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RESUMO

A erva-mate é amplamente consumida na América do Sul como cha quente,
“‘chimarrao” e “tereré”, o que representa uma atividade econdmica importante em
varios paises da regido. As folhas de erva-mate contém altas concentracdes de
compostos fendlicos, principalmente taninos, flavondides e &cidos fendlicos. A
identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos presentes na erva-mate é
tradicionalmente realizada através de cromatografia liquida. No entanto, esta
técnica é demorada e requer procedimentos de extragdo prévia dos compostos
fendlicos. Analises de espectroscopia no infravermelho tém sido empregadas
como ferramentas analiticas alternativas rapidas, seletivas, de simples operacao
e baixo custo. O objetivo deste estudo foi avaliar a possibilidade de utilizacédo de
analises de infravermelho, em substituicdo a analises de cromatografia liquida,
para quantificacdo dos compostos fendlicos (rutina, &cido 5-cafeoilquinico, &cido
caféico e contetdo fendlico total). Também foram avaliadas as caracteristicas do
amido de milho (ceroso e comum) nativo e incorporado de extratos de erva-mate
por meio de técnicas termoanaliticas, técnicas estruturais e reoldgicas. A analise
de componentes principais (PCA) e processos de calibracdo multivariada,
particularmente a regressdao de minimos quadrados parciais (PLSR), foram
utilizados com o objetivo de desenvolver modelos para previsao dos teores de
rutina, acido 5-cafeoilquinico, acido caféico e conteudo fendlico total, através de
espectroscopia no infravermelho préximo, com Transformada de Fourier, no
modo de reflectancia difusa. Os modelos de regresséo para previsédo do teor de
compostos fendlicos em erva-mate apresentaram erro absoluto durante a
validacéo externa de 12,02%, 5,38%, 18,31% e 3,44%, respectivamente para a
rutina, acido 5-cafeoilquinico, acido caféico e conteudo fendlico total. Estes
dados demonstram que analises de espectroscopia de infravermelho podem ser
utilizadas para predicéo dos teores de compostos fendlicos em erva-mate. Estes
dados ainda demonstram que andlises de infravermelho podem ser utilizadas
como técnica alternativa eficaz e rapida para predicéo dos teores de compostos
fendlicos em erva-mate em substituicdo a tradicionalmente utilizada
cromatografia liquida. Resultados da andlise Termogravimétrica (TG) das
amostras de amido de milho ceroso tratadas com extratos aquosos de erva-mate
e o0 amido de milho comum adicionado de extrato alcéolico de erva-mate
demonstraram um aumento da estabilidade térmica das amostras. Analise de
DSC confirmou uma modificacdo da Entalpia de Gelatinizagdo (AHge) dos
amidos ap0s as incorporacdes de extratos de erva-mate. Pelo RVA observou-se
a diminuicéo nas viscosidades de pico e final em todas as amostras tratadas. Por
meio da analise DRX caracterizou-se o padrdo do amido de milho como tipo A e
verificou-se aumento na cristalinidade das amostras tratadas. As micro-imagens
(MEV) possibilitaram o estudo da estrutura dos granulos de amido. Através das
analises FTIR e PCA foi observada uma diferenca entre as amostras de amido
nativas e tratadas. Desta forma foi verificado que tanto nas amostras de amido
de milho ceroso quanto no comum, o extrato de erva-mate provocou mudancas
nas propriedades térmicas, estruturais e reolégicas no amido nativo, de interesse
para uma futura aplicacdo na inddstria alimenticia.

Palavras — chaves: Erva mate, compostos fendlicos, NIR, amido



ABSTRACT

Yerba mate (llex paraguariensis) is widely consumed in South America as hot
tea, “chimarrdo” and “tereré”, representing an important economic activity in
several countries within this regio. Yerba mate leaves contain high concentrations
of phenolic compounds, mainly tannins, flavonoids and phenolic acids.
Identification and quantification of phenolic compounds in yerba mate are
traditionally performed by liquid chromatography. However, this technique is time
consuming and requires prior extraction of phenolic compounds. Infrared
spectroscopy analysis has been used as an alternative, selective and fast analytic
tool, of simple operation and low cost. The aim of this study was to evaluate the
possibility of using infrared analysis for the replacement of liquid chromatography
analysis to quantify the phenolic compounds (rutin, 5- caffeoylquinic acid, caffeic
acid and Total Phenolic Content) in Yerba mate samples. Also the corn starch
characteristics (waxy and common) native and incorporated in yerba mate
extracts were evaluated by means of thermoanalytical techniques, structural
techniques and pasting properties. The principal component analysis (PCA) and
multivariate calibration, particularly the partial least squares regression (PLS),
were used in order to develop models to validate determinations of the rutin, 5-
caffeoylquinic acid, caffeic acid and Total Phenolic Content from the near infrared
spectra in diffuse reflectance mode. Regression models to predict the phenolic
compounds in yerba showed values of absolute error for external validation of
12.02%, 5.38%, 18.31% and 3.44%, respectively for the rutim, 5- caffeoylquinic
acid, caffeic acid and Total Phenolic Content. These data demonstrate that
infrared spectroscopic analysis may be used as an alternative technique for
effective and rapid prediction of content of phenolic compounds in yerba mate to
substitute traditionally used liquid chromatography. Results of the
Thermogravimetric (TG) analysis of waxy corn starch samples treated with yerba
mate aqueous extracts and the common corn starch added with alcoholic extract
of yerba mate showed an increase in thermal stability of the samples. DSC
analysis confirmed a change in enthalpy of gelatinization (Ahge) starches after
the mergers of yerba mate extracts. A decrease in the final and peak viscosity in
all treated samples was observed utilizing RVA. XRD analysis allowed
characterizing the corn starch diffraction pattern as A-type and was observed an
increase in the crystallinity of the treated samples. The micro-images (SEM)
enabled to study the structure and surface of starch granules. Through FTIR and
PCA analyzes a difference between the native and treated starch samples was
observed. Thus, it was found that both in the waxy maize starch samples as in
common, yerba mate extract caused changes in the thermal properties, structural
and rheological properties in the native starch, of interest for future application in
the food industry.

Key — words: Yerba mate, phenolic compounds, NIR, starch.
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INTRODUCAO

A erva-mate (llex paraguariensis) é uma arvore da familia das
Aquifolidceas e ocupa uma regido da América do Sul de aproximadamente
540.000 km? situada entre o Brasil, Argentina e o Paraguai. A planta é utilizada
para preparar o mate, uma bebida estimulante e tradicional em diversas regioes
da América do Sul. A erva-mate apresenta diversos compostos quimicos, como
compostos fendlicos e metilxantinas, que conferem propriedades funcionais,
além do sabor caracteristico.

A erva-mate € consumida na forma de chimarréo, tereré e cha (verde ou
tostado). Atualmente, a erva-mate vem ganhando mercado internacional, sendo
exportada para os Estados Unidos, Europa e Asia, como vegetal ou na forma de
extratos para ser utilizada em alimentos funcionais e preparacdes
fitofarmacéuticas.

O controle do teor de compostos fendlicos se caracteriza como etapa
fundamental no processamento de erva-mate, devido ao fato destes compostos
apresentarem capacidade antioxidante pronunciada correlacionada com o
contetudo do flavonol rutina e dos derivados cafeoilquinicos como os acidos
caféico e 5-cafeoilquinico, entre outros compostos.

A Cromatografia Liquida € o método classicamente empregado para a
guantificacdo de compostos fendlicos em erva-mate, podendo ser realizado
através de eluicdo isocratica ou por gradiente de fase moével, porém se
caracteriza por um método demorado e de custos elevados.

A Espectroscopia de Infravermelho Proximo (NIR) vem sendo muito
utilizado nas industrias farmacéuticas, agro-alimenticias e petroquimicas. Este
método de analise se caracteriza por ser rapido, ndo destrutivo e sem geracao
de subprodutos toxicos ou residuos. Além disso, o NIR pode ser aplicado no
controle de qualidade online nas industrias. Para a regido NIR, o0s sinais
vibracionais observados sédo devido a sobretons e bandas de combinacao de
estiramento e de deformacdes angulares de transicées fundamentais de ligacdes
C-H, N-H e O-H. O NIR pode ser uma alternativa para substituir a cromatografia
liquida nas analises de rotina nas industrias ervateiras para a quantificacdo dos

compostos fendlicos.
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A incorporacdo de compostos fendlicos em sistemas alimenticios pode
ser uma préatica promissora para o desenvolvimento de alimentos funcionais,
como no caso de amidos nativos de arroz, milho e trigo. Estes compostos podem
modificar propriedades como retrogradacgéao, viscosidade e gelatinizagdo destes
amidos.

Este trabalho teve como objetivo desenvolver modelos multivariada para
determinacdo dos teores de Rutina, acido caféico, acido 5-CQA e conteludo
fendlico total em amostras de erva-mate, bem como avaliar a influéncia de
infusBes de erva-mate nas propriedades térmicas, de pasta e estruturais dos
amido de milho comum e ceroso.

O texto é dividido em quatro capitulos mais consideracfes finais. No
Capitulo 1 é feita uma revisdo da literatura, no Capitulo 2 € apresentada o
desenvolvimento dos modelos de calibracdo multivariada, no Capitulo 3 e 4 séo
avaliados os amidos de milho ceroso e comum, respectivamente, apés a
incorporacao de extratos de erva-mate, finalizando o texto com as consideragoes

gerais do trabalho.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo geral o desenvolvimento de modelos
de calibracdo para predizer os teores dos compostos fendlicos em erva-mate,
através da correlacdo de espectros obtidos no infravermelho préximo e dados
determinados por HPLC. O segundo objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia da incorporacéo de extratos aquosos e alcéolicos em amido de milho
comum e ceroso, através da avaliacdo das propriedades térmicas, de pasta e

estruturais dos amidos.
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Objetivos Especificos

" Extrair e quantificar os compostos fendlicos (Acido Caféico, Acido 5-CQA,
Rutina) em amostras de erva-mate, de diferentes municipios do Parana e
diferentes safras utilizando a cromatografia liquida (HPLC).

. Obter os espectros das amostras no Infravermelho Proximo e avaliar
através de uma PCA se ha diferenca entre as amostras avaliadas.

. Desenvolver modelos multivariados para predizer os teores dos
compostos fenolicos em amostras de erva-mate através da correlacdo dos
espectros NIR e os teores determinados por HPLC.

. Avaliar o amido de milho ceroso apés a incorporacdo de extratos aquosos
de erva-mate, preparados utilizando duas amostras de erva-mate distintas nas
concentracOes de 5 e 15%.

. Avaliar o amido de milho comum apos a incorporacdo de extratos
alcoolicos de erva-mate, preparados a partir de duas amostras distintas de erva-
mate nas concentracdes de 5 e 15%.

" Determinar as propriedades térmicas dos amidos em estudo, em seus
estados nativos e apos o tratamento com os extratos de erva-mate.

" Verificar a cristalinidade do material solido a partir da difratometria de raios
X (DRX) e a estrutura através da microscopia de varredura eletrénica (MEV).

" Caracterizar as propriedades de pasta (RVA) dos amidos nativos e

amidos tratados com extratos de erva-mate.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. ERVA-MATE

A erva-mate € nativa da América do Sul, sendo cultivada na Argentina,
Brasil, Paraguai e Uruguai (MAZUCHOWSKI, 1989; FILIP; FERRARO, 2003). A
Figura 1 representa a ocorréncia da erva-mate na America do Sul. Entretanto,
cerca de 80% da area de ocorréncia pertence ao Brasil, distribuindo-se entre os
Estados do Mato Grosso do Sul, S8o Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul (MACCARI JUNIOR; SANTOS, 2000).

FIGURA 1 - AREA DE OCORRENCIA DA ERVA-MATE NA AMERICA DO SUL.

FONTE: ADAPTADO DE ROTTA;OLIVEIRA (2005).

No ano de 2013 a producao agricola de erva-mate foi 515 milhdes de
toneladas de folhas, de acordo com os dados do IBGE, conforme apresentado
na Tabela 1.

O consumo de chimarrdo faz parte do habito alimentar e cultural dos
paises sul-americanos. Os primeiros relatos de consumo desta bebida no Brasil
datam de meados do século XVI na populacéo indigena (SEAB, 1997; ANUARIO
BRASILEIRO DE ERVA-MATE, 1999). Estudos mostram que aproximadamente
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30% da populagdo total da América do sul consomem mais de um litro de
chimarr&o por dia (FILIP et al., 2000; GNOATTO; SCHENKEL; BASSANI, 2005).
Este consumo caiu em 2014 devido a alta no valor da erva-mate, o que levou
seus consumidores a mudarem seus habitos de consumo, como por exemplo a
diminuicdo no tamanho da cuias para consumo do chimarrao.

TABELA 1 - PRODUCAO AGRICOLA DE ERVA-MATE NO ESTADO DO PARANA
(TONELADAS).

ANO BRASIL PR SC RS MS
2001 645,965 339,139 48,834 252,045 5,947
2002 513,526 221,779 45,600 240,252 5,895
2003 501,702 201,694 52,474 238,949 8,585
2004 403,281 133,449 37,577 222,884 9,371
2005 429,730 164,752 37,629 218,982 8,367
2006 434,483 165,076 35,292 229,569 4,546
2007 438,474 136,266 37,909 259,317 4,982
2008 434,727 132,556 41,890 256,352 3,929
2009 443,126 135,000 46,254 258,651 3,221
2010 430,305 123,132 43,266 260,413 3,494
2011 443,635 122,202 45,614 272,719 3,100
2012 513,256 180,853 69,064 260,866 2,473
2013 515,451 195,403 50,740 265,515 3,793
Part. Total 100% 38% 10% 52% 1%

FONTE: PAM (PESQUISA AGRICOLA MUNICIPAL), 2013.

No Parana os maiores municipios produtores em 2013 foram: Cruz
Machado, S&o Mateus do Sul, Bituruna, General Carneiro, Paula Freitas e Inacio
Martins. Juntos responderam por 60% da producdo da cultura no Estado
(DERAL, 2013).

A erva-mate pode ser consumida basicamente de trés formas, na forma
de chimarréo, tereré ou cha. O consumo de chimarrdo é a forma mais tradicional,
e é feito através da adicdo de agua quente (entre 70 e 85°C) em um recipiente
na forma de vaso (CUIA), que ja contém uma porcéo de erva-mate seca e moida,
sendo esta agua sugada por uma bomba. O consumo de erva-mate na forma de
tereré € semelhante ao do chimarrdo, sendo adicionada agua fria (5 a 10°C) no
lugar da agua quente (RAMALLO et al., 1998).

Além do consumo de erva-mate em bebidas estimulantes, esta vem
sendo muito empregada como aditivo nas inddstrias alimenticias, de cosmeéticos
e farmacéuticas devido a diversidade de compostos fitoquimicos presente
(JACQUES et al., 2007).
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Os indios guaranis, que habitavam a regido compreendida pelas bacias
dos rios Parand, Paraguai e Uruguai, foram os primeiros a consumir erva mate.
Os primeiros relatos deste consumo datam de 1554. Eles adotaram o uso da
erva-mate como bebida ténica e estimulante, difundindo-a entre as tribos, até
mesmo como artigo de troca. A erva-mate era transportada por milhares de
quildmetros, chegando a tribos da Argentina, Bolivia, Chile e Peru (LINHARES,
1969).

1.1.1. Processamento agroindustrial

A erva-mate é constituida por folhas, ramos e galhos quando se encontra
in natura e € submetida a varias operacoes industriais como apresentado na

Figura 2.
FIGURA 2 — FLUXOGRAMA DO PROCESSAMENTO AGROINDUSTRIAL DA ERVA-MATE
Erva-mate Colheita/ — Recepcao/ Sapeco
(Folhas e ramos) Transporte Selecdo
Trituragéo H Secagem

Erva — Mate Cam
Chimarraol Jereré Moagem P V?a-rdzte
Torrefacao
Cha Mate
Tostado

FONTE: O autor.

Apbs a colheita as folhas e ramos de erva-mate passam pela etapa do
sapeco, considerado como o estagio primario para a liberacdo dos compostos
volateis indesejaveis (RAMALLO et al., 2001). O sapeco € caracterizado como
um tratamento térmico com a finalidade de inativar enzimas como a peroxidase
e polifenoloxidase, utilizando altas temperaturas (MACCARI JUNIOR; SANTOS,
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2000; SANTOS, 2009). Estas enzimas encontradas na erva-mate in natura,
guando ndo tem sua atividade enzimatica reduzida causam escurecimento das
folnas e alteram o sabor das bebidas obtidas com o produto desidratado,
normalmente conferindo amargor (SANTOS, 2009). Assim, 0 sapeco deve ser
realizado logo apés a colheita, no prazo de até 24 h, para evitar a fermentacao,
que é favorecida pela umidade e temperatura, causando a perda da erva-mate
colhida (MACCARI JUNIOR; SANTOS, 2000).

O sapeco é normalmente realizado em cilindros metalicos, giratorios e
inclinado, e consiste no contato rapido dos ramos e folhas da erva-mate com as
chamas de fogo (PARANA, 2000).

Os processos normalmente usados para a realizacédo do sapeco utilizam
temperaturas da erva-mate na entrada do sapecador de até 600°C e, na saida,
de até 120°C. O tempo de permanéncia oscila em torno de 60 segundos a 8
minutos (ESMELINDRO, 2002; VALDUGA,; FINZER; MOSELE, 2003).

As caracteristicas sensoriais como aroma e sabor de bebidas de erva-
mate apresentam variacdes em funcéo do processo de sapeco e secagem, onde
o binbmio tempo e temperatura de processamento influenciam na degradacéao
de compostos fitoquimicos que conferem atributos a erva-mate. O material
utilizado para gerar calor nessas etapas de processamento industrial também
confere odores e sabores diversos a erva-mate, como os de fumaca, floral,
madeira, tostado e azedo (KAWAKAMI; KOBAYASHI, 1991).

A operacao de secagem é definida como a separacédo da agua de uma
substancia pela aplicacéo de calor, sendo executada a transferéncia de agua e
substancias volateis para uma fase de vapor. A secagem visa reduzir o teor de
umidade das folhas de erva-mate para valores aproximados de 5%, o que diminui
a possibilidade de deterioracdo microbiana e degradacdo enzimatica dos
constituintes nutricionais e quimicos da erva-mate (PARANA, 2000; VALDUGA;
FINZER; MOSELE, 2003).

A secagem da erva-mate ocorre normalmente através da passagem de
ar quente pela amostra em temperaturas que variam de 60 a 130°C, podendo
ser encontrados outros valores na literatura, porém poucos usuais (NUNEZ;
KANZIG, 1995; ZANOELO, 2005; SCHMALKO; SCIPIONI; FERREYRA, 2007;
ZANOELO; DI CELSO; KASKANTZIS, 2007; ABITANTE, 2007).
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ApOs seca a erva-mate é triturada sendo entdo chamada de cancheada,
esta denominagdo vem do fato desta operacao ser realizada inicialmente em
local assoalhado conhecido como cancha (COSTA, 1995), sendo feita
atualmente em trituradores ou cancheadores (MENDES, 2005).

A erva-mate cancheada € a matéria-prima para a erva utilizada para o
chimarréo, sendo peneirada, misturada em proporgdes de folhas e palitos de
acordo com produto desejado. A erva-mate cancheada € armazenada em sacos,
tulhas ou a granel quando destinada ao mercado interno e externo. Para
producdo de erva-mate para chimarrdo, ap6s a mistura, a erva-mate é moida
para reduzir a granulometria do material, utilizando moinho de facas ou soque
(VALDULGA; FINZER; MOSELE, 2003).

1.1.2. Composicao quimica

A erva-mate apresenta em sua composi¢cado quimica diferentes grupos
guimicos, como saponinas, alcaloides, compostos fendlicos e 6leo essencial,
além das vitaminas A, C, B1, B2 e B6, e minerais como magnésio, ferro, fésforo,
potassio, zinco, sodio (NEWALL; ANDERSON; PHILLIPSON, 1996; ALONSO,
1998; HEINRICHS; MALAVOLTA, 2001).

Por muito tempo acreditou-se que somente as metilxantinas eram
interessantes do ponto de vista farmacoldgico pela capacidade de estimular o
sistema nervoso central (GONZALES et al., 1993), sendo a cafeina a mais
estudada. Porém hoje se conhecem também substancias polifendlicas que
apresentam atividade antioxidante na erva-mate (SCHINELLA et al., 2000).

A composicao quimica da erva-mate, de acordo com Valduga et al.
(1997), esta relacionada ao estagio evolutivo da planta, a época de colheita, as
caracteristicas climéticas e do solo, entre outros.

Atualmente as industrias ervateiras vém tentando produzir produtos com
melhores caracteristicas sensoriais e com maior preservacdo dos compostos
fitoquimicos. Para isto, vem se buscando melhorias nas etapas de
processamento ja usadas e investindo também em novas tecnologias,

principalmente nas etapas de sapeco e secagem (SCHMALKO; ALZAMORA,
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2005; SCHMALKO; MORAWICKI; RAMALLO, 1997; ZANOELO; ABITANTE;
MELEIRO, 2008).

Apos secas as folhas de erva-mate sofrem alteracfes na composi¢ao
quimica. Estudos mostram que ocorre uma perda acentuada no teor de clorofila
provavelmente devido ao uso de altas temperaturas no processamento
(SCHMALKO; ALZAMORA, 2001). Bastos et al. (2006) relataram que o teor de
umidade das folhas varia durante as fases do processamento e afeta o teor de
sélidos soluveis, bem como a concentragdo de compostos bioativos através da
extracdo aquosa. Além disso, as condicdbes de processamento e
armazenamento da erva-mate podem afetar as propriedades antioxidantes do
mesmo (MANZOCCO; ANESE; NICOLI, 1998).

Uma experiéncia com folhas de erva-mate, onde as condi¢cdes
agrondémicas foram variadas de forma controlada, tais como, a exposicao a luz,
tipo de fertilizantes e idade das folhas, bem como da temperatura, mostraram
gue os minerais tém um papel chave na composicao e na estabilidade térmica
das folhas no processo de secagem. Portanto, as mudancas no perfil mineral
das folhas de erva-mate durante as etapas de processamento podem fornecer
importantes dados relativos a aspectos nutricionais, bem como problemas de
contaminacao (JACQUES et al., 2007).

A erva-mate ganhou o mercado internacional, sendo exportada para os
Estados Unidos, Europa e Asia, como vegetal ou na forma de extratos para ser
utilizada em alimentos funcionais e preparacdes fitofarmacéuticas (FILIP et al.,
2000; FILIP; FERRARO, 2003).

Vérias publicacbes relataram que a erva-mate tem propriedades
diuréticas e antioxidantes (FILIP et al., 2000; FILIP; FERRARO, 2003). Ela
também pode melhorar o funcionamento do sistema cardiovascular
(SCHINELLA; FANTINELLI; MOSCA, 2005) e atua como um estimulante do
sistema nervoso central (VIEIRA et al., 2008). Infusdes de erva-mate tem sido
propostas como um suplemento dietético para a prevencao de arteriosclerose e
doenca arterial coronariana (CARINI et al., 1998; HECK; MEJIA, 2007).

O efeito hipoglicEmico da erva-mate foi avaliado por alguns autores tanto
in vitro (GUGLIUCCI et al., 2009; PEREIRA et al., 2012) quanto in vivo (ARCARI
et al., 2009; KLEIN, 2010; KLEIN et al., 2011; KANG et al., 2012; JACOB, 2012)

gue mostraram uma diminui¢ao da taxa de glicose no sangue.
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1.2. COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos ou polifendis pertencem a classe de
componentes que contém um anel benzénico, um grupamento carboxilico ligado
a um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila. S&o classificados em dois
grupos: derivados de &cido hidroxicindmico e derivados de &cido hidroxibenzoico
(HECK; MEJIA, 2007; PAGLIOSA, 2009).

Os compostos fenélicos mais encontrados nas folhas de erva-mate séo
0 &cido clorogénico e seus isbmeros (BASTOS et al.,2007). Estes e o acido
caféico sdo responsaveis por inUmeros efeitos biolégicos da erva-mate como
antiglicagao (GUGLIUCCI et al., 2009) e capacidade antioxidante, sendo esta
também atribuida a presenca da rutina e outros flavondides (HECK; MEJIA,
2007; ANESINI et al., 2012; DEETAE et al., 2012).

Os compostos fendlicos ou polifendis apresentam uma grande variedade
de estruturas e fungdes, formando uma das principais classes de metabolitos
secundarios em plantas, que estdo intimamente associados a estratégias de
defesa das mesmas (ROSS; KASUM, 2002).

As principais classes de polifendis sao definidas de acordo com a
natureza de sua estrutura hidrocarbonica e sdo os acidos fendlicos, flavonoides,
taninos, cumarinas, antraquinonas e, menos comumente, estilbenos e lignanas
(SCALBERT; WILLIAMSON, 2000; EVANS, 2002). Geralmente, a estrutura
compreende um anel aromatico, com uma ou mais hidroxilas substituintes,
variando desde moléculas fendlicas simples até compostos altamente
polimerizados. A maioria dos compostos fendlicos ocorre complexado a
carboidratos (mono e polissacarideos), proteinas e outros componentes vegetais
(ROBBINS, 2003).

Compostos fendlicos sdo biossintetizados nas plantas por meio de
diferentes rotas, sendo esta a razao pela qual constituem um grupo bastante
heterogéneo do ponto de vista metabdlico. As duas rotas metabdlicas principais
sdo a rota do acido malénico e a do acido chiquimico (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Os flavonoides sdo o maior grupo dos compostos fenélicos encontrados
em alimentos. Apresentam estrutura com dois anéis aromaticos, unidos por um
anel heterociclico oxigenado. No grupo dos flavonéides encontram-se flavanaéis,

flavanonas, antocianidinas, flavonas, isoflavonas e flavondéis, entre outros, estes
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diferem entre si principalmente de acordo com o grau de insaturacéo e oxidacao
do anel C (RICE-EVANS et al, 1996; ROBARDS; ANTOLOVICH, 1997,
AHERNE; O'BRIEN, 2002).

Na composicdo quimica da erva-mate encontramos a rutina que
pertence a classe dos flavonois. Os flavonois se diferem dos outros flavondides
pela presenca do grupo hidroxilico (na posi¢cdo 3) e do grupo carbonilico (na
posicéo 4), apresentando uma dupla ligacao entre os carbonos 2 e 3 do anel C
(ROBARDS; ANTOLOVICH, 1997). A rutina (Figura 3) é constituida pela
guercetina associada a um dissacarideo (6-O-a-L-ramnose-D-glucose)
(ROBARDS; ANTOLOVICH, 1997).

FIGURA 3 - ESTRUTURA QUIMICA DA RUTINA
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Os acidos fendlicos sdo subdivididos em dois grupos: os derivados do
acido hidroxibenzoico e os derivados do acido hidroxicinAmico. O acido 5-
cafeoilquinico (acido quinico esterificado ao acido caféico) (Figura 4), que € o
mais relatado desta classe de compostos. A planta erva-mate apresenta elevada
concentracdo de compostos do grupo do acido hidroxicinamico, com destaque
para os derivados do acido caféico: éacido 5-cafeoilquinico, acido 3,4-
dicafeoilquinico, acido 3,5- dicafeoilquinico e acido 4,5-dicafeoilquinico (HECK;
SCHMALKO; MEJIA, 2008; MARQUES; FARAH, 2009). A estrutura quimica do

acido caféico esta mostrada na Figura 5.
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FIGURA 4 - ESTRUTURA QUIMICA DO ACIDO 5-CAFEOILQUINICO
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FIGURA 5 - ESTRUTURA QUIMICA DO ACIDO CAFEICO
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Os compostos fendlicos ndo apresentam somente atividades biolégicas
e farmacolbégicas, mas também sdo responsaveis pelas caracteristicas
sensoriais dos alimentos de origem vegetal e em bebidas onde sdo encontrados
(SCALBERT; WILLIAMSON, 2000).

Os compostos fendlicos ou polifendis em conjunto com outras
substancias como vitamina C e E, e também carotenodides sao capazes de
proteger as células contra estresse oxidativo, por isso sdo conhecidos como
antioxidantes (SCALBERT; WILLIAMSON, 2000; VAHER; KHOEL, 2003). Para
Sies e Stahl (1995), antioxidante € qualquer substancia que, presente em baixas
concentragcfes, quando comparada a do substrato oxidavel, retarda ou evita a
oxidacao desse substrato de maneira efetiva.

O consumo regular de substancias bioativas com atividade antioxidante
capazes de combater radicais livres pode reduzir o risco de doencas crénicas e
degenerativas (GUGLIUCCI, 1996; CHENG et al.,, 2001). Em relacdo a
capacidade antioxidante, os flavonoides sé@o capazes de interferir nas reacdes
de formacé&o e propagacéao dos radicais livres (TRUEBA, 2003).

Além de sequestrar radicais livres, quelar ions metalicos e inibir

oxidases, os flavondides podem aumentar a disponibilidade de antioxidantes
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enddgenos, assim como a atividade de enzimas antioxidantes. Aléem disso, séo
capazes de inibir as enzimas envolvidas com a geracéo de espécies reativas de
oxigénio (TRUEBA, 2003).

Estudos mostraram que o consumo de infusbes de erva-mate
apresentam uma potente atividade antioxidante, maior até que as propriedades
da Vitamina C e do BHT (hidroxibutiltolueno) para diminuir a oxidacdo das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (GUGLIUCCI; STAHL, 1995). Felippi et
al. (2006) avaliaram o consumo das infusfes de erva-mate em camundongos,
onde verificaram que a erva-mate reverteu a inibicdo da contracdo e do
relaxamento vascular verificada nos animais com aterosclerose.

Silva et al. (2008) estudaram o efeito da ingestdo aguda da infuséo de
erva-mate (500 mL) em humanos e comprovaram um aumento na protecao
antioxidante do plasma e das particulas de LDL, indicando que os compostos
guimicos presentes na erva-mate sdo absorvidos e atingem a circulacéo
sanguinea em quantidade suficiente para exercer o seu efeito antioxidante.

De acordo com a literatura, os teores analisados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) em base seca de rutina, acido caféico e acido
5-cafeoilquinico encontrados na erva-mate variam de 0, 60 a 13,00 mg g*; 0,14
a 0,55 mg g* e 5,70 a 28,00 mg g%, respectivamente (CLIFFORD; RAMIREZ-
MARTINEZ, 1990; FILIP et al., 2001; BORTOLUZZI et al., 2006; CARDOSO
JUNIOR et al., 2007, DUTRA, 2009; BERTE, 2011).

O consumo de compostos fenodlicos, devido ao seu potencial
antioxidante, deve ser estimulado através da ingestdo de bebidas e produtos a
base de erva-mate. Sendo assim, torna-se necessario conhecer os fatores que
interferem nestes teores, como localidade e modo de cultivo (DA CROCE, 2002)
ou processamento empregado na industrializacdo (ZANOELO et al., 2006).

Diferentes métodos sdo empregados para a extracdo dos compostos
fendlicos em erva-mate, podendo ser por infusdo aquosa (FILIP et al., 2001),
hidrolise acida (BASTOS et al., 2006), maceracdo da amostra (CARDOSO
JUNIOR et al., 2007) seguida de ebulicdo sob refluxo (CLIFORD; RAMIREZ-
MARTINEZ, 1990; RIBANI, 2006) com solucéo hidroalcodlica.

A cromatografia liquida tem sido a metodologia mais empregada na
analise de compostos fendlicos em erva-mate, utilizando principalmente

gradiente da fase movel para separacgéo de diferentes classes dos componentes
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(FILIP et al., 2001; HOFFMANNRIBANI; RODRIGUEZ-AMAYA, 2006; MENINI
et al.,, 2007) devido a heterogeneidade nas suas caracteristicas quimicas.
Entretanto, como a cromatografia € um método caro e demorado, sendo de dificil
implementacdo para controle rdpido durante as etapas do processamento,
outros equipamentos, estdo em estudo para controle destes teores dentro no

processamento industrial, inclusive por meio de analises online.

1.3. AMIDO

O amido é um polissacarideo, considerado como a principal substancia
de reserva nas plantas, composto por moléculas de amilose e amilopectina. A
amilose é constituida por uma cadeia linear onde as moléculas de anidroglucose
se unem por ligacdes alfa-1,4, enquanto que a amilopectina apresenta cadeia
ramificada, onde as anidroglucoses estado juntas por ligacdes alfa-1,4 e alfa-1-6
(TESTER; KARKALAS; QI, 2004).

O amido pode ser obtido de sementes, tubérculos e raizes e apresenta
varias aplicacbes em produtos alimentares como agentes adesivos, ligantes e
formadores de filmes, além de atuarem como gelificantes, espessantes,
retentores de umidade e retardadores da retrogradacdo de alguns alimentos
(ZOBEL; STEFHEN, 1995; FREITAS et al., 2003).

As propriedades fisico-quimicas e funcionais dos amidos sao
influenciados pela organizacéo fisica e pela proporcédo entre a amilose e a
amilopectina no granulo (LIN et al., 2016).

O termo ceroso (ou no inglés, waxy) refere-se as variedades de amido
gue sédo compostos praticamente apenas por amilopectina. O milho ceroso, € um
cereal melhorado, sendo cultivado a mais de 100 anos no leste e sudeste
asiatico. A textura € um dos aspectos mais importantes oferecido pelo milho
ceroso no ambito alimentar (LERTRAT; THONGNARIN, 2008).

O amido de milho comum se caracteriza pela formacdo de um gel
consistente, € bastante utilizado em sopas desidratadas e molhos que requerem
viscosidade a quente. Ja, para produtos que necessitam de armazenamento sob
refrigeracdo, esse amido ndo € muito indicado devido a sinérese (exsudac¢ao de
agua), consequéncia do fendbmeno de retrogradagdo. Nesses casos, é mais

indicado o uso do amido de milho ceroso que apresenta maior estabilidade a
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baixas temperaturas, pelo fato de praticamente ndo possuir amilose. Os géis
feitos com esse amido sado fracos, altamente viscosos no cozimento, claros e
coesivos (BAHNASSEY; BREENE, 1994; PARKER; RING, 2001).

Os amidos high-amilose gelificam e formam filmes com facilidade devido
ao alto contetudo de amilose. Por isso, esses amidos sdo usados principalmente
em produtos como nuggets, aos quais confere crocancia e previne a penetracao
excessiva de 6leo durante a fritura. Também sdo muito utilizados na industria de
balas de gomas, contribuindo com 25-50% do total de amido utilizado nas
formulagdes (COLLONA; LELOUP; BULEON, 1992).

1.3.1. Amido Modificado

Os amidos nativos apresentam algumas limitagdes tecnologicas, sendo
assim a producdo de amidos modificados uma alternativa para aumentar a
utilizacdo deste polimero nas aplicagdes industriais (WURZBURG, 1986;
LEONEL; JACKEY; CEREDA, 1998).

As razdes que levam a modificacdo do amido sdo (BEMILLER, 1997):

o Modificar as caracteristicas de cozimento (gomificac&o);
o Diminuir a retrogradacéo e a tendéncia das pastas em formarem géis;
o Aumentar a estabilidade das pastas ao resfriamento e descongelamento,

a transparéncia das pastas ou géis e a adesividade;
o Melhorar a textura das pastas ou géis e a formacéao de filmes;
o Adicionar grupamentos hidrofébicos e introduzir poder emulsificante.

A modificacdo de amidos nativos pode ser realizada por processos
fisicos, tratamento térmico, exposicado a radiacdes, processos enzimaticos ou
processos quimicos, como oxidacao e esterificacdo. Estas modificacdes alteram
profundamente a gelatinizacdo dos granulos de amido nativo, assim como seu
comportamento quando na forma de pasta e sua retrogradacdo (GUILBOT;
MERCIER; STARCH, 1985; SCHNITZLER et al, 2015; CORDOBA; BET;
SCHNITZLER, 2015).

Os amidos e seus derivados sdo utilizados na industria de alimentos

como ingredientes basicos ou aditivos de produtos, com a finalidade de melhorar
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o processo de fabricagdo dos alimentos. Nas industrias de balas, doces,
chocolates, bolo, assim como nas industrias de geleias e sobremesas séo
utilizados amidos provindos do processo de hidrdlise devido as propriedades
higroscopicas, anti-cristalizantes (do agucar) ou adocantes. Da mesma forma
séo utilizados os derivados de processos de isomerizagao do amido (FRANCO
et al., 2002).

1.4. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR)

O termo espectroscopia tem sido utilizado para designar meétodos
analiticos que estudam a interacéo da radiacdo eletromagnética com a matéria.

A regidao do infravermelho (IR) corresponde a regido do espectro
eletromagnético situada entre as regidoes do visivel e micro-ondas, engloba
radiacGes com comprimentos de onda de 780 a 1,0x10°% nm ou niimero de onda
de 12.800 cm?! a 10 cml. O espectro infravermelho pode ser divido em
infravermelho proximo (NIR), médio (MID) e distante (FAR) (HOLLER; SKOOG;
CROUCH, 2009; SILVERSTEIN et al., 2007). Estas regides estdo mostradas na
Tabela 2.

TABELA 2 - REGIOES ESPECTRAIS DO INFRAVERMELHO

Regido Intervalo de | Regiao do | Regido de
numero de onda | comprimento de | frequéncia (Hz)
(cm-1) onda (nm)
Proximo (NIR) 12800 a 4000 780 a 2500 3,8 x10% a 1,2 x
1014
Médio (MID) 4000 a 200 2500 a 5000 1,2 x 10** a 6,0 x
1012
Distante (FAR) 200 a 10 5000 a 10000 6,0 x 10*? a 3,0 x
1011

FONTE: HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009

Os espectros no IR podem ser obtidos a partir de amostras solidas,
liguidas e gasosas, e a qualidade dos espectros depende do método de preparo
da amostra e do tipo de acessorio utilizado para a obtencdo dos mesmos. Os

métodos mais utilizados sdo por transmitancia e por reflectancia, sendo este
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muito usado para andlises qualitativas e quantitativas. O método por reflectancia
pode apresentar acessorios para a obtencéo de espectros por Reflectancia Total
Atenuada (ATR), Reflectancia Especular e Reflectancia Difusa (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002).

Na Tabela 3 s&o apresentadas as principais aplicagbes das regidoes de
espectroscopia IR (HOLLER et al., 2009).

Na regido no infravermelho proximo as principais aplicagdes encontram-
se na anadlise quantitativa e qualitativa de materiais industriais e agricolas e no
controle de processos. A espectroscopia NIR, além de fornecer os resultados de
maneira mais rapida, é um método ndo destrutivo, assim como ndo gera
subprodutos toxicos e apresenta simplicidade na preparacédo de amostras, sendo
gue a maior desvantagem da técnica €, provavelmente, a baixa sensibilidade dos
constituintes em menores concentragdes (BURNS; CIURCZAK, 2001; SKOOG,
HOLLER; NIEMAN, 2002).

TABELA 3 - APLICACOES DA ESPECTROSCOPIA IR

Regibes Tipos de | Tipo de | Tipo da amostra
Espectrais | Medida Andlise
IR proximo | Reflectancia Quantitativa Materiais comerciais solidos ou
liquidos
Absorcéo Quantitativa Misturas gasosas
IR médio Absorcéo Qualitativa Solidos, liquidos ou gases puros
Quantitativa Misturas complexas de liquidos,
sélidos ou gases
Reflectancia Quantitativa Misturas complexas de liquidos,
sélidos ou gases
Emisséo Qualitativa Solidos ou liquidos puros
Quantitativa Amostras atmosféricas
IR distante | Absorcéo Qualitativa Espécies inorganicas ou
organometalicas puras

FONTE: HOLLER et al., 2009

As principais aplicacdes da radiacdo de infravermelho proximo (NIR)

estdo nas industrias agro- alimenticias, farmacéuticas e petroquimicas (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002).

De um modo geral, a radiagdo no infravermelho quando absorvida,

converte-se em energia de vibracdo molecular. A radiacédo infravermelha nao é
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suficientemente energética para causar transicdes eletrdnicas e a absorcéo
desta radiacdo esta muito restrita a espécies moleculares que possuem
diferencas de energia pequenas entre varios estados vibracionais e rotacionais.
Para absorver radiagéo infravermelha a molécula precisa sofrer uma variagdo no
momento de dipolo como consequéncia do movimento vibracional ou rotacional.
Apenas nessas circunstancias o campo elétrico alternado da radiacdo pode
interagir com a molécula e causar variagcbes na amplitude de um de seus
movimentos (VALDERRAMA, 2005).

O momento dipolar é determinado pela magnitude da diferenca de carga
e a distancia entre os dois centros de carga. Quando uma molécula que possui
essa variacdo do momento dipolar vibra, uma variacao regular em seu momento
de dipolo ocorre e surge um campo que pode interagir com 0 campo elétrico
associado a radiacdo. Se a frequéncia da radiacao coincidir exatamente com a
frequéncia vibracional natural da molécula, ocorre uma transferéncia de energia
efetiva que resulta em uma variacdo da amplitude da vibracdo molecular e a
consequéncia € a absorcdo de radiacdo. Do mesmo modo, a rotacdo de
moléculas assimétricas em torno dos seus centros de massa resulta em uma
variacdo periodica do dipolo que pode interagir com a radiacdo. Nenhuma
variacao efetiva no momento de dipolo ocorre durante a vibracao ou rotacéao de
uma molécula homonuclear como Oz, N2 ou Cl2 e, consequentemente, essas
substancias ndo podem absorver no infravermelho (COATES, 1999; SKOOG
HOLLER; NIEMAN, 2002).

A espectroscopia no IR determina grupos funcionais de uma amostra,
sendo que cada grupo absorve em frequéncia ou comprimento de onda
caracteristico. Essas frequéncias apresentam vibracfes especificas que podem
ser de estiramento ou de deformacdo, as quais correspondem a niveis de
energia da molécula (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1994).

Uma vibracdo de estiramento envolve uma variagcdo continua na
distancia interatdmica ao longo do eixo da ligacéo entre dois &tomos, enquanto
gue as deformacdes angulares sédo caracterizadas pela variacao do angulo entre
duas ligacfes podendo acontecer de forma simétrica ou assimétrica e no plano
ou fora do plano da molécula. O espectro NIR esta associado a anarmonicidade
das ligacdes envolvendo &tomos de hidrogénio que conseguem vibrar com maior

amplitude devido a sua pequena massa molecular e grande momento de dipolo
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guando estdo ligados a atomos de carbono, nitrogénio e oxigénio (COATES,
1999; COSTA FILHO, 2003).

Para a regido da espectroscopia vibracional correspondente ao
infravermelho proximo, os sinais observados sdo essencialmente devido a
sobretons, bandas de combinacao de estiramentos e deformacdes angulares de
transicdes fundamentais de ligacdes X-H, em que X representa atomos de
oxigénio, nitrogénio, grupos aroméaticos e também grupos funcionais importantes
como os C-O, grupos carbonila, C-N, C-C, entre outros que sofrem estiramento
(WORKMAN, 1996).

O diagrama apresentado na Figura 6 contém as correlagbes entre a
absorcao dos grupos funcionais e o comprimento de onda que sédo observados
na regiao NIR (CHAGAS, 2006).

FIGURA 6 - PRINCIPAIS BANDAS DE ABSORGAO (FREQ~UENCIAS DE GRUPOS
FUNCIONAIS) NA REGIAO NIR E A SUA LOCALIZACAO NO ESPECTRO
ELETROMAGNETICO
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O terceiro sobretom das ligacdes N-H e C-H, bem como o segundo
sobretom das ligacdes O-H, estdo na regido acima de 9200 cm™. O segundo
sobretom de estiramento de -CH e vibragfes dos grupos -CH> e-CHs estéo
localizados na regido compreendida entre 9.000 e 8.000 cm™; a regido entre
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7.500 e 6.150 cm* pode ser atribuida ao primeiro sobretom de estiramento de -
OH e vibracdes; a regido proximo de 5.750-5.700 cm esta relacionada com o
primeiro sobretom de estiramento — CH e modos de vibracdo dos grupos
funcionais de -CH»- CH3z e -HC = CH-; a regido entre 5.350 e 4.550 cm?, esta
relacionada com a bandas de combinacdo de moléculas de 4gua e a regido entre
4.370 e 4.260 cm™ pode ser atribuida a combinacgédo de estiramento de -CH e -
CH: e -CH3 (BARROS et al., 2009).

A interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria pode sofrer
diferentes tipos de reflex&o, tais como: reflectancia difusa, reflecténcia especular,
reflectancia interna e reflectancia total atenuada. No caso da reflectancia difusa,
sabe-se que é um processo complexo, onde a radiacdo penetra na camada
superficial das particulas e excita os modos vibracionais das moléculas do
composto de interesse e a energia refletida emerge aleatoriamente e espalha-se
em todas as direcOes (Figura 7). A energia refletida difusamente pela amostra
carrega informacéo suficiente, para geracao do espectro da amostra na regido
do infravermelho (MENDHAM et al., 2002).

No caso da espectrometria no Infravermelho de Reflectancia Difusa com
Transformada de Fourier, obtém-se diretamente espectros de amostras solidas
com um minimo de preparo da amostra. Além de poupar tempo no preparo, esta
técnica permite que dados espectrais de infravermelho sejam coletados com
amostras que nao foram alteradas em relacdo ao seu estado original (HOLLER
et al, 2009).

FIGURA 7 - REPRESENTACAO DA REFLECTANCIA DIFUSA

FONTE: KHOSHHESAB (2012)

As técnicas de espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) e no

infravermelho médio (MID) estdo sendo avaliadas quanto a capacidade de
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predicao de determinados constituintes em alimentos, como em carnes (PRIETO
et al., 2009), linhaca (RIBEIRO et al., 2013), erva-mate (MAZUR et al, 20142) e
maracujd (DE OLIVEIRA et al., 2014) principalmente porque as medidas sédo
rapidas, utilizam pequena quantidade de amostra e, envolvem preparacéo rapida
e simples das amostras. Tanto técnicas de NIR como de MID permitem ainda a
determinacao simultadnea de diferentes parametros (CAMPESTRINI, 2005; CEN;
HE, 2007), além de serem métodos ndo destrutivos, limpos, sem uso de
reagentes agressivos e nem geracao de residuos (HELFER et al., 2006).

Com o intuito de prever a concentracdo de uma espécie quimica
presente em uma amostra complexa e heterogénea, tanto o infravermelho
proximo quanto o médio empregam o artificio de correlacionar resultados obtidos
em laboratério, por meio de técnicas e metodos de referéncia, com 0s espectros

obtidos nas regides NIR e/ou MID, por meio da calibracdo multivariada.

1.5. CALIBRACAO MULTIVARIADA

A calibracdo multivariada foi desenvolvida na década de 70 e foi usada
primeiramente na regido do infravermelho proximo, onde até entdo era dificil
designar bandas para componentes particulares (FERREIRA et al., 1999).

Com o desenvolvimento de técnicas adequadas, mais rapidas e
seletivas, os avancos computacionais, principalmente na area da programacao
e interfaceamento de instrumentos aos computadores, tornou-se possivel obter
um grande numero de variaveis de uma Unica amostra, produzindo assim uma
enorme quantidade de informacdes (FERREIRA et al., 1999).

A posse desta grande quantidade de dados associada a utilizacdo de
ferramentas quimiométricas possibilita extrair informacdes relevantes mesmo a
partir de dados quimicos de natureza multivariada. A quimiometria por sua vez,
pode ser definida como uma disciplina quimica que emprega métodos
matematicos e estatisticos para planejar e/ou selecionar experimentos de forma
otimizada, a fim de fornecer o maximo de informac&o quimica com a analise dos
dados obtidos (FERREIRA et al., 1999; ALMEIDA, 2009).

De maneira geral, o procedimento da analise € realizado primeiramente

com a aplicacado de alguns tratamentos que sédo utilizados com o objetivo de
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transformar a amostra, levando-a a um estado quimico compativel com a técnica
analitica disponivel. Posteriormente, modelos de calibracdo sdo desenvolvidos
para obtencédo de uma funcéo de regressao que permita prever a quantidade de
espécie de interesse, a partir do parametro quimico medido. Embora o método
de calibracdo univariado seja o mais empregado, esta metodologia subutiliza os
dados. A utilizacdo de apenas um parametro dificulta, e as vezes até impossibilita
a determinacdo de um constituinte ou constituintes em amostras cujos
componentes apresentam interferéncias espectrais. A calibragdo multivariada,
por sua vez, permite a determinacdo de um componente de interesse em
matrizes complexas ou a analise de multicomponentes em sistemas mais
simples, onde ha severa interferéncia espectral (TOZETTO, 2005).

Duas etapas sdo importantes na calibracdo multivariada: a construcéo
do modelo (calibracéo) e a verificacdo de sua validade, ou seja, se 0 modelo
construido € ou néo realistico (previsao ou validacao).

A calibracdo pode ser definida como uma série de operacbes que
estabelecem, sob condicbes especificas, uma relacdo entre medidas
instrumentais e valores para uma propriedade de interesse correspondente
(BRERETON, 2000).

Para construcdo do modelo de regressao, inicialmente obtém-se os
espectros de um conjunto de amostras e os valores dos parametros analisados,
determinados por uma técnica analitica de referéncia. Logo, o desenvolvimento
do modelo envolve a determinacdo das relacdes entre os espectros NIR e os
valores de referéncia dos parametros analisados, conforme diagrama na Figura
8.
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FIGURA 8 - DIAGRAMA DE CONSTRUGAO DE MODELOS DE CALIBRAGCAO PLS
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FONTE: SOTELO (2006)

O modelo de calibracdo € uma relacdo entre X (espectros NIR) e Y
(valores de referéncia). O conjunto de dados de Y representa a informacéo que
se espera que 0 modelo represente e seja capaz de estimar quando amostras
desconhecidas forem analisadas (FERREIRA et al.,1999; SOTELO, 2006).

Resumidamente, o processo de calibracdo consiste de duas etapas, a
modelagem, que estabelece uma relacdo matematica entre X e Y no conjunto de
calibracdo, e a validacdo, que otimiza a relacdo no sentido de uma melhor
descricdo do analito de interesse.

Diversos modelos de calibracdo multivariada vém sendo utilizados para
a qualificacédo e quantificacdo em aplicacfes NIR, tais como Regresséo Linear
Multipla (MLR), Regressao por Componentes Principais (PCR), Andlise de
Componentes Principais (PCA) e Regressdo por Minimos Quadrados Parciais
(PLS). Esses modelos tém apresentado resultados satisfatorios em varias
aplicacdes (BRAGA; POPPI, 2004).
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1.5.1. Andlise de Componentes Principais (PCA)

A analise de componentes principais (PCA) consiste numa
transformacgédo da matriz de dados com o objetivo de representar as variagdes
presentes em muitas variaveis, através de um numero menor de “fatores”. Sendo
assim é possivel observar semelhancas e diferencas entre as amostras, para
fazer uma verificacdo inicial de sua homogeneidade e definir um nimero de
componentes principais (SHIN et al., 2010).

A transformacao é feita de modo que o conjunto de dados possa ser
representado por um numero reduzido de novas variaveis chamadas
componentes principais, que sdo combinacdes lineares das variaveis originais
(FERREIRA et al., 1999).

A PCA decomp0be a matriz de dados originais em uma soma de matrizes
em que as novas variaveis sdo obtidas em ordem decrescente de quantidade de
informacé&o estatistica que descrevem, ou seja, a primeira componente principal
aponta a direcdo de maior variacdo dos dados, a segunda, que € ortogonal a
primeira, aponta a outra direcdo que descreve a maior variacao restante dos
dados e assim por diante (SHARAF et al., 1986; BEEBE et al., 1998; FERREIRA
etal., 1999).

A aplicacdo da PCA propicia a obtencdo de duas novas informacdes,
extremamente Uteis: 0s escores e 0s pesos (loadings). Os scores sdo novas
coordenadas das amostras, no novo sistema de eixos das componentes
principais. Como cada componente principal € construida pela combinacao linear
das variaveis originais, os loadings sdo os coeficientes desta combinacao, ou
seja, trata-se do peso que cada variavel original contribui para a obtencdo do
novo sistema de eixos (FERREIRA et al., 1999).

Objetivos adicionais de usos da PCA nos desenvolvimentos dos
modelos multivariados sao: classificacdo de grupos especificos e deteccao de

amostras diferenciadas.

1.5.2. Regressao por Minimos Quadrados Parciais (PLS)

O método de Regressdo de Minimos Quadrados Parciais (PLS) é um

método de andlise multivariado quantitativo considerado eficiente principalmente
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por lidar com ruidos experimentais, colinearidade e néo linearidade (FERREIRA
et al, 1999). PLS é um exemplo de método de calibracao indireto, pois ndo exige
gque os espectros individuais dos constituintes de interesse, nem dos
interferentes, sejam conhecidos previamente. Entretanto, requer andlise de uma
série de amostras de calibracdo (conjunto de calibracdo), cuja composicéo seja
conhecida (COATES, 1999)

No modelo PLS as informagfes espectrais (matriz X) e as informacgdes
das concentracfes (matriz Y) sdo usadas ao mesmo tempo correlacionando-as
a fim de se obter uma relacao linear na fase de calibracéo. A regressao dos
minimos quadrados parciais (PLS) para a construcdo do modelo, retira
informagcbes do conjunto de dados da matriz espectral (matriz X) para
correlaciona-la com as informacdes retiradas do conjunto de dados de referéncia
(matriz Y). Portanto, 0 método decompde as matrizes X e Y em uma soma de
produtos de dois vetores (escores, T e U e loadings P e Q) para cada um deles
representando uma componente principal. Existem varios algoritmos
matematicos para calcular esta decomposi¢cdo, sendo que o mais utilizado é
conhecido por NIPALS (GELADI; KOWALSKI, 1986).

Para a construcdo do modelo de calibracdo € usado um namero de
variaveis latentes que proporcione o menor erro possivel de previsdo. Na
modelagem por minimos quadrados parciais, tanto a matriz das variaveis
independentes (x), como o vetor das variaveis dependentes (y) sao
representados pelos escores e pesos conforme a Equacdo 1 (MORGANO et al.,
2008):

X=TP+E (1)

Onde T contém os escores, P contém 0s pesos, E € a matriz de erros da
decomposicédo de “x”.

Por meio das combinacdes lineares dos dados espectroscopicos (matriz
X) e dos dados de referéncia (matriz Y), se obtém o nimero de variaveis latentes
(VL) necessarios para correlacionar os espectros e as concentra¢des. E usado
para construcdo do modelo de calibracdo um numero de varidveis latentes que
proporcione 0 menor erro possivel de previsdo, ou seja, que as diferencgas entre
os valores de referéncia e os valores previstos sejam 0os menores. A selecédo do

namero de VL a serem incluidas no modelo de regresséo criado € um ponto
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muito importante. O numero ideal de VL € aquele que permite o desenvolvimento
de um modelo com boa capacidade de previsdo para amostras externas.
(MARTENS; NAES, 1996).

Ap6s a construcdo dos modelos de calibragdo € necessario avaliar a
gualidade dos mesmos através da etapa de validacdo. Esta etapa consiste em
testar o modelo, utilizando-o para previsdo do teor das amostras a fim de
estabelecer se ele de fato ir4 refletir o comportamento do analito de interesse
(FERREIRA et al., 1999).

Pode-se validar um modelo por meio da validacdo cruzada (cross
validation), método em que se emprega um conjunto de teste gerado a partir do
mesmo conjunto de calibracéo, ou através da validacéo externa, onde se utiliza
um conjunto de amostras separado e diferente do conjunto de calibragéo.

A validacdo cruzada é uma técnica de validagéo realizada através de
diferentes métodos de analise, sendo recomendado o uso do método “leave one
out” quando se tem um conjunto com poucas amostras. Neste método a primeira
amostra dos dados de calibracdo € eliminada. Em seguida, a calibracdo €
efetuada usando as amostras restantes. Este procedimento € realizado para
todas as amostras, sendo armazenado o modelo que revelou melhor
desempenho, ou seja, menor erro (NAES et al., 2002). O erro calculado atraves
desta técnica denomina-se RMSECV (Raiz Quadrada do Erro Médio de
Validacdo Cruzada — Root Mean Squared Error of Cross Validation) (DAGNEW,
CROWE; SCHOENAU, 2004).

A validacdo externa € realizada com a utilizacdo de um conjunto de
amostras que nao participou da etapa de calibracdo, sendo determinado a Raiz
Quadrada do Erro Médio de Previsdo (RMSEP — Root Mean Squared Error
Prediction) (PASQUINI, 2003).

A presenca de amostras outliers, ou seja, amostras que apresentam
comportamento diferente das demais pode gerar modelos com uma baixa
capacidade de previsdo. Podem-se utilizar grandezas na deteccdo de amostras
anbmalas, entre elas a “Leverage” e os Residuos de “Student” (VANDEGINSTE et
al., 1998).

A leverage € uma medida da influéncia de uma amostra no modelo de
regressdo. Um valor de leverage pequeno indica que a amostra em questdo

influencia pouco na construcdo do modelo de calibracdo. Por outro lado, se as
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medidas experimentais de uma amostra sao diferentes das outras do conjunto
de calibracéo, ela provavelmente tera uma alta influéncia no modelo, que pode
ser negativa. Em geral, estas amostras solitarias estédo visiveis no grafico de
scores. A leverage pode ser interpretada geometricamente como a distancia de
uma amostra ao centréide do conjunto de dados e € calculada segundo a
Equacéo 2 (FERREIRA et al., 1999).

Limite de leverage = 3*VL/n (2)

Onde VL representa 0 numero de variaveis latentes do modelo e n o
ndmero de amostras.

Os residuos Student indicam se a amostra esta dentro de uma
distribuicdo normal com um nivel de confianga de 95%, assumindo valores de
limite de + 2,5 (FERREIRA et al., 1999).

1.5.3. Pré — Processamentos Espectrais

Os espectros adquiridos no infravermelho geralmente apresentam algum
tipo de problema em relacéo ao deslocamento da linha base, presenca de ruidos,
dispersdo da luz em amostras solidas, variacbes no caminho 6ptico, variacdo de
temperatura durante a realizacdo das analises, entre outros. Os pré-
processamentos espectrais sdo aplicados antes da etapa de calibracdo e séo
utilizados para melhorar a eficiéncia dos modelos de calibracdo multivariada,
através da eliminacdo dos problemas citados. O pré-processamento dos dados
espectrais permite reduzir, eliminar ou padronizar o impacto destas fontes de
variacdo nos espectros, sem alterar a informacéo contida neles. Existem varios
procedimentos matematicos relatados na literatura como por exemplo: dados
centrados na média, correcdo multiplicativa de sinal (MSC), alisamento, calculo
da derivada e outros (MARTENS; NAES, 1996; SIESLER et al., 2002).

Os pré-processamentos utilizados em amostras solidas moidas séo

definidos a seguir:
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a) Correcao Multiplicativa do Sinal — MSC

Durante a aquisicdo dos espectros por técnicas de reflexdo, podem
ocorrer fenbmenos como espalhamento da luz, devido a ndo homogeneidade da
amostra (diferencas de granulometria, geometria e empacotamento da amostra).
A Correcdo multiplicativa do sinal (MSC) foi desenvolvida e é aplicada para
corrigir irregularidades nos espectros de infravermelho de refletancia difusa,
relacionada ao espalhamento de luz provocado por irregularidades em amostras
sblidas, a fim de linearizar os dados espectrais e minimizar fontes de
variabilidade nao informativas (MORGANO et al., 2005; OZAKI et al., 2007,
HARRIS, 2008).

b) Dados Centrado na Média

O calculo da centralizagcdo na média, garante que todos os resultados
sejam interpretados em termos de variacdo em torno da meédia, ou seja, previne
gue pontos mais distantes do centro dos dados tenham maior influéncia que os
mais proximos. Desta forma, impede que a magnitude das variaveis afete os
calculos (THOMAS, 1994; FERREIRA et al., 1999; OZAKI et al., 2007).

c) Alisamento

O alisamento tem por finalidade reduzir os ruidos espectrais, atravées da
utilizacdo do algoritmo de Savitzky-Golay. O ruido aleatorio que acompanha o
sinal analitico, provém de variacdes imprevisiveis como vibragdes, correntes de
ar, movimento aleatoério das moléculas e outros (O’'HAVER, 2001). A aplicagao
da técnica de alisamento visa reduzir matematicamente o ruido instrumental,
aproximadamente, pela raiz quadrada do numero de pontos utilizados (BROAD
et al., 2001)

d) Célculo da Derivada

O calculo da primeira e segunda derivada, quando empregado a dados

espectrais, gera mudancas na informagdo processada, podendo ter efeito
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positivo, ao evidenciar um sinal analitico de interesse, ou ter efeito negativo, ao
acentuar ruidos instrumentais (SAUER, 2007). O calculo da derivada permite
corrigir deslocamentos da linha de base (CHAMINADE et al., 1998) e melhorar
a separacao de sinais néo totalmente sobrepostos.

e) Variacao de Padrdo Normal - SNV

A variacdo de padrdo normal (Standard Normal Variate — SNV) é
utilizada para minimizar interferéncias causadas pelo tamanho de particulas e
diferencas de densidade das amostras (NAES et al.,, 2002). Este pré-

processamento tem caracteristicas similares as descritas pelo MSC.

f) Detrend

Detrend é aplicado no espectro para remover efeitos de deslocamento
de linha de base. O método consiste em modelar a linha de base em funcéao do
comprimento de onda com um polindmio de segundo grau ou grau superior e
sua funcao é entdo subtraida de cada espectro independentemente (LUYPAERT
et al., 2002).

1.6. METODOS TERMOANALITICOS

A utilizacdo dos métodos termoanaliticos iniciou-se a partir da
observacdo do homem de como o fogo agia sobre os materiais. Atualmente a
instrumentacdo termoanalitica atingiu um grau de sofisticacdo muito elevado
devido ao progresso da ciéncia e tecnologia (IONASHIRO, 2005).

A anadlise térmica € o termo que se refere ao conjunto de técnicas que
permite avaliar as mudancas de uma propriedade fisica ou quimica de uma
substancia ou material em funcdo da temperatura ou tempo, enquanto a
substancia é submetida a uma programacdo controlada de temperatura
(GIOLITO, 1987).

As vantagens da analise térmica envolvem a necessidade de uma
pequena quantidade de amostra para 0os ensaios, variedade de resultados em

um Unico grafico, sem necessidade de preparo da amostra. A andlise térmica
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pode ser aplicada em diversas areas como alimenticia, catalise, ceramica,
farmacéutica, dentre outras. Mas h& algumas desvantagens, como custo
relativamente alto dos equipamentos e ser uma técnica destrutiva para a amostra
(MOTHE; AZEVEDO, 2002).

Nos sistemas termoanaliticos a amostra é colocada em um ambiente
cuja temperatura é controlada por um dispositivo programador e suas alteracdes
sdo monitoradas através de um transdutor adequado que produz um sinal de
saida analogo a transformacéo ocorrida. Este sinal de saida ap6s a amplificacdo
adequada é aplicado a um dispositivo de leitura em um registrador (MOTHE;
AZEVEDO, 2002).

As técnicas mais amplamente difundidas e utlizadas sao:
termogravimetria (TG), a analise térmica diferencial (DTA) e a calorimetria
exploratdria diferencial (DSC) (MOTHE; AZEVEDO, 2002; IONASHIRO, 2005).

As técnicas termoanaliticas vém sendo muito utilizadas na area
alimenticia para a caracterizacdo de amidos nativos, caracterizacao de hidrolise
enzimatica e também na desnaturacao de proteinas (LACERDA, 2008; BICUDO,
2009; COLOMBO; RIBOTTA; LEON, 2010; CORDOBA; BET; SCHNITZLER,
2015; SCHNITZLER et al, 2015).

1.6.1. Termogravimetria/Termogravimetria Derivada (TG/DTG)

A termogravimetria ou andlise termogravimétrica baseia-se no estudo da
variacdo de massa de uma amostra, resultante de uma transformacéao fisica ou
guimica (sublimac&o, evaporacdo, condensacdo, oxidacdo, decomposicao,
reaces no estado solido) em funcdo do tempo ou da temperatura (MOTHE;
AZEVEDO, 2002, PEREIRA et al., 2009).

O aparelho utilizado para a técnica € chamado “Termobalanga”
(associacao entre uma balanca e um forno) e para que se tenham resultados, €
preciso que se originem produtos de decomposi¢cdo térmica volateis, ou que
ocorra incorporacdo de atomos ou moléculas, provenientes dos gases da
atmosfera do forno, respectivamente aumentando ou diminuindo a massa
original da amostra (CAVALHEIRO et al., 1995; SKOOG, HOLLER; NIEMAN,
2001).
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A técnica TG é essencialmente aplicavel quando se deseja acompanhar
variacdes de massa envolvidas num experimento, sendo seus resultados
fundamentalmente de ordem quantitativa (CAVALHEIRO et al., 1995).

Através da termogravimetria é possivel conhecer as alteracfes
causadas pelo aquecimento na massa das amostras, de forma detalhada, e
ainda estabelecer uma faixa de temperatura em que as mesmas adquirem
composicao quimica definida ou sofrem decomposicéo. As curvas TG podem ser
(CAVALHEIRO et al., 1995; MOTHE; AZEVEDO, 2002):

o Isotérmicas: a variacdo de massa da amostra pode ser registrada como
uma funcéo do tempo a uma temperatura constante;

o Semi-isotérmica: a amostra é aquecida até uma massa constante a cada
série de aumento de temperatura;

o Dinamica: a amostra € aquecida em um ambiente no qual a variacao de
temperatura esta programada ou pré-determinada, preferencialmente de forma
linear.

Os resultados de uma medida TG podem ser afetados por fatores
instrumentais e pelas caracteristicas da amostra (CAVALHEIRO et al.,1995;
MOTHE; AZEVEDO, 2002). Os fatores instrumentais s&o: atmosfera do forno,
composicao do contetdo da amostra, geometria do forno e do amostrador; razéo
de aquecimento, sensibilidade do mecanismo de registro (GIOLITO;
IONASHIRO, 1988; CAVALHEIRO et al.,1995; MOTHE; AZEVEDO, 2002). As
interferéncias nos resultados do TG em relacéo as caracteristicas das amostras
sdo devido a: calor de reacdo; condutividade térmica, empacotamento da
amostra e natureza da mesma, quantidade de amostra, solubilidade de gas
desprendido na amostra, tamanho de particula (CAVALHEIRO et al.,1995;
MOTHE; AZEVEDO, 2002).

As curvas TG permitem obter conclusdes sobre a estabilidade térmica
da amostra, sobre a composicdo e estabilidade dos compostos intermediarios,
sendo entre as técnicas termoanaliticas, a mais utilizada (WENDLANDT, 1986).
A representacéo da variacdo de massa em funcéo da temperatura e/ou tempo é

a curva termogravimétrica ou curva TG, conforme ilustrado na Figura 9.
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FIGURA 9 - REPRESENTAGAO DE UMA CURVA TG-DTG

Am

dm/dt

FONTE: Adaptado de CARVALHO FILHO (2000)

A termogravimetria derivada (DTG), representada na Figura 9, € um
recurso matematico capaz de fornecer a primeira derivada da curva TG em
funcdo da temperatura ou tempo, sendo o registro desta técnica a curva
termogravimétrica derivada ou curva DTG (WENDLANDT, 1986).

1.6.2. Calorimetria Exploratodria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) € uma técnica derivada da
analise térmica diferencial (DTA). Esta técnica mede a diferenca de energia
necessaria a uma substancia e a um material de referéncia, inerte de modo
térmico, enquanto ambos sdo submetidos a uma variacdo controlada de
temperatura, de maneira que a amostra e a referéncia sejam mantidas em
condicBes isotérmicas, uma em relacdo a outra, independente do evento térmico
que esteja ocorrendo na amostra (WENDLANDT, 1986; MOTHE; AZEVEDO,
2002; SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2001; IONASHIRO, 2005). Na Figura 10

esta representada uma curva DSC.
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FIGURA 10 - CURVA GENERICA PARA ANALISE DE DSC.

¥
&
S
3

Fluxo de calor/W g’

TS
:\{
1
|
|
H
]

endo

—

tempo

FONTE: BERNAL et al., 2002.

O DSC pode ser definido como uma técnica que mede as temperaturas
e o fluxo de calor associado com as transicdes dos materiais em funcao da
temperatura e do tempo. Tais medidas fornecem informagdes qualitativas e
guantitativas sobre mudancas quimicas ou fisicas que envolvem processos
endotérmicos, exotérmicos ou mudancas na capacidade calorifica (MOTHE;
AZEVEDO, 2002).

A técnica DSC pode ser utilizada para fornecer informacdes sobre
caracterizacao e medidas especificas tais como: transicao vitrea, temperatura e
tempo de cristalizacdo, ponto de fusdo e calor especifico, oxidacdo, pureza,
estabilidade térmica, ponto de ebulicdo, grau de velocidade de cura, cinética de
reacdo e outros (MOTHE; AZEVEDO, 2002; IONASHIRO, 2005).

O DSC apresenta como vantagens: rapido tempo de andlise; facil
preparo da amostra; pode ser aplicado para sélidos e liquidos; larga faixa de
temperatura (variando de -180°C a 1750°C para alguns equipamentos) e pode
ser utilizado para medidas quantitativas. Ja as desvantagens desta técnica sao
a reducéo da sensibilidade quando a linha base esta em inclinacéo ou curvatura,
sendo que para aumentar a sensibilidade necessita elevar as razdes de
aquecimento (MOTHE; AZEVEDO, 2002).
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1.6.3. Propriedades De Pasta

As variagfes de viscosidade de suspensfes amilaceas, que ocorrem
durante o processo de aquecimento, sdo avaliadas com o auxilio de
viscosimetros rotacionais especiais, 0s viscoamilografos, como o RVA (Rapido
Viscoanalisador, fabricado pela Newport Scientific). As propriedades de pasta de
amidos obtidos pelo RVA séo viscosidade de pico, tempo para atingir este pico,
viscosidade final, quebra e temperatura de pasta (ZORTEA et al., 2011).

A Figura 11 mostra uma curva caracteristica de empastamento. Os
parametros fornecidos pelo RVA normalmente séo: temperatura de pasta que
corresponde ao ponto onde a formacédo da curva € iniciada; viscosidade de pico,
obtida durante o ciclo de aguecimento, sendo o valor maximo de viscosidade;
guebra que é a diferenga de viscosidade entre o pico maximo e a viscosidade
minima a 95°C; Viscosidade final, obtida na temperatura final de resfriamento; e
retrogradacéao, diferenca entre a viscosidade minima e a viscosidade final (ORO
et al., 2013).

FIGURA 11 - CURVA TIPICA OBTIDA EM ANALISE NO RVA, APRESENTANDO OS
PARAMETROS QUANTIFICADOS PARA PROPRIEDADE DE PASTA.
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FONTE: CORDOBA, 2015

A avaliacéo da propriedade de pasta por meio do RVA vém sendo muito

utilizado para avaliar a retrogradacdo de amidos modificados, como amido de
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pinhdo (CORDOBA; BET; SCHNITZLER, 2015) e amido de milho ceroso
(OLIVEIRA et al, 2014).
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CAPITULO Il

APLICACAO DE ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO PROXIMO
PARA DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS EM ERVA-
MATE
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RESUMO
A espectroscopia de infravermelho préximo em conjunto com a calibragdo
multivariada foram utilizadas com o objetivo de determinar o teor de compostos
fendlicos (Rutina, Acido Cafeico (AC), Acido 5- cafeoilquinico (5-CQA) e
Conteudo fendlico total) em amostras de erva-mate. Um total de 42 amostras
dos municipios de Sdo Mateus do Sul, Sdo Jodo do Triunfo, Cruz Machado,
Mallet e Imbituva, das safras 2013 e 2014 foram submetidas a um processo de
extracao e posterior quantificacdo por HPLC. Os teores encontrados variaram de
2,50 e 4,01 mg g para a rutina, 12,324 e 14,892 mg g'para o acido 5-CQA,
0,21 e 1,37 mg g para o acido caféico e 16,282 e 19,303 mg g para contetdo
fendlico total. Os modelos de calibracdo foram desenvolvidos por meio do
método PLS. Os modelos desenvolvidos para predizer os teores de acido caféico
nao apresentaram resultados satisfatorios onde o menor erro de previsdo
encontrado foi de 18,31%. Os modelos para Rutina, Acido 5-CQA e contetido
fendlico total apresentaram erros meédios de 12,02% (com 5 variaveis latentes,
R?0,820), 5,38 % (com 6 variaveis latentes, R? 0,891) e 3,44 % (com 4 variaveis
latentes, R? 0,918), respectivamente, na etapa de validacdo externa. Os
resultados mostraram que o NIR associado a calibracdo multivariada podem ser
utilizados para a determinacao de Rutina, acido 5-CQA e conteudo fendlico total

em erva-mate.

2.1. INTRODUCAO

A erva-mate (llex paraguariensis) é nativa da América do Sul, sendo
cultivada na Argentina, Brasil, Paraguai e Uruguai (MAZUCHOWSKI, 1989;
FILIP; FERRARO, 2003). A erva-mate pode ser consumida basicamente de trés
formas, na forma de chimarréo, tereré ou cha. O consumo de chimarrédo é a forma
mais tradicional, e é feito através da adicdo de agua quente (RAMALLO et al,
1998).

Além do consumo de erva-mate em bebidas estimulantes, esta vem
sendo muito empregada na industria alimenticia, de cosméticos, bebidas,
farmacéuticas devido a diversidade de compostos fitoquimicos presente na erva-
mate (JACQUES et al., 2007).
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A erva-mate apresenta em sua composi¢cdo quimica diferentes grupos
guimicos, como saponinas, alcaldides, compostos fendlicos e 6leos essenciais,
além das vitaminas A, C, B1, B2, B6, minerais como magnésio, ferro, fésforo,
potéssio, zinco e sodio (NEWALL; ANDERSON; PHILLIPSON, 1996; ALONSO,
1998; HEINRICHS; MALAVOLTA, 2001).

Atualmente as industrias ervateiras vém tentando preservar 0s
compostos fitoquimicos presentes nas folhas de erva-mate, bem como preservar
as caracteristicas sensoriais do produto. Sendo assim, vem se buscando
melhorias nas etapas de processamento ja usadas e investindo também em
novas tecnologias, principalmente nas etapas de sapeco e secagem
(SCHMALKO; ALZAMORA, 2005; SCHMALKO; MORAWICKI; RAMALLO, 1997;
ZANOELO; ABITANTE; MELEIRO, 2008).

Varias publicacbes relataram que a erva-mate tem propriedades
diuréticas e antioxidantes (FILIP et al., 2000; FILIP; FERRARO, 2003). Ela
também pode melhorar o funcionamento do sistema cardiovascular
(SCHINELLA et al., 2005) e atua como um estimulante do sistema nervoso
central (GONZALES et al., 1993). Infusdes de erva-mate tem sido propostas
como um suplemento dietético para a prevencdo de arteriosclerose e doenca
arterial coronariana (CARINI et al., 1998; HECK; GONZALEZ DE MEJIA, 2007).
O efeito hipoglicEmico da erva-mate foi avaliado por alguns autores tanto in vitro
(GUGLIUCCI et al., 2009; PEREIRA et al., 2012) quanto in vivo (ARCARI et al.,
2009; KLEIN, 2010; KLEIN et al., 2011; KANG et al., 2012).

Normalmente a determinacdo de compostos fendlicos é realizada por
cromatografia liquida, sendo esta uma técnica eficiente porém que demanda do
uso de equipamentos caros e sofisticados e grande quantidade de reagentes
(BERTE et al.,2011). A espectroscopia de Infravermelho Préximo (NIR) pode ser
uma alternativa simples, rapida e ndo destrutiva para substituir a analise quimica
classica. O NIR determina a interagcdo da luz com a amostra, através de
vibracBes moleculares das ligacbes dos constituintes quimicos (PASQUINI,
2003).

O NIR foi usado por Cozzolino e colaboradores (2010) para classificar
amostras de erva-mate de acordo com sua origem geografica. Esta técnica
também foi testada e validada para controle de umidade de amostras de erva-

mate (MAZUR et al., 20149), determinag&o de metilxantinas totais em erva-mate
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(MAZUR et al., 2014°) e determinacdo de compostos fendlicos totais (FRIZON
et al., 2015). Porém, nao foi encontrado nenhuma pesquisa na literatura que
avaliasse a capacidade de previsdo dos teores individuais de Rutina, &cido
caféico e acido 5-CQA em amostras de erva-mate.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a espectroscopia de
infravermelho préxima associado a calibragdo multivariada para desenvolver
modelos para determinar os teores de rutina, acido caféico, acido 5-CQA e
conteudo fendlico total (sendo estes, a soma dos teores individuais obtidos por
HPLC).

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. AMOSTRAS

Foram analisadas 42 amostras provindas de diferentes municipios do
Parana (Sao Mateus do Sul, Sdo Joao do Triunfo, Cruz Machado, Mallet e
Imbituva) das safras 2013 e 2014. As amostras coletadas passaram por um
processo de beneficiamento tradicional na Ervateira Baldo, localizada em Sao

Mateus do Sul.

2.2.2. EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

A extracdo e determinacdo dos compostos fendlicos da erva-mate foi
realizada de acordo com Dutra e colaboradores (2010) e Hoffmann-Ribani
(2006). Consistiu em adicionar 100 mL de solucao agua:etanol 1:1 (v/iv) em 2 g
de erva-mate, sendo mantida por 12 horas, a temperatura ambiente. Seguiram-
se trés extracfes com 25 mL da solucdo hidro-etandlica a 50% sob refluxo por
30 minutos cada. As amostras retiradas das extrac6es foram reunidas em um
baldo volumétrico de 250 mL e o volume completado com agua destilada. Estes
foram filtrados em membrana filtrante (PTFE) com poros de 0,45 pum da Millipore
e encaminhados para analises. As extracdes e posteriores analises foram

realizadas em triplicataEstes foram filtrados em membrana filtrante (PTFE) com



62

poros de 0,45 um da Millipore. As extracdes e posterior analises foram realizadas
em triplicata.

2.2.3. QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS POR HPLC

A determinacdo da Rutina (Ru), &cido 5-cafeoilquinico (5-CQA) e &cido
caféico (AC) foi realizada por HPLC, conduzida em um Cromatografo a Liquido
da marca Agilent, modelo 1200, controlado pelo Software EZ Chrom Elite, com
sistema automatico de injecdo (ALS), detector de arranjo de diodos (DAD). A
coluna em uso foi a Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150 mm, 5 um). A eluicéo
em gradiente teve como fase mdvel solvente A, agua/acido férmico (99,55:0,45
v/v) e solvente B, metanol/acido férmico (99,55:0,45 v/v). A programacéo do
gradiente foi a seguinte: iniciou-se com 80%A:20%B mantido até 5 min passando
para 58%A:42%B em 7 min retornando a 80%A:20%B em 16 min mantida até o
final de 20 min de corrida cromatografica. A deteccao foi monitorada em 325 nm
para o acido caféico e 5-CQA e 370 nm para rutina. O conteudo fendlico total
(CFT) foi obtido pela soma dos teores individuais de rutina, acido caféico e acido

5-CQA, que foram determinados por HPLC.

2.2.4. ESPECTROSCOPIA NIR

Os espectros de reflectancia na regidao do infravermelho proximo foram
coletados em um espectrometro BRUKER — TENSOR 37, equipado com um
acessorio de reflectancia difusa, sendo os sinais expressos em log (1/R). Os
espectros das amostras foram obtidos em triplicata, por meio de esfera de
integracédo com resolucdo de 4 cm, 64 varreduras para cada espectro e a regido
espectral sendo de 4000-10000 cm™.

2.2.5. DESENVOLVIMENTO DOS MODELOS DE CALIBRACAO

Modelos de calibracdo multivariada foram desenvolvidos para

correlacionar os dados espectrais por NIR com os teores analiticos de Rutina.
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Acido Caféico, Acido 5-CQA e contetido fendlico total (CFT) das amostras de
erva-mate.

Na construcdo dos modelos por calibracdo multivariada foi utilizado o
método de regressdo de minimos quadrados parciais (PLS), utilizando o pacote
PLS-toolbox 1.5 (Eigenvector Research Inc.), trabalhando em ambiente Matlab
versédo 7.0 (Mathworks Inc.), aplicando o algoritimo NIPALS e validacao cruzada
leave on out.

A montagem das matrizes de dados e analise estatistica foi realizada
com o software Origin 8.0®.

Inicialmente foi realizado um PCA com os dados espectrais para
montagem dos conjuntos de calibragéo e validagéo.

Apoés a determinacao do conjunto de calibracdo, varios modelos foram
desenvolvidos e em cada um foram testados diferentes pré-processamentos,
como: derivacao, alisamento, correcdo multiplicativa do sinal (MSC), dados
centrados na média, variagdo do padrao normal (SNV).

A analise de amostras outlier ou anémalas foi realizada em cada um dos
modelos, por meio da analise do niumero de Leverage e Residuos de Student.

A escolha dos melhores modelos de calibracdo ocorreu pela analise dos
valores de RMSECV, RMSEP e R? Apds a determinacdo do modelo de

calibracdo adequado este foi testado para as amostras do conjunto de validacao.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. ANALISE CROMATOGRAFICA DOS COMPOSTOS FENOLICOS

Os teores de compostos fendlicos encontrados nas 42 amostras de erva-
mate analisados por HPLC variaram entre 2,50 e 4,01 mg g* para a rutina, para
0 acido 5-CQA os teores variaram entre 12,324 e 14,892 mg g*. Os teores
encontrados para o acido caféico variam entre 0,21 e 1,37 mg g*. Em relacédo
aos teores de Conteudo fendlico total, foram encontrados variacdes entre 16,282
e 19,303 mg g*. Os resultados encontrados estdo dentro dos valores relatados
por outros autores (HOFFMANN-RIBANI, 2006; DUTRA et al, 2010; BERTE,
2011). Os valores das concentragfes dos compostos fendlicos nas amostras

analisadas estédo apresentados na Tabela 4.
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TABELA 4 - CONCENTRACAO (mg g) DOS COMPOSTOS FENOLICOS NAS AMOSTRAS
DE ERVA-MATE QUANTIFICADOS POR HPLC

TEUD
AMOSTRA ORIGEM ANO |5-CQA |RUTINA |AC (F:I(EJI\ITIOLILCJ?OOTOTAL
1 S&o Mateus do Sul | 2014 13,34 2,81 0,46 16,62
2 Séao Mateus do Sul | 2014 13,25 2,96 0,21 16,68
3 Sao Mateus do Sul | 2014 14,32 3,36 1,09 18,77
4 Séao Mateus do Sul | 2014 12,82 3,83 0,87 17,51
5 Séao Mateus do Sul | 2014 14,24 3,02 0,56 17,81
6 Sao Joao do Triunfo | 2014 13,75 3,53 1,27 18,56
7 Sao Joao do Triunfo | 2014 13,29 3,71 1,32 18,32
8 Séao Jodo do Triunfo | 2014 12,75 3,14 0,70 16,59
9 Sao Joao do Triunfo | 2014 13,61 2,95 1,36 17,92
10 Cruz Machado 2014 13,38 3,28 1,37 18,03
11 Cruz Machado 2014 13,25 3,37 1,27 17,89
12 Imbituva 2014 | 12,32 | 314 1,30 16,79
13 Imbituva 2014 | 1281 3,45 1,33 17,59
14 Mallet 2014 | 1328 3,70 |1,05 18,03
15 Mallet 2014 | 1331 341 |0,90 17,60
16 Séao Mateus do Sul | 2013 13,55 3,25 0,65 17,45
17 Mallet 2014 | 1353 3,58 |0,98 18,09
18 Séao Mateus do Sul | 2013 12,71 3,46 0,93 17,09
19 Séao Mateus do Sul | 2013 14,89 3,63 0,78 19,30
20 S&o Mateus do Sul | 2013 14,68 3,49 0,69 18,86
21 Séao Mateus do Sul | 2013 14,03 2,90 0,67 17,60
22 Séao Mateus do Sul | 2014 13,25 2,51 0,72 16,48
23 Séao Mateus do Sul | 2014 13,34 2,73 0,21 16,28
24 Sao Mateus do Sul | 2014 14,19 3,48 1,09 18,76
25 Séao Mateus do Sul | 2014 12,81 3,47 0,87 17,15
26 S&o Mateus do Sul | 2014 14,09 4,01 0,42 18,52
27 Sao Jodo do Triunfo | 2014 13,95 3,92 1,19 19,05
28 S&0 Jodo do Triunfo | 2014 13,19 3,49 1,32 18,01
29 Sao Jodo do Triunfo | 2014 13,04 3,07 0,53 16,64
30 Séao Jodo do Triunfo | 2014 13,91 3,12 1,29 18,32
31 Cruz Machado 2014 13,57 3,46 1,35 18,38
32 Cruz Machado 2014 13,36 3,25 1,33 17,93
33 Imbituva 2014 | 12,90 361 |1,26 17,78
34 Imbituva 2014 | 1269 2,98 [1,09 16,75
35 Mallet 2014 | 1355 3,50 |1,28 18,33
36 Mallet 2014 | 1354 3,56 |0,89 17,87
37 Séao Mateus do Sul | 2013 14,31 3,12 0,73 18,17
38 Mallet 2014 | 1335 3,29 |0,89 17,53
39 Séao Mateus do Sul | 2013 12,55 3,72 0,75 17,03
40 S&o Mateus do Sul | 2013 14,57 3,56 0,82 18,96
41 S&o Mateus do Sul | 2013 14,83 3,17 0,81 18,81
42 S&o Mateus do Sul | 2013 14,07 2,93 0,67 17,67
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Na Figura 12 esta apresentado um cromatograma da separacao dos
padrées dos compostos fendlicos analisados.

FIGURA 12 - CROMATROGRAMA DOS COMPOSTOS FENOLICOS 5- CQA, AC E RUTINAE
RESPECTIVOS ESPECTROS.
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Comparando os tempos de retencdo para 0s picos encontrados na
separacdo das amostras de erva-mate com o0s picos dos padroes e dos
espectros obtidos, confirmou-se a seletividade e a separacdo dos compostos
fendlicos nas amostras.

As curvas analiticas dos padrdes de Rutina, AC e 5-CQA apresentaram
linearidade nas faixas de concentracdes determinadas conforme apresentados

na Tabela 5.

TABELA 5 - CARACTERISTICAS DAS CURVAS ANALITICAS DOS PADROES DOS
COMPOSTOS FENOLICOS ANALISADOS

COMPOSTOS FAIXA DE COEFICIENTE DE
CONCENTRACAO (uG | DETERMINACAO (R?)
mL71)

Rutina 5 —100 0,9997

Acido Caféico 1-20 0,9950

Acido 5-CQA 10 — 150 0,9980
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2.3.2. ESPECTROSCOPIA NIR

Os espectros obtidos na regido do infravermelho proximo das amostras
de erva-mate, sem tratamento matemético, estdo apresentados na Figura 13,
onde € possivel verificar que as amostras apresentam espectros de perfil
semelhante. Devido a complexidade da matriz analisada, os sinais analiticos
apresentam sobreposi¢coes. A sobreposicao de sinais dificulta a atribuicdo de
uma determinada banda a uma Unica funcéo quimica exclusivamente.

Para uma melhor interpretacdo dos espectros NIR foram utilizadas
técnicas de calibracdo multivariada para a andalises dos dados extraidos dos
espectros, como 0 PCA e o PLS, possibilitando a andlise de todo o espectro para

a construcéo dos modelos de calibragao.

FIGURA 13 - ESPECTROS DAS 42 AMOSTRAS DE ERVA-MATE EM DUPLICATA,
COLETADOS NO ESPECTROMETRO BRUKER — TENSOR 37, EQUIPADO COM UM
ACESSORIO DE REFLECTANCIA DIFUSA.
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2.3.3. DESENVOLVIMENTO DOS MODELOS DE CALIBRACAO
MULTIVARIADA

2.3.3.1. Andlise dos componentes principais — PCA

Os espectros NIR das amostras de erva-mate foram coletados no
intervalo de comprimento de onda de 10000 a 4000 cm™ e submetidos a uma
analise de componentes principais (PCA). Diferentes pré-processamentos foram
aplicados, buscando obter alguma separacdo ou identificacdo de grupos
especificos, ou seja, observar se as amostras de diferentes municipios e safras
apresentavam diferencas na composicéo quimica entre si.

No desenvolvimento do PCA foi aplicado o pré-processamento SNV
(Transformacédo Padrdo Normal de Variagdo), utilizado para minimizar
interferéncias causadas pelo tamanho de particulas e diferencas de densidade
das amostras (NAES et al., 2002). O pré-processamento Dados Centrado na
Média (DCM) foi aplicado também para facilitar a visualizagdo dos dados
(NICOLAI et al., 2007).

Analisando a PCA apresentado na Figura 14, foi verificado que a maioria
das triplicatas das amostras de erva-mate estdo proximas, mostrando boa

repetibilidade da analise.

L] S P W8 7

Scores PC 3 (3.03%)

| @ A | | | | J | |
1 ; 1 ) 3 4 ; 5 7 :
Scores PC 2 (5.82%)

FIGURA 14 - PCA DAS AMOSTRAS DE ERVA-MATE EM UM INTERVALO DE ONDA DE 4000
A 10000 CM™,
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A grande maioria das informacgdes contidas nos espectros das amostras
(89,94%) foram explicadas pela primeira componente principal (PC1), sendo que
os detalhes da analise sédo explicados a partir da segunda componente principal
(PC2). A analise nédo revelou, independente da safra e da procedéncia,
diferencas entre as amostras, ndo sendo possivel separar grupos

Os conjuntos de calibracdo e validacdo das amostras para o
desenvolvimento dos modelos de regressao foram separados levando em
consideracao a retirada das amostras de todos os quadrantes e sem retirar
amostras dos extremos dos valores de concentragédo (FERREIRA et al.,1999). O
conjunto de validagdo externa foi composto de 7 amostras e o conjunto de

calibracao de 35 amostras.

2.3.3.2. Regresséao por Minimos Quadrados Parciais (PLS)

Os modelos de calibracdo foram desenvolvidos com base nha
metodologia de Regressdo de Minimos Quadrados Parciais (PLSR), para
previsdo dos teores de Rutina, Acido Caféico, Acido 5-CQA e do Contetido
fendlico total (obtidos pela soma dos teores dos compostos determinados
individualmente). Nos espectros do conjunto de calibracdo foram aplicados
diferentes pré-processamento matematicos com a finalidade de facilitar a
interpretacdo dos espectros, por meio da eliminacédo de interferentes, como a
presenca de ruidos, melhorando a qualidade de previsdo dos modelos de
regresséao. O algoritmo empregado foi o NIPALS (Nonlinear Iterative Partial Least
Squares), por ser mais robusto.

Véarios modelos foram construidos na etapa de calibracdo com a
finalidade de obter o menor erro de previsdo para os teores dos compostos
fendlicos analisados. A analise dos modelos foi feita através da andlise do
RMSECYV (Raiz quadrada da soma dos erros de validacdo cruzada), em funcao
do menor namero de Variaveis Latentes (VLs) obtidas pelo método de validacao
interna (leave one out). Além disso, avaliaram-se o0s coeficientes de
determinacdo (R?) e o Erro apds a etapa de validacéo.

Durante a etapa de calibragdo os pré-processamentos aplicados nas

matrizes de dados foram MSC, SNV, derivagao, alisamento, dados centrados na
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média com a finalidade de minimizar os efeitos causados por variacdes

aleatorias ou sistematicas indesejaveis.

2.3.3.2.1. Modelos de calibracdo multivariada para previsédo do teor de Rutina
em erva-mate

Os melhores modelos de calibrag&o para a previsao da concentragéao de
Rutina nas amostras de erva-mate estao apresentados na Tabela 6.

TABELA 6 - MODELOS DE CALIBRAGAO PARA RUTINA

Modelos Pré-processamento VLs R? RMSECV | RMSEP
(%)

1 Alisamento + 2°Derivada + 3 0,82 0,41 16,7
MSC

2 Alisamento + 2°Derivada + 4 0,89 0,40 15,9
MSC

3 Alisamento + 1°Derivada + 5 0,82 0,39 12,02
SNV

4 Alisamento + 2°Derivada + 4 0,89 0,40 16,2
SNV

5 Alisamento + 2°Derivada + 5 0,91 0,39 15,2
SNV

6 Alisamento + 1°Derivada + 6 0,91 0,39 16,5
SNV

7 Alisamento + 2°Derivada + 5 0,83 0,39 12,13
MSC

8 Alisamento + 1°Derivada + 6 0,87 0,39 13,3
MSC

9 Alisamento + 2°Derivada + 4 0,85 0,39 13,4

SNV + Centrado na média
10 Alisamento + 1°Derivada + 5 0,88 0,40 13,1
SNV + Centrado na média

VLs = Varidveis latentes

RMSECYV = Raiz quadrada do Erro Médio da Validacéo Cruzada
RMSEP = Raiz Quadrada do Erro Médio de Previséo

R? = Coeficiente de determinacdo de calibracéo

Ao avaliar os modelos de calibracdo multivariada para predizer os teores
de Rutina, verificou-se que os modelos 3 e 7 foram 0s que apresentaram 0s
menores erros de validacdo externa. Avaliando o grafico apresentado na Figura
15, é possivel verificar que o menor valor de RMSECV foi com 2 variaveis
latentes (VLs), sendo entdo desenvolvidos modelos com 2, 3,4, 5 e 6 VLs. A

partir da sexta variavel latente a minimizagdo do valor de RMSECV foi muito
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pequena, ndo havendo a necessidade do desenvolvimento de modelos com 7
VLs ou mais. Analisando os modelos da Tabela 6, em relacdo a todos os
parametros expostos, o0 modelo 3 foi considerado como melhor modelo para
prever o teor de Rutina. Além disso 2 variaveis latentes sao responsaveis por
explicar somente 84,14% da variabilidade espectral e 7,88% da variabilidade da
concentracdo de Rutina, ja com 5 variaveis latentes sao explicados 91,67% da
variabilidade espectral e 55,23% da variabilidade da concentracdo de Rutina.
Modelos com um grande numero de variaveis latente pode superestimar a

capacidade de previsdo dos mesmos, devido a agregacdo de ruidos
(MADALOZZ0, 2010).

FIGURA 15 - GRAFICOS DE RMSECV X NUMERO DE VARIAVEIS LATENTES OBTIDOS
PELOS MODELOS DE CALIBRACAO PARA RUTINA NO INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR)
PARA ERVA-MATE
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A Figura 16 apresenta o gréafico dos parametros de Leverage e Residuos
de Student, utilizados para verificar se nos modelos de calibracdo havia a
presenca de amostras andmalas (outliers). O limite de Leverage para o modelo
3 foi de 0,35 e Residuos de Student de + 2,5 (95% de confianga). Ao analisar a
Figura 16 foi verificado que as amostras 22, 26, 27 e 35 estavam acima do limite
de Leverage. Sendo assim, estas amostras foram retiradas do conjunto de

calibracdo, com a finalidade de testar o modelo, porém n&o foi observada
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nenhuma diferenca significativa nas caracteristicas do modelo, sendo assim as

amostras 22, 26, 27 e 35 ndo foram consideradas andmalas. Nenhuma amostra

ficou fora do limite de Residuos de Student.

FIGURA 16 - GRAFICO§ DE LEVERAGE X RESIDUO DE STUDENT OBTIDOS PELOS
MODELOS DE CALIBRACAO PARA RUTINA NO INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR) PARA
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A Figura 17 apresenta o grafico do valor medido versus o valor previsto

para o Modelo 3, o qual apresentou um coeficiente de determinacédo (R?) de

0,820 durante a etapa de validacdo cruzada. O valor medido é o teor do

composto de interesse determinado pelo método de referéncia, neste caso o

HPLC, e o valor previsto € determinado pelo modelo de calibracéo.



72

FIGURA 17 - GRAFICO~ DE VALOR PREVISTO X VALOR MEDIDO OBTIDOS PELOS
MODELOS DE CALIBRACAO PARA RUTINA NO INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR) PARA

ERVA-MATE.
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Os valores previstos para o teor de Rutina nas sete amostras do conjunto
de validacdo externa estdo representados na Tabela 7, de acordo com o

melhores modelos obtido na regido do NIR (modelo 3).

TABELA 7 - RESULTADOS DA PREVISAO DO TEOR DE RUTINA PARA AS AMOSTRAS DO
CONJUNTO DE VALIDACAO EXTERNA, OBTIDOS PELOS MODELOS DESENVOLVIDOS
PARA O INFRAVERMELHO PROXIMO PARA ERVA-MATE

Amostra Valor Referéncia | Valor Previsto pelo modelo 3 | Erro (%)
(mg g?) (mg g™
1 2,96 2,97 0,30
2 2,95 3,38 12,80
3 3,70 3,04 21,50
4 2,90 3,68 21,10
5 3,92 3,51 11,40
6 3,61 3,45 4,40
7 3,56 3,16 12,50
Erro médio 12,02
(%)
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A capacidade de previsdo de rutina foi investigada por Mao e
colaboradores (2014), onde foi utilizada a Espectroscopia de Infravermelho
préoximo de reflectancia difusa (NIRDRS) para avaliar a previsdo rapida de trés
compostos fenolicos (acido clorogénico, escopoletina e rutina) em amostras de
tabaco curado. Em relacao aos resultados para a Rutina, 0os autores encontram
valores de RMSECV de 0,927, um R? de 0,924, onde o modelo foi desenvolvido
com 19 variaveis latentes. O erro de validagéo externa foi de 5,44%.

O modelo desenvolvido e otimizado (modelo 3) para a previsao da rutina
nas amostras de erva-mate apresentou resultados consideraveis favoraveis em
comparacao com os trabalhos semelhantes encontrados na literatura, sendo

uma boa alternativa para quantificacéo rapida deste flavonoide.

2.3.3.2.2. Modelos de calibragdo multivariada para previséo do teor de Acido
Caféico em erva-mate

Os teores de acido caféico determinados através do HPLC, no total de
42 amostras, foram correlacionados com os espectros NIR através do método
PLS e varios modelos de calibracdo foram obtidos, os melhores resultados estéo
apresentados na Tabela 8.

Durante a etapa de calibracdo foram testados diferentes pré-
processamentos, entre 0s quais 0s que apresentaram melhores resultados foram
a combinacdo de Alisamento, primeira derivada e MSC. Avaliando o gréfico
mostrado na Figura 18, o menor valor de RMSECYV obtido foi com duas variaveis
latentes, porém os valores explicados dos dados sdo muito pequenos, sendo
assim foram avaliados os modelos com 3, 4, 5, 6 e 7 variaveis latentes. O modelo
12 com 5 VLs apresentou melhor capacidade para predizer o teor de acido

caféico nas amostras de erva-mate.
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TABELA 8 - MODELOS DE CALIBRAGAO PARA ACIDO CAFEICO

Modelos Pré-processamento VL R2 RMSECV | RMSEP
(%)
11 Alisamento + 1°Derivada + 4 0,70 0,36 30,2
MSC
12 Alisamento + 1°Derivada + 5 0,78 0,36 18,31
MSC
13 Alisamento + 2°Derivada + 6 0,81 0,38 21,1
MSC
14 Alisamento + 2°Derivada + 7 0,83 0,37 28,1
MSC
15 Alisamento + 2°Derivada + 3 0,79 0,38 29,2
SNV + Centrado na média
16 Alisamento + 2°Derivada + 4 0,83 0,38 32,5
SNV + Centrado na média
17 Alisamento + 2°Derivada + 5 0,85 0,39 29,0
SNV + Centrado na média
18 Alisamento + 1°Derivada + 3 0,70 0,36 54,4
SNV + Centrado na média
19 Alisamento + 2°Derivada + 4 0,78 0,37 29,5
SNV + Centrado na média
20 Alisamento + 2°Derivada + 5 0,83 0,39 39,7
SNV + Centrado na média

As cinco variaveis latentes do modelo de calibracao foram responséaveis
por explicar 99,76% da variabilidade espectral e 31,59% da variabilidade da
concentracéo de acido caféico. O modelo 12 apresentou o menor percentual de

erro na etapa de validacdo externa (18,31%) e um valor de R? de 0,78.

FIGURA 18 - GRAFICOS DE RMSECV X NUMERO DE VARIAVEIS LATENTES OBTIDOS
PELOS MODELOS DE CALIBRACAO PARA ACIDO CAFEICO NO INFRAVERMELHO
PROXIMO (NIR) PARA ERVA-MATE.
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A identificacdo das amostras andmalas (outliers), do modelo 12, foram
avaliadas através do grafico apresentado na Figura 19.

FIGURA 19 - GRAFICOS DE LEVERAGE X RESIDUO DE STUDENT OBTIDOS PELOS

MODELOS DE CALIBRAGAO PARA ACIDO CAFEICO NO INFRAVERMELHO PROXIMO
(NIR) PARA ERVA-MATE.
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O limite de Leverage para o modelo 12 foi de 0,35, sendo assim
nenhuma amostra encontra-se fora deste limite. As amostra 19 e 27 estavam
fora do limite de Residuos de Student. Avaliando estas amostras em relacédo aos
teores obtidos pelo método de referéncia, optou-se por deixar as duas amostras
no modelo de calibragcdo. Na Figura 20 estad apresentado o grafico do valor

medido versus o valor previsto para o Modelo 12.
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FIGURA 20 - GRAFICO DE VALOR PREVISTO X VALOR MEDIDO OBTIDOS PELOS
MODELOS DE CALIBRAGAO PARA ACIDO CAFEICO NO INFRAVERMELHO PROXIMO
(NIR) PARA ERVA-MATE.
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O modelo de calibragdo para a determinacdo do conteudo de &acido
caféico em amostras de erva-mate demonstrou dificuldade de predicdo. O alto
valor encontrado (18,3%) para o erro médio relativo indica a complexidade do
modelo em determinar este parametro. Os teores de acido caféico determinados
por HPLC apresentam uma concentragao relativamente baixa (0,21 a 1,37 mg g
1) o que dificulta o desenvolvimento de modelos de calibracéo, visto que uma
das desvantagens apresentadas pelo método NIR é sua baixa sensibilidade a
pequenas concentracdes (BURNS; CIURCZAK, 2001). Segundo Alcala et al.,
(2008), quando a concentracdo do analito de interesse € baixa (inferior a 1%,
v/v), ndo é possivel o desenvolvimento de modelos de calibracdo. A técnica NIR
possui sensibilidade limitada a essas concentracoes.

Na Tabela 9 estdo apresentados os valores previstos para o teor de
acido caféico nas sete amostras do conjunto de validacéo externa de acordo com

os melhores modelos obtidos nas regides do NIR (modelo 12).
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TABELA 9 - RESULTADOS DA PREVISAO DO TEOR DE ACIDO CAFEICO PARA AS
AMOSTRAS DO CONJUNTO DE VALIDACAO EXTERNA, OBTIDOS PELOS MODELOS
DESENVOLVIDOS PARA O INFRAVERMELHO PROXIMO PARA ERVA-MATE

Amostra Valor Referéncia | Valor Previsto pelo modelo 12 Erro
(mg g (mg g (%)

1 0,58 0,56 2,54

2 1,36 0,98 37,47

3 0,89 0,94 4,67

4 0,67 0,73 8,64

5 1,19 0,72 65,52

6 1,26 1,32 4,22

7 0,82 0,78 5,11
Erro médio 18,31

(%)

O erro de validacdo externa de 18,31% é considerado alto de acordo
com trabalhos encontrados na Literatura. Avaliando os erros para cada amostra
do conjunto de validacdo € possivel observar que a amostra 1 apresentou um
erro relativamente baixo (2,54%), 0 mesmo ocorre com as amostras 3 e 6. Em
contrapartida a amostra 5 apresentou um erro de 65,52%, um erro muito elevado,

0 que nao garante a confiabilidade da previsdo do modelo.

2.3.3.2.3. Modelos de calibragcio multivariada para previséo do teor Acido 5-
Cafeolquinico (5-CQA) em erva-mate

Durante a fase de calibracdo, o conjunto composto de 35 espectros
adquiridos na regido do infravermelho préximo de amostras de erva-mate foi
correlacionado com o respectivo teor de acido 5—-CQA. Varios modelos de
calibracdo PLS foram construidos a fim de avaliar os tipos de pré-
processamentos de dados que reproduziriam os melhores resultados. Os
melhores modelos multivariados desenvolvidos estdo apresentados na Tabela
10. A selecdo dos modelos foi feita através da avaliacdo dos valores dos erros
de calibracao, validacao cruzada e dos coeficientes de regressao dos conjuntos

de calibracéo.
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78

Modelos Pré-processamento VL R? RMSECV | RMSEP
(%)
21 Alisamento + 1°Derivada + 4 0,76 0,79 11,46
MSC
22 Alisamento + 1°Derivada + 5 0,83 0,88 11,33
MSC
23 Alisamento + 1°Derivada + 6 0,85 0,88 10,97
MSC
24 Alisamento + 1°Derivada + 7 0,88 0,92 11,61
MSC
25 Alisamento + 1°Derivada + 8 0,89 0,93 12,20
MSC
26 Alisamento + 2°Derivada + 5 0,88 0,87 5,65
SNV + Centrado na média
27 Alisamento + 2°Derivada + 6 0,89 0,86 5,38
SNV + Centrado na média
28 Alisamento + 1°Derivada + 7 0,90 0,88 5,58
SNV + Centrado na média
29 Alisamento + 1°Derivada + 5 0,85 0,87 5,87
SNV + Centrado na média
30 Alisamento + 1°Derivada + 6 0,87 0,89 5,97

SNV + Centrado na média

Ao avaliar a capacidade de previsdo do teor de acido 5-CQA pelos

modelos desenvolvidos, observou-se que o modelo que apresentou menor erro

de previsdo, bem como menor valor de RMSECYV foi 0 modelo 27.

Analisando a Figura 21, onde esta apresentado o grafico dos parametros

de Leverage e Residuos de Student, verificou-se que a amostra 21 estava acima

do limite de Leverage. Com a finalidade de testar o modelo, a amostra 21 foi

retirada do modelo, porém néao foi verificado nenhuma mudanca na capacidade

de previsao do modelo 27, sendo assim a amostra 21 foi mantida no modelo e

nao foi considerada como amostra outlier.
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FIGURA 21 - GRAFICQS DE LEVERAGE X RESIDUO DE STUDENT OBTIDOS
PELOS MODELOS DE CALIBRACAO PARA ACIDO 5-CQA NO INFRAVERMELHO PROXIMO
(NIR) PARA ERVA-MATE
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A Figura 22 apresenta o grafico de valor previsto versus valor medido,
obtidos pelo modelo de calibracdo 27 para acido 5-CQA no infravermelho

proximo (NIR) para erva-mate, na etapa de validacao cruzada.

FIGURA 22 - GRAFICO~DE VALOR PREVISTO X VALOR MEDIDO OBTIDOS PELOS
MODELOS DE CALIBRACAO PARA ACIDO 5-CQA NO INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR)
PARA ERVA-MATE.
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A Tabela 11 apresenta os valores do erros para determinagao do teor de

acido 5-CQA em erva-mate na etapa de validacéo externa, onde amostras que
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ndo participaram da etapa de calibragdo foram testadas. O Valor médio do erro
de previsdo foi de 5,38%, mostrando uma boa capacidade de previsdao do

modelo.

TABELA 11 - RESULTADOS DA PREVISAO~ DO TEOR DE ACIDO 5-CQA PARA AS
AMOSTRAS DO CONJUNTO DE VALIDACAO EXTERNA, OBTIDOS PELOS MODELOS
DESENVOLVIDOS PARA O INFRAVERMELHO PROXIMO PARA ERVA-MATE

Amostra Valor Referéncia | Valor Previsto pelo modelo 27 Erro
(mg g™ (mg g™) (%)

1 13,25 13,25 0,04

2 13,61 14,08 3,31

3 13,30 13,44 1,09

4 14,03 12,47 12,47

5 13,95 13,67 2,01

6 12,90 14,77 12,65

7 14,57 13,75 6,02
Erro médio 5,38

(%)

Os valores de erro de previsédo do teor de 5—CQA nas amostras de erva-
mate foram os melhores encontrados na previsdo dos compostos fendlicos
individuais, provavelmente pelo teor mais elevado deste composto presente nas
amostras em relacdo a Rutina e ao acido caféico.

Comparando os modelos multivariados desenvolvidos, os modelos para
previsdo dos teores de acido 5—-CQA, apresentaram os melhores resultados
individuais, onde erro médio durante a etapa de validacdo externa foi de
5,38%,entre as amostra do conjunto de validacdo a amostra 6 apresentou o
maior erro em relacdo as demais (12,65%). Os modelos desenvolvidos para
previsdo de rutina e acido caféico apresentaram erros de 12,02% e 18,31%,
respectivamente, apesar de serem valores mais elevados dos que encontrados
para o acido 5 —CQA, estes modelos poderiam ser utilizados no processamento
agroindustrial da erva-mate quando o objetivo fosse avaliar a presenca destes

compostos.
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2.3.3.2.4. Modelos de calibragdo multivariada para previsdo do teor de Contetdo
fendlico total em erva-mate

O teor de conteudo fendlico total foi determinado neste trabalho como
sendo a soma dos teores individuais de rutina, acido caféico e acido 5-CQA,
determinados por HPLC. Para obtengdo do melhor modelo de calibragéo para
compostos fendlicos totais, os espectros NIR foram correlacionados com o0s
teores obtidos por HPLC, onde diferentes pré-processamentos foram testados.
Os melhores modelos obtidos estdo apresentados na Tabela 12.

TABELA 12 - MODELOS DE CALIBRAGCAO PARA COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Modelos Pré-processamento VL R2 RMSECV | RMSEP
(%)
31 Alisamento + 1°Derivada + 5 0,76 1,072 9,53
MSC
32 Alisamento + 1°Derivada + 6 0,82 1,093 8,97
MSC

33 Alisamento + 2°Derivada + 4 0,72 0,971 8,10
MSC + SNV

34 Alisamento + 2°Derivada + 5 0,76 1,07 8,52
MSC + SNV

35 Alisamento + 2°Derivada + 6 0,82 1,09 7,95
MSC + SNV

36 2°Derivada + SNV 4 0,74 1,06 4,29

37 2°Derivada + SNV 6 0,84 1,06 5,20

38 2°Derivada + SNV + Centrado | 4 0,83 1,032 4,13

na média
39 2°Derivada + SNV + Centrado | 5 0,85 1,059 4,21
na média
40 2°Derivada + SNV + 6 0,86 1,057 4,04
Centrado na média

Analisando os modelos apresentados na Tabela 12, verifica-se que o
modelo 40 apresentou o menor valor de erro de previsao na etapa de validacao
externa. O modelo 40 apresentou um valor de coeficiente de determinacgéo (R?)
de 0,863 e RMSCV de 1,057. Analisando o grafico apresentado na Figura 23, o
menor valor de RMSECV ocorre com 3 e 4 variaveis latentes, porém os modelos
com 3, 4 e 5 VLs apresentaram menor capacidade de previsdo em relacdo ao
modelo com 6 VLs (modelo 40). Analisando, ainda a Figura 23 é possivel verificar

gue a partir da quinta variavel latente o valor de RMSECV né&o varia



82

consideravelmente. Sendo assim o modelo 40 foi escolhido como sendo o

melhor modelo para predizer o teor de Contetdo fendlico total em erva-mate.

FIGURA 23 - GRAFICOS DE RMSECV X NUMERO DE VARIAVEIS LATENTES OBTIDOS
PELOS MODELOS DE CALIBRACAO PARA CONTEUDO FENOLICO TOTAL NO
INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR) PARA ERVA-MATE COM 35 AMOSTRAS.
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Para otimizacdo dos modelo de calibracao foi analisado a presenca ou

nao de amostras outlier ou anémalas, através do grafico leverage x residuo de

student, mostrado na Figura 24. Analisando a Figura 24 foi possivel observar

gue as amostras 19 e 20 estavam acima do limite de residuos de Student (£2,5).
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FIGURA 24 - GRAFICO§ DE LEVERAGE X RESIDUO DE STUDENT OBTIDOS PELOS
MODELOS DE CALIBRAGAO PARA CONTEUDO FENOLICO TOTAL NO INFRAVERMELHO
PROXIMO (NIR) PARA ERVA-MATE COM 35 AMOSTRAS.
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As amostras 19 e 20 foram retiradas do conjunto de calibracdo para

verificar se estas influenciavam de forma negativa ou ndo no desenvolvimento

dos modelos. Os modelos desenvolvidos sem as amostras 19 e 20 apresentaram

melhor capacidade de previsdo dos teores de compostos fendlicos. Na Tabela

13 estéo apresentados os modelos de calibracdo com os 33 espectros.

TABELA 13 - MODELOS DE CALIBRAGAO PARA CONTEUDO FENOLICO TOTAL SEM
AMOSTRA 19 E 20

Modelos Pré-processamento VL R2 RMSEC | Erro (%)
\

41 2°Derivada + MSC + Centrado | 3 0,90 0,90 4,50
na média

42 2°Derivada + MSC + 4 0,93 0,92 3,44

Centrado na média

43 2°Derivada + MSC + Centrado | 5 0,94 0,92 4,05
na média

44 2°Derivada + MSC + Centrado | 6 0,94 0,93 4,20
na média

A variacao dos valores de RMSECV, em fun¢édo do nimero de variaveis

latentes, na regido do NIR pode ser visualizada na Figura 25. O menor valor de

RMSECYV foi obtido com 3 variaveis latentes. Os modelos foram desenvolvidos
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com 3,4,5 e 6 variaveis latentes. O menor valor do erro de previséo foi obtido
com 4 variaveis latentes (modelo 42), bem como o melhor valor de coeficiente
de determinacdo (R? = 0,93). Apés a retiradas das amostras 19 e 20 do conjunto
de calibragcéo, houve uma melhora significativa na capacidade de previsdo dos
modelos multivariados, sendo assim tais amostras forma consideradas outliers,
sendo mantidas foras do conjunto de calibragéo.

As quatro variaveis latentes do modelo de calibragdo 42 sé&o
responsaveis por explicar 80,64% da variabilidade espectral e 87,10% da
variabilidade da concentracdo de Conteudo fendlico total.

FIGURA 25 - GRAFICOS DE RMSECV X NUMERO DE VARIAVEIS LATENTES OBTIDOS

PELOS MODELOS DE QALIBRAQAO PARA CONTEUDO FENOLICO TOTAL NO
INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR) PARA ERVA-MATE COM 33 AMOSTRAS.
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Avaliando o grafico apresentado na Figura 26 pode-se observar que
nenhuma amostra estd acima do valor limite de Leverage (0,36), porém a
amostra 5 esta fora do limite de residuos de student (x 2,5 em um nivel de
confianca de 95%). A amostra 5 foi retirada do conjunto de calibracdo, porém
nao houve mudanca na capacidade de previsdo do modelo, sendo assim a

amostra 5 foi mantida no conjunto de calibracao.
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FIGURA 26 - GRAFICO§ DE LEVERAGE X RESIDUO DE STUDENT OBTIDOS PELOS
MODELOS DE CALIBRAGAO PARA CONTEUDO FENOLICO TOTAL NO INFRAVERMELHO
PROXIMO (NIR) PARA ERVA-MATE COM 33 AMOSTRAS.
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A correlacdo do modelo desenvolvido para o conjunto de calibracéo para
a previsdo do teor de Conteudo fendlico total foi verificado por meio do grafico
dos valores medidos ou determinados por HPLC versus valores previstos pelo
modelo 40, como mostra a Figura 27. O modelo desenvolvido apresentou

correlacdo de calibracao de 0,93.
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FIGURA 27 - GRAFICONDE VALOR PREVISTO X VALOR MEDIDO OBTIDOS PELOS
MODELOS DE CALIBRACAO (33 AMOSTRAS) PARA CONTEUDO FENOLICO TOTAL NO
INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR) PARA ERVA-MATE

19.5

185

Y Predicted 1

16.5

175

19~

18-

17

*26

*15
*19
*31

*5
*13

r r r

°17

16

16 -
16.5

17

17.5 18 18.5
Y Measured 1

19

A Tabela 14 apresenta os resultados previstos pelo modelo para o

conjunto de dados de validacdo externa e o erro médio percentual de previsédo

para o conteudo fendlico total em amostras de erva-mate.

TABELA 14 - RESULTADOS DA PREVISAO DO TEOR DE CONTEUDO FENOLICO TOTAL
PARA AS AMOSTRAS DO CONJUNTO DE VALIDACAO EXTERNA, OBTIDOS PELOS
MODELOS DESENVOLVIDOS PARA O INFRAVERMELHO PROXIMO PARA ERVA-MATE

Amostra Valor Referéncia | Valor Previsto pelo modelo 42 Erro

(mg g) (mg g) (%)

1 16,78 16,53 0,50

2 17,92 17,93 0,06

3 17,60 17,66 0,38

4 17,60 16,83 1,86

5 19,05 17,88 6,75

6 17,78 19,21 7,45

7 17,96 18,29 7,09

Erro médio 3,44
(%)
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Chen et al. (2008) desenvolveram modelos multivariados para
determinacdo de compostos fendlicos em amostras de cha verde, utilizando a
correlagdo entre os espectros NIR e fénois totais. De acordo com os autores, 0s
valores de erros obtidos na etapa de validacdo externa foram de 0,733 e R? de
0,958.

Bellincontro et al. (2012) analisaram compostos fendlicos totais em 6leo
de oliva, somando os compostos especificos determinados por HPLC e
obtiveram um valor de R? de 0,87 e RMSEP de 6,33 mg g, com 9 variaveis
latentes.

Bala e Singh (2013) avaliaram fendis totais pelo método de Folin-
Ciocalteu convencional em sementes de mostarda, e obtiveram valor de R? de
0,92 e RMSEP de 0,11 com 6 VLS.

Frizon et al. (2015) desenvolveram modelos de calibragdo multivariada
para determinacdo de compostos fenélicos em erva-mate, pelo método de Folin-
Coicalteu, e encontraram um valor médio de erro de validacdo externa de 12%
e R? de 0,83 com 6 VL.

O modelo de calibragdo multivariada desenvolvido e validado, atravées
do conjunto de validagdo externa (modelo 42), o qual apresentou valor de R? de
0,933, RMSECV de 0,918 e erro de validacao externa medio de 3,44 % é uma
opcao eficaz para determinacdo de Conteudo fendlico total em erva-mate. A
combinacdo de espectroscopia NIR e calibracdo multivariada pode ser uma
alternativa para substituicdo da analise por HPLC, podendo ser aplicada online
para controle os compostos fendlicos nas etapas de processamento de erva-

mate.

2.4 CONCLUSAO

Os teores de Rutina, acido caféico e acido 5-CQA foram determinados
em amostras de erva-mate, por meio da extracdo de componentes da matriz e
posterior quantificacdo por HPLC. Os teores encontrados variaram de 2,50 e
4,01 mg g para a rutina, para o acido 5-CQA os teores variaram entre 12,324 e
14,892 mg g*. Os teores encontrados para o acido caféico variaram entre 0,21

e 1,37 mg g*. Em relacéo aos teores de Contetido fendlico total (considerados
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como a soma dos teores de rutina, &cido caféico e acido 5-CQA), foram
encontrados variacdes entre 16,282 e 19,303 mg g*.

Os espectros das amostras de erva-mate foram obtidos na regido do
infravermelho proximo por reflectancia difusa. A andlise das componentes
principais (PCA) néo identificou diferenga entre as amostras, as quais eram de
diferentes municipios do estado do Parana e diferentes safras (2013 e 2014),
mostrando uma similaridade em relacdo a composi¢ado quimica das amostras.

O método de Regressao por Minimos Quadrados Parciais (PLS),
possibilitou o desenvolvimento de modelos multivariados com elevados
coeficientes de regressdo e baixos erros de previsdo. Estes modelos se
mostraram eficientes para previsdo dos teores de Rutina, acido 5-CQA e
Conteudo fendlico total. Os modelos desenvolvidos para predizer os teores de
acido caféico ndo apresentaram bons resultados, onde o menor erro de previsédo
encontrado foi de 18,31%, podendo ser explicado pela baixa sensibilidade do
NIR quando se tem pequenas concentracdes na amostra.

Os modelos para Rutina, Acido 5-CQA e Contetdo fendlico total
apresentaram erros medios de 12,02 (com 5 variaveis latentes), 5,38 (com 6
variaveis latentes) e 3,44 (com 4 variaveis latentes), respectivamente, na etapa
de validacédo externa.

A espectroscopia na regido do infravermelho aliada a calibracdo
multivariada permitiu a obtencdo de modelos com bom desempenho para
previsao dos teores dos compostos fendlicos em erva-mate, através da utilizacéo
de diferentes pré-processamentos que auxiliaram na extracdo das informacgdes
analiticas sem prejudicar os resultados.

A espectroscopia na regido do infravermelho préximo associado a
calibracdo multivariada mostrou-se uma forma eficiente para determinacdo dos
teores de compostos fendlicos em amostras de erva-mate, podendo ser aplicado

como controle de qualidade na agroindustria ervateira.



89

CAPITULO Il

EFEITO DO EXTRATO AQUOSO DE ERVA-MATE NAS
PROPRIEDADES TERMICAS, REOLOGICAS E ESTRUTURAIS NO
AMIDO DE MILHO CEROSO
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RESUMO
O amido nativo, extraido das plantas sem nenhuma modificacdo, apresenta

algumas limitacdes para muitas aplicagdes em processos industriais modernos.
A modificacdo dos amidos nativos € uma alternativa para promover o aumento
do uso deste polimero, onde a incorporacdo de compostos fendlicos a amidos
nativos € uma alternativa para melhorar suas propriedades funcionais. O objetivo
deste trabalho foi analisar o amido de milho ceroso tratado com extrato aquoso
de erva-mate por meio de técnicas termoanaliticas (Termogravimetria— TG,
calorimetria exploratéria diferencial — DSC), técnicas estruturais (microscopia
eletrbnica de varredura — MEV e difratometria de raios X — DRX) e avaliacdo das
propriedades de pasta (RVA). Extrato aquoso de erva-mate foi incorporado no
amido de milho ceroso. A analise de compostos fendlicos totais verificou que
parte do conteudo fendlico foi incorporado no amido nativo. Pelo TG, observou-
se que a incorporacédo de compostos fendlicos elevou a estabilidade térmica do
amido de milho ceroso. Na analise de DSC observou-se uma diminuicdo da
entalpia de gelatinizacdo ap0s a incorporacdo dos compostos fenolicos. Pelo
RVA observou-se uma diminui¢cao na viscosidade de pico e viscosidade final em
todas as amostras tratadas. Através dos difratogramas de raios X foi verificado
gue as amostras (A, B, C, D, E) apresentaram padréo cristalografico do tipo A,
ocorreu um aumento da cristalinidade das amostras tratadas em relacdo ao
amido nativo. As micro-imagens (MEV) possibilitaram o estudo da estrutura e a
superficie dos granulos de amido. Por meio dos dados obtidos no FTIR foi feito
uma PCA que mostrou que as amostras tratadas se diferenciam da amostra

nativa, caracterizando uma mudanca na estrutura do amido.

3.1 INTRODUCAO

Erva-mate (llex paraguariensis) é uma planta nativa da América do Sul,
representando grande importancia econémica e cultural para os paises dessa
regido, sendo consumida na forma de cha ou chimarrdo. As folhas de erva-mate
apresentam capacidade antioxidante devido a presenga de compostos fendlicos,

entre eles rutina, acido caféico e &cido 5-cafeolquinico (BRAVO; GOYA;
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LECUMBERRI, 2007; VIEIRA et al., 2008; ANESINI et al., 2012). O potencial
antioxidante das infusdes de erva-mate foram largamente estudadas tanto in
vitro (BRAVO; GOYA; LECUMBERRI, 2007) quanto in vivo (BOAVENTURA et
al., 2012; FERNANDES et al., 2012). Além dos compostos fendlicos, encontram-
se na erva-mate as metilxantinas que sédo estimulantes do sistema nervoso
central. Além disso estudos mostram que a erva-mate apresenta propriedades
diuréticas, antiflamatérias, efeitos cardio-protetores e efeitos anti-obesidade
(GORZALCZANY et al., 2001; SCHINELLA; FANTINELLI; MOSCA, 2005).

O amido nativo é aquele extraido das plantas sem nenhuma
modificacdo, no entanto, existem limitacbes quanto as suas propriedades
funcionais que o tornam inadequado para muitas aplicagcbes em processos
industriais modernos (APLEVICZ, DEMIANTE, 2007; KARIM, SUFHA, ZAIDUL,
2008). Uma alternativa que vem sendo muito utilizada nas industrias modernas
€ o uso de amidos modificados com o objetivo de superar uma ou mais limitacdes
dos amidos nativos e, assim promover o aumento da utilizagdo desse polimero
(APLEVICZ, DEMIANTE, 2007; LACERDA et al.-, 2008).

O termo ceroso (ou no inglés, waxy) refere-se as variedades de amido
gue sao compostos totalmente por amilopectina. O milho ceroso, € um cereal
melhorado, sendo cultivado a mais de 100 anos no leste e sudeste asiatico. A
textura € um dos aspectos mais importantes oferecido pelo milho ceroso no
ambito alimentar (TESTER; KARKALAS, 2004; LERTRAT; THONGNARIN,
2008).

A incorporacdo de compostos fendlicos em sistemas alimenticios pode
ser uma pratica promissora para o desenvolvimento de alimentos funcionais.
Estudos mostram que os compostos fendlicos ou polifendis podem influenciar as
propriedades de gelatinizacdo dos amidos (ZHU, 2010), podem inibir a
retrogradacdo do amido de arroz (WU et al., 2009), alterando também a
viscosidade, adesividade e dureza do gel de amido de trigo (ZHU et al., 2009).
No entanto ndo existem estudos relacionados a modificacdo de amidos a partir
de infusBes, somente de extratos puros.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de infusdes de erva-
mate, em diferentes concentracdes nas propriedades térmicas, de pasta e

estruturais do amido de milho ceroso.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 INCORPORAGCAO DE COMPOSTOS FENOLICOS NO AMIDO

O amido de milho ceroso foi misturado com infusées aquosas de erva-
mate. Foram realizadas infusdes aquosas de duas amostras diferentes de erva-
mate na concentracdes de 5 e 15%. A amostra 1 era do municipio de S&o Mateus
do Sul, enquanto a amostra 2 era do municipio de Cruz machado, ambas as
amostras eram da safra de 2014. Na Tabela 15 estédo apresentados os dados de
concentracdo dos compostos fendlicos das amostras 1 e 2, determinados por
HPLC.

TABELA 15 - CONCENTRACAO DE ACIDO 5-CQA, AC, RUTINA E CFT DE AMOSTRAS DE
ERVA-MATE DETERMINADOS POR HPLC

Amostra 5-CQA AC Rutina CFT
1 13,614 1,36 2,95 17,917
2 13,38 1,37 3,28 18,028

5-CQA - Acido 5 -cafeoilquinico
AC — Acido caféico
CFT — Conteuido Fendlico total

As amostras de erva-mate foram pesadas e misturadas com agua a
temperatura de 95°C. A mistura foi deixada em repouso por 20 minutos, sendo
filtrada em seguida. A solucéo filtrada (100 mL) foi misturada com 20 g de amido
de milho ceroso, sendo entdo deixada sob agitacdo por 60 minutos. A solucdo
extrato+ amido foi filtrada e seca em estufa a 40°C por 24 horas. As amostras
foram moidas e armazenadas em dessecador até 0 momento das analises.

As amostras foram codificadas da seguinte maneira: (A): amido nativo;
(B) amido incorporado com extrato aquoso da erva-mate 1 na concentracao de
5%; (C): amido incorporado com extrato aquoso da erva-mate 1 na concentracao
de 15%; (D): amido incorporado com extrato aguoso da erva-mate 2 na
concentracdo de 5%; (E): amido incorporado com extrato aquoso da erva-mate

2 na concentragao de 15%.



93

3.2.2 DETERMINAGCAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

3.2.2.1 Extracao dos compostos fendlicos das amostras

Para extracdo dos compostos fendlicos das amostras de amido
modificado foi utilizada uma solucéo extratora composta por 80 mL de &lcool, 20
mL de &gua destilada e 1mL de &cido férmico 3%. Em um tubo de centrifuga, foi
adicionado 1g da amostra e 10 mL da solucéo extratora, a solucéo foi agitada e
deixada no freezer por 24 horas. Apés esse tempo, a solucdo foi centrifugada
por 20 minutos, onde o sobrenadante foi coletado e colocado em uma baléo
volumétrico de 25 mL. Foi adicionada mais 10 mL da solucao extratora, no tubo
gue continha a amostra, sendo esta centrifugada novamente por 20 minutos. O
sobrenadante foi colocado no baldo e o volume completado para 25mL com agua
destilada.

3.2.2.2. Quantificacdo dos compostos fenolicos

Para determinacdo do teor de compostos fendlicos totais foram
adicionados 0,4 mL da amostra em um tubo de ensaio, 8,4 mL de agua destilada,
0,5 mL do Reagente de Folin-Ciocalteu e 1 mL de Na>COs. A solucdo foi
homogeneizada deixada em repouso por 60 minutos, sendo entdo realizada a
leitura da solucio em espectrofotdbmetro em 720nm. O Acido Gélico foi utilizado

como padréo.

3.2.3 TERMOGRAVIMETRIA / TERMOGRAVIMETRIA DERIVADA (TG/DTG)

As curvas de termogravimetria (TG) foram obtidos usando o sistema de
analise térmica TGA-50 (Shimadzu), em que as amostras foram aquecidas de
30 a 650°C, usando cadinhos de alumina com aproximadamente 10 mg de
amostra, sob um fluxo de ar 150 mL min** e em uma razéo de aquecimento de
10 °C min-t. O instrumento foi previamente calibrado com oxalato de calcio mono-
hidratado. Todas as porcentagens de perdas de massa foram calculadas através

do software TA-60 WS. As curvas de termogravimetria derivada (DTG) foram
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calculadas com o software e utilizadas para a determinacédo das temperaturas

de pico de perda de massa.

3.2.4 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

As curvas DSC foram feitas no equipamento DSC-Q200 (TA-Instruments,
EUA). Preparou-se suspensdes com 2,5 mg de amido, e com o auxilio de uma
micropipeta, adicionou-se 10 pyL de agua, para que a proporcdo fosse 1:4
(amido:agua). Os cadinhos de aluminio usados foram selados para se observar
o fenbmeno de gelatinizagdo. A suspensao ficou em repouso por 1 h para
equilibrar a umidade.

As condicOes do equipamento foram: razdo de aquecimento de 10°C min
1, sob fluxo de ar de 50 mL mint. O equipamento utilizado foi previamente
calibrado com um padrao de indio 99,99 % (Ponto de fusdo = 156,4 °C e AHyys =
28,50 J g1).

3.2.5 PROPRIEDADES DE PASTA

As curvas de propriedade de pasta (RVA) foram obtidas por meio de um
viscosimetro RVA-4 (Newport Sci., Australia). Para a andlise preparou-se uma
suspensao de 2,24 g de amido em base seca, junto a 25,76 g de agua destilada.

A suspensao preparada foi submetida a uma agitacéo rotacional de 160
rpm e aquecimento continuo de 50 a 95°C a uma taxa de 6°C min?. A
temperatura foi mantida a 95°C durante 5 min, e entdo resfriada até 50°C
novamente. Todo o processo teve uma duracdo de 23 minutos. O software
utilizado para obtencédo dos dados e das curvas foi o Thermocline for Windows
(TCW).

3.2.6 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X

As amostras foram analisadas no Difratbmetro de raios-X Ultima 4
(Rigaku, Japéo). Cada amostra foi depositada sobre um suporte de vidro e
exposta a radiagdo CuKa (comprimento de onda de 1.541 A) submetidas a 40

kV e corrente de 30 mA. A radiagao dispersa foi detectada na faixa angular de
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5-50 ° (26), com tempo de varredura de 2 ° mint e uma etapa de 0.02 °. O grau
de cristalinidade relativa foi estimado utilizando a equacdo 3, descrita na
literatura (Oliveira et al., 2014).

Ap
P 3)

Onde Xc = cristalinidade relativa; Ap = area do pico; Ab = &rea de base do

difratograma.

3.2.7 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

A analise de FTIR foi realizada por meio de um espectrofotdmetro
Shimadzu FT-IR 8400 (Shimadzu, Japan). As curvas foram realizadas a uma
resolucdo de 4 cm?, com 64 escaneamentos. Os espectros foram obtidos
utilizando pastilhas contendo uma mistura homogénea de 100mg de KBr seco e
2 mg da amostra seca. Os espectros foram obtidos no comprimento de onda de
400 a 4000 cm™.

3.2.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada no equipamento
VEGA3 (TESCAN). 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, desse modo, inicialmente a amostra foi fixada em uma
fita adesiva de carbono, preparada pelo processo de metalizacdo com plasma
de ouro e paladio. A leitura da imagem se da a partir do detector de elétrons, o
microscopio eletrbnico, que registra as imagens e as transmite a um software

instalado no computador acoplado ao equipamento.
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3.2.9 ANALISES ESTATISTICAS

A analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey foram utilizados para
comparar as médias amostrais com nivel de confianca de 95% (p 0,05). A andlise
estatistica foi realizada utilizando o software Origin 8.0®, sendo realizada em

triplicata.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Os resultados obtidos para compostos fendlicos totais analisados nas
amostras de amido de milho ceroso modificado com extrato aquoso de erva-

mate estéo apresentados na Tabela 16.

TABELA 16 - RELACAO DOS VALORES OBTIDOS PARA COMPOSTOS FENOLICOS NAS
AMOSTRAS DE AMIDOS ANALISADAS (ppm de Acido Galico)

Amostra Teor de compostos fendlicos
Totais (ppm)
A = (amido nativo) N&o detectado
B=(amido + extrato erva-matel - 5%) 1120
C=(amido + extrato erva-matel-15%) 1458
D=(amido + extrato erva-mate?2 - 5%) 2087
E=(amido + extrato erva-mate2-15%) 2450

Analisando os resultados da Tabela 16 € possivel verificar que os
compostos fendlicos presentes nos extratos de erva-mate migraram para o
amido, apds a incorporacdo dos extratos ao amido de milho ceroso. Foi
verificado também que os extratos que apresentavam maior concentracdo de

erva-mate (15%) apresentaram maior migracdo dos compostos fendlicos.
3.3.2 TERMOGRAVIMETRIA/ TERMOGRAVIMETRIA DERIVADA (TG/DTG)
Os resultados TG/DTG para o amido de milho ceroso e para as amostras

que foram tratadas com extrato aquoso de erva-mate estdo apresentados na

Tabela 17. As perdas de massa das amostras ocorreram em trés etapas. A
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primeira etapa da perda de massa ocorre pela vaporizacdo de compostos
volateis, em especial as moléculas de agua adsorvidas nos granulos de amido,
sendo assim, a primeira perda de massa corresponde a umidade das amostras
(DI-MEDEIROS et al., 2014; RIBEIRO et al., 2014). A umidade das amostras,
obtida pelo TG foi: (A) 8,99%, (B) 10,15%, (C) 8,77%, (D) 9,98% e (E) 9,72%. As
primeiras perdas de massa ocorreram desde a temperatura ambiente até 150°C
para o amido nativo, enquanto que para as amostras de amido incorporadas de
polifendis as temperaturas de conclusdes da primeira etapa foram mais baixas,
em torno de 135°C.

ApoOs a etapa de estabilidade, ocorreu a segunda perda de massa, que
corresponde a decomposicdo da cadeia principal do carbono. Na segunda etapa,
a perda de massa foi bastante acentuada, revelando a presenca de grande
guantidade de compostos que apresentam propriedades térmicas semelhantes,
sendo um comportamento dos homopolissacarideos, grupo do qual o amido
pertence. (DI-MEDEIROS et al., 2014).

Segundo Agarwall e Dollimore (1998), quando o amido € aquecido acima
de 300°C, provavelmente ird ocorrer a despolimerizacdo de suas cadeias. O
amido passara por modificacdes irreversiveis, como alteracdo na estrutura do
polimero e formacdo de pirodextrinas. A despolimerizacdo em temperaturas
mais elevadas pode levar a formacdo de compostos como levoluglucosana,
furfural, produtos carbonaceos e compostos de baixo peso molecular.

A segunda etapa de perda de massa das amostras de amidos tratadas
iniciaram-se em temperaturas mais baixas quando comparadas com o amido de
milho ceroso nativo. As temperaturas de conclusdo das amostras tratadas, tanto
na segunda quanto na terceira etapa ndo apresentaram mudancas significativas
em relacdo ao amido nativo. A porcentagem de perda de massa na segunda
etapa das amostras tratadas foi mais elevada em relacdo ao amido nativo.

A segunda e a terceira perda de massa, ocorrem de forma consecutiva,
e sdo devidas a decomposicdo e oxidacdo da matéria organica até a formacao
de cinzas. As cinzas encontradas para as amostras foram: (A) 3,7%, (B) 2,88%,
(C) 2,22%, (D) 2,28% e (E) 2,55%. Os teores de cinzas determinados
apresentaram-se elevados, onde em trabalhos semelhantes este teor ficou em
torno de 0,3% (OLIVEIRA et al., 2014).
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TABELA 17 - RESULTADOS TG/DTG DAS AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO CEROSO (A),
AMIDO DE MILHO CEROSO MODIFICADO POR EXTRATOS DE ERVA-MATE (B), (C), (D) E

(E).

Resultados TG/DTG

Amostra
Etapa Anm/% | ATI°C Tp/°C
1 8.99 26-125 72.66
Estabilidade | - 125-242 |-

(A) 2 73.81 |242-391 [299.56
3 13.50 391-492 |466.34
1 10.15 16-130 76.43
Estabilidade | - 130-235 |-

(B) 2 74.22 235-383 | 297.98
3 12.75 383-505 |483.50
1 8.77 26-135 73.18
Estabilidade | - 135-229 |-

©) 2 76.96 229-388 |290.89
3 12.05 388-490 |474.94
1 9.98 17-125 66.75
Estabilidade | - 125-227 |-

() 2 74.42 227-373 |286.13
3 13.32 373-490 |476.67
1 9.72 26-125 68.87
Estabilidade | - 125-226 |-

(E) 2 74.36 226-389 |288.12
3 13.37 389-495 |474.16

Am, perda de massa (%); AT, diferenca de temperatura ("C); Tp.temperatura de pico ("C).

AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO CEROSO (A), AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO CEROSO
INCORPORADAS DE EXTRATO DE ERVA-MATE/EEM (B=EEM1 A 5%), (C=EEM1 A 15%),
(D= EEM2 A 5%) E (E= EEM2 A 15%).

As amostras tratadas (B, C, D e E) demonstraram semelhancas entre si,

apresentando um aumento de perda de massa na segunda etapa, porém

somente as amostras B e C apresentaram temperaturas maiores de conclusao

nessa etapa, frente ao amido nativo. Oliveira e colaboradores (2014) avaliaram

a modificacdo do amido de milho ceroso com concentragfes diferentes de acido

cloridrico, e obtiveram resultados semelhantes, porém a temperatura de
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conclusdo das etapas de perdas de massa foram maiores para 0s amidos
modificados, caracterizando um aumento da estabilidade térmica do amido. No
presente trabalho houve uma diminuicdo da estabilidade térmica dos amidos
apos a incorporacdo dos compostos fendlicos para as amostras (D) e (E).

Enquanto as amostras (B) e (C) tiveram sua estabilidade térmica aumentada.

FIGURA 28 - CURVAS TG/DTG DAS AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO CEROSO (a),
AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO CEROSO INCORPORADAS DE EXTRATO DE ERVA-
MATE/EEM (b=EEM1 A 5%), (c=EEM1 A 15%), (d=EEM2 A 5%) E (e=EEM2 A 15%).
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A Figura 28 ilustra as curvas TG/DTG das amostras analisadas. As
curvas DTG se caracterizam por ser um recurso matematico que permite
determinar com exatiddo, as temperaturas correspondentes ao inicio e ao
instante em que a velocidade de reacdo € maxima, ou seja a velocidade de perda
de massa é maxima (IONASHIRO, 2005). Através das curvas apresentadas na
Figura 28 € possivel verificar que em todas as amostras a velocidade maxima de
perda de massa ficou em torno de 300°C. as amostras de amido incorporadas
de compostos fendlicos apresentaram temperatura de velocidade maxima de
reacdo um pouco inferior ao da amostra de amido nativo, o que pode ter ocorrido
devido a presenca dos polifendis.
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3.3.3 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

O processo de gelatinizacdo dos amidos e seus parametros especificos
foi avaliada através das curvas DSC. O processo de gelatinizacdo dos amidos é
um fenémeno endotérmico e considerado uma transi¢cao fraca, o mesmo sé
ocorre com 0s amidos em suspenséo aquosa e em cadinhos selados, por isso
selou-se 10 pL da suspenséao de amido preparada em cadinhos de aluminio para
a obtencdo das curvas da Figura 29. A Figura 29 mostra que as curvas de
gelatinizagcdo do amido iniciaram entre 62 a 65°C e concluiram-se de 73 a 76°C.
Todas as curvas apresentaram pico endotérmico caracteristico da curva de

gelatinizagao.

FIGURA 29 — CURVAS DSC AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO CEROSO (a), AMOSTRAS
DE AMIDO DE MILHO CEROSO INCORPORADO DE EXTRATO DE ERVA-MATE/EEM
(b=EEM1 A 5%), (c=EEM1 A 15%), (d=EEM2 A 5%) E (e=EEM2 A 15%)).
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Os valores dos parametros analisados (To, Tp, Tc, AH) estéo
apresentados na Tabela 18. A temperatura inicial de gelatinizacdo dos amidos
com incorporacdo dos extratos de erva-mate foi superior em relacdo ao amido
nativo. Todas as amostras apresentaram valores de T, € Tc muito proximos. A

entalpia de gelatinizagdo diminuiu nas amostra de milho ceroso tratadas com



101

extrato aquoso de erva-mate, sendo que a amostra (B) apresentou o menor valor
de entalpia.

Oliveira et al. (2014) estudaram a modificacdo do amido de milho ceroso
com HCI, e obtiveram valores menores de entalpia de gelatinizacdo para as
amostras tratadas. No mesmo trabalho foi verificado que as amostras nativas
apresentaram to, Tp e Tc inferiores ao encontrado neste trabalho

Analisando outros trabalhos da literatura, a modificagdo do amido de
milho ceroso leva a diminuicdo da entalpia de gelatinizacdo, onde as diferencas
de valores encontrados se deve ao diferente tratamento realizado para a
modificacdo do amido (LUO et al., 2006; MIAO et al., 2011; GAO et al., 2012). A
reducdo do AHger pode ocorrer pela hidrélise das estruturas cristalinas e
helicoidais do amido (JIANG et al., 2011). A entalpia de gelatinizacdo mostrada
na Tabela 18 apresentou um valor mais baixo quando comparado com outros
trabalhos (OLIVEIRA et al., 2014). A diminuicdo da entalpia de gelatinizagcéo é
um aspecto favoravel para a industria alimenticia em relacdo as necessidades
energéticas do processamento do amido. A diferenca da concentracéao de erva-
mate nos extratos nao resultou em grande diferenca entre os dados obtidos no
DSC.

TABELA 18 - RESULTADOS DSC PARA AS AMOSTRAS A, B, C,D eE.

DSC gelatinizacéao
Amostra
To/°C Tp/°C Tc/°C AHga/J g7
A 62.4+0.099 | 69.7+0.01° | 74.4+0.09° 3.4+£0.332
B 62.7+0.04¢ | 69.3+0.01¢| 73.9+0.01¢ 2.7£0.02¢
C 62.9+0.08° | 69.7+0.06° | 74.1+0.02¢ 2.9+0.08"°
D 64.9+0.03% | 71.1+0.012 | 75.0£0.022 | 3.0£0.043>c
E 62.6+0.10° | 69.3+0.02°¢| 73.9+0.02¢ 3.2+0.08%

(*) To “onset” temperatura inicial, Tp temperatura de pico, T. temperatura de conclusao, AHge
entalpia de gelatinizacdo. Medidas seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey (p<0.05). Amostra de amido de milho ceroso (A), amostras de amido de
milho ceroso incorporado de extrato de erva-mate/EEM (B=EEM1 A 5%), (C=EEM1 A 15%),
(D=EEM2 A 5%), (E=EEM2 A 15%).
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Zhu e Wang (2012) avaliaram as propriedades térmicas e reoldgicas do
amido de arroz com diferentes teores de amilose na presenca de Rutina. Os
resultados encontrados por estes autores mostraram que quanto maior o teor de
amilose mais elevadas séo as To, Tp € T, interferindo, assim, nas propriedades
de gelatinizacdo do amido de arroz. As curvas realizadas para a rutina pura nao
mostraram nenhum pico térmico, ou seja, esta se mantém na forma cristalina até
130°C, aproximadamente, na presenca de agua. A presenca de rutina levou a
uma diminuicdo nas temperaturas de inicio, pico e conclusdo do amido, bem
como uma diminui¢do na entalpia de gelatinizacéo.

Wu e colaborados (2009) avaliaram a influéncia de polifendis na
retrogradacao do amido de arroz. As analise de DSC mostraram que a presencga
de polifendis diminuiu a gelatinizacdo e a retrogradacdo do amido de forma
proporcional ao aumento da concentracdo destes compostos.

ZHU et al. (2009) avaliaram a influéncia de extratos de diferentes
plantas, com presenca de compostos fitoquimicos, nas propriedades térmicas,
de pasta e de gelificacdo do amido de trigo e verificaram que 0s parametros
determinados por DSC nédo sofreram alteracdes devido a presenca destes

compostos.

3.3.4 PROPRIEDADES DE PASTA

A Tabela 19 apresenta os valores obtidos no RVA. Analisando estes
valores observou-se uma diminuicdo de viscosidade de pico e viscosidade final
apos a incorporacao dos compostos fendlicos, por meio dos extratos de erva-
mate. A tendéncia de retrogradacdo aumentou apds o tratamento das amostras.
As amostras tratadas apresentam valores de quebra e viscosidade final menores
em relacdo ao amido nativo. A temperatura de pasta determinada pelo RVA
corresponde a temperatura de pico determinada por DSC, comparando 0s
resultados das duas técnicas é possivel observar que as temperaturas sao muito
semelhantes entre si, onde uma possivel variacdo € devido a diferenca da
técnica.

Durante a fase inicial de aguecimento, um aumento na viscosidade é

registrado no RVA quando os granulos comecam a inchar. Neste ponto,



103

polimeros com menor peso molecular, particularmente moléculas de amilose,
comecam a ser lixiviadas dos granulos. Um pico de viscosidade é obtido durante
0 empastamento, quando os granulos, em sua maioria, estdo totalmente
inchados, havendo também granulos intactos e o alinhamento molecular dos
polimeros solubilizados ainda ndo ocorreu dentro do campo de atrito do
instrumento. Durante a fase de temperatura (95°C) e agitacdo constantes os
granulos comegam a quebrar, a solubilizacdo dos polimeros continua e o
alinhamento molecular ocorre dentro do campo de atrito do instrumento,
causando uma diminui¢édo da viscosidade (THOMAS; ATWELL, 1999).

Ao ocorrer resfriamento, alguns polimeros de amilose e amilopectina
solubilizados comegcam a se reassociar, formando um precipitado ou gel
ocorrendo um aumento na opacidade da pasta. Este processo é chamado
retrogradacéo ou setback (WHISTLER; BEMILLER, 1997) e ocorre aumento da
viscosidade. Dependendo do tipo de amido (da fonte botanica, ou se € um amido
natural ou modificado), do nivel de sdlidos, do pH e do regime de aquecimento,
varios perfis de gelatinizacdo e empastamento podem ser gerados (THOMAS;
ATWELL, 1999).

Zhu et al. (2009) avaliaram as propriedades de pasta do amido de trigo
apos a incorporacao de compostos fendlicos. Os resultados obtidos por RVA
mostraram uma aumento na viscosidade de pico, bem como uma diminuicéo do
tempo de pico e viscosidade de pasta. O pH das amostras tratadas foi menor em
relacdo ao amido nativo. A viscosidade final foi menor em todas as amostras
tratadas. A interacdo dos compostos fendlicos com o amido levou a uma
diminuicdo do pH das amostras, o que levou a uma reorganizacdo das cadeias
de amilose e amilopectina, sendo assim a estrutura quimica dos compostos
fendlicos influéncia as propriedades de pasta dos amidos.

As propriedades de pasta do amido de milho ceroso modificado com
acido lactico 1,0M nas temperaturas de 20°C e 40°C foram avaliadas por Lemes
e colaboradores (2014). O tratamento promoveu uma diminui¢ao na viscosidade
de pico e viscosidade final, com maior diferencas em relacdo ao nativo

observadas para temperatura de 40°C.
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TABELA 19 - RESULTADOS RVA AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO CEROSO NATIVO (A) E INCORPORADAS DE EXTRATO DE ERVA-MATE/EEM
(B=EEM1 A 5%), (C=EEM1 A 15%), (D= EEM2 A 5%) E (E= EEM2 A 15%).

A Temperatura | Viscosidade Tempo Tendenmafil Quebra | Viscosidade
mostra de Pasta (°C) | de Pico (cP) de Pico | Retrogradagao (cP) Final (cP)
(seg) (cP)
A 70.7540,012 | 290080020 | SV I0% 1 360 2540.35¢ | 17O00% | 1557.0021.417
B 70.3040.01¢ | 2000092 SO0 415 5050.710 | M49200% | 1504.3020.420
C 70.65+0.01b | 2900:00£0.07 327685§i 399.00+0.07¢ 14(??';31 1414.5040.71¢
D 70.3420,02¢ | 2023 OFLO0 I SIOLSE] 357 2540350 | 1305 O0% | 1467.1520.210
E 70.75:0.01a | 2°12:00+2.83 3%‘&91 438.35+0.492 15023'1531 1423.30£0.42¢
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Os perfis reolégicos das amostras nativa e tratadas com extrato aquoso
de erva-mate estdo representados na Figura 30. Perfis semelhantes foram
encontrados para amidos nativos e modificados em outros trabalhos, como no
caso do amido de milho ceroso modificado com HCI onde ocorreu diminuigéo da
viscosidade de pico, em contrapartida houve um aumentou do tempo de pico. A
tendéncia a retrogradacdo e a viscosidade final diminuiram (OLIVEIRA et al.,
2014).

FIGURA 30 - CURVAS RVA PARA AS AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO CEROSO (A),
AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO CEROSO INCORPORADAS DE EXTRATO DE ERVA-
MATE/EEM (B=EEM1 A 5%), (C=EEM1 A 15%), (D= EEM2 A 5%) E (E= EEM2 A 15%).
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3.3.5 DIFRATROMETRIA DE RAIOS X

Os padrdes dos difratogramas de Raios X entre 0 amido de milho ceroso
(A) e os amidos tratados com extrato aquoso de erva-mate (B, C, D, E) foram
comparados, sendo mostrados na Figura 31 e o grau de cristalinidade relativa

estd apresentado na Tabela 20.
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FIGURA 31 - DIFRATOGRAMAS DE RAIOS X DAS AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO
CEROSO (a), AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO CEROSO INCORPORADAS DE EXTRATO
DE ERVA-MATE/EEM (b=EEM1 A 5%), (c=EEM1 A 15%), (d= EEM2 A 5%) E (e= EEM2 A

15%).
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A partir dos dados apresentados na Tabela 20 foi possivel verificar que
ocorreu uma diminuicdo da cristalinidade na amostra (B) e um aumento da
cristalinidade nas outras amostras tratadas (C, D, E), ndo havendo diferenca
significativa entre as amostras pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.

MIAO et al. (2011) encontraram um aumento da cristalinidade no amido
de milho ceroso apods hidrélise acida das amostras. Os valores de cristalinidade
relativa estdo proximos dos encontrados por OLIVEIRA et al. (2014). Em geral a
diferenca de cristalinidade entre os amidos poderia ser atribuida por alguns
parametros como tamanho do cristal, numero de regides cristalinas, orientacao
das duplas hélices dentro dos dominios cristalinos e extenséo da intera¢ao entre
as duplas hélices (MIAO; ZHANG; JIANG, 2009; SRICHUWONG; JANE, 2007)

TABELA 20 - GRAU DE CRISTALINIDADE RELATIVA PARA AS AMOSTRAS DE AMIDO DE
MILHO CEROSO (A), E AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO CEROSO INCORPORADAS DE
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EXTRATO DE ERVA-MATE/EEM (B=EEM1 A 5%), (C=EEM1 A 15%), (D= EEM2 A 5%) E (E=

EEM2 A 15%)

AMOSTRA GRAU DE CRISTALINIDADE RELATIVA (%)

(A) 23,2 +0,10 2
(B) 23,2 + 0,252
(©) 23,8 + 0,532
(D) 23,5 + 0,702
(E) 23,9 + 0,382

Os amidos de milho ceroso nativo e modificados apresentaram padrao

cristalogréfico do tipo A de acordo com a classificacédo de ZOBEL (1964), com

picos em 15°, 17° e 23" em 26. Os picos dos difratogramas de raios X estao

apresentados na Tabela 21. Os dados encontrados estdo de acordo com outros
trabalhos encontrados na literatura ( KUAKPETOON; WANG, 2006; WEBER;

COLLARES-QUEIROZ; CHANG, 2009; MATTA JUNIOR, 2015).

TABELA 21 - PICOS OBTIDOS POR MEIO DOS DIFRATOGRAMAS DE RAIOS X PARA AS

AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO CEROSO (A), E AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO

CEROSO INCORPORADAS DE EXTRATO DE ERVA-MATE/EEM (B=EEM1 A 5%), (C=EEM1
A 15%), (D= EEM2 A 5%) E (E= EEM2 A 15%).

AMOSTRAS PICOS ()em 26
(A) 14,82 16,76 22,84
®B) 14,94 16,94 22,84
(€) 14,94 16,96 22,96
(D) 14,9 17,06 22,96
(E) 14,84 16,98 22,86

HIZURUKI (1985) estudou a correlacédo entre o tamanho e arranjo das

cadeias de amilopectina e a estrutura cristalina dos granulos de amido. Este

pesquisador concluiu que as amilopectinas do amido tipo A tém em média uma

proporcao maior de moléculas com cadeias curtas do que as amilopectinas dos

amidos tipo B.
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SHI et al. (1998) mostraram que a amilopectina do amido ceroso e
comum tem uma proporcdo maior de moléculas com cadeias curtas
(ramificacdes) e estes amidos possuem um padrao de difragéo do tipo A. No
entanto, o amido com alto teor de amilose apresentou uma propor¢cao maior de
cadeias longas nas suas fragOes ramificadas e apresentou um padréo tipo B. O
fato de os amidos apresentarem padrdes de difracdo diferentes € um indicativo
de que eles possuem uma diferenca na estruturacéo da dupla hélice que forma
o cristal, e isto define suas propriedades funcionais. Uma cristalinidade menor
ndo é necessariamente sinbnimo de menor ordena¢do molecular nos granulos e

sim um indicativo do menor tamanho dos cristais.

3.3.6 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho tem sido amplamente utilizada para
verificar possiveis mudancas estruturais em amido modificados a nivel molecular
(MANO et al.,2003; RAPHAEL, 2006; KUHNEN et al., 2010).

A Figura 32 mostra o espectro no infravermelho do amido de milho
ceroso nativo e dos amidos modificados. As bandas entre as regides de 2900 a
3000 cm? corresponde ao estiramento C-H do grupo metila. A banda de 1325 a
1462 cm ! pertence a deformacéo angular da ligagdo C-H; de 950 a 1153 cm!
aparecem os estiramentos de alcoois secundarios e primarios e de éteres C-O-
C presentes nas cadeias poliméricas do amido (KAEWTATIP; TANATTANAKUL,
2008).

Nos picos entre 990 e 1060 cm™ as informagdes podem ser atribuidas a
vibracdo O-C (DEMIANTE; CEREDA, 2000; HUANG et al., 2006). A banda em
1047 cm? corresponde a parte ordenada ou cristalina do amido, enquanto a
parte amorfa ou desordenada é caracteristica na banda de 1022 cm™ (SMITS et
al., 1998; SHI et al., 2007).
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FIGURA 32 - ESPECTROS NA REGIAO DO INFRAVERMELHO MEDIO (4.000- 400 CM1)
DAS AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO CEROSO (a), AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO
CEROSO INCORPORADAS DE EXTRATO DE ERVA-MATE/EEM (b=EEM1 A 5%), (c=EEM1
A 15%), (d= EEM2 A 5%) E (e= EEM2 A 15%)).
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A espectroscopia no infravermelho mostra-se sensivel as mudancas na
estrutura molecular do amido, tais como: conformacdo da cadeia helicoidal,
cristalinidade, fenémeno de retrogradacéo e contetdo de agua.

As bandas na regido de 2900-3000 cm™ correspondem ao estiramento
C-H, em 1163, 1150, 1124 e 1103 cm tem-se ao estiramento C-O e C-C com
alguma contribuicdo do estiramento C-OH. As bandas em 1077, 1067, 1047,
1022, 994 e 928 cm?' sdo atribuidas as deformacdes C-OH e CH..
(SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1994).

Analisando os espectros da Figura 32 foi observado um pico em todas
as amostras entre 2750 e 3000 cm, sendo mais acentuado no amido nativo.
Este pico pode ser relacionado as ligac6es C-H. A amostra (B) apresentou um
pico em torno de 2250 cm?, causado devido a alguma interferéncia externa
durante a analise. Os picos entre 1250 a 750 cm-1 estdo relacionados aos
estiramentos de alcoois secundarios e primarios e de éteres C-O-C presentes
nas cadeias poliméricas do amido.

As amostras deste estudo possuem estruturas semelhantes e grupos
funcionais iguais. Estas semelhancas estruturais fazem com que o espectro FTIR

dos amidos seja muito semelhante. Estas caracteristicas impossibilitam a
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diferenciacdo das amostras apenas pela analise visual dos espectros. A Andlise
por Componentes Principais (PCA) foi a ferramenta analitica empregada com o
intuito de diferenciar o amido de milho ceroso nativo e os amidos modificados
Esta andlise foi realizada inicialmente pelo processamento dos dados da
transmitancia de toda faixa espectral do infravermelho (4000 a 400 cm™,
conforme mostra a Figura 32) utilizando o programa Matlab versdo 7.0
(Mathworks Inc.). Varios pré-processamentos espectrais foram testados, sendo
a melhor descriminacao obtida através da aplicacdo de segunda derivada. A
primeira componente principal (PC1) descreve 77,45% da variancia dos dados,
enquanto a segunda componente principal (PC2) explica 13,43%. A Figura 34
apresenta o grafico de scores da PC1 versus a PC2.

As amostras na Figura 33 sdo representadas pelos numeros 2, 3, 4,5 e
6 que representam respectivamente as amostras A, B, C, D e E. O amido nativo
se encontra distante das outras amostras. A amostra B € a amostra que menos
sofreu variacao no espectro FTIR em relacdo ao amido ceroso. Através da Figura
33 é possivel verificar que as amostras B, C, D e E apresentam caracteristicas

espectrais semelhantes.

FIGURA 33 — GRAFICO DE SCORES DO PCA NA ANALISE DO AMIDO DE MILHO CEROSO
NATIVO (A OU 2) E AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO CEROSO INCORPORADAS DE
EXTRATO DE ERVA-MATE/EEM (B ou 3=EEM1 A 5%), (C ou 4=EEM1 A 15%), (D ou 5= EEM2
A 5%) E (E ou 6= EEM2 A 15%).
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3.3.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Através das micro-imagens obtidas no MEV, apresentadas na Figura 34,
foi possivel observar a morfologia dos granulos e calcular o diametro médio das
amostras que foram respectivamente: (A) 13,69 £ 3,42 um, (B) 13,62 £ 1,76 pm,
(C) 13,86 + 1,96 um, (D) 13,83 + 2,96 um, e (E) 13,93 + 2,13 um. Nao houve
diferenca significativa entre os didmetros médios das amostras pelo Teste de
Tukey a 5% de significancia.

O formato do granulos condiz ao encontrado por Miao et al. (2011) e
Oliveira et al. (2014). Alguns granulos eram de formato irregular e porosos. Os
poros na superficie dos granulos séo canais que fornecem um canal ao interior
do granulo (HUBER; BEMILLER, 2000).

FIGURA 34 — MICRO-IMAGENS OBTIDOS NO MEV DAS AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO
CEROSO (a), AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO CEROSO INCORPORADAS DE EXTRATO
DE ERVA-MATE/EEM (b=EEML1 A 5%), (c=EEM1 A 15%), (d= EEM2 A 5%) E (e= EEM2 A
15%).

3.4. CONCLUSAO

Os extratos aquosos de erva-mate foram incorporadoa ao amido de
milho ceroso nas concentragdes de 5 e 15%. A determinacdo de compostos

fendlicos totais verificou que parte do contetdo fendlico foi incorporado no amido
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nativo, sendo que os extratos que apresentavam maior concentragdo (15%)
incorporaram maior teor fendlico.

As andlises TG/DTG apresentaram trés perdas de massa consecutivas.
Onde foi observado que a incorporacdo de compostos fendlicos elevou a
estabilidade térmica do amido de milho ceroso, porque retardou o inicio da
segunda perda de massa que corresponde a decomposicao da cadeia principal
do carbono. Na analise de DSC observou-se uma diminuigao da AHgel apos a
incorporagao.

A andlise de RVA mostrou uma diminui¢cdo na viscosidade de pico e
viscosidade final em todas as amostras tratadas, e a amostra (D) apresentou
menor tendéncia a retrogradacdo. As micro-imagens (MEV) possibilitaram o
estudo da estrutura e a superficie dos granulos de amido, onde foi verificada que
nao houve diferenca entre os diametros médios das amostras.

Os dados obtidos a partir dos difratogramas de raios X das amostras (A,
B, C, D, E) apresentaram padrao cristalografico do tipo A, com picos em 15°, 17°
e 23" em 26. Foi observado também que ocorreu um aumento da cristalinidade
das amostras tratadas em relacdo ao amido nativo.

Os dados obtidos no FTIR foram submetidos a uma analise de PCA,
onde foi verificado que as amostras tratadas se diferem da amostra nativa,
caracterizando uma mudanca na estrutura do amido.

A incorporacéo de extratos aquosos de erva-mate para modificacdo das
caracteristicas estruturais e térmicas do amido de milho ceroso, bem como suas
propriedades de pasta, pode ser uma proposta promissora para O
desenvolvimento de novos produtos alimenticios, agregando valor devido aos

beneficios ofertados pela presenca de compostos fendlicos.
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CAPITULO IV

EFEITO DO EXTRATO ALCOOLICO DE ERVA-MATE NAS
PROPRIEDADES TERMICAS, REOLOGICAS E ESTRUTURAIS NO
AMIDO DE MILHO COMUM
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RESUMO
O amido € um carboidrato de reserva das plantas, sendo o amido de milho muito

explorado industrialmente. O amido de milho pode ser classificado de acordo
com o teor de amilose, em comum (sendo composto de amilose e amilopectina)
e ceroso (predomina a amilopectina). A erva-mate apresenta em sua
composicdo quimica compostos fendlicos, que apresentam acentuada
capacidade antioxidante. As propriedades térmicas, reoldgicas e estruturais do
amido de milho comum tratados com extratos de erva-mate foram avaliadas. As
analises de TG/DTG mostraram que ocorreu um aumento da estabilidade
térmica das amostras de amido incorporadas de polifendis. A analise por DSC
revelou que ocorreu uma diminuicdo dos valores de entalpia de gelatinizacéo,
menos para a amostra (D). Nas curvas RVA pode-se observar que os amidos
tratados com extrato de erva-mate (C, D E) apresentaram um aumento da
viscosidade de pico e da viscosidade final. Os difratogramas de raios X
mostraram que as amostras apresentaram padrado tipo A, com um aumento do
grau de cristalinidade relativa apés o tratamento. Pela anélise de FTIR foi
verificado que ocorre mudanca estrutural das amostras tratadas, onde o PCA
mostrou diferenca entre o amido nativo e as amostras tratadas com extrato de
erva-mate. As micro-imagens obtidas por MEV revelaram o diametro médio dos

granulos de amido bem como na observacdo do formato dos mesmos.

4.1 INTRODUCAO

Erva-mate (llex paraguariensis) € uma planta muito cultivada e apreciada
na América do Sul, sendo normalmente consumida na forma de chimarréo e cha
(CARDOZO et al., 2007; PAGLIOSA et al., 2010). No Brasil, o consumo per
capita atinge valores proximos de 1,2 kg por ano, o que é favoravel devido aos
efeitos benéficos da erva-mate sobre a saude humana (MENINI et al., 2007).

Na composicdo quimica da erva-mate encontramos compostos
fendlicos, entre eles a rutina, acido caféico e acido 5-CQA (CANSIAN et al.,
2008). O consumo de compostos fitoquimicos, entre eles os compostos
fendlicos, tem ganhado atencédo devido aos potenciais beneficios a saude, como
capacidades antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatérias (SHAHIDI;
NACZK, 2004; SHAHIDI et al., 2008). Estudos experimentais mostram que o
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consumo regular de compostos fitoquimicos esta relacionado com a diminuigdo
do risco de doencas crénicas como cancer, doengas cardiacas e diabetes (BAO;
FENWICK, 2004; LIU, 2004; SHAHIDI; NACZK, 2004; FRESCO et al., 2006;
HAN; SHEN; LOU, 2007).

Muitas ervas, especiarias e seus extratos séo utilizadas juntamente com
alimentos ricos em amido, como arroz, trigo, principalmente nos paises asiaticos,
como corantes, aromatizantes e agentes de conservacdo (NAKATANI, 1994;
SHAN et al., 2007). Os efeitos dos compostos fendlicos nas propriedades dos
amidos vem sendo estudados, com a finalidade de avaliar sua influéncia na
estabilidade térmica, estrutural e reoldgica dos amidos (WU et al., 2009; ZHU et
al., 2009; ZHU; WANG, 2012).

O amido é a principal substancia de reserva em plantas, sendo obtido de
sementes, raizes e tubérculos. O amido de milho comum se caracteriza pela
formagdo de um gel consistente, & bastante utilizado em sopas desidratadas e
molhos que requerem viscosidade a quente. Os amidos nativos apresentam
algumas limitagcdes tecnologicas, sendo assim a producdo de amidos
modificados é uma alternativa para aumentar a utilizacdo deste polimero nas
aplicacdes industriais WURZBURG, 1986; LEONEL; JACKEY; CEREDA, 1998).

A modificacdo de amidos nativos pode ser realizada por processos
fisicos, tratamento térmico, exposicado a radiacdes, processos enzimaticos ou
processos quimicos. Estas modificacdes alteram profundamente a gelatinizacao
dos granulos de amido nativo, assim como seu comportamento quando na forma
de pasta e sua retrogradacdo (GUILBOT; MERCIER; STARCH, 1985;
BEMILLER, 1997).

O objetivo deste trabalho foi investigar a interacdo entre o amido de milho
comum e extratos de erva-mate, por meio da analise das propriedades térmicas,

estruturais e de pasta do amido.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 INCORPORAGCAO DE EXTRATO ALCOOLICO DE ERVA MATE NO
AMIDO

Os extratos alcéolicos de erva-mate foram incorporados no amido de
milho comum. Para cada uma das amostras de erva-mate (1 e 2), foi realizada
uma infusdo a frio (temperatura ambiente) de erva-mate em etanol, nas
proporgdes de 5g e 15¢g de erva-mate em 100 mL de etanol 99,5% por 48 horas.
Em seguida, cada uma das amostras foi filtrada em papel filtro simples e o filtrado
foi recuperado. A torta retida no filtro foi descartada. O filtrado foi transferido para
béqueres de 100 mL aos quais foram adicionados 20 g de amido de milho
comum. Cada suspensao foi mantida sob agitacdo durante 10 minutos a
temperatura ambiente, para homogeneizacao e interagdo dos compostos. A
descricdo das amostras de erva-mate utilizadas esta apresentada na Tabela 22.

TABELA 22 - CONCENTRAGAO DE ACIDO 5-CQA, AC, RUTINA E CFT DAS AMOSTRAS 1 E 2
DE ERVA-MATE DETERMINADOS POR HPLC.

Amostra Municipio Safra 5-CQA AC | Rutina | CFT
1 S&o Mateus do Sul | 2013 13,614 1,36 2,95 | 17,917
2 S&o Mateus do Sul | 2014 13,38 1,37 3,28 | 18,028

AC — Acido caféico
CFT - anteudo fendlico Total
5CQA — Acido 5-Cafeoilquinico

Apés a incorporacdo dos extratos ao amido as amostras foram
codificadas da seguinte maneira: (A): amido nativo; (B) amido incorporado com
extrato de erva-mate 1 na concentracdo de 5%; (C): amido incorporado com
extrato de erva-mate 1 na concentracdo de 15%; (D): amido incorporado com
extrato de erva-mate 2 na concentracdo de 5%; (E): amido incorporado com
extrato de erva-mate 2 na concentracédo de 15%.

A solucéo foi filtrada sendo o material retido no filtro seco em estufa de
circulacao forcada a 40°C por 24 horas. As amostras foram moidas em moinho

de corte e armazenadas em dessecador até o0 momento das analises.
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3.2.2 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

3.2.2.1 Extracdo dos compostos fenodlicos das amostras

Para extracdo dos compostos fendlicos das amostras de amido
modificado foi utilizada uma solucéo extratora composta por 80 mL de &lcool, 20
mL de agua destilada e 1 mL de &cido formico 3%. Em um tubo de fuga, foi
adicionado 1 g da amostra e 10 mL da solugéo extratora, a solucéo foi agitada e
deixada no freezer por 24 horas. Apés esse tempo, a solucdo foi centrifugada
por 20 minutos, onde o sobrenadante foi coletado e colocado em uma bal&do
volumétrico de 25 mL. Foi adicionada mais 10 mL da solucao extratora, no tubo
gue continha a amostra, sendo esta centrifugada novamente por 20 minutos. O
sobrenadante foi colocado no baldo e o volume completado para 25 mL com
agua destilada.

4.2.2.2. Quantificacdo dos compostos fendlicos

Para determinacdo do teor de compostos fendlicos totais foram
adicionados 0,4 mL da amostra em um tubo de ensaio, 8,4 mL de agua destilada,
0,5 mL do Reagente de Folin-Ciocalteu e 1 mL de Na>COs. A solucdo foi
homogeneizada deixada em repouso por 60 minutos, sendo entéo realizada a
leitura da solucdo em espectrofotdmetro em 720 nm. O padréo utilizado foi o

Acido Galico.

4.2.3 TERMOGRAVIMETRIA / TERMOGRAVIMETRIA DERIVADA (TG/DTG)

As curvas de termogravimetria (TG) foram obtidos usando o sistema de
analise térmica TGA-50 (Shimadzu), em que as amostras foram aquecidas 30-
650°C usando cadinhos de alumina com aproximadamente 7-10 mg de amostra,
sob um fluxo de ar 150 mL min'! e em uma razéo de aquecimento de 10 °C min-
1. Oinstrumento foi previamente calibrado com oxalato de célcio mono-hidratado.
Todas as porcentagens de perdas de massa foram calculadas pelo software TA-

60 WS. As curvas de termogravimetria derivada (DTG) foram calculadas com o
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software e utilizadas para a determinagao das temperaturas de pico de perda de

massa.

4.2.4 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

As curvas DSC foram feitas no equipamento DSC-Q200 (TA-
Instruments, EUA). Preparou-se solu¢bes com 2,5 mg de amido, e com o auxilio
de uma micropipeta, adicionou-se 10 pL de agua, para que a proporcao fosse
1:4 (amido:agua). Os cadinhos de aluminio usados foram selados para se
observar o fenbmeno de gelatinizagdo. A suspensao ficou em repouso por 1 h
para equilibrar a umidade.

As condi¢des do equipamento foram: razdo de aquecimento de 10 °C
mint, sob fluxo de ar de 50 mL min-t. O equipamento utilizado foi previamente
calibrado com um padrao de indio 99,99 % (Ponto de fusdo = 156,4 °C e AHyys =
28,50 J g1).

4.2.5 PROPRIEDADES DE PASTA

As curvas de propriedade de pasta (RVA) foram obtidas por meio de um
viscosimetro RVA-4 (Newport Sci., Australia). Para a analise preparou-se uma
suspensao de 2,24 g de amido em base seca, junto a 25,76 g de agua destilada.

A suspensao preparada foi submetida a uma agitacéo rotacional de 160
rpm e aquecimento continuo de 50 a 95°C a uma taxa de 6°C min?. A
temperatura foi mantida a 95°C durante 5 min, e entdo resfriada até 50 °C
novamente. Todo o0 processo teve uma duracdo de 23 minutos. O software
utilizado para obtencédo dos dados e das curvas foi o Thermocline for Windows
(TCW).

4.2.6 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X

As amostras foram analisadas no Difratbmetro de raios-X Ultima 4
(Rigaku, Japao). Cada amostra foi depositada sobre um suporte de vidro e

exposta a radiacdo CuKa (comprimento de onda de 1.541 A) submetidas a 40
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kV e corrente de 30 mA. A radiagcao dispersa foi detectada na faixa angular de
5-50 ° (26), com tempo de varredura de 2 ° min't e uma etapa de 0.02 °.

4.2.7 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

A andlise de FTIR foi realizada por meio de um espectrofotbmetro
Shimadzu FT-IR 8400 (Shimadzu, Japan). As curvas foram realizadas a uma
resolucdo de 4 cm?, com 64 escaneamentos. Os espectros foram obtidos
utilizando pastilhas contendo uma mistura homogénea de 100 mg de KBr seco
e 2 mg da amostra seca. Os espectros foram obtidos no comprimento de onda
de 400 a 4000 cm,

4.2.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada no equipamento
VEGA3 (TESCAN). 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 atraves da amostra,
previamente preparada, desse modo, inicialmente a amostra foi fixada em uma
fita adesiva de carbono e é preparada pelo processo de metalizagdo com plasma
de ouro e paladio. A leitura da imagem se da a partir do detector de elétrons, o
microscopio eletrbnico, que registra as imagens e as transmite a um software

instalado no computador acoplado ao equipamento.

4.2.9 ANALISES ESTATISTICAS

A andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey foram utilizados para
comparar as médias amostrais com nivel de confianca de 95% (p 0,05). A analise
estatistica foi realizada utilizando o software Origin 8.0%®, sendo realizada em

triplicata.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Os resultados obtidos para compostos fendlicos totais analisados nas
amostras de amido de milho modificados com extratos de erva-mate estéo

apresentados na Tabela 23.

TABELA 23 - RELACAO DOS VALORES OBTIDOS PARA COMPOSTOS FENOLICOS NAS
AMOSTRAS DE AMIDOS ANALISADAS (ppm de 4cido galico)

Amostra Teor de compostos fendlicos
Totais (ppm de acido galico)
Amostra N&o detectado
A = (amido nativo) 2148
B=(amido + EA erva-matel - 5%) 2519
C=(amido + EA erva-matel-15%) 2488
D=(amido + EA erva-mate?2 - 5%) 2795

EA = Extrato Alcoolico

Analisando os resultados da Tabela 23 foi verificado que as amostras de
amido incorporadas com extrato alcoolico de erva-mate apresentam teores de
compostos fenolicos maiores que os encontrados para as amostras de amido
ceroso incorporadas de extrato aquoso (Tabela 16). As amostras tratadas com
concentracbfes maiores de erva-mate (15%) apresentaram maior teor de

compostos fendlicos.

4.3.2 TERMOGRAVIMETRIA/ TERMOGRAVIMETRIA DERIVADA (TG/DTG)

Os resultados TG/DTG para o amido de milho comum e para as
amostras que foram tratadas com extrato de erva-mate estdo apresentados na
Tabela 24. As perdas de massa das amostras ocorreram em trés etapas. A
primeira perda de massa correspondeu perda de compostos volateis, em
especial a agua, determinando assim a umidade das amostras. A umidade das
amostras, obtida pelo TG foram: (A) 9,91%, (B) 10,15%, (C) 8,78%, (D) 9,85% e
(E) 11,39%.
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A segunda e a terceira perda de massa, ocorreram de forma
consecutiva, devido a decomposicdo e oxidacdo da matéria organica até a
formacé&o de cinzas. As cinzas encontradas para as amostras foram: (A) 0,82 %,
(B) 0,3%, (C) 0,34%, (D) 0,35% e (E) 0,27%. O teor de cinzas encontrados para
as amostras foram condizentes com outros trabalhos da literatura (BENINCA et
al., 2008)

TABELA 24 - RESULTADOS TG/DTG DAS AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO COMUM (A),
AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO INCORPORADAS DE EXTRATO ALCOOLICO DE ERVA-
MATE/EEM (B=EEM1 A 5%), (C=EEM1 A 15%), (D= EEM2 A 5%) E (E= EEM2 A 15%).

Amostra Resultados TG/DTG
Etapa AM/% ATI°C Tp/°C
1 9.91 30-133 62.41
Estabilidade - 133-234 -
Q) 2 69.99 234-393 285.49
3 19.28 393-530 462.92
1 10.15 15-136 71.68
®) Estabilidade - 136-245 -
2 65.24 245-381 263.26
3 24.31 381-567 459.84
1 8.78 29-135 74.64
Estabilidade - 135-241 -
©) 2 65.48 241-393 261.63
3 25.40 393-560 459.58
1 9.85 20-141 73.26
Estabilidade - 134-239 -
©) 2 65.61 239-392 267.62
3 24.19 392-591 455.46
1 11.39 20-120 65.47
Estabilidade - 120-225 -
(E) 2 67.22 225-381 268.79
3 21.12 381-525 450.47

Am, perda de massa (%); AT, diferenca de temperatura (°C); Tp.temperatura de pico ("C).

As amostras tratadas demonstraram semelhancas entre si,
apresentando uma diminuicdo de perda de massa na segunda etapa e

temperaturas menores de conclusdao que o amido nativo. Durante a terceira
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etapa de perda de massa ocorreu um aumento nas temperaturas de concluséo
apos a incorporacdo dos extratos. As amostras tratadas apresentaram menor
estabilidade térmica pois iniciaram a segunda perda de massa, correspondente
a degradacao da matéria organica em uma temperatura mais elevada. Beninca
e colaboradores (2008) avaliaram a modificagédo do amido de milho comum com
HCI, em diferentes temperaturas, onde os resultados encontrados para a analise
TG mostraram que a temperatura inicial da segunda perda de massa foi muito
superior a este trabalho, ou seja, as temperaturas foram acima de 278°C.

As diferencas nas temperaturas iniciais e finais para cada etapa da perda
de massa mostra que a incorporacdo dos compostos fendlicos provocou
alteracfes nas propriedades térmicas, para perda de massa, das amostras.

A Figura 35 ilustra as curvas TG/DTG das amostras analisadas. As
curvas DTG possibilitaram a determinacdo da temperatura de pico, ou seja, a
temperatura onde a velocidade de perda de massa foi maxima. As amostras
apresentaram maior perda de massa em torno de 300°C. Analisando outros
trabalhos semelhantes da literatura para o amido de milho comum e amido de
mandioca, os resultados encontrados foram semelhantes (BENINCA et al.,
2008).

FIGURA 35 - CURVAS TG/DTG DAS AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO COMUM (a),
AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO INCORPORADAS DE EXTRATO ALCOOLICO DE ERVA-
MATE/EEM (b=EEM1 A 5%), (c=EEM1 A 15%), (d= EEM2 A 5%) E (e= EEM2 A 15%).
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3.3.3 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

As curvas de DSC foram realizadas para avaliar o processo de
gelatinizagdo dos amidos modificados com extrato de erva-mate. A Figura 36
mostra as curvas de DSC para a amostra de milho nativa (A) e as amostras
tratadas (B, C, D, E).

FIGURA 36 — CURVAS DSC DO AMIDO DE MILHO COMUM NATIVO (A) E AMOSTRAS DE
AMIDO DE MILHO INCORPORADAS DE EXTRATO ALCOOLICO DE ERVA-MATE/EEM
(b=EEM1 A 5%), (c=EEM1 A 15%), (d= EEM2 A 5%) E (e= EEM2 A 15%).

Heat Flow/mW
!

Temperature/°C

Avaliando a Figura 36 foi observado que todas as amostras
apresentaram um pico endotérmico, onde a area deste pico corresponde a
entalpia de gelatinizacdo do amido. As curvas de gelatinizacdo do amido
iniciaram-se 64 e 65°C e concluiram-se entre 73 e 74°C.

A Tabela 25 mostra os resultados de DSC obtidos e como pode ser
observado a introducdo de compostos fendlicos afetou as propriedades de
gelatinizacdo do amido de milho comum. Foram avaliadas as Temperaturas de
inicio e conclusado da curva de gelatinizacdo, bem como a temperatura de pico e
a variacdo da entalpia de gelatinizacdo. Durante a primeira transicdo
endotérmica, comparado com o amido nativo (A), a amostra (B) apresentou
temperatura inicial e entalpia de gelatinizagcdo menor. Enquanto as amostras C,

D e E apresentaram temperatura inicial mais elevada que o amido nativo.
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Somente a amostra D apresentou entalpia de gelatinizagdo maior que o amido
nativo.

Resultados semelhantes foram encontrados para o amido de milho
modificado (LEMES et al, 2014) e para amido de trigo modificado com compostos
fitoquimicos (ZHU et al., 2009).

Beninca et al. (2008) ao analisar as propriedades térmicas do amido de
milho comum nativo e modificado com HCI, verificaram que apés o tratamento,
as amostras de amido apresentaram valores mais baixos de T,, Ty, Tc € entalpia
de gelatinizagéo.

A incorporacdo de compostos fendlicos ou polifendis ao amido de milho
comum ndo provocou mudancas na suas propriedades térmicas, sendo este
fator esperado, visto que os compostos fendlicos foram adicionados com a

finalidade de tornar o amido um produto fitoquimico.

TABELA 25 - RESULTADOS DSC PARA AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO COMUM (A),
AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO INCORPORADAS DE EXTRATO ALCOOLICO DE ERVA-
MATE/EEM (B=EEM1 A 5%), (C=EEM1 A 15%), (D= EEM2 A 5%) E (E= EEM2 A 15%)).

DSC gelatinizacéo

Amostra

Tol°C To/°C To/°C AHgolJ g™
(A)  64.900.02° 69.04+0.01°¢ 73.64%0.01° 3.27+0.03"
(B)  64.27:0.019 69.02:0.01° 73.47£0.01¢ 3.07+0.01°
() 6517:0.01% 69.11x0.02° 73.57:0.01° 3.19+0.01%
(D)  64.72t0.01° 69.12:0.03° 73.35:0.01° 3.43:0.02°
(E) 6513:0.08% 69.42:0.01° 73.88+0.02% 3.16:0.11%

(*) To “onset” temperatura inicial, Tp temperatura de pico, T. temperatura de conclusdo, AHgl
entalpia de gelatinizacdo. Medidas seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey (p<0.05).

3.3.4 PROPRIEDADES DE PASTA

A Tabela 26 mostra os valores obtidos no RVA para as amostra de milho
comum nativo e tratadas. Analisando estes valores observou-se uma diminuicéo
de viscosidade de pico para todas as amostras tratadas. Em relacdo a

viscosidade final, somente ocorreu diminuicdo na amostra (B). A tendéncia de
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retrogradacdo aumentou apés o tratamento das amostras, somente ocorrendo
uma leve diminuicdo na amostra (B). As amostras tratadas apresentam valores
de quebra maiores que para o amido nativo nas amostras (C, D, E).

A estrutura quimica dos compostos fendlicos bem como as
caracteristicas das amostras de erva-mate apresentaram influéncia nas
propriedades de pasta dos amidos modificados, tais mudancas foram
comprovadas através das mudancas dos parametros obtidos por RVA.

Os perfis reolégicos das amostras nativa e tratadas com extrato aquoso

de erva-mate estéo representados na Figura 37.

FIGURA 37- CURVAS RVA PARA AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO COMUM (a),
AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO INCORPORADAS DE EXTRATO ALCOOLICO DE DE
ERVA-MATE/EEM (b=EEM1 A 5%), (c=EEM1 A 15%), (d= EEM2 A 5%) E (e= EEM2 A 15%).
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TABELA 26 - RESULTADOS RVA DAS AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO COMUM (A), AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO INCORPORADAS DE

EXTRATO ALCOOLICO DE ERVA-MATE/EEM (B=EEM1 A 5%), (C=EEM1 A 15%), (D= EEM2 A 5%) E (E= EEM2 A 15%).

Viscosidade

Tendéncia a

Temperatura ~ | Quebra/mPa. Viscosidade Tempo de
Amostra de Pasta/°C . de Retrogradaca S Final/mPa.s Pico/s

Pico/mPa.s o/mPa.s
1970.30+0.42

(A) 82.90+0.07° a 699.55+0.78% |  766.15+0.21° 1903.60+0.85% | 535.65+0.212
1744.25+0.35

(B) 83.63+0.042 e 659.50+0.71° | 684.18+0.25¢ 1719.25+0.35% | 535.95+0.212
1930.50+2.12

(®) 78.08+0.04¢ b | 1109.25+1.77% | 890.08+0.112 2148.00+1.413 | 511.90+0.144
1903.80+0.28

(D) 81.58+0.04°¢ ¢ 898.50+0.71¢ | 780.55+0.78° 2021.15+1.20° | 528.25+0.35°
1765.50+0.71

(E) 81.54+0.02¢ d 930.63+0.53" |  740.40+0.57¢ 1956.05+0.07¢ | 523.90+0.14°

126
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Na literatura foram encontrados trabalhos que avaliaram as
propriedades de pasta no amido de milho comum. Lemes et al. (2012) avaliaram
as propriedades de pasta do amido de milho comum modificado com &cido
lactico e houve uma diminuicdo nos parametros de viscosidade. Porém, para a
modificagdo do &cido latico a 20°C houve um aumento e semelhanga com a
amostra de amido ceroso modificado com &cido lactico. Os autores verificaram
uma diminui¢éo na viscosidade de pico e final devido a hidrdlise provocada pela
acdo do acido latico, com maiores diferencas para as amostras de milho normal
e ceroso a 40°C.

3.3.5 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X

As amostras de amido de milho comum nativo e tratadas com extrato de
erva-mate foram submetidas as analises de difratometria de raios X, onde os

padrdes encontrados estao apresentados na Figura 38.

FIGURA 38 - DIFRATOGRAMAS DE RAIOS X DAS AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO
COMUM NATIVO (a), AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO INCORPORADAS DE EXTRATO
ALCOOLICO DE ERVA-MATE/EEM (b=EEM1 A 5%), (c=EEM1 A 15%), (d= EEM2 A 5%) E (e=
EEM2 A 15%).
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Na Tabela 25 estdo apresentados os dados do grau de cristalinidade

relativa para as amostra de amido de milho nativo (A) e tratadas (B, C, D e E).
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Analisando os dados da Tabela 27 foi verificado que ocorreu aumento no grau
de cristalinidade dos amidos modificados, onde de acordo com o Teste de Tukey
a 5% de significancia as amostras A e D apresentam diferengas significativas
entre si e entre as demais amostras. O aumento da cristalinidade pode ter
ocorrido devido a presenca de compostos fendélicos que foram incorporados a

partir dos extratos alcodlicos de erva-mate.

TABELA 27 - GRAU DE CRISTALINIDADE RELATIVA PARA AS AMOSTRAS DE AMIDO DE
MILHO COMUM (A), AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO INCORPORADAS DE EXTRATO
ALCOOLICO DE ERVA-MATE/EEM (B=EEM1 A 5%), (C=EEM1 A 15%), (D= EEM2 A 5%) E
(E= EEM2 A 15%).

AMOSTRA GRAU DE CRISTALINIDADE RELATIVA (%)

(A) 24,72 +0,10 ¢
(B) 30,21 + 0,132
(C) 30,16 + 0,52P
(D) 27,77 £ 0,40°
(E) 30,92 + 0,372

Os amidos de milho comum nativos e modificados apresentaram padrao
cristalografico do tipo A, de acordo com a classificacdo de ZOBEL (1964), com
picos em 15°, 17° e 23" em 26. Os picos dos difratogramas de raios X estéo
apresentados na Tabela 28. Os dados encontrados estdo de acordo com outros
trabalhos encontrados na literatura ( KUAKPETOON; WANG, 2006; WEBER;
COLLARES-QUEIROZ; CHANG, 2009; MATTA JUNIOR, 2015)

TABELA 28 - PICOS OBTIDOS POR MEIO DOS DIFRATOGRAMAS DE RAIOS X PARA AS
AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO CEROSO (A), AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO
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INCORPORADAS DE EXTRATO ALCOOLICO DE ERVA-MATE/EEM (B=EEM1 A 5%),
(C=EEM1 A 15%), (D= EEM2 A 5%) E (E= EEM2 A 15%).

AMOSTRAS

PICOS ()em 26

(A)

15,04 17,08 23,00

(B)

14,84 17,54 22,82

(€)

15,06 17,62 22,88

(D)

14,80 17,70 22,72

(E)

14,72 17,94 23,02

3.3.6 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE

FOURIER (FTIR)

A Figura 39 apresenta os espectros no infravermelho do amido de milho

comum nativo (A) e dos amidos modificados com extrato de erva-mate (B, C, D,

E).

FIGURA 39 - ESPECTROS NA REGIAO DO INFRAVERMELHO MEDIO (4.000 - 400 CM)
DAS AMOSTRAS DE AMIDOS NATIVO (a) E AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO
INCORPORADAS DE EXTRATO ALCOOLICO DE ERVA-MATE/EEM (b=EEM1 A 5%),
(c=EEM1 A 15%), (d= EEM2 A 5%) E (e= EEM2 A 15%).
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Com o objetivo de verificar se ocorreram mudancas na estrutura
molecular dos amidos modificados foi realizado uma anélise de componentes
principais (PCA). Foram aplicados diferentes pré-processamentos para verificar
qual apresentava melhor separacdo das amostras, através da minimizacédo de
interferentes, como ruidos. O pré-processamento que apresentou melhor
resultado foi alisamento seguido de segunda derivada. A Figura 40 apresenta o
PCA das amostras de milho comum nativo e as tratadas. As amostras sdo
representadas pelos niumeros 2, 3, 4, 5 e 6 que representam respectivamente as
amostras A, B, C, D e E. A amostra nativa encontra-se em quadrante diferente
das demais amostras. As amostra B e C, que foram tratadas com extrato da
amostra 1 de erva-mate encontram-se no mesmo quadrante e em quadrante
diferente das amostras C e D. Sendo assim, foi possivel verificar uma separacéo
das amostras, mostrando que ocorreu modificacdes na estrutura do amido apés

a incorporacao do extrato alcodlico de erva-mate.

FIGURA 40 — GRAFICO DE SCORES DO PCA NA ANALISE DAS AMOSTRAS DE AMIDO
COMUM (A ou 2) AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO INCORPORADAS DE EXTRATO
ALCOOLICO DE ERVA-MATE/EEM (B ou 3=EEM1 A 5%), (C ou 4=EEM1 A 15%), (D ou 5=
EEM2 A 5%) E (E ou 6= EEM2 A 15%).
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Foi realizado uma PCA das amostras de milho comum nativo (2) e
tratadas (3, 4, 5 e 6), juntamente com as amostras de amido de milho ceroso
nativo (7) e modificados (8, 9, 10 e 11). A primeira componente (PC1) principal
explica 63,90% da variancia dos dados, sendo os detalhes das amostras
explicadas a partir da segunda componente principal. A Figura 41 apresenta o
grafico de scores da PC2 versus PC3. As amostras 3, 4, 5, 6, 10 e 11 se
assemelham entre si por estarem no mesmo quadrante e proximas umas das
outras. O amido de milho comum nativo se diferencia das demais amostras. Por
meio do PCA da Figura 40 foi possivel verificar separacédo entre as amostras
analisadas.

FIGURA 41 - GRAFICO DE SCORES DO PCA NA ANALISE DAS AMOSTRAS DE AMIDO
COMUM (A ou 2) AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO INCORPORADAS DE EXTRATO
ALCOOLICO DE ERVA-MATE/EEM (B ou 3=EEM1 A 5%), (C ou 4=EEM1 A 15%), (D ou 5=
EEM2 A 5%) E (E ou 6= EEM2 A 15%) JUNTAMENTE COM AMOSTRAS DE AMIDO
CEROSO NATIVO (7) AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO CEROSO INCORPORADAS DE
EXTRATO DE ERVA-MATE/EEM (8=EEM1 A 5%), (9=EEM1 A 15%), (10= EEM2 A 5%) E
(11= EEM2 A 15%).
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3.3.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As micro-imagens obtidas no MEV estéo apresentadas na Figura 42. O
diametro médio das amostras foram, respectivamente: (A) 11,59 + 3,65 um, (B)
15,15 + 3,60 um, (C) 14,6 + 2,62 um, (D) 14,52 + 2,41 um, e (E) 15,26 + 2,78
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pum. ApGs a incorporagdo dos compostos fendlicos nas amostras de amido, como
dito anteriormente houve uma mudanca estrutural nos granulos o que ocasionou
um aumento no didmetro médio das amostras tratadas em relacdo ao amido
nativo.

O formato dos granulos de amido, como ja relatado em outros estudos,
apresentou uma morfologia poliédrica irregular (BENINCA et al., 2008; LEMES
et al., 2014).

FIGURA 42 — MICRO-IMAGENS OBTIDOS NO MEV DAS AMOSTRAS DE AMIDO COMUM
NATIVO (a), AMOSTRAS DE AMIDO DE MILHO INCORPORADAS DE EXTRATO
ALCOOLICO DE ERVA-MATE/EEM (b=EEM1 A 5%), (c=EEM1 A 15%), (d= EEM2 A 5%) E (e=
EEM2 A 15%).

3.4. CONCLUSOES

Por meio da analise de compostos fendlicos totais nas amostras de
amido de milho comum tratadas foi comprovada que ocorreu incorporacao deste
compostos provenientes dos extratos de erva-mate.

Através da andlise TG/DTG foi verificada que ocorreu um aumento na
estabilidade térmica dos amidos pois iniciaram a segunda perda de massa,
correspondente a degradacdo da matéria organica em uma temperatura mais

elevada.
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De acordo com dados obtidos da andlise por DSC durante a primeira
transicdo endotérmica, a amostra B, de amido de milho incorporada de extrato
alcodlico de erva-mate 1 a 5%) apresentou temperatura inicial e entalpia de
gelatinizagdo menor, em relagao ao amido nativo. Enquanto as amostras C, D e
E respectivamente, amostras de amido de milho incorporadas de extrato
alcéolico de erva-mate/EEM (C=EEM1 A 15%), (D= EEM2 A 5%) E (E= EEM2 A
15%), apresentaram temperatura inicial mais elevada que o amido nativo.
Somente a amostra D apresentou entalpia de gelatinizagdo maior que o amido
nativo.

A analise por RVA mostrou uma semelhanca nos perfis das curvas, com
um aumento na viscosidade de pico e final para a maioria das amostras tratadas.

Os difratogramas de raios X das amostras de milho comum nativo e
tratadas apresentam um padrdo cristalografico do tipo A, onde ocorreu um
aumento do grau de cristalinidade relativa das amostras de amido apds a
modificagdo com extrato de erva-mate.

Através da analise por FTIR e por PCA foi possivel verificar uma
separacao das amostras, mostrando que ocorreu modificagdes na estrutura do
amido apos a incorporacdo do extrato de erva-mate.

As micro-imagens obtidas no MEV possibilitaram avaliar a estrutura dos
granulos dos amidos, bem como determinar os diametros médios, onde foi
verificado um aumento nos granulos de amidos modificados em relacdo ao
nativo.

Os resultados obtidos permitiram avaliar as mudancas térmicas,
estruturais e reolégicas que ocorrem no amido de milho modificado com extrato

aquoso de erva mate.
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CONCLUSOES FINAIS

Os compostos fendlicos que foram extraidos e quantificados nas
amostras de erva-mate por HPLC resultaram em valores que variaram entre 0,2
al,37mgg?l, 12,324 a14,892mggte 25a4,01mgg? respectivamente para
Acido Caféico, Acido 5-Cafeoilquinico e Rutina.

Espectros obtidos no Infravermelho proximo para amostras de erva-mate
e os teores definidos por HPLC permitiram o desenvolvimento de modelos de
calibracao multivariada utilizando método PLS para determinacéo dos teores de
Rutina, Acido caféico, Acido 5-CQA e compostos fendlicos totais (soma dos
teores individuais determinados por HPLC).

Os modelos desenvolvidos apresentaram bons resultados de predicéo
dos teores de Rutina, Acido 5-CQA e compostos fendlicos totais em amostras de
erva-mate, com erros de validacéo de 12,02% (com 5 VL), 5,38% (com 6 VL) e
3,44% (com 4 VL), respectivamente.

A adicdo de extratos aquosos e alcodlicos de erva-mate ao amido de
milho (ceroso e comum) possibilitou a incorporacdo de compostos fendlicos,
determinados através da analise de compostos fendlicos totais.

O amido de milho ceroso incorporado de extrato agquoso de erva-mate
elevou a estabilidade térmica do amido, bem como proporcionou uma diminuicao
na entalpia de gelatinizacdo do mesmo. Ocorreu uma diminuicéo na viscosidade
de pico e viscosidade final em todas as amostras tratadas. As amostras de amido
apresentaram padréo cristalografico do tipo A. Os dados obtidos no FTIR foram
submetidos a uma analise de PCA, onde foi verificado que as amostras tratadas
se diferem da amostra nativa, caracterizando uma mudanca na estrutura do
amido.

O amido de milho comum incorporado de extrato alcodlico de erva-mate
apresentou aumento na estabilidade térmica em relacdo ao amido nativo. ApGs
tratadas as amostras apresentaram um aumento na viscosidade de pico e final.
As amostras de milho comum nativo e tratadas apresentam um padrao
cristalogréfico do tipo A, onde ocorreu um aumento do grau de cristalinidade
relativa das amostras de amido apos a modificagdo com extrato de erva-mate.

Através da andlise por FTIR e por PCA foi possivel verificar uma separacao das
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amostras, mostrando que ocorreu modificagbes na estrutura do amido apos a
incorporagao do extrato de erva-mate.

A incorporagéo dos compostos fendlicos em amido de milho, a partir de
extratos de erva-mate € uma proposta promissora para o desenvolvimento de
novos produtos alimenticios, agregando valor devido aos beneficios ofertados

pela presenca de compostos fendlicos.
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