12° GONGRESS0

FLORESTAL ESTADUAL
DO RIO GRANDE DO SUL

12 a 14 de maio de 2015

ISBN: 978-85-66608-01-4
ISSN: XXXX - XXXX

ANAIS

VOLUME II

12° CONGRESSO FLORESTAL ESTADUAL
DO RIO GRANDE DO SUL

12 a 14 de maio de 2015

NOVA PRATA - RS
Dezembro/2015

e

P S e L s me T oy

Epem——




12° CONGRESSO FLORESTAL [2214
ESTADUAL DO RIO GRANDE DO SUL 2015

Caracterizacio reologica e estrutural de amostras de amido de pinhao
(Araucaria angustifolia) do banco de germoplasma da Embrapa

Rheological and structural characterization of samples of “pinhao”
starch (Araucaria angustifolia) of the germplasm bank of Embrapa

Marcelo Lazzarotto?
Lucas Stiegler Ribeiro!
Layse do Prado Cordoba'’
Rossana Catié Bueno de Godoy?
Egon Schnitzler!

'Universidade Estadual de Ponta Grossa, UEPG, Av. General Carlos Cavalcanti, 4748, Uvaranas, CEP
84.030-900 - Ponta Grossa, PR - Brasil. lucas.stiegler@gmail.com, laysecordoba@hotmail.com,

egons@uepg.br

2Embrapa Florestas - Estrada da Ribeira, KM 111 - P.O. Box 319 - CEP 83.411-000 - Colombo, PR- Brasil.
marcelo.lazzarotto@embrapa.br, catie.godoy@embrapa.br

Resumo: A semente da Araucaria angustifolia, conhecida como pinhdo, pode ser uma boa fonte de amido.
Este amido apresenta estrutura diferenciada em relagdo as fontes convencionais. Apesar da importincia
comercial e cultural, a Araucaria angustifolia encontra-se em risco de extingdo. A forma mais segura de
garantir a preservacao da Araucaria ¢ através do uso e exploragdo econdmica de seus produtos ndo madeiraveis.
E um produto originalmente brasileiro com poucos estudos e ndo apresenta padronizagdo em suas
caracteristicas. Nesse estudo foram caracterizadas 4 amostras de amido de diferentes procedéncias do banco
de germoplasma da EMBRAPA Florestas (Colombo, PR). Realizaram-se analises reologicas (Rapido visco-
analise - RVA) e estruturais (Microscopia eletronica de varredura - MEV). Nas analises dos perfis reologicos
demonstraram uma similaridade entre as amostras, diferenciando-as principalmente pela Viscosidade de pico
e tendéncia a retrogradagdo. Através do MEV confirmou-se a forma caracteristica do granulo de amido de
pinhao e calculou-se seu diametro médio, que se apresentou entre 12-16pm. Com os resultados destas analises
observou-se que os comportamentos foram similares, porém as diferengas genéticas influenciaram nestes
resultados. Os resultados do MEV foram similares com a literatura.

Palavras-chave: analise térmica, DSC, RV A, gelatinizacao.

Abstract: The seed from Araucaria angustifolia, known as “pinhdo”, can be a good source of starch. This
starch has different structure compared to conventional sources. Despite the commercial and cultural
importance, the Araucaria angustifolia is endangered. The safest way to ensure the preservation of Araucaria
is through the use and economic exploitation of its non-wood products. It is an originally Brazilian product
with few studies and has no standardization in its features. In this study we characterized 4 starch samples from
different origins of the germplasm bank of Embrapa Forests (Colombo, PR). The samples were characterized
using rheological (Rapid Visco-analysis) and structural (Scanning Electron Microscopy - SEM) analysis. The
analysis of the rheological profiles showed a similarity of samples, differing mainly by the peak viscosity and
retrogradation. By the SEM it was confirmed the characteristic form of the “pinhdo” starch and it was calculated
its average diameter, which stayed about 12-16 um. With the results of these analyzes showed that the behavior
was similar, but genetic differences have influenced these results. The SEM results were similar to the
literature.

Keywords: thermal analysis, DSC, RVA, gelatinization.

1. Introducio

O pinhdo ¢ a semente da Araucaria angustifolia, arvore tipica do continente Sul-
americano. Possui altos teores de carboidratos em sua composi¢do, podendo chegar a 84%
em matéria seca. Grande parte polissacarideos, eles podem ser extraidos de maneira simples
das sementes descascadas e trituradas, com a utiliza¢do de agua, sem a presenca de aditivos.
Com uma peneira adequada, ¢ possivel separar residuos de proteinas e fibras (Cross et al.
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(1985); Pinto et al. (2012)). A composi¢ao centesimal envolve a presenca de: 7,9% de
proteinas, 5,1% de fibras, 1,3% de gorduras e 1,1% de cinzas (Pinto et al. (2012)). Os
minerais Cu e Mg estdo presentes em maior quantidade nessa semente (Bello-Pérez et al.
(20006)).

Apesar da grande importancia comercial e cultural, a Araucaria angustifolia encontra-
se em risco de extingdo. Isto devido a exploracdo desordenada de madeira, derrubadas para
expansao de territorio e limitagdes na propagagao da propria espécie (Spada et al. (2012)).
Nesse contexto, visando estudos, conservacdao e uso sustentdvel dos recursos genéticos,
foram criados bancos de germoplasma, sendo um deles na EMBRAPA Florestas, em
Colombo — PR. Neste local estao materiais genéticos de 224 diferentes tipos de pinheiros do
Parana (Costa et al. (2013); Villalobos et al. (1991)).

O amido tem funcdo de reserva energética nas plantas. E caracterizado quimicamente
como uma macromolécula composta por monomeros de glicose. Sua aplicacdo, além da
industria alimenticia, ¢ bem difundida nas industrias de papel e celulose, té€xtil entre outras.
Essa versatilidade se deve as suas propriedades de formar géis viscosos e também por agir
como estabilizante. O amido ¢ composto por duas cadeias, a amilose e amilopectina. A
amilose ¢ linear e possui liga¢des glicosidicas o 1-4; a amilopectina possui a 1-4 e a 1-6,
apresentando ramificacdes. A porcentagem de cada uma dessas cadeias faz com que as
propriedades de amidos de diferentes fontes botanicas variem muito (Bello-Pérez et al.
(2006); Costa et al. (2013)).

Este estudo teve como objetivo extrair e caracterizar amostras de amido de pinhdo com
a utilizacdo das técnicas: Rapido Visco-analisador (RVA) e Microscopia eletronica de
varredura (MEV). A origem do material genético ¢ do banco de germoplasma da EMBRAPA
Florestas, Colombo, PR, Brasil.

2. Metodologia de Trabalho

2.1 Obtenc¢ao das amostras

No presente estudo, quatro espécies foram selecionadas do banco de germoplasma da
EMBRAPA Florestas, Colombo, PR, Brasil. As amostras foram identificadas ¢ numeradas
de 1 a 4. As amostras vieram de arvores de 4 materiais genéticos diferentes.

A extracdo do amido de pinhdo foi realizada de acordo com Pinto et al. (2012), com
algumas modificacdes: a casca foi removida, assim como a segunda pelicula (camada mais
fina) que esta aderida nas sementes. As sementes isoladas foram trituradas e igual volume
de agua destilada foi adicionado a essa massa. Apds as amostras serem agitadas por 5 min
foram peneiradas (200 mesh) e a dispersdo foi centrifugada (5000 rpm, 4 °C, 10 min). O
amido resultante foi seco em estufa com circulagdo de ar a 35 °C ¢ mantidas em dessecador
com cloreto de célcio anidro até massa constante.

2.2 Rapido Visco-analise (RVA)

As curvas de propriedade de pasta (RVA) foram obtidas por meio de um viscosimetro
RVA-4 (Newport Sci., Australia). Preparou-se uma suspensao de aproximadamente 3 g de
amido para 25 g de agua destilada. Durante a andlise a amostra ¢ submetida a um
aquecimento controlado e ciclo de arrefecimento sob cisalhamento constante. Atinge-se 50
°C nos primeiros 2 min, entio a amostra ¢ aquecida de 50 a 95°C a 6 °C min’!, a temperatura
de 95 °C é mantida durante 5 min e entdo resfria-se até 50°C a 6 °C min™', mantendo a 50
°C durante 2 min (Ribeiro et al., 2014).

2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)
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A Microscopia de varredura eletronica (MEV) foi realizada no equipamento VEGA3
(TESCAN, Republica Tcheca). A escala de leitura foi de 20 um, com 20 kV de tensdo no
feixe de elétrons, filamento de tungsténio e detector de elétrons retro-espelhado. O
equipamento se baseia na passagem de elétrons através da amostra, previamente preparada.
Inicialmente a amostra ¢ fixada em uma fita adesiva de carbono e passa pelo processo de
metalizacdo com plasma de ouro e paladio. A leitura da imagem se da a partir do detector de
elétrons, o microscopio eletronico, que registra as imagens ¢ as transmite a um software
instalado no computador acoplado ao equipamento.

2.4 Analise estatistica

A analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey foram utilizados para comparar as
amostras a um nivel de significa de 95% de confiang¢a (p<0,05) utilizando o software SASM-
Agri 8.2 - Sistema para Analise e Separacao de Médias em Experimentos Agricolas (Brazil).

3. Resultados e Discussao

Os perfis reologicos das amostras de amido de pinhdo estdo expostos na Figura 1.
Percebe-se que as formas das curvas foram bem semelhantes, havendo diferenca
significativa em praticamente todos os parametros, como por exemplo, viscosidade e tempo
de pico, quebra, tendéncia a retrogradacdo e viscosidade final, como se pode observar na
Tabela 1.

Tabela 1. Valores obtidos na anélise de RVA e didmetros médios obtidos na MEV.
Table 1. Values obtained in RVA analysis and average diameters obtained in the SEM.
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RVA MEV
Temperatura  Viscosidade Tempo do Tendéncia a Viscosidade
A t a

MOSTR de Pasta /°C de pico /cP Pico /seg Retrogcrlz:dag:ao/ Quebra/cP Final/cP do/pm
1 64,88+0,18%  3091,00£1,41*  336,25£0,35¢  1308,50+0,71¢  1799,00=1,41*  2600,50+0,71° 12,87+3,71¢
2 60,85+0,21°  1931,50+0,719  448,10+0,14*  1343,10+0,14°>  810,50+0,71¢  2464,10+0,14¢ 16,10+3,40?
3 62,55+0,35%  2980,95+0,07° 364,00£5,66°  1372,50+£4,95*  1679,95+0,07° 2673,50+4,95* 14,56+3,02°
4 60,23£1,10°  2700,45+0,64° 319,90+0,14¢  1190,25+0,35¢  1499,45+0,64° 2391,254+0,35¢ 12,83+2,51¢

(*) (cP) centipoises, (seg) segundos, (d.) diametro médio. O grau de cristalinidade relative
foi calculado em porcentagem, os picos foram determinados em 26. As médias da mesma
coluna que possuem letras semelhantes nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p<0.05).

Em relagdo aos valores de Temperatura de pasta/°C se obteve valores menores aos
encontrados por Ribeiro et al. (2014) em seu estudo. Klein et al. (2013) encontrou 0 mesmo
valor de Temperatura de pico para a amostra (1) de pinhdo (~64°C) e Stahl et al. (2007)
obteve Temperatura de pasta de 59,6 °C.

Dentre todas as amostras, a amostra (4), apresentou a menor tendéncia a retrogradacao,
sendo uma propriedade reoldgica de grande interesse para a industria de alimentos, pois para
processos industriais geralmente sdo buscados amidos com menores valores de
retrogradacdo (Maia et al. (1999)). A amostra (2) apresentou o menor valor de Viscosidade
de pico/cP (1931 cP), sendo o maior valor o da amostra (1), 3091 cP. Todas as amostras
nesse parametro diferiram estatisticamente entre si, considerando Teste de Tukey a 5% de
significancia.
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Figura 1. Curvas obtidas para as amostras de amido de pinhdo nas propriedades de pasta,

RVA.
Figure 1. Curves obtained for “pinhdo” starch samples in the pasting properties, RVA.

Oliveira et al. (2014) e Beninca et al. (2013) descrevem um comportamento reologico
semelhante para amidos de milho ceroso e de mandioca tratados com &cido, em meio aquoso.
Ribeiro et al. (2014) obteve o mesmo comportamento para amostras de amido de pinhao,
comprovando a eficacia e confiabilidade da andlise de RVA na caracterizacdo do
comportamento reologico de pastas amilaceas.

Na Figura 2 observam-se as micro-imagens obtidas no MEV com um aumento de
2000x. Através dela foi possivel calcular os diametros médios dos granulos, os quais estao
apresentados na Tabela 1. Os valores apresentaram-se muito proximos aos obtidos por
Ribeiro et al. (2014) que obteve o didmetro médio de 14um para o amido de pinhado
analisado, semelhante também ao amido de abacate, obtido por Lacerda et al. (2014).



12° GONGRESSO FLORESTAL 12313 81
ESTADUAL DO RIO GRANDE DO SUL 2015

SEM MV 150 kv | WX 12.97 men I [ l VEGAD TESCAN, SEMHVASOKY | WX 10.52 mm
View Seid: 68.2 pm Det: SE + BSE 20 pm Vi filet 69.2 pm Dot SE + B3E
SEM MAG: 2.00 hx | Datoimadiy}; 100034 CLADMY UEPG SEM MAG:2.00 kx| Dato{misiyk 1059/14

SEM N 150 AV | WX 047 men l I VEGA) TESCAN SEI!MYSA:V N:Il"ll;m- I 3 | '
mrmsu’!— Dot SE + BSE | 20um View Reid: 69.2 pm Det: SE + BSE 20 pm
SEM MAG 200 kx| Dateimidiy): 1006144 C-LABM UEPG SEM MAG: 200 kx| Dategrmdy: 100WI4

Figura 2. Micro-imagens obtidas no microscopio eletronico de varredura (MEV) para as
amostras de diferentes tipos de amido de pinhao.
Figure 2. Micro-images obtained in a scanning electron microscope (SEM) for samples of
different types of “pinhdo” starch.

Como descrito por Bello-Pérez et al. (2006) o amido de pinhao ¢ uma mistura de
granulos esféricos e ovais, com tamanho entre 10 e 25 pum, caracteristicas que podem ser
observadas pelas micro-imagens das 4 amostras analisadas.

4. Conclusoes

A andlise do perfil reoldgico obtida pelo RVA demonstrou um comportamento similar
em todas as amostras, mas com diferentes valores, variando de acordo com a espécie do
pinhdo. A tendéncia a retrogradacdo apresentou valores muito proximos para todas as
amostras.

A microscopia eletronica de varredura (MEV) auxiliou na interpretagao do tamanho do
diametro médio, formato e estrutura dos granulos.
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