de amido carboximetilado. Esses autores relataram que um

35



Resultados e Discussdo

aumento na concentragio do plastificante provocou um aumento na tensio e elongagdo. No
caso do glicerol, observaram que o aumento de glicerol de 10% para 20% provocou um
aumento na tensdo e elongagio, mas quando a concentragio de glicerol aumentou a 30%, a
tensio diminuiu e a elongagio aumentou. Portanto, o efeito do glicerol sobre as
propriedades mecanicas depende das propriedades dos biopolimeros e da concentragéo do

plastificante a ser utilizado.

O efeito da temperatura de processo sobre a tensdo na ruptura foi semelhante ao
observado para a forga de ruptura, esta concordéncia ¢ logica, ja que os dois sdo parametros
da resisténcia do filme a ruptura. A plastizagdo sob o efeito da agua e do glicerol diminuiu

a resisténcia a tragdo e aumentou a flexibilidade dos biofilmes de farinha de amaranto.

O pH apresentou um efeito positivo na tensdo de ruptura dos biofilmes de farinha de
amaranto. Foi relatado na literatura que as proteinas tratadas em meio alcalino
apresentaram alteragdes na sua estabilidade térmica, causando uma diminui¢do de sua
temperatura de desnaturagdo (Td) e da entalpia de desnaturagio (AH). No caso da
globulina-P, um aumento do pH de 10 para 11, provocou a aparigdo de novas estruturas
com baixa estabilidade térmica (CASTELLANI et al., 1998). A presenca destes compostos
poderia aumentar o grau de desnaturagdo das proteinas presentes no filme, na faixa de

temperatura de processo utilizada, melhorando as suas propriedades de tensao na ruptura.

Também pode-se observar que a umidade relativa (UR) teve um efeito negativo
sobre a tensdo de ruptura, isto €, umidade relativa alta provocou uma diminui¢do da tensao
de ruptura nos biofilmes de farinha de amaranto; este resultado foi contrario ao esperado,
pois segundo a literatura tempos longos de secagem facilitam o desenvolvimento da
cristalinidade nos biofilmes de amilopectina, o qual melhora as propriedades mecanicas dos
biofilmes (RINDLAV- WESTLING et al., 1998). E importante considerar que a matéria
prima utilizada apresentou teores de proteina (14,21%), de lipideos (8,93%), de amilose
(7,58%) e de amilopectina (92,42%); pelo qual pode ndo ter um comportamento semelhante

a amilopectina pura.
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HEALY et al. (1974) estudou as propriedades de tensdo dos biofilmes de amido de
milho variando a umidade relativa do ar na secagem, observando que os maiores valores de

tensdo de ruptura foram obtidos em baixas umidades relativas.
4.3.2.4. Elongacao no teste de traciao

Na tabela 4.9 apresentaram-se os efeitos de cada uma das variéveis independentes
sobre a elongagdo no teste de tragdo. Sendo a umidade relativa (UR) a tnica variavel
significativa a 95% de confianga; entretanto a concentragdo de glicerol (Cg) e a temperatura

de secagem (T's) sdo estatisticamente significativos a 90% de confianga.

Tabela 4.9. Efeito dos fatores sobre a elongagao calculados para o planejamento fracionado
2

Fator Efeito (N) Erro padrao p

Média  120,08* 0,69 0,00003
Cg 5,72%* 1,51 0,06348
pH 2,86 1,51 0,19945
Tp 2,05 1,51 0,30837
Ts 5,08** 1,51 0,07837
UR 15,22% 1,51 0,00976

Valores estatisticamente significativos: *p<0,05, **p<0,10

A concentracdo do glicerol apresentou um efeito positivo na elongagéo, isto €, um
aumento na concentrag¢do do glicerol provocou um aumento na elongacdo. Esse resultado
esta de acordo com a literatura. MYLLARINEN et al. (2002a) estudaram o efeito do
glicerol nos biofilmes de amilose e amilopectina, observando que a concentragdes de
glicerol abaixo de 20% os biofilmes apresentaram menor elongagdo e acima de 20% os

valores de elongagdo aumentaram.

Se compararmos o efeito do glicerol sobre a tensdo de ruptura e elongagdo pode-se

observar que um aumento na concentragio de glicerol provocou uma diminui¢do na tens3o,
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porém um aumento na elongagdo. Comportamento semelhante foi observado em outros
estudos. Por exemplo, em biofilmes elaborados a base de proteina de trigo e zeina
utilizando glicerol como plastificante (PARK et al., 1994) e em biofilmes elaborados a base
de proteina de soja utilizando sorbitol e glicerol como plastificante (McHUGH &
KROCHTA, 1994). O efeito do glicerol sobre a elongagdo foi semelhante ao observado
para a deformagio, este resultado é 1ogico ja que estes dois pardmetros sdo uma medida da
flexibilidade do filme.

A umidade relativa teve um efeito positivo na elongagdo, o qual significa que um
aumento na umidade relativa provocou um aumento na elongagao, que concorda com 0
efeito sobre a tensdo, sendo a tensdo e a elongacdo duas propriedades mecanicas que tem

comportamento invertidos.

RINDLAV-WESTLING et al. (1998) obtiveram os menores valores de elongagao
em altas umidades relativas de secagem, o qual difere deste estudo, uma vez que a farinha

de amaranto ndo teve um comportamento como da amilopectina pura.

4.3.2.5. Mo6dulo de Young

Todas as variaveis independentes estudadas (Cg, pH, Tp, Ts e UR) apresentaram
um efeito estatisticamente significativo sobre o modulo de Young a 95% de confianga,
como pode ser observado na Tabela 4.10. O efeito da concentragdo de glicerol (Cg) , pH e

temperatura de processo (Tp) sera discutido no item 4.4.5.

Tabela 4.10. Efeito dos fatores sobre o modulo de Young calculados para o planejamento

fracionado 2.

Fator Efeito (N) Erro padrao p

Média  2,70* 0,02 0,00008
Cg -4,42% 0,05 0,00015
pH 0,31* 0,05 0,02851
Tp -2,92* 0,05 0,00034
Ts 0,45* 0,05 0,01376
UR LWL 0,05 0,00059

Valores estatisticamente significativos: *p<0,05, **p<0,10
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E interessante destacar o efeito da temperatura e umidade relativa na secagem. Na
Tabela 4.10 pode-se observar que um aumento da temperatura de secagem provocou um
aumento no modulo de Young e um aumento da umidade relativa provocou uma
diminui¢do no modulo de Young. Isto esta relacionado com a velocidade de secagem, ja
que a temperaturas altas e umidades relativas baixas, a velocidade de secagem € maior que
a temperaturas baixas e umidades relativas altas, considerando uma mesma formulagio de
concentragdo de glicerol (Cg), pH e temperatura de processo (Tp). Segundo GUILBERT
(1986) uma secagem rapida pode causar problemas mecanicos nos biofilmes, como a
fragilidade. Entretanto, alguns biofilmes obtidos a altas temperaturas apresentaram
melhores resultados do que em condigdes ambientais, como os biofilmes de proteina de
soro de leite elaborados por KAYA & KAYA (2000). Esses autores obtiveram biofilmes
(e =70 um) mais resistentes utilizando uma secagem rapido, em forno microondas (tensdo
2,23 MPa, elongagdo 36,1% e modulo de elasticidade de 27,08) que aqueles secos a
condi¢Ges ambientais (tensdao 1,94 MPa, elongacdo 20,87% e moédulo de elasticidade de
26,1 MPa).

4.3.3. Discussao Final sobre o Planejamento Experimental Fracionado

Depois de analisar os efeitos das variaveis independentes ou fatores de estudo sobre
as propriedades mecanicas dos biofilmes de farinha de amaranto, observou-se que a
concentra¢do do glicerol (Cg), o pH, a temperatura de processo (Tp), a temperatura de
secagem (Ts) e a umidade relativa (UR) apresentaram um efeito estatisticamente

significativo sobre as propriedades mecanicas a 95% de confianga.

Devido ao pouco tempo disponivel para a realizagdo deste estudo, teve-se que
postergar as duas variaveis que influenciaram na velocidade de secagem, isto €, a
temperatura (Ts) e a umidade relativa (UR), as quais serdo consideradas em estudos
posteriores. Como nesta fase pretendeu-se definir a formulagdo do filme de farinha de
amaranto, os fatores a serem estudados no planejamento experimental completo foram a

concentragdo de glicerol (Cg), pH e temperatura de processo (Tp).
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As faixas das variaveis a serem estudadas foram definidas com base nos resultados
obtidos no planejamento experimental fracionado e segundo a literatura revisada. A

temperatura e umidade relativa na secagem foi fixada a 40°C e 55% UR.
4.4. Planejamento Experimental Completo
4.4.1. Tempos de secagem dos biofilmes segundo o planejamento fatorial completo

Nesta etapa, os biofilmes foram elaborados segundo o planejamento completo 8
cujas variaveis independentes ou fatores de estudo foram obtidos a partir do planejamento
fracionado. As condi¢bes de temperatura e umidade relativa na secagem foram fixadas em

40°C e 55% UR, respectivamente.

Apesar das condi¢Ges de secagem terem sido as mesmas para todos 0s ensaios,
observou-se diferencas nos tempos de secagem, o qual dependeu, principalmente, da
concentragio de glicerol. E assim que, a medida que a concentragio do glicerol aumentou,
o tempo de secagem também aumentou, isto pode ser observado na Figura 4.8. A solugdo
filmogénica, cuja formulagdo correspondeu ao ensaio 9 (21,59% de glicerol, pH 11 e
temperatura de processo 85°C) precisou de menor tempo de secagem para se obter a
umidade final desejada, enquanto que a correspondente ao ensaio 10 (38,41% de glicerol,
pH 11 e temperatura de processo 85°C) precisou de maior tempo de secagem (12 horas)
apresentando o maior valor médio de umidade (23%), como mostra-se na Figura 4.9. Esses
biofilmes foram mais higroscopicos, instaveis a altas umidades relativas do ambiente,
tornando-se dificeis de manusear e pegajosos. Nos demais ensaios, os valores médios de
umidade final dos biofilmes localizaram-se proximos ao valor médio 6timo (22%) e dentro

da faixa estabelecida.
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Figura 4.8. Tempos de secagem dos biofilmes de farinha de amaranto elaborados segundo

o planejamento completo.
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Figura 4.9. Controle da umidade final do filme de farinha de amaranto depois da secagem

no planejamento completo.
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Em fungdo do efeito da composicdo, sobretudo da concentragdo do plastificante,
encontraram-se na literatura, varias condigdes de secagem, com tempo distinto. Biofilmes
de amido de cara (30% de amilose) e mandioca (17% de amilose) foram obtidos secando a
solugdo filmogénica a 65°C durante 3 horas (MALI et al., 2002). Biofilmes mistos de
amido de milho e zeina foram secos a 35°C durante 15 horas (PARRIS et al., 1997). CUQ
et al. (1997) secaram solugdes filmogénicas de proteinas miofibrilares de peixe a 25°C e
UR 50% durante 15 horas. KAYA & KAYA (2000) obtiveram biofilmes de proteinas de
soro de leite secos em forno microondas durante 5 minutos e a temperatura ambiente
durante 18 horas, utilizando 50% de glicerol como plastificante. GONTARD et al. (1992)
elaboraram biofilmes de gluten de trigo utilizando glicerol como plastificante e os
pardmetros de secagem foram: temperatura de 30°C durante 12 horas, até peso constante.
SOUZA (2001) elaborou biofilmes de proteinas miofibrilares de bovina utilizando glicerol
como plastificante e parametros de secagem de: temperatura 37°C/18 horas. CARVALHO
(1997) obteve biofilmes de gelatina secos a 35°C durante 24 horas. SARMENTO (1999)
obteve biofilmes de gelatina reticulada secos a 32°C durante 24 horas (peso constante).
Todos estes autores fixaram as condigdes de secagem e variaram as formulagbes dos
biofilmes: concentracio da matéria prima, concentragdo do plastificante (glicerol ou

sorbitol) e pH.

E importante fazer mengdo, que neste estudo ndo foi possivel fixar o tempo de
secagem porque os biofilmes elaborados com diferentes formulagGes apresentaram
diferentes contetidos de umidades quando foram secos nas mesmas condigdes de
temperatura, tempo e umidade relativa, o que foi observado nos testes preliminares. Nestas
condi¢des ndo teria sido possivel obter biofilmes utilizando baixas concentragdes de
glicerol (<30%), os quais apresentaram-se quebradicos na superficie das placas, sendo
dificeis de serem retirados das mesmas para a realizagdo dos testes mecénicos, sem 0s quais

ndo teria alcangado os objetivos deste trabalho.

MYLLARINEN et al. (2002a) elaboraram biofilmes de amilopectina e amilose pura
a 70°C durante 3-4 horas e observaram que os biofilmes de amilopectina elaborados com
10% de glicerol foram quebradigos e aqueles que foram elaborados com concentragdes de

glicerol maiores que 30% foram pegajosos, em ambos os casos os biofilmes foram dificeis
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de se manusear. [Esses autores consideram que os biofilmes de amilopectina podem ser
obtidos em faixas menores de concentragdo de glicerol (30-40%), pois a amilopectina €
sensivel ao glicerol, enquanto a amilose é menos sensivel, podendo-se obter biofilmes
nessas condi¢des de secagem e variando a concentragdo de glicerol, sem afetar as suas

caracteristicas.
4.4.2. Resultados do Planejamento Experimental Completo

Na Tabela 4.11 apresenta-se os resultados dos testes mecanicos de perfuragao (forca
e deformagdo) e de tracgdo (tensdo, elongagdo e modulo de Young), assim como do teste de
solubilidade dos biofilmes de farinha de amaranto. Os ensaios foram realizados segundo o

planejamento experimental completo apresentado na Tabela 3.2.

Tabela 4.11. Resultados do planejamento experimental completo 23,

RUPTURA TRAGAO Solubilidade
Ensaios  Cg (X1)* PH (X2) Tp(X3) " Forga Defomagdo Tensdo Elongagdo Médulo de
) (%) (MPa) (%)  Young(MPa) (%)

1 25(-1) 10,5 (-1) 80 (-1) 3.0 8,5 1,6 77.8 243 42,1
2 25(-1) 10,5 (-1) 90 (+1) 3,0 9.2 1,1 79,7 16,8 472
3 25(-1) 11,5+1)  80(1) 21 140 16 604 372 4438
4 25(-1) 1,5+1)  90¢1) 25 13,3 06 1074 3,1 56.1
s 35+1)  105(1)  80¢1) 08 340 04 1294 1,7 53,5
6  35(+1)  105¢1)  90@1) 09 304 04 1160 03 55,0
7 35(+1) 11,5 (+1) 80 (-1) 1l 31.8 04 1524 1.4 57,0
8 35(+1) 11,5 (+1) 90 (+1) 0,9 32,0 0,7 137.8 23 54,0
9  21,59(-1,68) 11 (0) 85 (0) 43 34 2.7 11,7 93.8 51,8
10 3841 (+1,68) 11 (0) 85 (0) 0,5 372 0,3 167.8 1.4 61,7
11 30 (0) 10,16 (-1,68) 85 (0) 0,9 28.4 0.8 113,6 47 582
12 30 (0) 11,84 (+1,68) 85(0) 1.1 278 04 110,4 1.5 62,7
13 30 (0) 11 (0) 76,6 (-1,68) 1.2 28,4 0,6 121,0 33 53,2
14 30 (0) 11 (0) 934 (+1,68) 1.3 23.7 0.6 104.8 34 55,3
15(C) 30 (0) 11 (0) 85 (0) 1.4 23.3 0,7 124,0 2.6 40,7
16 (C) 30 (0) 11 (0) 85 (0) 1.4 233 0,7 1247 2.8 40,6
17(C) 30 (0) 11 (0) 85 (0) 1.4 21,5 0,7 120,2 2.8 39,8

*(Qs valores entre paréntesis sdo os codigos dos niveis das variaveis independentes.
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4.4.3. Forc¢a e Deformacio de Ruptura em Teste de Perfuragiao

4.4.3.1. For¢a de Ruptura

Na Tabela 4.12 estio apresentados os efeitos da concentragao de glicerol (Cg), pHe
temperatura de processo (Tp) sobre a forga de ruptura no teste de perfuragdo. Nesta tabela
pode-se observar que todos os fatores e suas interagdes apresentaram um efeito

estatisticamente significativo sobre a variavel resposta a 95% de confianga.

Tabela 4.12. Efeito dos fatores calculados para a for¢a de ruptura no planejamento

completo 2°.

Fator Efeito (N) Erro Padrdo p
Meédia 1,681%* 0,004 0,000005
Linear Cg -1,743%* 0,008 0,000024
pH -0,104* 0,008 0,001139
Tp -0,052* 0,008 0,026250
Interagdes Cg x pH 0,425* 0,008 0,000413
CgxTp -0,112% 0,008 0,005559
pH x Tp 0,061* 0,008 0,018079

Valores estatisticamente significativos: *p<0,05, **p<0,10

Realizando a comparag@o dos efeitos dos fatores e suas interagdes, como mostrado
na Figura 4.10, observa-se que a concentra¢do de glicerol apresentou um maior efeito
sobre a forga de ruptura que o pH e a temperatura de processo (Tp). A elevag@o de 25 a 35
g de glicerol/100 g de farinha de amaranto, causou uma diminui¢@o, em meédia, de 1,74 N.
Resultado semelhante foi relatado por SARMENTO (1999) na elaboragio de biofilmes a

base de gelatina reticulada utilizando sorbitol como plastificante.

Com relacdo ao efeito da interag@o, verifica-se que o efeito da concentracdo de

glicerol e pH apresentaram maior significincia. CARVALHO (1997) relatou que o efeito
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da interagdo da concentrag@o de sorbitol e pH foi o mais significativo na elaboragio de

biofilmes de gelatina
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Figura 4.10. Comparagdo entre os efeitos dos fatores sobre a forga de ruptura para o

planejamento completo 2°.

Apos analise dos efeitos principais e da interagdo, foram obtidos os coeficientes de
regressdo do modelo de 2* ordem que relaciona a for¢a de ruptura com os pardmetros
estudados, como verificados na Tabela 4.13. Pode-se observar que todos os fatores:
lineares e suas interacGes, assim como 0s quadraticos e suas interagdes apresentaram
coeficientes estatisticamente significativos (p<0,05). A partir destes resultados foi obtido o
modelo que relaciona a for¢a de ruptura com as variaveis codificadas estudadas (X)
(Equacao 4.1).
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Tabela 4.13. Coeficientes de regressdo do modelo quadratico multivariavel para a forga de

ruptura.
Fator Coeficiente (N)  Erro Padrao p

Meédia 1,346* 0,007 0,00003
Linear Cg -0,985% 0,003 0,00001
PH -0,052* 0,003 0,00394
Tp 0,027* 0,003 0,01403
Interagdes Cg x pH 0,210* 0,004 0,00041
CgxTp -0,057* 0,004 0,00556
pHx Tp 0.031* 0,004 0,01808
Quadratico CgxCg 0,417* 0,003 0,00007
pH x pH -0,070* 0,003 0,00260
TpxTp 0,017* 0,003 0,04028

Modelo Codificado:

F = 1,346 - 0,985X; + 0,417X;%- 0,052X, -0,070X,%+0,027X5 +0,017X5% +0,210X:X; -
0,057X; X3 + 0,031X,X3 [4.1]

A Tabela 4.14 apresenta a analise de varidncia (ANOVA) da Equagédo 4.1. Pode-se
observar que o modelo obtido apresentou um bom coeficiente de correlagdo (0,97).
Comparando o valor de F calculado com o F tabelado, verificou-se que o primeiro ¢ 6,09
vezes maior que o segundo, sendo portanto que o modelo € estatisticamente preditivo e
significativo, com o qual pode-se obter as superficies de respostas, as quais 530

apresentadas no item 4.5.3.3.
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Tabela 4.14. ANOVA do ajuste do modelo obtido para a for¢a de ruptura.

Fonte de Soma Grausde  Média F F R
Variagio Quadratica  liberdade  Quadratica calculado tabelado
Regressao 16,1700 9 1,7970 22,42 3,68 0,97
Residuos 0,5608 7 0,0801
Falta de ajuste 0,5605 5 0,1121
Erro puro 0,0003 2 0,0001
Total 16,7308 16

4.4.3.2. Deformac¢ao de Ruptura

Apresenta-se, na Tabela 4.15, os valores dos efeitos principais e das interagdes na
deformacdo de ruptura, os quais correspondem a média dos efeitos na resposta devido a
mudanga da variavel do nivel -1 para o +1 referentes as variaveis: concentra¢do do glicerol

(Cg), pH da solugio filmogéncia e temperatura de processo (Tp).

Observa-se que a 95% de confianga, so a concentragdo de glicerol apresentou um
efeito estatisticamente significativo sobre a deformagdo de ruptura. Aumentando ©
intervalo de confianga (p>0,10) obteve-se que o pH da solugio filmogénica e a interagdo da

concentragio de glicerol (Cg) e o pH também foram estatisticamente significativos.

Da Tabela 4.15 percebe-se que ao elevar a concentragdo de glicerol de 25 a 35 g de
glicerol/100 g de farinha de amaranto, causou um aumento na deformagéo, em media, de
20,8%. O aumento do pH da solugdo filmogénica de 10,5 até 11,5 provocou um aumento
na deformagcio de 2,2%, em média. O efeito da interagdo entre a concentracdo de glicerol e

pH diminuiram a deformagao de ruptura em 2,5%, em média.
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Tabela 4.15. Efeito dos fatores calculados para a deformagao de ruptura no planejamento

completo 2.

Fator Efeito (%) Erro Padrio P
Meédia 21.9* 0,3 0,0002
Linear Cg 20,8* 0,7 0,0011
PH 2.0k 0,7 0,0889
Tp -0,9 0,7 0,3489
Interagoes CgxpH -2,5%% 0,7 0,0695
CgxTp -0,8 0,7 0,3605
pHxTp 0,6 0,7 0,4719

Valores estatisticamente significativos: *p<0,05, **p<0,10

CARVALHO (1997) observou que um aumento da concentragido de sorbitol causou
um aumento na deformagdo de ruptura, enquanto que, um aumento do pH provocou uma
diminui¢do na deformagio de ruptura em biofilmes de gelatina. SARMENTO (1999)
observou que um aumento da concentragdo de glicerol provocou um aumento na

deformagdo em biofilmes de gelatina reticulada.

Observa-se, na Figura 4.11, que a concentragéo de glicerol apresentou o efeito mais
significativo sobre a deformagdo de ruptura quando comparado com os efeitos dos outros

fatores.
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Figura 4.11. Comparagio entre os efeitos dos fatores sobre a deformagao de ruptura para o

planejamento completo 5

Na Tabela 4.16, mostra-se os coeficientes de regressdo das variaveis que sao
estatisticamente significativas a 90 e 95% de confianga, a partir dos quais obteve-se o

modelo para a deformagdo de ruptura (D) em fungdo das variaveis estudadas (Equagéo 4.2).

Tabela 4.16. Coeficientes de regressio do modelo quadratico multivariavel para a

deformacgao de ruptura.

Fator Coeficiente(%)  Erro Padrdo p
Meédia 23,50% 0,43 0,0003
Linear Cg 10,26* 0,27 0,0007
Tp -0,83%* 0,27 0,0919
Interagdes  Cgx pH 127 0,35 0,0695
Quadratico  cgx Cg 1,72% 0,28 0,0266
pH x pH 1,04%* 0,28 0,0675

Valores estatisticamente significativos: *p<0,05, **p<0,10
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Modelo codificado:
D =23,50+10,26X, - 1,72X12 + 1,04X22 -0,83X;5 - 1,27X:X; [4.2]

A Tabela 4.17 apresenta a analise de variancia (ANOVA) da Equagdo 4.2. Observa-
se que o modelo apresentou um bom coeficiente de correlagio (0,96). Comparando o valor
de F calculado com o F tabelado, verificou-se que o primeiro é 23,2 vezes maior que o
segundo, sendo portanto concluimos que o modelo € estatisticamente preditivo e
significativo, com o qual pode-se obter as superficies de respostas, as quais s3o

apresentadas no item 4.5.3.3.

Tabela 4.17. ANOVA do ajuste do modelo obtido para a deformagdo de ruptura.

Fonte de Soma Graus de Meédia F F R?
Variagao Quadratica  liberdade  Quadratica calculado tabelado
Regressao 1523,10 S 304,63 56,93 2,45 0,96
Residuos 58,86 11 5.35
Falta de ajuste 56,85 9 7,72
Erro puro 2,01 2 1,00
Total 1582,01 16

4.4.3.3. Superficies de Resposta

Nas Figuras 4.12 e 4.13, observa-se que a concentragio de glicerol (Cg) apresentou
um maior efeito sobre a for¢a e a deformagdo, tendo as duas curvas a mesma inclinag3o,
mas em sentidos diferentes em fungéo a concentragdo de glicerol. Entio, pode-se verificar
que um aumento da concentragdo de glicerol de 21,59 a 38,41 g/100 g de farinha de
amaranto, provocou uma diminuigdo da forga de ruptura de 4,5 a 0,5 N. Entretanto, a
deformagdo aumentou de, aproximadamente, 3,9 a 40% a medida que a concentragio de

glicerol (Cg) foi incrementada.
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O comportamento da for¢a e deformac@o em fungio da variagdo da concentrag@o de
glicerol observado neste estudo é concordante com o relatado por alguns autores. Por
exemplo, CUQ et al. (1997), trabalhando com biofilmes a base de proteinas miofibrilares de
sardinhas do Atlantico, observaram que a forga na ruptura diminuiu e a deformagdo
aumentou, com o aumento da concentragdo de plastificante; esse comportamento foi mais
acentuado nos biofilmes elaborados com glicerol que os elaborados com sorbitol e

sacarosec.

SOBRAL (2000) observou que, em biofilmes de proteina miofibrilar de carne
bovina acidificados com acido acético, um aumento na concentra¢@o de glicerina de 30 a
100%, provocou uma diminuigdo na forga de ruptura de 8,7 N para 2,9 N, enquanto a

deformagdo na ruptura aumentou de 1,8 a 8,5%.

GONTARD et al. (1993) observaram uma redugdo linear da forga de ruptura, em
teste de perfuragdo, de 1,9 para 0,3 N; e um aumento na deformagio de 6 para 20%, devido
a um incremento na concentragio de glicerol de 16 para 33 g/100 de proteina de gliten

(m.seca).

O pH apresentou um ligeiro efeito na for¢a de ruptura e na deformagao. Na Figura
4.12 observa-se que os maiores valores de for¢a de ruptura (4,3 N) sdo obtidos na regido
entre valores de pH 10,2 a 11,3 e para concentragdes de glicerol entre 21,6 a 23 (g/100 g de
F.A). No entanto, nessa regido obteve-se os menores valores de deformagdo (3,9%). Os
biofilmes apresentaram-se mais resistentes e menos elasticos nessa faixa. O maior valor de
deformacdo (38,8%), obteve-se na regido entre valores de pH 10,2 e 11,3, e para
concentra¢des de glicerol entre 34,0 e 38,4 g/100 g de farinha de amaranto (Figura 4.13).
Nessa faixa, os biofilmes expostos a altas umidade relativas do ambiente tornavam-se

pegajosos.

GONTARD et al. (1992) trabalhando com biofilmes de proteina de gluten
(espessura 50 pum), obteve valores de forca e deformagdo semelhantes aos obtidos neste
estudo. Esses autores concluiram que a altas concentragdes de gliten e pH 5 obtém-se

biofilmes mais resistentes.
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Figura 4.12. Superficie de resposta e respectivas curvas de contorno da variagao da forga
de ruptura em fun¢do da concentragdo de glicerol (Cg) e do pH fixando o valor da

temperatura de processo (Tp) em 85°C.
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Figura 4.13. Superficie de resposta e respectivas curvas de contorno da variagdo da
deformagdo de ruptura em fung@o da concentragdo de glicerol (Cg) e do pH fixando o valor

da temperatura de processo (Tp) em 85°C.
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Analisando as Figuras 4.14 e 4.15, verifica-se que o efeito da concentragdo de
glicerol € mais pronunciado tanto na for¢a quanto a deformag¢do na ruptura quando
comparado com o efeito da temperatura de processo (Tp). A forga de ruptura € maior,
consequentemente a deformagdo € menor, em concentragdes baixas de glicerol (21,6 a 23
g/100 g de F.A) e em toda a faixa de temperatura de processo estudada. Obteve-se maiores
deformacdes e menores forgas de ruptura, em toda a faixa de temperatura analisada e em
concentragdes de glicerol entre 33 a 38 g/100 g de F.A. MYLLARINEN et al. (2002a)
relataram que os biofilmes de amilopectina sdo mais sensiveis ao glicerol que os biofilmes
de amilose, ja que os biofilmes elaborados a base de amilopectina foram menos

manuseaveis 4 medida que a concentragio de glicerol aumentava.

Na Figura 4.16 e 4.17 pode-se observar o efeito do pH e da temperatura de processo
na for¢a e deformagdo na ruptura dos biofilmes; estes dois fatores estdo relacionados ao
processo de desnaturagdo da proteina, contida na farinha de amaranto, por isso foi
importante analisar sua interagdo. A maioria de estudos sobre biofilmes de proteinas,
encontrados na literatura, ndo utilizaram temperaturas altas para a elaboragdo de biofilmes,
as temperaturas oscilaram entre 30° e 60°C, que permitiram solubilizar a proteina
(CARVALHO, 1997; GONTARD et al, 1992; SARMENTO, 1999, SOUZA, 2001;
YOSHIDA, 2002), ndo atingindo & desnatura¢do da proteina devido a que este processo
tem lugar a temperaturas acima de 65°C (GRAAF, 2000). McHUGH et al. (1994)
elaboraram biofilmes de proteinas de soro de leite, aquecendo as solugdes a temperaturas
entre 75° e 100°C, o qual permitiu a formagdo de pontes dissulfitos. No presente trabalho, a
faixa de temperatura estudada foi de 76,6° a 93,4°C, a qual permitiu a gelatiniza¢gdo do
amido de amaranto e a desnaturagdo das proteinas. PAMPA (2003) observou que na faixa
de temperatura de 67° a 75°C ocorreu a gelatinizagdo do amido de amaranto (Amaranthus
cruentus). MARTINEZ & ANON (1996) observaram que as temperaturas de desnaturago
da albumina-1 e da albumina-2 foram 64°C e 94°C, respetivamente, entretanto a globulina
apresentou duas temperaturas de desnaturagdo: 64°C e 94°C; assim como a glutelina (70°C
e 96°C).
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Figura 4.14. Superficie de resposta e respectiva curvas de contorno da varia¢ao da forga de

ruptura em fungdo da concentracdo de glicerol (Cg) e da temperatura de processo (Tp)

fixando o valor de pHem 11.
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Figura 4.15. Superficie de resposta e respectivas curvas de contorno da variagdo da
deformacdo de ruptura em fungdo da concentragdo de glicerol (Cg) e da temperatura de

processo (Tp) fixando o valor de pH em 11.
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TIEN et al. (2000) estudaram o efeito do tipo de tratamento térmico: aquecimento a
80°C/30 minutos e a y- irradiagdo; nas propriedades mecénicas e de barreira dos biofilmes
de proteina de soro reticuladas incluidas em uma matriz celulosica. Esses autores
observaram que os biofilmes, obtidos por y-irradiagdo e por aquecimento, apresentaram
melhores propriedades mecénicas (forga e deformag@o na ruptura) que os que nio sofreram

tratamento térmico.

Segundo MANGINO (1984), o aquecimento pode afetar a velocidade de
desnaturacdo e a velocidade de interagdo proteina-proteina. Se a velocidade de agregacio
protéica € rapida comparada com a velocidade de desdobramento da proteina, a estrutura do
gel sera afetada adversamente (HERMANSSON, 1979). A temperatura para a formacio de
gel deve ser selecionada de tal maneira que haja um balanco entre a velocidade de

desdobramento da proteina e a agregagéo.

Na Figura 4.16 observa-se que a regido de maior valor da for¢a de ruptura localiza-
se na faixa de pH 10,3 a 11,0 e valores de temperatura de 76° a 82°C, também pode-se
observar outra regido que compreende valores de pH 10,7 a 11,3 e temperaturas de 91 a
93°C. Observa-se que nessas regides, os valores de deformacdes oscilam entre 22.6 a

27,4% (Figura 4.17).

A melhor formulacido para a resposta forga de ruptura nas condi¢des e intervalos
estudados foi encontrada para a concentragdo de glicerol de 21,59 g/100 g de F.A, pH entre
10,2 e 11,3 e temperatura de processo entre 76° e 82°C. Entretanto a melhor deformagao

foi obtida para a maior concentragio de glicerol (38,41 g/100 g de F.A).
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Figura 4.16. Superficie de resposta e respectivas curvas de contorno da variagdo da forga

na ruptura em fungdo do pH e da temperatura de processo (Tp) fixando o valor da

concentragdo de glicerol (Cg) em 30%.
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Figura 4.17. Superficie de resposta e respectivas curvas de contorno da variagao da

deformagio de ruptura em fung¢do do pH e da temperatura de processo (Tp) fixando o valor

da concentragdo de glicerol (Cg) em 30%.
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4.4.4. Tensdo, Elongaciio de ruptura e Médulo de Young no Teste de Tracéo
4.4.4.1. Tensao de Ruptura

Os efeitos da concentragio de glicerol (Cg), pH e temperatura de processo (Tp)
sobre a tensdo de ruptura no teste de tragdo estao apresentados na Tabela 4.18. Nota-se que

todos os fatores e suas interagdes sdo estatisticamente significativos a 95% de confianga.

Tabela 4.18. Efeito dos fatores calculados para a tensdo de ruptura no planejamento

completo o
Fator Efeito (MPa)  Erro Padrao )
Média 0,80* 0,007 0,00007
Linear Cg -0,74% 0,016 0,00050
pH -0,08* 0,016 ©0,03769
Tp -0,33* 0,016 0,00255
Interagdes g x pH 0,21* 0,016 0,00607
Cg x Tp 0,41* 0,016 0,00162
pH x Tp -0,08* 0,016 0,03948

Valores estatisticamente significativos: *p<0,05, **p<0,10

Na Figura 4.18 pode-se observar que a concentragdo de glicerol apresentou o maior
efeito sobre a tensdo de ruptura. A elevagdo de 25 até 35 g de glicerol/100 g de farinha de
amaranto provocou uma diminui¢do na tensdo de ruptura, em média, de 0,74 MPa, valor
este significativo, como pode ser observado na Tabela 4.11. O segundo efeito mais
significativo foi o provocado pela temperatura de processo (Tp), sendo que uma elevagao
desta variavel de 80° para 90°C causou uma diminui¢go na tensdo de ruptura, em média, de
0,33 MPa.
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O efeito da interagdo entre a concentragdo de glicerol e a temperatura de processo
(Tp) aumentou a tensdo de ruptura em 0,41 MPa, em média, enquanto que O efeito da

interagdo entre a concentragio de glicerol e pH aumentou a tensdo de ruptura em 0,21 MPa.
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Figura 4.18. Comparagdo entre os efeitos dos fatores sobre a tensdo de ruptura para o

planejamento completo 2°.

Na Tabela 4.19 estdo apresentados os coeficientes de regressdo significativos
(p<0,05) a 95% de confianga do modelo estatistico adotado. A Equagdo 4.3 mostra o
modelo da tensdo de ruptura em fungdo dos parametros estudados Cg, pH e Tp.
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Tabela 4.19. Coeficientes de regressdo do modelo quadratico multivariavel para a tensdo

de ruptura.
Fator Coeficiente (MPa)  Erro Padrdo p
Meédia 0,673* 0,014 0,0004
Linear Cg -0,517* 0,006 0,0002
pH -0,069* 0,006 0,0083
Tp -0,094* 0,006 0,0045
Interagdes  Cg x pH 0,105* 0,008 0,0060
CexIp 0,205* 0,008 0,0016
pH x Tp -0,040% 0,008 0,0395
Quadratico CgxCg 0,272% 0,007 0,0006
pH x pH -0,036* 0,007 0,0349
Tpx Tp -0,038* 0,007 0,0319

Valores estatisticamente significativos: *p<0,05, **p<0,10
Modelo codificado:

T = 0,673 - 0,517X; + 0,272X,%- 0,069X; -0,036X,* - 0,094X; - 0,038X5” +0,105X;X; +
0,205X; X3 - 0,040X,X3 [4.3]

A anilise de varidncia (ANOVA) obtida pelo ajuste dos dados ao modelo da
Equagio 4.3 estdo apresentados na Tabela 4.20, na qual percebe-se que o modelo obtido se
ajustou satisfatoriamente aos pontos experimentais (R*=0,90). O valor de F calculado é
quase 3 vezes maior do que o F tabulado, indicando que o modelo € preditivo. A partir do
modelo obtido pode-se gerar as superficies de respostas em fun¢do das variaveis

significativas, as quais estdo apresentadas no item 4.4.4.4.
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Tabela 4.20. ANOVA do ajuste do modelo obtido para a tensdo de ruptura.

Fonte de Soma Graus de Média F F R*
Variagio Quadratica  liberdade  Quadratica calculado tabelado
Regressdo 5,384 9 0,5982 6,63 2.72 0,90
Residuos 0,631 7z 0,0902
Falta de ajuste 0,630 3 0,1260
Erro puro 0,001 2 0,0005
Total 6,015 16

4.4.4.2. Elongacao de Ruptura no teste de Tracao

Na Tabela 4.21, apresenta-se os efeitos calculados pelo programa Statistica 5.0 da
concentragio de glicerol (Cg), pH da solugdo filmogénica e temperatura de processo (Tp)
sobre a elongacdo de ruptura no teste de tragdo. Observa-se que o efeito da temperatura de
processo (Tp) € estatisticamente significativo a 90% de confianga; entretanto os demais
fatores e suas interagdes apresentaram um efeito estatisticamente significativo a 95% de

confiancga.

Tabela 4.21. Efeito dos fatores calculados para a elongacdo de ruptura para o planejamento

completo 2°.

Fator Efeito (%) Erro Padréo P
Média 111,8* 0,7 0,00004
Linear Cg S2.6% 1.7 0,00103
pH 13,8* s 0,01475
Tp O ook 1,7 0,09000
Interagoes CgxpH 8,6%* 1,7 0,03612
CgxTp -19,2* 1.7 0,00766
pH x Tp 10,9% 1,7 0,02297

Valores estatisticamente significativos: *p<0,05, **p<0,10
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Ao elevar a concentragio do glicerol de 25 para 35 g/100 g de farinha de amaranto,
o biofilme sofreu um aumento na elongagéo até o ponto de ruptura de 52,6%, em média. A
elevagio do pH de 10,5 para 11,5 provocou um aumento de 13,8%, em média, na
elongacdo. Aumentando a temperatura de processo (Tp) de 80°C até 90°C, a elongagao de

ruptura do biofilme sofreu um aumento de 5,24%.

Os efeitos da interagdo entre a concentragdes de glicerol e o pH aumentaram a
elongagdo de ruptura em 8,6%, em média; e o efeito da interagdo entre o pH e a
temperatura de processo (Tp) aumentou a elongagdo em 10,9%, em média. Entretanto, a
interagdo entre a concentragdo de glicerol e a temperatura de processo (Tp) causou uma

diminui¢do, em média, de 19,2% na elongagao.

Comparando os efeitos de cada um dos fatores e de suas interagdes, percebe-se que
a concentragdo de glicerol apresentou um efeito mais significativo, seguido pela interagao
da concentragdo de glicerol e a temperatura de processo, tal como verifica-se na Figura

4.19.
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Figura 4.19. Comparagéo entre os efeitos dos fatores sobre a elongag¢do de ruptura para o

planejamento completo 2°.
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Na Tabela 4.22 estio apresentados os coeficientes de regressdo significativos
(p<0,05) modelo estatistico adotado. A Equagdo 4.4 mostra o modelo da elongagao de

ruptura em fung¢io dos parametros estudados Cg, pH e Tp.

Tabela 4.22. Coeficientes de regressdo do modelo quadratico multivariavel para a

elongagdo de ruptura.

Fator Coeficiente (%)  Erro Padrdo p
Média 117,07* 0,79 0,00013
Linear Cg 34,62% 0,65 0,00035
pH 3.63% 0,65 0,03033
Interagdes Cgx pH 4.32* 0,84 0,03612
Cgx Tp -9,60* 0,84 0,00766
pH x Tp 5,48% 0,84 0,02297
Quadratico CgxCg -9,58* 0,71 0,00425
pH x pH -3,02%* 0,71 0,05117
TpxTp -2,70%* 0,71 0,06288

Valores estatisticamente significativos: *p< 0,05, **p<0,10
Modelo codificado:

E = 117,07 + 34,62X; - 9,58X,> + 3,63Xs + 4,32X;Xs - 9,60X,X5 + 5,48X,X3 -3,02X,” -
2,70X5” [4.4]

A analise de variancia obtida pelo ajuste dos dados ao modelo da Equagdo 4.4 estdo
apresentados na Tabela 4.23, na qual observa-se que o modelo obtido apresentou um bom
coeficiente de correlagio (R*= 0,90). Também observa-se que o F calculado foi 4,4 vezes
superior que o F tabelado; indicando que o modelo € estatisticamente significativo. A partir
do modelo obtido pode-se gerar as superficies de respostas em fungdo das variaveis

significativas, tal como esta apresentado no item 4.4.4.4.
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Tabela 4.23. ANOVA do ajuste do modelo obtido para a elongagéo de ruptura.

Fonte de Soma Graus de Meédia F F R?
Variagdo Quadratica  liberdade  Quadratica calculado tabelado
Regressdo 18873,76 6 3145,60 14,28 3,22 0,90
Residuos 2202,74 10 220,27
Falta de ajuste 2191,31 8 273,91
Erro puro 11,43 2 5,72
Total 21076,50 16

4.4.4.3. Médulo de Young

Os efeitos dos fatores estudados e de suas interagdes estdo apresentados na Tabela
424. Observa-se que os efeitos da concentragdo de glicerol (Cg), pH da solugdo
filmogénica e a temperatura de processo (Tp) sobre o Modulo de Young s@o

estatisticamente significativos no intervalo de confianga (p<0,05).

Da Tabela 4.24, percebe-se que o aumento do conteido de glicerol de 25 até 35
g/100 g de farinha de amaranto provocou uma diminui¢do, em média, de 18,9 MPa, no
médulo de Young. Assim também, um aumento da temperatura de processo de 80°C para
90°C causou uma diminuicdo de 10,50 MPa, em média, no modulo de Young. O pH
apresentou um menor efeito do que o Cg e o Tp, uma vez que uma elevagdo do pH de 10,5
para 11,5 provocou um aumento, em meédia de 0,3 MPa. Isto pode ser visualizado melhor

na Figura 4.20.

O efeito de interagdo da concentragdo de glicerol (Cg) e a temperatura de processo
(Tp) causa um aumento no modulo de Young de 10,25 MPa, em média. Entretanto, o
efeito de interagdo da concentragdo do pH e a temperatura de processo (Tp) provoca uma
diminui¢do de 6,05 MPa, em média. Um efeito menor € o causado pela interagdo da

concentragdo do glicerol e o pH (0,64 MPa).
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Tabela 4.24. Efeito dos fatores calculados para o médulo de Young no planejamento

completo 2°.

Fator Efeito (MPa)  Erro Padrdao P
Meédia 3, 7% 0,03 0,000009
Linear Cg -18,9* 0,06 0,000010
pH 0,3* 0,06 0,049418
Tp -10,5* 0,06 0,000035
Interagdes Cgx pH 0,6* 0,06 0,009261
CgxTp 10,2* 0,06 0,000036
pH x Tp -6,1* 0,06 0,000104

Valores estatisticamente significativos: *p<0,05, **p<0,10
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Figura 4.20. Comparagdo entre os efeitos dos fatores sobre o0 médulo de Young para o

planejamento completo 2
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Os coeficientes de regressdo obtidos utilizando o programa Statistica 5.0 estdo

apresentados na Tabela 4.25.  Os coeficientes significativos a 95% de confianga (p<0,05)

foram considerados para a obtengdo do modelo estatistico, o qual est4 apresentado na

Equagdo 4.5.

Tabela 4.25. Coeficientes de regressdo do modelo quadratico multivariavel para o modulo

de Young.
Fator Coeficiente (MPa) Erro Padrao p
Média 326% 0,050 0,000239
Linear Cg -16,92* 0,024 0,000002
pH -0,32* 0,024 0,005561
Tp -3,06* 0,024 0,000059
Interagdes  Cgx pH 0,32*% 0,031 0,009261
Cgx Tp 5,12* 0,031 0,000036
pHx Tp -3,03%* 0,031 0,000104
Quadratico CgxCg 14,07* 0,026 0,000003
pH x pH -1,67* 0,026 0,000243
TpxTp -1,57* 0,026 0,000276

Valores estatisticamente significativos: *p<0,05, **p<0,10

Modelo codificado:

Modulo de Young = 3,26 - 16,92X; + 14,07X,% 0,32X, -1,67X,” - 3,06X;3 - 1,57X5* +

0,32X; X5 +5,12X,; X5 - 3,03X,X;3

[4.5]

O analise de varidncia obtida pelo ajuste dos dados ao modelo da Equagao 4.5 estao

apresentados na Tabela 4.26. Verifica-se um coeficiente de correlagdo de 0,83 e o F (3,79)

calculado foi superior 1,39 vezes que o F tabelado, sendo entdo um modelo significativo,

mas nio preditivo nas condi¢des de processo estipuladas, segundo NETO et al. (2001).
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partir do modelo obtido (Equagao 4.5) pode-se gerar as superficies de respostas em fungao

das variaveis significativas.

Tabela 4.26. ANOVA do ajuste do modelo obtido para o modulo de Young.

Fonte de Soma Graus de Média F F R’
Variagdo Quadratica  liberdade  Quadratica calculado tabelado
Regressao 7223,76 9 802,634 3,79 2.72 0,83
Residuos 1482.62 7 211,803
Falta de ajuste 1482,61 5 296,522
Erro puro 0,01 2 0,007
Total 8706,33 16

4.4.4.4. Superficies de Resposta

A influéncia da concentragdo de glicerol e o pH nas propriedades mecanicas obtidas
no teste de tragdo: tensdo de ruptura, elongagio e modulo de Young, pode ser analisada nas
Figuras 4.21, 4.22 e 4.23, onde pode-se observar que a tensdo de ruptura € o méodulo de
Young foram maiores em baixas concentragdes de glicerol (21,59 g/100 g de F.A),
entretanto, a elongagdo foi menor. Maiores valores de elongagdo foram obtidas em altas

concentragdes de glicerol ( 38,41 g/100 g de F.A).

Os plastificantes atuam diminuindo as forgas intermoleculares entre as cadeias de
macromoléculas adjacentes, provocando reducdo da temperatura de transi¢do vitrea
(JASTRZEBSKI, 1987). Consequentemente, ocorre um aumento da flexibilidade e uma

diminui¢io da resisténcia do material.
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Figura 4.21. Superficie de resposta e respectivas curvas de contorno da variac@o da tensdo
de ruptura em fungdo da concentragdo de glicerol (Cg) e do pH fixando o valor da
temperatura de processo (Tp) em 85°C.
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Figura 4.22. Superficie de resposta e respectivas curvas de contorno da variacdo da
elongagdo na ruptura em fungéo da concentracdo de glicerol (Cg) e do pH fixando o valor
da temperatura de processo (Tp) em 85°C.
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Figura 4.23. Superficie de resposta e respectivas curvas de contorno da variagdo do
modulo de Young em fungdo da concentragdo de glicerol (Cg) e do pH fixando o valor da
temperatura de processo (Tp) em 85°C.
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FAIRLEY et al. (1996) constataram que em diferentes tipos de biofilmes
comestiveis, a0 aumentar a concentragdo de plastificante, ocorreu uma diminuigdo
significativa na tensdo na ruptura, no moédulo de Young e um aumento na porcentagem de
elongagio. O mesmo foi observado em biofilmes de isolado protéico de soro de leite
(McHUGH & KROCHTA, 1994; KAYA & KAYA, 2000; FANG et al, 2002); em
biofilmes de caseina (CHICK & USTUNOL, 1998); em biofilmes de isolado protéico de
semente de girassol (AHYLLON-MEIXUEIRO et al., 2000); em biofilmes de gelana
(YANG & PAULSON, 2000); em biofilmes combinados de caseinato de sodio e amido
(ARVANITOYANNIS & BILIADERIS, 1998); em biofilmes de proteina de ervilha (CHOI
& HAN, 2001) e em biofilmes de amilose e amilopectina (MYLLARINEN et al., 2002a).

Os biofilmes de amilopectina, amilose e amido sem adigdo de plastificante
apresentaram maior tensdo na ruptura e menor elongagdo do que os biofilmes com
plastificante. Maior concentragao de amilose aumentou a tensao na ruptura € a elongag@o,
até valores maximos de 60 MPa e 6% de elongagdo (amilose pura). Em biofilmes de
amilopectina pura obteve-se valores maximos de tensdo e elongagdo de 38 MPa e 4%. O
efeito do plastificante nos biofilmes de amilopectina pura foi maior quando comparado com
os biofilmes de amilose pura, obtendo-se um menor valor de tensdo na ruptura (5 MPa) e

um maior valor de elongagdo (LOURDIN et al., 1995).

Observa-se que os biofilmes de farinha de amaranto apresentaram maior tensao na
ruptura, na regiao entre valores de pH 10,2 e 11,2 e concentragdes baixas de glicerol (21,59
/100 g de F.A). O maior valor de elongagdo foi obtido, na regido entre valores de pH
10,6 e 11,8 e concentragdes de glicerol de 34 e 38,41 g/100 g de F.A. Também observa-se
que o maior valor do médulo de Young foi obtido em concentragdes baixas de glicerol

(21,59 222,50 g/100 g de F.A) e em toda a faixa de pH estudada.

ANKER et al. (2000) estudou o efeito do tipo de plastificante (glicerol e sorbitol) e
do pH nas propriedades mecénicas (tensdo e elongagio) dos biofilmes de proteina de soro
de leite, concluindo que esses dois fatores influenciaram na microestrutura dos biofilmes.
Um incremento de pH 7 a 9 provocou a formagdo de uma estrutura densa da proteina,
aumentou a tensdo e a elongagdo e a permeabilidade ao oxigénio diminuiu nos biofilmes

com glicerol.
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YOSHIDA (2002) estudou os efeitos da concentragdo de proteina, glicerol e pH nas
propriedades de tensdo e elongagdo dos biofilmes de soro de leite bovino, obtendo valores
de tensdo e elongagio na ordem de 2,95 MPa , 6,72 MPa e elongagdes de 7,49% a 59,04%.
A melhor formulagio encontrada foi: concentragdo de proteina 6,5%; concentragdo de

plastificante 3% e pH 7.

A relagdo entre a concentragdo de glicerol (Cg) e a temperatura de processo pode ser
observada nas Figuras 4.24, 4.25 e 4.26, para a tensdo, elonga¢do ¢ modulo de Young,
respectivamente. Observa-se que o efeito do glicerol é mais pronunciado do que o efeito da

temperatura de processo.

A maior tensio e mddulo de Young foi encontrada em menores concentragdes de
glicerol e valores de temperatura de processo (Tp) na faixa entre 77° e 84°C. Nao obstante,
essa regido correspondeu aos menores valores de elongagdo. Um aumento da concentragao
de glicerol provocou um aumento da elongag@o, portanto, a regido de maior valor de
elongagdo localiza-se entre valores de concentracdo de glicerol de 33 a 38,41 g/100 g de

F.A, e na mesma faixa de temperatura de processo.

SCHMIDT et al. (1978) concluiram que solugdes de soro aquecidas de 90 a 100°C
resultam na formagdo de géis fortes, enquanto que solugdes aquecidas a 80°C resultaram
em géis de forga média. A coesividade dos géis de proteina do soro formados a 80°C foi

maior do que a coesividade de géis aquecidos a 90°C (RIZVI, 1986).

GRAAF (2000) que as propriedades mecénicas de tensdo e elongagido dos biofilmes
a base de gluten de trigo ndo melhoraram quando foram submetidos a tratamentos térmicos
durante 30 minutos, mas observou-se um aumento na tensdo e elongac@o, nos biofilmes
submetidos a tempos maiores de tratamento térmico (10 horas). Isto pode ser o resultado
de dois processos: a formagio de cadeias adicionais por reticulagdo e o arranjo de

moléculas resultando em uma mais complexa.

CHOI & HAN (2001) obtiveram biofilmes a partir de uma solugio de proteina de
ervilha desnaturada a 90°C por 25 minutos. Os biofilmes de proteina desnaturada
apresentaram melhores propriedades mecénicas de tensdo, elongagdo e médulo de Young

do que os elaborados com proteina ndo desnaturada.
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Figura 4.24. Superficie de resposta e respectivas curvas de contorno da variagdo da tensao
de ruptura em fungdo da concentragdo de glicerol (Cg) e da temperatura de processo (Tp)

fixando o valor de pH em 11.
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Figura 4.25. Superficie de resposta e respectivas curvas de contorno da variagdao da
elongagdo na ruptura em fungdo da concentragdo de glicerol (Cg) e da temperatura de

processo (Tp) fixando o valor de pH em 11.
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Figura 4.26. Superficie de resposta e respectivas curvas de contorno da variagdo do
modulo de Young em fungio da concentragdo de glicerol (Cg) e da temperatura de processo

(Tp) fixando o valor de pH em 11.
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A influéncia do pH e a temperatura de processo (Tp) na tensdo, elonga¢io e modulo
de Young pode ser analisada nas Figuras 4.27, 4.28 e 4.29, respetivamente. Observa-se que
para a tensdo, a regido entre valores de temperatura 77° ¢ 86°C e na faixa de pH 10,5 e 11,5
definiu uma maior tensio na ruptura, cujos valores ndo sdo muito altos porque

correspondem aos biofilmes elaborados com 30% de glicerol.

No caso da elongagido, nota-se que a regido de maximo valor correspondeu a regiao
de minimo valor da tensdo; a qual esta localizada entre altos valores de pH e altos valores
de temperatura de processo (90° a 93°C), mas também observa-se que mantendo a
concentragdo de glicerol em 30 g/100 g de F.A e variando a temperatura e pH, na faixa
estudada, os biofilmes apresentaram boa flexibilidade, portanto valores de elonga¢do em
média, mais altos, quando comparado aos biofilmes de amido ou de proteina citados na

literatura.

A regido de maior valor do modulo de Young apresentou-se entre valores de pH
10,7 e 11,8 e entre valores de temperatura de processo de 77° e 85°C, observa-se que essa

regido estd dentro da regido de maiores valores de tensdo na ruptura.

Na literatura, ndo se encontrou estudos que analisem o efeito da interagdo do pH e
temperatura, nas faixas estudadas, sobre as propriedades mecénicas. Os valores de
temperatura utilizados correspondem a temperaturas de desnaturagao da proteina. Esta area
de estudo esta sendo desenvolvida pois se apresenta como uma alternativa tecnologica, para

elaborar recobrimentos, surfactantes, adesivos e biofilmes.

99



P e

I e

— R e L




Resultados e Discussdo

I 0,125
I 0,186
Bl 0247
B 0,308
[ 0,368
[ o428
B 0490
= g‘g?; 10,18 1050 11,00 1450 11,84
0673 oH

Bl above

Figura 4.27. Superficies de resposta e respectivas curvas de contorno da varia¢do da tensio
de ruptura em funcao do pH e da temperatura de processo (Tp) fixando o valor da
concentragdo de glicerol (Cg) em 30%.
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Figura 4.28. Superficies de resposta e respectivas curvas de contorno da variagao da
elongagio na ruptura em fung¢ao do pH e da temperatura de processo (Tp) fixando o valor
da concentragdo de glicerol (Cg) em 30%.
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Figura 4.29. Superficies de resposta e respectivas curvas de contorno da variagdo do
modulo de Young em fun¢do do pH e da temperatura de processo (Tp) fixando o valor da
concentrag@o de glicerol (Cg) em 30%.
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A desnaturagdo térmica conduz a dissociagdo da proteina em subunidades, ao
desdobramento de sua estrutura e a exposigao de seus grupos hidrofobicos. A desnaturagdo
de suas fracGes depende de diversas condig¢des, tais como , pH, forga iOnica (u), presenga
de grupamentos sulfidrilicos ou dissulfidicos, tempo de aquecimento e taxa de aquecimento
e resfriamento (PETRUCELLI & ANON, 1994).

Segundo SCHMIDT et al. (1978), a desnaturacdo de proteinas € altamente
dependente do pH e a razio de desdobramento pode ser influenciada pelo pH de
aquecimento. O ajuste de pH permite encontrar um balango entre a razdo de desnaturagéo e
a razdo de agrega¢do, bem como entre forcas de atragio e forcas de repulsdo entre as

proteinas (MANGINO, 1984).

Segundo MORR & HA (1993), solugdes de concentrado proteico de soro de leite
com pH entre 6,0 e 7,5 produziram géis transparentes, elasticos e com altos valores de
dureza. Géis formados em valores de pH 6,0 ou menores sdo descritos como mais

coagulados e menos elasticos do que géis formados em valores de pH 7,0 a 9,0.

Depois de analisadas todas as relagdes dos fatores estudados e seus efeitos sobre as
propriedades mecénicas obtidas no teste de tragdo, observou-se que a melhor formulagio
para a tensdo e o modulo de Young consistiu na menor concentragdo de glicerol (21,59
g/100 g de F.A), pH na faixa de 10,2 e 11,5 e temperatura de processo na faixa de 77° e
86°C. No caso da elongagdo, a melhor formulagdo consistiu na maior concentragdo de

glicerol, altos valores de pH (>10,7) e temperatura de processo na faixa de 77° e 90°C.
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4.4.5. Solubilidade

Na Tabela 4.27 estiio apresentados os efeitos da concentragao de glicerol (Cg),pHe
temperatura de processo (Tp) sobre a solubilidade e as suas respetivas interagoes. Nesta
tabela pode-se observar que a concentragio de glicerol (Cg), pH e temperatura de processo
(Tp) apresentam um efeito estatisticamente significativo (p<0,05) sobre a solubilidade. No
entanto o efeito de interagio do pH e a temperatura de processo (Tp) ndo foi significativo

nos intervalos de confianga analisados.

Tabela 4.27. Efeito dos fatores calculados para a solubilidade no planejamento completo
2,

Fator Efeito (%) Erro Padrao P
Média 482% 0,1 0,000008
Linear Cg 7.3% 0,3 0,001880
pH 3 5% 0,3 0,008034
Tp 3% 0,3 0,007186
Interagdes ~ Cgx pH -2,3% 0,3 0,018912
Cgx Tp 4 4% 0,3 0,005115
pHxTp 0,4 0,3 0,305627

Valores estatisticamente significativos: *p<0,05, **p<0,10

Da Tabela 4.27, observa-se que o aumento na concentragdo de glicerol de 25 até 35
/100 g de F.A provocou um aumento, em média, de 7,3%, na solubilidade. Um aumento
do pH de 10,5 até 11,5 provocou um aumento, em média, de 3,5%; um efeito semelhante
apresentou a temperatura de processo, cujo aumento de 80°C até 90°C causou um aumento

de 3,7%, em média, na solubilidade.

O efeito da interagdo da concentragdo de glicerol (Cg) e a temperatura de processo

(Tp) causou uma diminui¢do, em média, de 4,4% na solubilidade. Assim mesmo, o efeito
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da interagdo da concentragdo do glicerol (Cg) e o pH provocou uma diminuig¢do de 2,3%

na solubilidade.

Apresenta-se, na Figura 4.30, uma comparagdo entre os efeitos dos fatores

estudados sobre a solubilidade dos biofilmes de farinha de amaranto.

T

20

10

Efeito sobre a Solubilidade (%)

-10

Média Cg pH Tp CgxpH CgxTp pHxTp

Figura 4.30. Comparagio entre os efeitos dos fatores sobre a solubilidade no planejamento

completo 2°.

Os coeficientes de regressio obtidos utilizando o programa Statistica 5.0
estdo apresentados na Tabela 4.28. Os coeficientes significativos a 95% de confianga
(p<0,05) foram considerados para a obtengdo do modelo estatistico, o qual esta apresentado

na Equagido 4.6.
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Tabela 4.28. Coeficientes de regressio do modelo quadritico multivariavel para a

solubilidade

Fator Coeficiente Erro Padrio p
(%)

Média 40,82%* 0,26 0,00004
Linear Cg 3,36% 0,12 0,00131
pH 1,46* 0,12 0,00688
Tp 1,36* 0,12 0,00798
Interagdes Cgx pH -1,14* 0,16 0,01891
CgxTp -2,22* 0,16 0,00511
Quadratico CgxCg 4,20%* 0,13 0,00102
pH x pH 5,70* 0,13 0,00055
Tpx Tp 3,32% 0,13 0,00163

Valores estatisticamente significativos: *p>0,05, **p>0,10

Solubilidade = 40,82 + 3,36X; + 4,20X;? + 1,46X, + 5,70X,% + 1,36X; + 3,32X5” -
1,14%:X5 - 2.22X: X [4.6]

A analise de variancia obtida pelo ajuste dos dados ao modelo da Equagao 4.6 estao
apresentados na Tabela 4.29. Verifica-se um coeficiente de correlagdo de 0,80, e através do
teste F, conferiu-se a significdncia estatistica do modelo para a solubilidade, onde
comparando o F calculado igual a 3,88 com o F tabelado igual a 2,59, a um nivel de 90% de
confian¢a, obtém-se um modelo estatisticamente significativo, uma vez que o F calculado €

1,5 vezes maior que o F tabelado, mas n3o preditivo, segundo NETO et al. (2001).
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Tabela 4.29. ANOVA do ajuste do modelo obtido para a solubilidade.

Fonte de Soma Graus de Meédia F F R?
Variaggo Quadratica  liberdade  Quadratica calculado tabelado
Regressao 719,09 8 89,89 3,88 2,59 0,80
Residuos 185,03 8 23.13
Falta de ajuste 184,62 6 30,77
Erro puro 0,40 2 0,20
Total 904,12 16

4.4.5.1. Superficies de Resposta

As analises das superficies de resposta e curvas de contorno, obtidas a partir do
modelo estatistico, estdo apresentados na Figura 4.31, permitindo uma melhor visualizagdo
de uma formulac¢do para a obtengdo da menor solubilidade, uma vez que a resisténcia a

agua € uma caracteristica desejavel nos biofilmes.

Nas Figuras 4.31a e 431b, observa-se que na regido entre os valores da
concentracgdo de glicerol de 23 e 30 g/100 g de F.A, valores de pH 10,6 e 11,3 e valores de
temperatura de 77° e 86°C, uma menor solubilidade dos biofilmes foi encontrada.
Observa-se também que quanto maior a concentragdo de glicerol, maior foi a solubilidade
dos biofilmes, devido a sua caracteristica hidrofilica que alonga, dilui e afrouxa a estrutura
dos biofilmes, resultando no aumento da capacidade de ligar-se a agua. = O mesmo
resultado foi verificado por YOSHIDA (2002) e MAHMOUD & SAVELLO (1993) em
biofilmes de proteina de soro de leite, STUCHELL & KROCHTA (1995) em biofilmes de
proteina de soja e SARMENTO (1999) em biofilmes de gelatina reticulada.

KIM et al. (2002) relataram um efeito diferente do glicerol na solubilidade. Esses
autores observaram que um incremento da concentracdo de plastificante provocou uma

diminuigdo na solubilidade, em biofilmes de amido altamente carboximetilado. O valor
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minimo de solubilidade obtido foi de 59,08%, utilizando glicerol como plastificante.

Maiores valores de solubilidade foram obtidos quando foi usado sorbitol.

A relagio entre o pH e a temperatura de processo pode ser observada na Figura
4.31c, onde a regido entre valores de pH 10,7 e 11,3 e para temperaturas entre 80° e 87°C,
definiu a menor solubilidade. Devido ao efeito do pH alcalino sobre a estabilidade térmica
das proteinas do amaranto (MARTiNEZ & ANON, 1996), pode-se supor que nessa faixa
de temperatura utilizada, as proteinas foram desnaturadas (albumina-1, albumina-2

globulina, gliadinas).

Segundo PETRUCELLI & ANON (1994), tratamentos térmicos intensos (98°C/30")
e alta concentragdo de proteina de soja (10%) em pH 7 ou 9 resultaram em agregacdo e
perda da solubilidade. Segundo as autoras, nestes isolados, as globulinas 7S e 11S foram
totalmente desnaturadas, formando agregados da subunidade AB-11S ligados por pontes
dissulfidicas e formagdo de agregados entre B-7S e B-11S. Todavia, tratamentos térmicos
menos intensos (80°C/6 min) em pH 7 e 4% de concentragdo protéica, resultaram em
aumento da solubilidade e da hidrofobicidade superficial, o que foi atribuido 4 desnaturagdo

total da 7S e parcial da fragdo 118S.

TIEN et al. (2000) estudaram o efeito do tratamento térmico sobre a solubilidade,
em biofilmes a base de proteina de soro de leite reticuladas e incluidas em uma matriz
celuldsica, concluindo que os dois tipos de tratamento térmico (irradiagdo e aquecimento
80°C/30min) diminuiram a solubilidade dos biofilmes quando comparados com 0s que nao

sofreram tratamento térmico.

YOSHIDA (2002) trabalhando com biofilmes de proteina de soro de leite bovino
obteve a menor solubilidade da proteina a baixas concentragdes de glicerol e pH basico

(7,9).

Neste estudo, a melhor formulagdo para a resposta solubilidade, consistiu na

concentragio de glicerol de 22,5 g/100 g de F.A, pH 10,7 e temperatura 82°C.
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Figura 4.31. Superficies de resposta e respectivas curvas de contorno da variagdo da

solubilidade em fungdo: (a)Cg e pH, fixando o valor de Tp em 85°C (b) Cg e Tp, fixando
ovalorde pHem 11 e (c) pH e Tp, fixando o valor de Cg em 30%.
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4.5. Caracterizacio do biofilme a base de farinha de amaranto

Apos as analises das superficies de respostas, obtidas no planejamento completo, foi
escolhida a formulagdo 6tima, a fim de obter um filme com baixa solubilidade, resisténcia
mecdnica aceitavel (forga e tensdo na ruptura), dentro da faixa de valores obtidos nos dois
planejamentos, e boa flexibilidade. Essa formulagdo consistiu em: 22,5 g glicerol/100 g de
farinha, pH 10,7 e temperatura de aquecimento 82°C. Os biofilmes de farinha de amaranto
foram elaborados, baseado nessa formulagdo, para sua caracterizagdo de acordo as
propriedades mais importantes como sdo: solubilidade, mecénicas e de barreira ao vapor de
agua. Os resultados destas medigdes e seus respectivos desvios padrdo estdo apresentados
na Tabela 4.30.

Segundo os resultados mostrados na Tabela 4.30, os biofilmes de farinha de
amaranto apresentaram uma excelente propriedade de barreira ao vapor de agua, ja que o
valor de permeabilidade obtido neste trabalho foi menor que o relatado por alguns autores
para biofilmes de amido e de proteina. Visto que, os biofilmes de farinha de amaranto
apresentaram um maior conteudo de amido, o qual tém uma maior porcentagem de
amilopectina (92,42%) pensou-se que este filme apresentaria uma pobre permeabilidade ao
vapor de agua, isto €, um valor semelhante ao obtido por RINDLAV-WESTLING et al.
(1997) para os biofilmes de amilopectina (5 gmmh-'m-kPa™), mas a presenca de lipideos
no filme, mudou este comportamento e permitiu melhorar a permeabilidade ao vapor de
agua. Os lipideos podem formar intera¢Ges com o amido e a proteina presentes no filme de
farinha de amaranto criando regides hidrofobicas que impediriam a difus3o da agua, através
do filme. Portanto, a caracteristica hidrofobica do lipideo permitiu obter um filme com
menor permeabilidade ao vapor de 4gua do que outros biofilmes de amido relatados na
literatura.. O efeito do lipideo sobre a permeabilidade ao vapor de agua também foi
observado por GARCIA et al. (2000). Esses autores obtiveram valores de permeabilidade
para biofilmes de amido de milho, com conteidos de amilose de 25 e 65%, em torno de
0,691 gmm.h-'.m->kPa e 0,6336 g.mm.h-'.m-> kPa, respectivamente, utilizando éleo de
girassol. Entretanto, esses biofilmes, elaborados sem adigdo de lipideos, apresentaram

valores em torno de 0,925 g. mm.h-'.m-> kPa e 0.6732 g mm.h-' m-* kPa, respectivamente.
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Tabela 4.30. Caracterizagio do biofilme de farinha de amaranto segundo a formulagdo

otima.

Propriedades Valores obtidos

Solubilidade 4225 + 1,82%
Mecinicas®

Teste de perfuracao:

* Forca na ruptura 234 £0,09N
* Deformacgio na ruptura 15,62 £ 0,65%

Teste de tracdo:

* Tens3ao na ruptura 1,45 +£ 0,04 MPa

= Elongag¢do na ruptura 83,74 £5,11%

= Modulo de Young 215,0 £ 1,4 MPa

De barreira

= Permeabilidade ao vapor de agua 0,0093+0,0008 g.mm.h™".m? kPa™
Espessura média 0,083+0,005

* Biofilmes condicionados a 25°C em 58% de UR (NaBr) por 48 horas.
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Visualiza-se o biofilme de farinha de amaranto como um sistema complexo que é o
resultado das interagdes dos dois polimeros: amido e proteina que formam a matriz

principal; com o lipideo, glicerol e a agua, tal como observa-se na Figura 4.32.

Proteinas — @
A
—e——

Figura 4.32. Esquema das possiveis interagdes entre os cinco principais componentes dos

.\/,

biofilmes de farinha de amaranto: amido, proteina, lipideo, glicerol e agua.

Devido a ndo ter sido encontrado na literatura estudos sobre biofilmes a base de
amido e proteina com adigdo de lipideos, semelhantes ao estudado, decidiu-se por fazer
biofilmes de amido de amaranto segundo a formulagdo 6tima encontrada para os biofilmes
de farinha de amaranto; com o objetivo de comparar e determinar o efeito da proteina e do
lipideo na solubilidade e nas propriedades e mecanicas dos biofilmes de farinha de
amaranto. Também, foi elaborado biofilmes de amido de amaranto sem variar o pH, com a
mesma concentragdo de glicerol (22,5%) e com o mesmo tratamento térmico (82°C). Os
resultados dos testes mecanicos e da solubilidade desses biofilmes estao apresentados na

Tabela 4.31.
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Tabela 4.31. Solubilidade e propriedades mecanicas dos biofilmes de farinha e amido de

amaranto.
Propriedades Biofilme de Biofilme de Biofilme de
farinha amido® amido”

= Solubilidade 422+1,8 62,5125 93.345.3
» Teste de perfuracio:
Forga na ruptura (N)
58% UR 2,310,1 4,540,2 2.940.1
75% UR 0,44+0,03 0,4310,02 0,32+0,03
Deformagio (%)
58% UR 15,6+0,6 3,740.3 8,41+0,66
75% UR 33.5+1.6 41,5+2,2 59,8+7,2
= Teste de tragdo:
Tens@o na ruptura (MPa)
58% 1,4540,04 6,510,2 3,440,2
75% 0,5840,02 0,63+0,05 0,44+0,03
Elongagao (%)
58% UR 83,7+5,1 2,27+0,09 4,2+0,5
75% UR 114,8+14,6 150,3+1,0 141,0+13,0
Moédulo de Young (MPa)
58% UR 215,0+1,4 296,916,3 125,543,1
75% UR 0,90+0,15 1,78+0,06 0,35£0,02

* Filme elaborado segundo a formulagdo 6tima
® Filme elaborado sem variar o pH (pH neutro)

Nota-se que os biofilmes de farinha de amaranto apresentaram menor solubilidade

do que os biofilmes de amido. Essa diferenca de solubilidade entre os biofilmes de farinha

e os biofilmes de amido esta relacionada & desnaturagdo das proteinas presentes na farinha

114



Resultados e Discussédo

de amaranto. A solubilidade dos biofilmes de farinha de amaranto foi maior do que o
relatado para biofilmes de proteina de soja (PEREZ-GAGO et al.,1999) e para biofilmes
mistos de zeina e amido (14,18%) (PARRIS et al., 1997), mas também, foi semelhante a
solubilidade dos biofilmes de proteina de ervilha desnaturada (CHOI & HAN, 2001) e dos
biofilmes de proteina de leite de soro desnaturadas por processos térmicos (80°C/ 10 min)
relatado por PEREZ-GAGO & KROCHTA (2001). Por outro lado, quando comparado
com o valor de solubilidade dos biofilmes de amido, verfica-se que a solubilidade dos
biofilmes de farinha de amaranto foi menor do que o relatado por KIM & PARK (2002)
para biofilmes de amido carboximetilado (60,38 a 72,59%).

A desnaturagio das proteinas devido a temperatura de aquecimento e o pH permitiu
obter biofilmes de farinha de amaranto com menor solubilidade quando comparado com os
biofilmes de amido. A temperatura de aquecimento de 82°C, poderia causar a desnatura¢do
da maior parte das proteinas: albumina-1, glutelina e globulina. MARTINEZ & ANON
(1996) observaram que a temperatura de desnaturagdo da albumina-1 foi de 64°C,
entretanto a glutelina e a globulina apresentaram uma fragéo protéica de baixa estabilidade
térmica, cujas temperaturas de desnaturagdo foram de 64°C e 70°C e outra de alta

estabilidade térmica (Tp=94°C).

Além disso, nota-se que os biofilmes de amido elaborados sem variar o pH
apresentaram maior valor de solubilidade que os biofilmes elaborados a pH 10,7. Estes
resultados poderiam estar relacionados a cristalinidade, ja que € sabido que nas areas
cristalinas os granulos de amido sdo insoluveis, dai pode-se pensar que os biofilmes de
amido elaborados a pH 10,7 desenvolveram maior cristalinidade durante a formag@o e
armazenamento do filme que os elaborados a pH 7. O preparo da solugdo filmogénica de
amido, em meio alcalino e altas temperaturas, poderia ter causado a quebra das cadeias
poliméricas da amilopectina, em maior propor¢éo que a amilose, devido ao alto conteudo
deste polimero no amido de amaranto, e consequentemente, o desdobramento das hélices
lineares curtas da amilopectina (enlaces o 1,6). A aproximag@o destas hélices lineares
curtas, durante a formagdo do filme, permitiria a formagZo de cristais, dando ao filme maior
cristalinidade melhorando suas propriedade mecanicas como pode-se observar na Tabela

4.31.
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O filme de amido elaborado a pH 10,7 apresentou maiores valores de forga e de
tensdo na ruptura, mas apresentou menores valores de deformagdo e elongagdo. Além
disso, observou-se que as solu¢des filmogénicas do amido a pH 10,7 foram mais viscosas
que as solugdes filmogénicas do amido a pH 7,0; o filme foi mais estavel as condigoes
ambientais, isto é, menos higroscopico em valores de umidade relativa em torno de 58%.
LOURDIN et al. (1995) elaboraram biofilmes de amilopectina pura, utilizando glicerol

como plastificante, reportando valores de tensdo de 5 MPa e elongacdo de 25%.

Os biofilmes de amido e farinha de amaranto, condicionados a 58% de UR,
apresentaram uma diferenca entre os valores de forga de ruptura e de deformag@o, sendo os
biofilmes de farinha de amaranto os menos resistentes (1,45 MPa tensdo), mas também, o0s
mais flexiveis (83,74% elongagdo); ja que apresentaram menores valores de forga de
ruptura e tensdo na ruptura e maiores valores de deformagdo e de elongac¢do quando
comparados aos biofilmes de amido. O teor de proteinas e de lipideos, presentes na farinha
de amaranto, deu caracteristicas mecanicas diferentes aos biofilmes obtidos a partir dessa
matéria prima, conferindo maior flexibilidade aos biofilmes e diminuindo, portanto, a
resisténcia (forga e tragdo na ruptura). Os biofilmes ricos em amilose apresentaram uma
boa resisténcia (25 MPa), mas pouca flexibilidade (5%); entretanto os biofilmes de
amilopectina s@o menos resistentes (5 MPa) e mais flexiveis (25%), nas mesmas
concentragdes de plastificante (LOURDIN et al, 1995). Os valores de elongac@o obtidos
neste estudo sdo maiores que os relatados para biofilmes de amido (amilose e amilopectina)
e proteina, na mesma concentragdo de glicerol. Por exemplo, KIM et al. (2002)
encontraram valores de tensio de 20 MPa e elongagdo de 4,2% em biofilmes de amido
carboximetilado com espessura de 0,087 mm. ARVANITOYANNIS et al. (1996)
observaram valores de 37,6 MPa e 6,4% para biofilmes de amido de milho com espessura
de 0,1 mm. Biofilmes de proteina de ervilha desnaturadas por tratamento térmico (10 min)
apresentaram valores de tensdo e elongagdo de 20 MPa e 5%, respectivamente (CHOI &
HAN, 2002). Em biofilmes de ghiten de trigo foram obtidos valores de 2,6 MPa (tensdo) e
22% (elongagdo) (IRISSIN-MANGATA et al., 2001) e em biofilmes de proteina de soro de
leite foram verificados valores de 1,9 MPa e 26,1% (espessura 0,10 mm) para a tensdo e
elongac@o, respectivamente (KAYA & KAYA, 2000).
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Apbs a comparacio dos valores das propriedades mecanicas com os observados na
literatura, verifica-se que os biofilmes de farinha de amaranto apresentaram uma alta
plasticidade, além do efeito do glicerol na plastificagdo do filme; desta forma, pensa-se que,
os lipideos poderiam também exercer um efeito plastificante no filme, aumentando os
valores de elongagdo. O efeito do lipideo sobre a elongagdo também foi observado por
FANG et al. (2002) e por SHELLHAMMER & KROCHTA (1997), que estudaram o

efeito do lipideo nos biofilmes de proteina de soro de leite.

Os biofilmes de farinha e amido de amaranto elaborados segundo a formulagdo
6tima e condicionados a 75% de UR por um periodo de 48 horas n3o apresentaram
diferencas entre os valores das propriedades mecénicas (forga, deformagdo, tensdo,
elongagio e médulo de Young). Esse resultado indica que os biofilmes de amido sdo
menos sensiveis em umidades relativas de 58% que os biofilmes de farinha de amaranto,
sendo que em umidades relativas altas todos os biofilmes apresentaram o mesmo

comportamento.
4.5.1. Cor

Os valores medidos dos pardmetros de cor e da opacidade dos biofilmes de farinha
de amaranto e amido de amaranto, elaborados segundo a formulagio 6tima, e os biofilmes

de amido de amaranto elaborados sem variar o pH, estfo apresentados na seguinte tabela:

Tabela 4.32. Valores dos parametros de cor (a*, b*, L* e AE*) e opacidade para biofilmes

de farinha e amido de amaranto.

Biofilme de farinha de amaranto  Biofilme de amido® Biofilme de amido”

a* -1,16 £ 0,01 -0,84 + 0,01 -0,82 £ 0,02
b* 8,09 + 0,49 1,99 + 0,04 1,85 +0,02
L* 89,97 +0,28 92,36 + 0,21 92,20 + 0,01
AE* 8,89 + 0,62 2,52 £0,12 2,63 +0,03
Opacidade 6,45 + 0,90 1,06 + 0,01 0,94 +0,13

Padrio de calibragdo: a,*=-0,8, b,* =1,44, L.* = 94,83
* Filme elaborado segundo a formulagdo 6tima
® Filme elaborado sem variar o pH (pH neutro)
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Na Tabela 4.32 observa-se que a diferenga de cor (AE*) foi menor para os biofilmes
de amido produzidos em ambas condi¢des (pH 10,7 e pH 7,0) quando comparado com 0s
biofilmes de farinha de amaranto, os quais apresentaram uma coloragdo meio amarelada
(b*=8,09), como verifica-se na Figura 4.33 e 4.34. Os biofilmes de farinha de amaranto
presentaram valores de AE* semelhantes aos obtidos para biofilmes de proteina de soja
(KUNTE et al.,1997) e biofilmes de proteina miofibrilar de carne bovina (SOBRAL 2000);
mas apresentaram maior colorag@o que os biofilmes de gelatina de pele suina (AE*=3) e de
gelatina de couro bovino (AE*= 4) elaborados por SOBRAL (2000), e do que os
produzidos por GENNADIOS et al. (1996) a base de ovoalbuminas (AE*=1,70).
SARMENTO (1999) e SAKANAKA (2002), trabalhando com biofilmes de gelatina
reticulada, obtiveram valores de AE* (~15 em média) mais altos do que os obtidos neste
estudo. SAKANAKA (2002) observou que nos biofilmes condicionados a 75% de UR, a
diferenca de cor aumentou de maneira exponencial, atingindo valores da ordem de 28 ao
final de trés meses de estocagem, devido a continuagdo da reac@o de reticulagdo durante o

armazenamento.

Os valores do croma a* (Aa*) sdo negativos e proximos a zero, tanto para os
biofilmes de farinha de amaranto como para os biofilmes de amido, o qual indica que esses

biofilmes ndo apresentaram coloragdo avermelhada.

Os biofilmes de farinha de amaranto apresentaram-se um tanto opacos quando
comparado com os biofilmes de amido de amaranto (Figura 4.34). SOBRAL (2000)
reportou valores de opacidade para os biofilmes de proteina miofibrilar de couro bovino
semelhantes aos obtidos para os biofilmes de farinha de amaranto, na mesma espessura (g =
0,085 mm). No entanto, SARMENTO (1999) reportou valores de opacidade, mais baixos,

para os biofilmes de gelatina reticulada.

Pelo exposto anteriormente, pode-se supor que as proteinas presentes na farinha de
amaranto afetam o aspecto visual dos biofilmes obtidos, porquanto eles apresentaram
valores de diferenca de cor (AE*) e opacidade diferentes aos biofilmes de amido e

semelhantes a alguns biofilmes protéicos.
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SF de amido de amaranto SF de farinha de amaranto

Figura 4.33. Aspecto visual da solugdo formadora do biofilme de amido e de farinha de

amaranto (Amaranthus caudatus).

Figura 4.34. Aspecto visual dos biofilmes de (a) farinha de amaranto e (b) amido de

amaranto elaborados segundo a formulagio otima.
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4.5.2. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Os termogramas obtidos nas analises calorimétricas de varredura dos biofilmes de
farinha e amido de amaranto condicionados em silica gel durante 2 semanas estdo
apresentados na Figura 4.35. Os termogramas mostram uma transi¢io vitrea e uma tipica

endoterma correspondente a um sistema parcialmente cristalino.

Pode-se observar a presenga de trés temperaturas de transi¢do vitrea, nos
termogramas, o qual foi mais notério no termograma correspondente ao filme de farinha
de amaranto. Notou-se uma transi¢gdo vitrea em baixissimas temperaturas, outra em
temperatura intermediaria, e uma terceira, em temperaturas altas. MYLLARINEN et al
(2002b) reportaram a presenga de duas temperaturas de transi¢do vitrea (uma baixa e outra
alta), nos termogramas de biofilmes de amilose e amilopectina elaborados com glicerol
como plastificante, e consideraram que essas duas temperaturas sdo uma propriedade dos
amidos plastificados com glicerol e sdo independentes do processo. Essas temperaturas
corresponderiam a primeira e terceira Tg obtidas neste estudo (Tabela 4.33), ja que para
biofilmes de amilopectina elaborados com 21% de glicerol, esses autores obtiveram valores
de -45°C (Tg;) e de 93°C (Tg) para biofilmes com 0% de umidade, os quais sdo
semelhantes aos valores de Tg; (-35,4°C) e Tgs; (80,8°C) obtidos para os biofilmes de
amido, no entanto diferem mais do valor obtido para os biofilmes de farinha de amaranto
(Tg=-26,0°C e Tgz= 147,9°C). A diferenca entre os valores de Tg do biofilme de farinha e
de amido de amaranto, também, foi observado na farinha € no amido de amaranto em po
(Figura 4.4).

O maior valor de Tg; foi observado nos biofilmes de farinha de amaranto, o qual
poderia ser explicado pelo menor efeito plasticizante da agua nesses biofilmes, na condigao
estudada (0% de UR), devido as areas hidrofébicas na superficie do filme formadas pelas
interagdes amido-lipideo, lipideo-lipideo e lipideo-proteina. A presenga de lipideos nos
biofilmes de farinha de amaranto, confere uma caracteristica hidrofobica ao biofilme,

diminuindo a difus3o da agua e sua interagdo com o amido.

Os valores de Tg menores que zero, estdo relacionados com a transi¢do da fragdo

rica em plastificante. Os valores da segunda temperatura de transigdo vitrea foram
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semelhantes para os trés biofilmes e estdo na faixa de 55 - 58°C. Estes valores de Tg;
indicariam a transi¢ao de uma frag@o menos rica em amido ¢ de maiores interagdes agua-
amido; esta deducdo foi feita baseada no trabalho de MYLLARINEN et al. (2002b), que
reportaram uma temperatura de transi¢do vitrea em torno de 50°C para biofilmes de
amilopectina com um conteido de umidade ao redor de 10%. ARVANITOYANNIS et al.
(1996), também verificaram uma temperatura de transi¢do vitrea, em torno de 56,4 °C para
biofilmes elaborados a base de amido de trigo (78%), agua (17%) e caseinato de sodio

(2%).

0,2
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-0,24
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-0,6 4

Fluxo exotérmico de calor (W/g) —p
o

'D,B T T o d T
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Figura 4.35. Termogramas de (a) Biofilme de amido pH 10,7; (b) Biofilme de amido pH
7,00; (c) Biofilme de farinha de amaranto pH 10,7 condicionadas a 25°C e em silica gel

por 2 semanas.
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Tabela 4.33. Valores de temperatura de fusdo (Tm) e temperatura de transi¢io vitrea (Tg)
para biofilmes de farinha e amido de amaranto (4maranthus caudatus) condicionados a

25°C e em silica gel por 2 semanas.

Parimetros Biofilme de farinha de amaranto Biofilme de amido® Biofilme de amido®

Tm (°C) 216,5+1,7 216,1%1,18 156,1+1,7
AHm (J/g) 5,8+0,9 11,0£2,9 45,9+0,7
Te1 (°C) 25,9408 -35,443 4 -43,0+4.4
T (°C) 57,5+2.4 58,1+1,0 55,742.6
Tes (°C) 147,9+10,8 80,8+1,2 79,842, 1

* Filme elaborado segundo a formulagéo étima (pH 10,7)
® Filme elaborado sem variar o pH (pH neutro)

O valor de AH foi maior no filme de amido, elaborado sem variar o pH do que para
os outros biofilmes. Isto indica & presenga de maior quantidade de cristais ndo
gelatinizados, nesse biofilme, o qual significa que a adi¢do de NaOH (1N) provocou uma

maior gelatinizagdo nos biofilmes de amido pH 10,7 e de farinha de amaranto.

Tambeém, nota-se que o valor de AH obtido para o filme de farinha de amaranto foi
menor do que o observado para o filme de amido (pH 10,7). Essa diferenca pode estar
relacionada a presenga de lipideos no filme de farinha de amaranto, ja que segundo
GARCIA et al. (2000) a cristalinidade dos biofilmes elaborado a base de amido com adi¢ao
de o6leo diminui provavelmente pela interferéncia do lipideo na associagdo das cadeias
poliméricas. Além disso, o valor de AH, também pode estar relacionado com a
desnaturagdo das proteinas; assim o baixo valor obtido indicaria que as proteinas presentes
na farinha de amaranto e, consequentemente, no filme foram desnaturadas pelo processo
térmico e em meio alcalino. Estes valores sdo menores que o valor de AH no termograma

da farinha de amaranto em p6 (20,97 J/g).
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Os resultados referentes as analises térmicas dos biofilmes de farinha e amido de
amaranto condicionados em umidades relativas de 58% e 75% estdo apresentados na

Figura 4.36.
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Figura 4.36. Termogramas de biofilme de amido condicionados a (a) 58% de UR e (b)
75% de UR, e biofilme de farinha de amaranto (c) 58% de UR e (d) 75% de UR;

elaborados segundo a formulagéo 6tima.

Pode-se observar que nenhum dos biofilmes mostraram um pico endotérmico,
portanto niao foram registrados valores de Tm e AH, o qual indicou a ndo formagdo de
cristais nesses biofilmes, durante o periodo de condicionamento (15 dias), podendo ser
justificado pelo alto conteudo de amilopectina dos biofilmes. Sendo o amido, o maior
composto presente nos biofilmes de farinha de amaranto, € logico que este tenha maior

influéncia nas suas caracteristicas. A caracteristica da amilopectina de menor tendéncia a
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formagdo de cristais durante periodos curtos de armazenamento foi reportado por RING et
al. (1987); DURRANI & DONALD (1995) e RINDLAV-WESTLING et al. (1997). Esses
autores manifestaram que os biofilmes de amilopectina precisaram de maior tempo de
armazenamento para desenvolver a cristalinidade. Em polimeros sintéticos também foi
observado que os polimeros lineares cristalizam mais facilmente do que os polimeros
ramificados (RINDLAV-WESTLING et al, 1997);, este comportamento pode estar
relacionado com o maior grau de cristalinidade que apresentam os biofilmes de amilose

quando comparados aos biofilmes de amilopectina.

O glicerol e os lipideos também teriam influéncia na formag¢do de cristais no
biofilme de farinha de amaranto, ja que os dois atuam como plastificantes. O glicerol
limita o crescimento dos cristais porque interage com as cadeias poliméricas impedindo
suas coligagdes. Os lipideos tém um efeito semelhante, impedindo a aproximagio das

cadeias e, consequentemente, a formagdo de cristais (GARCIA et al. 2000).

Os valores de Tg mostrados na Tabela 4.34 s3o mais baixos daqueles observados na
Tabela 4.33. CHANG et al. (2000) observaram um comportamento semelhante nos

biofilmes de amido de tapioca, isto €, a medida que se aumentou a umidade nos biofilmes a

temperatura de transi¢ao vitrea diminuiu.

O valor da primeira temperatura de transigdo vitrea foi semelhante nos biofilmes de
amido e de farinha de amaranto. A presenga desta Tg, cujo valor é menor que zero,
também foi observado no termograma da Figura 4.34. Quando os biofilmes foram
condicionados em umidades relativas de 58% e 75%, observa-se uma diminui¢io desta
temperatura quando comparado com o valor obtido nos biofilmes condicionados em silica
gel. O valor do Tg; dos biofilmes condicionados a 75% (~-78,94°C) de UR foi menor do
que a 58% de UR (~65 °C). Segundo BILIADERIS (1992) um aumento no conteudo de
agua do polimero produz uma diminuicdo do valor do Tg em forma notoria,
particularmente em regimes de baixo conteudo de agua. Isto explica o efeito da umidade
relativa de condicionamento no valor de Tg dos biofilmes. Por outro lado, visto que os
biofilmes de amido e de farinha de amaranto apresentaram valores semelhantes de Tg;,
poderia se pensar que a primeira temperatura de transi¢@o vitrea (Tg;), nos trés biofilmes,

estaria relacionada com a transig¢ao da frag@o rica em glicerol.
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Os valores da segunda Tg dos biofilmes de amido estdo de acordo com a literatura.
Analisando o valor de Tg; dos biofilmes de amido, observa-se que o biofilmes elaborados a
pH 10,7 apresentou um valor de Tg;=44,0°C, em média, sendo maior do valor obtido para
os biofilmes de amido de pH 7 (Tg: =26,9°C); o qual indicaria que nessa condi¢ao de
umidade relativa esse biofilme desenvolveu uma maior cristalinidade que o filme de amido
(pH 7) devido ao seu maior valor de Tg apresentado, ja que segundo STANDING et al.
(2001) o Tg aumenta com o incremento da cristalinidade. Isto justificaria a maior
estabilidade ou menor sensibilidade, observada nesse filme, nas condi¢des de umidade
relativa do ambiente. A maior cristalinidade desse biofilme também verifica-se nas
propriedades mecanicas apresentados na Tabela 4.31, ja que foi obtido uma maior forga de
ruptura e tensdo de ruptura quando comparada com os biofilmes de farinha de amaranto e
os biofilmes de amido (pH 7), sendo concordante com o relatado por RINDLAV-
WESTLING et al. (1997). Esses autores observaram que um aumento na cristalinidade dos
biofilmes de amilopectina produzia biofilmes mais quebradigos, devido ao aumento da

tensdo e do modulo de Young e um menor valor de elongagéo, no teste de tragao.

Tabela 4.34. Valores de temperatura de transi¢do vitrea (Tg) para biofilmes de farinha e

amido de amaranto (Amaranthus caudatus) condicionados a 25°C em 58% e 75% de UR.

Biofilme Tg, (°C) T (C)

Farinha de amaranto
UR 58% -64,842.5 -26,3+1,1
UR 75% -84.8+4.5 -26,4+1,1
Amido de amaranto®
UR 58% -66,3+2.8 44.,0+0,9
UR 75% -78.,943.6 -19,240.8
Amido de amaranto®
UR 58% -66,7+3.2 26,9+1.8

UR 75% 78,8425 -11,1+0,7

* Filme elaborado segundo a formulagdo 6tima (pH 10,7)
® Filme elaborado sem variar o pH (pH neutro)
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E interessante destacar que o valor da segunda Tg dos biofilmes de farinha de
amaranto foi menor que zero (-26,5°C), portanto este valor difere do obtido para os
biofilmes de amido. Esse valor indica uma alta plasticizagdo da area amorfa por efeito da
agua, o qual estaria relacionado com as interagdes deste composto com 0OS grupos
hidrofilicos presentes no filme, isto €, interagcdes dos grupos hidroxil do amido (amido-
agua) e interagdes proteina-agua. Devido ao teor de lipideos presentes na farinha de
amaranto € consequentemente, no biofilme, pensa-se que o filme poderia apresentar areas
hidrofilicas e hidrofobicas. As areas hidrofobicas impedem a difusdo da agua atraves do
filme e dificultam a mobilidade dos polimeros, o qual explicaria a baixa permeabilidade ao
vapor de agua e a baixa cristalinidade (alta plasticidade) destes biofilmes, quando
comparados aos biofilmes de amido (GARCIA et al. 2000). Os biofilmes de farinha de
amaranto condicionados em umidades relativas de 58% e 75% apresentaram baixa
cristalinidade, portanto maior caracteristica de compostos amorfos, apresentando uma
maior plasticidade e menor resisténcia mecénica do que os biofilmes de amido de amaranto.
Isto poderia explicar os resultados obtidos nos testes mecanicos, isto €, o baixo valor da
forca de ruptura e o alto valor na deformagdo no teste de perfuragio, assim como, o baixo
valor da tensdo de ruptura e o médulo de Young e o alto valor de elongacdo; quando

comparado aos biofilmes de amido, como € mostrado na Tabela 4.31.
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5. CONCLUSOES

5.1

5.2.

53.

5.4.

5.5

5.6

3.9

A moagem umida em meio alcalino proporcionou um maior rendimento na produgio
de farinha de amaranto do que a moagem seca realizada por MARCILIO (2002),

obtendo-se farinhas com iguais teores de proteinas em ambos os casos.

A farinha de amaranto obtida € composta principalmente de amido (68,17% dos
quais 7,58% ¢ amilose), de proteinas (14,21%) e de lipideos (8,93%). A presenca

das proteinas e dos lipideos conferiram a farinha uma colora¢do amarelada.

A concentra¢do de glicerol influenciou no tempo de secagem dos biofilmes de
farinha de amaranto. Foi verificado que existe uma umidade final 6tima (22% b.u)
para a remogdo dos biofilmes das placas sem danifica-los. O tempo de secagem foi

controlado de maneira a obter essa umidade.

Os principais fatores que influenciaram nas propriedades mecanicas dos biofilmes
obtidos, foram as concentragdes de glicerol (Cg), pH e temperatura de processo(Tp),

de acordo com as faixas estudadas no planejamento experimental fracionado.

A concentragdo de glicerol foi a variavel que mais influenciou nas propriedades
mecanicas do filme. Um aumento na concentragdo provocou menor forga na ruptura
e maior deformagdo no teste de perfuragao, menor tensdo e maior elongagdo no teste

de tragido.

A formulagdo considerada oOtima, em termos de obter biofilmes com baixa
solubilidade e boa flexibilidade foi obtida em uma concentragio de glicerol de
22,5%, pH 10,7 e temperatura de processo igual a 82°C, para uma concentragio de
farinha de 4%.

Os biofilmes apresentaram uma coloragdo amarelada, moderada opacidade, alta
flexibilidade, baixa resisténcia mecénica, solubilidade intermediaria (42,25%) e
excelente propriedade de barreira ao vapor de agua. Esta ultima propriedade pode ser
devida a desnaturag@o da proteina e a presenga de lipideos. Isto permitiu obter uma

baixa permeabilidade ao vapor de agua nos biofilmes quando comparado aos filmes
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5.8.

de proteina ou de amido, citados na literatura. Além disso, permitiu obter uma

menor solubilidade quando comparado aos filmes de amido.

Os valores de Tg e AH dos biofilmes de farinha de amaranto, obtidos na analise
calorimétrica, diferem dos obtidos em filmes de amido de amaranto e dos citados na

literatura para filmes elaborados a partir de um tinico polimero (amido ou proteina).
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Anexos

ANEXO1I

Determinacio de Amilose

1) Preparacio de reativos

1.1) Solugdo de iodo: em um Becker, pesam-se 0,2 g de iodo metélico mais 2 g de
iodeto de potassio (KI), adiciona-se agua destilada, cobre-se com papel laminado ou com
uma pelicula escura e deixa-se em repouso durante trés horas, em ambiente protegido da

luz.

Transfere-se para um baldo volumétrico e se completa o volume de 100 ml com
agua destilada, seguindo-se agitacdo até a uniformizacdo. Esta solugio deve ser usado no

mesmo dia do preparo

1.2) Acido acético IN: diluem-se 6 ml de 4cido acético glacial em agua destilada e

se completa 100 ml de solug3o.

1.3) Hidroxido de sodio 1N: diluem-se 40 g de hidroxido de sodio em 4gua destilada

e se completa o volume de 1000 ml.
1.4) Etanol absoluto-etanol a 96%.
2) Preparo da Amostra
2.1) Moem-se as amostras, que passam em peneira de 250 micras ou 60 mesh.
2.2) Desengorduram-se as amostras em extrator Soxhlet.

2.3) Pesam-se em duplicata, 0,2 g de farinha, que € colocada em baldes

volumétricos de 100 ml.

2.4) Adiciona-se, lentamente, para evitar a forma¢do de grumos, 1 ml de etanol
(96%), agitando-se o baldo para dissolver toda a farinha e juntam-se 9 ml de hidroxido de
sodio IN.
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2.5) Aquece-se em banho-maria a 100 °C, durante 9 minutos, para gelatinizar o

amido.

2.6) Deixa-se esfriar por 30 minutos, lavam-se as paredes do baldo e completa-se

com agua destilada, o volume de 100 ml.
2.7) Agita-se o conteudo do baldo até uniformizar.

2.8) Pipetam-se 5 ml da solugdo obtida para um baldo volumétrico, adiciona-se 1 ml
do acido acetico e agita-se. Logo, colocam-se 2 ml da solugdo de iodo, completando o

volume de 100 ml com agua destilada.
2.9) Deixa-se em repouso por 30 minutos.
3) Preparo da Curva Padrio

A curva padrdo deve ser feita antes de se efetuar a leitura da absorbancia das

amostras.

3.1) Pesam-se 40 mg de amilose pura de batata, que sdo colocadas em baldo

volumeétrico de 100 ml.
3.2) Adicionam-se 1 ml de etanol (96%) e 9 ml de hidréxido de sodio IN.

3.3) Aquece-se em banho-maria por 9 minutos, para gelatinizar o amido, deixando-

se esfriar por 30 minutos.

3.4) Lavam-se as paredes do baldo e completa-se o volume com agua destilada,

seguindo-se suave agitagao.

3.5) Tomam-se 5 baldes volumétricos de 100 ml e adicionam-se os reativos

conforme consta na Tabela II.1.
3.6) Completa-se o volume com agua destilada.

3.7) Agita-se e deixa-se em repouso por 30 minutos.
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3.8) Para a prova em branco, toma-se um baldo de 100 ml e adicionam-se 1 ml de
etanol (96%) e 9 ml de NaOH 1IN.

3.9) Completa-se o volume com agua destilada e deixa-se repousar por 30 minutos.

Tabela L.1. Pardmetros para a preparagdo da curva padrio de amilose

Baldo  Sol. de amilose 0,04% (ml) Acido acético IN (ml) Sol. de iodo 0,0001N (ml)

1 1 0,2 0,4
2 2 0,4 0,8
3 3 0,6 1,2
4 4 0,8 1.6
5 5 1,0 2,0

»

4) Leitura em espectrofotdmetro, seguindo-se os seguintes passos:
4.1) ajusta-se o comprimento de onda em 610 nm;

4.2) zera-se o aparelho, repetindo-se esta operagdo cada vez que substituir as

amostras,

4.3) com a solug¢@o do baldo numero 1 de “prova em branco”, ajusta-se o aparelho

em O de absorbancia.

4.4) substitui-se a solugdo pela do baldo nimero 1 de “amilose pura” e 1é-se a

absorbancia.

4.5) repete-se o procedimento com a solugdo dos baldes 2, 3,4 e 5.

O fator de conversdo (FC) € igual a concentragdo de amilose pura (C) multiplicada
por 20, que ¢ o fator de dilui¢do (D) e dividido pela absorbancia (A). O fator de conversido
¢ calculado para cada dilui¢ao e seu valor médio é utilizado para calcular o teor de amilose

das amostras.

FC = (CxD)/A
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O teor de amilose (%A) é o resultado da multiplicagdo da leitura dos valores de

absorbancia das amostras, pelo fator de conversao (FC) obtido pela curva padrio.
A(%)=Ax FC

A cada determinagdo sio utilizadas testemunhas com teor de amilose conhecido.
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ANEXO I
Tabela IL1. Valores de aw das solu¢des salinas saturadas a diferentes temperaturas
Temp. NaOH CILi Acetde Cloreto COK, (NOs);Mg NO;Na NaCl CIK BaCl, CuSO,
(°C) potassio  de Mg
25 0,069 0,112 0,234 0,327 0,442 0,536 0,645 0,756 0,843 0,904 0,972
30 0,069 0,112 00223 0324 0,439 0,526 0,635 0,756 0,835 0,900 0,970
35 0,068 0,111 0,213 0321 0436 0,516 0,625 0,755 0,827 0,897 0,966
40 0,066 0,111 0,204 0319 0,432 0,506 0,616 0,752 0,820 0,893 0,961
45 0,063 0,111 0,195 0,316 0429 0,497 0,607 0,749 0,814 0,888 0,956
50 0,059 0,110 0,187 0,314 0426 0,489 0,600 0,745 0,809 0,884 0,949
55 0,053 0,110 0,180 0,310 0,423 0,480 0,594 0,742 0,804 0,880 0,943
60 0,045 0,110 0,173 0306 0,420 0473 0,590 0,740 0,800 0,876 0,937
65 0,034 0,110 0,166 0,301 0,418 0,465 0,589 0,739 0,797 0,872 0,930
70 0,020 0,110 0,160 0,294 0415 0458 0,590 0,739 0,794 0,869 0,925
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ANEXO III
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Figura IIL1. Curvas de ganho de peso de biofilmes de farinha de amaranto elaborados

segundo a formulag@o otima (triplicata).
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