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RESUMO GERAL

O ozbnio é considerado um sanitizante seguro para uso em produtos alimenticios
pela sua propriedade de auto-decomposi¢ao em oxigénio, ndo deixando residuos
nos alimentos. O amido, por sua vez, € um produto de ampla aplicagao na
industria de alimentos, especialmente pela sua propriedade de retengédo de agua e
capacidade de formar géis. Neste estudo, avaliou-se a eficiéncia do ozénio como
um método de descontaminacdo do amido de mandioca e a influéncia da umidade
do produto na eficacia do tratamento. Além disso, verificou-se o efeito do
tratamento nas caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e nas propriedades de
pasta do amido e, posteriormente, estudou-se o comportamento do produto
tratado com o0z6nio, durante dois meses de estocagem. Em amido de mandioca
com 18% de umidade, foram empregadas concentragdes de 0z6nio no ar de 40 e
113 ppm para avaliar a inativagao de E. coli, e uma concentragdo de 118 ppm,
para avaliacao da inativacado de esporos de B. subtilis. Os tempos de exposi¢cao ao
o0z6nio empregados foram de 30, 60, 90 e 120 minutos. O tratamento durante 120
minutos, nas duas concentracbes estudadas, promoveu uma redugdo de
aproximadamente 2 ciclos logaritmicos na populagdo de E. coli inoculada no
amido. Para os esporos de B. subtilis, por sua vez, os tratamentos nao resultaram
em inativagao significativa (< 1 ciclo log). Em amido com 30% de umidade, foram
estudadas as concentragcdes de 40 e 118 ppm de ozdnio para avaliar a inativagao
de E. coli e esporos de B. subtilis. Na menor concentragdo e maior tempo de
exposicdo empregados (40 ppm/120 minutos), foi obtida uma redugéo de 3,6
ciclos logaritmicos na populagao de esporos de B. subtilis. E na concentragao de
118 ppm, aos 90 e 120 minutos de tratamento, foram obtidas redugdes superiores
a 5 ciclos logaritmicos. Para a populagao de E. coli, por sua vez, os tratamentos a
40 ppm durante 60 minutos e 118 ppm por 30 minutos foram responsaveis pela
obtencdo de reducgbes superiores a 6 ciclos logaritmicos na concentragdo do
microrganismo inoculado. Para avaliacado do efeito do ozdnio nas caracteristicas
fisico-quimicas (pH, cor e oxidacao), sensoriais (cor € odor) € nas propriedades de
pasta do amido de mandioca, o produto com 30% de umidade foi submetido aos
tratamentos com o0zdnio gasoso nas concentragcdes de 40 e 118 ppm por 30, 60,
90 e 120 minutos para a menor, e por 30 e 60 minutos para a maior concentragao.
O pH das amostras ozonizadas foi significativamente inferior (p<0,05) ao pH da
amostra ndo tratada. No entanto, a cor e o conteudo de carboxila e carbonila do
amido de mandioca nao foram significativamente alterados pelo ozénio. Por sua
vez, as propriedades de pasta do amido ozonizado foram parcialmente alteradas,
sendo que o efeito do ozbdnio foi mais evidente nos parametros de pico de
viscosidade e breakdown, proporcionando a obtencdo de pastas de amido com
maior poder de intumescimento e com menor estabilidade de pasta durante o
cozimento sob agitagdo. Na avaliagdo sensorial, o efeito do ozénio foi mais
evidente no atributo de odor do que no atributo de cor, sendo que metade das
amostras ozonizadas sofreu o efeito do 0zdnio nas suas caracteristicas sensoriais.
Para avaliagao das caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais, microbiologicas e
das propriedades de pasta do amido de mandioca tratado com ozdnio, durante
dois meses de estocagem, o produto com 30% de umidade foi submetido a 118
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ppm de ozénio durante 90 minutos. Com excec¢ao do pH, as caracteristicas fisico-
quimicas (umidade, cor e oxidagdo) do amido de mandioca nao foram
significativamente alteradas pelo oz6nio. Nas propriedades de pasta, o efeito do
ozbnio foi mais evidente nos parametros de pico de viscosidade, breakdown e
setback, proporcionando a obtencdo de pastas de amido com maior poder de
intumescimento, menor estabilidade de pasta durante o cozimento sob agitagéo e
menor tendéncia a retrogradagédo. O tratamento com ozbnio provocou alteragdes
significativas nas caracteristicas sensoriais de cor e odor do amido, sendo seu
efeito mais notavel no segundo atributo. Os resultados obtidos no estudo das
caracteristicas do amido, ao longo do periodo de estocagem, indicaram uma maior
estabilidade do produto quando o tratamento de ozonizagdo foi empregado,
evidenciada principalmente pelas variaveis fisico-quimicas. Quanto as
caracteristicas microbioldgicas, as amostras estudadas estavam de acordo com a
legislagao vigente e a ozonizagao proporcionou a reducédo da concentragao de B.
cereus do produto. Além disso, a carga microbiana das amostras permaneceu
inalterada ao longo do periodo de estocagem.

Palavras-chave: Ozonizagcdo. Amido de mandioca. Escherichia coli. Bacillus
subtilis.
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SUMMARY

Ozone is considered a safe sanitizer to use in foods, due to its property of self-
decomposition into oxygen, leaving no residue in food. Starch, on the other hand,
is widely used in food industries due to its high water-holding capacity and ability to
form gels. In this study, the effectiveness of ozone as a method of decontamination
of cassava starch and the influence of the moisture content of the product on
ozone efficiency were studied. Furthermore, the effect of the ozone on the
physicochemical and sensory characteristics and pasting properties of cassava
starch was determined. Also, the behavior of the starch treated with ozone was
studied during two months of storage. In starch with a final moisture content of
approximately 18%, ozone concentrations of 40 and 113 ppm were employed to
evaluate the inactivation of E. coli and a concentration of 118 ppm, to evaluate the
inactivation of B. subtilis spores. The exposure times used were 30, 60, 90 and 120
minutes. The treatments of 120 minutes, in the concentrations of 40 and 113 ppm,
promoted a decrease of about 2 logarithmic cycles on the population of E. coli. For
the spores of B. subtilis, the treatments with ozone did not result in a significant
inactivation (<1 decimal reduction). In starch with a final moisture content of
approximately 30%, ozone concentrations of 40 and 118 ppm were employed to
evaluate the inactivation of E. coli and B. subtilis spores. In the lower concentration
and a higher exposure time employed (40 ppm/120 minutes), a reduction of 3.6
logarithmic cycles was obtained in the population of B. subtilis spores. At 118 ppm
of ozone, for 90 and 120 minutes of treatment, the concentration of those
microorganisms suffered decreases of above 5 logarithmic cycles. For the
population of E. coli, on the other hand, the treatments at 40 ppm/60 minutes and
118 ppm/30 minutes were necessary to obtain decreases of above 6 logarithmic
cycles in the concentration of the inoculated microorganism. In order to evaluate
the effect of ozone on the physicochemical and sensory characteristics and pasting
properties of cassava starch, the product with 30% of moisture was exposed to
gaseous ozone at approximate concentrations of 40 ppm for 30, 60, 90 and 120
minutes and 118 ppm for 30 and 60 minutes. The pH of the ozonized samples was
significantly lower (p<0.05) than the pH of the standard sample. However, the color
and the carboxyl and carbonyl contents of the cassava starch were not altered
significantly by ozone. On the other hand, the pasting properties of ozonized starch
were partially altered and the effect of ozone was more evident on the peak
viscosity and breakdown. The ozonized samples presented higher peak viscosities
and lower cooking stability under agitation than the untreated and control samples.
In the sensory evaluation, the effect of ozone on the odor attribute was more
pronounced than on the color, with half of the ozonized samples having suffered
the effect of ozone on the their sensory characteristics. To evaluate, during two
months of storage, the physicochemical, sensory, rheological and microbiological
characteristics of the cassava starch treated with ozone, the product with 30% of
moisture was exposed to gaseous ozone at a concentration of 118 ppm for 90
minutes. Except for the pH, the physicochemical characteristics (moisture, color
and oxidation) of cassava starch were not altered significantly by ozone. On the
pasting properties, the effect of ozone was more evident on the peak viscosity,
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breakdown and setback. The ozonized samples presented higher peak viscosities,
lower cooking stability under agitation and lower retrogradation than the untreated
sample. The sensory characteristics of cassava starch were significantly altered by
ozone and the odor was the most affected attribute. The results obtained indicated
that, during the storage period, the ozonized sample was more stable than the
untreated sample, especially as regards to physicochemical characteristics. For the
microbiological characteristics, the samples studied were in accordance with
current legislation and the ozonation treatment reduced the population of B. cereus
in cassava starch. Furthermore, during the storage period, the microbial load of the
samples remained unchanged.

Keywords: Ozonation. Cassava starch. Escherichia coli. Bacillus subtilis.
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INTRODUGAO GERAL

Enfermidades relacionadas a microrganismos, tais como Listeria e cepas
virulentas de Escherichia coli, vém despertando o interesse por novos
desinfetantes para uso nos processos de obtencao de alimentos (RICHARDSON
et al., 1998). Além disso, o acumulo de produtos quimicos no ambiente tem
aumentado o foco no uso seguro de sanitizantes, agentes de branqueamento,
pesticidas e outros produtos empregados no processamento de alimentos
(GRAHAM, 1997).

Nesse contexto, o0 aumento da necessidade por sanitizantes mais eficazes
no controle de infeccbes e doengas concorre com a necessidade de redugao do
acumulo de residuos quimicos, para manter a seguranca do ar, da agua e do
proprio alimento (GRAHAM, 1997).

Dessa forma, a industria tem buscado desinfetantes que sejam efetivos
contra patdégenos comuns e emergentes e, a0 mesmo tempo, seguros para uso
em muitas aplicagdes especificas do processamento de alimentos (KIM; YOUSEF,;
DAVE, 1999).

O ozénio apresenta certas caracteristicas que o tornam atrativo para uso
como sanitizante no processamento de alimentos. E um forte agente
antimicrobiano, com alta reatividade e decomposicdo espontanea em produtos
ndo téxicos (oxigénio) (KIM; YOUSEF; DAVE, 1999). Como se decompde
rapidamente formando oxigénio, seu uso é seguro, sem preocupagdes quanto ao
consumo de ozonio residual em produtos alimenticios (GRAHAM, 1997; SHARMA;
DEMIRCI, 2003). O ozénio tem apresentado resultados satisfatérios na inativagéo
da microflora de carnes, ovos, aves, peixes, frutas, vegetais e produtos secos
(KIM; YOUSEF; DAVE, 1999).

Os amidos e derivados sao amplamente utilizados nas industrias
agroalimentares, podendo ser empregados como ingredientes, componentes
basicos ou aditivos adicionados em baixas quantidades, para melhorar a
fabricagao, apresentagao ou conservagao dos produtos. As industrias empregam o

amido para diversos fins, tais como espessante em sopas, caldos e molhos de



carne, superficie anti-absorgdo em frituras, ligante em embutidos, formador de gel
em balas e pudins, estabilizante em molhos de salada, entre outros. Além do
consumo em alimentos, grande quantidade de amido é destinada a empresas nao
alimentares, tais como industrias papeleiras, téxteis, farmacéuticas, industrias de
cosméticos e produtos de higiene (CEREDA et al., 2001).

O amido de mandioca é o segundo mais importante amido extraido no
Brasil, sendo o amido de milho seu principal concorrente (CEREDA; VILPOUX,
2005). Em 2001, o consumo de amido de milho e mandioca no Brasil foi de 1,6
milhdes de toneladas, dos quais 36% provinham da mandioca (VILPOUX, 2005b).

O amido de mandioca pode apresentar uma elevada carga microbiana, com
grande percentual de bactérias esporuladas, provavelmente pela origem da
matéria-prima, que é uma raiz. Para reduzir a carga microbiana, as fecularias tém
usado o hipoclorito de sodio ou o peréxido de hidrogénio, ambos agentes
oxidantes também utilizados para a produgdo de amidos quimicamente
modificados. A utilizagdo incorreta ou dosagens inadequadas podem dar origem a
modificagdes nas propriedades funcionais dos amidos (CEREDA; VILPOUX,
2005).

De acordo com Cereda e Vilpoux (2005), o amido € um material de dificil
esterilizacdo, em razao das suas propriedades, e no caso do amido de mandioca
esse fato € agravado pela baixa temperatura de gelatinizagdo. O amido de
mandioca é muito utilizado na industria de derivados carneos, e grande parte dele
€ empregado na fabricacdo de produtos (embutidos, por exemplo) que nao
passam por processo de esterilizagcdo, o que pode levar a sobrevivéncia de
microrganismos ocasionalmente presentes no amido adicionado.

Segundo a WHO/FAO (2004), a adigdao de amido em féormulas infantis em
poé pode apresentar um risco de contaminacdo do produto por Enterobacter
Sakazakii - patdogeno emergente e preocupante do ponto de vista de saude
publica, que pode causar graves sequelas e até mesmo a morte de lactentes. A
ampla utilizacdo do amido como ingrediente alimenticio requer a incorporagao de

programas efetivos de controle de perigos, onde se destaca o plano APPCC



(Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle) pelo seu importante papel no
controle de perigos microbioldgicos, fisicos e quimicos.

Estudos relacionados a aplicacdo da irradiacdo em amidos e outros
hidrocolodides relatam alteragdes decorrentes do referido tratamento, sendo as
alteracbes na estrutura dos granulos de amido, redug¢do do peso molecular,
mudangas na cor e diminuicdo da viscosidade as mais freqlientemente
mencionadas (DOGAN; KAYACIER; IC, 2007; YU; WANG, 2007; ZAIED et al.,
2007).

Diversas aplicagbes do ozbénio em alimentos tém sido estudadas,
destacando-se o processamento de sucos de frutas (TIWARI et al., 2008b; 2009a;
2009b); higienizagcao de frutas e vegetais (ACHEN; YOUSEF, 2001; BIALKA,;
DEMIRCI, 2007; KIM; YOUSEF; CHISM, 1999; NAJAFI; KHODAPARAST, 2009);
descontaminagdo de pimenta e pistache (AKBAS; OZDEMIR, 2006; 2008b;
EMER; AKBAS; OZDEMIR, 2008; KETTERINGHAM et al., 2006; ZHAO;
CRANSTON, 1995), entre outros. Por outro lado, informac¢des sobre o uso de
oz6nio em cereais e produtos a base de cereais sdo ainda limitadas (IBANOGLU,
2001; WU; DOAN; CUENCA, 2006).

Tendo em vista as dificuldades de esterilizacdo do amido e as alteracdes
indesejaveis provenientes da irradiagao e, considerando as propriedades atrativas
do ozbnio como sanitizante, este pode ser uma alternativa para a
descontaminagdo do produto. Além disso, do ponto de vista tecnoldgico, o
conhecimento dos efeitos do 0zbnio sobre as caracteristicas do amido pode ser
util, bem como o conhecimento mais aprofundado dessa tecnologia pode viabilizar
sua aplicacdo em outros produtos em pd, como por exemplo, outros hidrocoldides
extraidos de plantas e sementes (goma guar, acacia, etc.) e especiarias.

A RDC 12 (BRASIL, 2001), que estabelece os padrbes microbioldgicos para
alimentos, referencia para amido os limites maximos de Bacillus cereus, coliformes
a 45°C e Salmonella. Para avaliagao da descontaminacao do amido de mandioca
por ozOnio utilizou-se a E. coli, como representante do grupo dos coliformes a
45°C, e o B. subtilis, em funcao da inviabilidade de inoculagao de B. cereus, pela

sua patogenicidade, e também por ser o B. subtilis, na sua forma esporulada, o



microrganismo-teste comumente utilizado para avaliacdo da eficiéncia de
sanitizantes quimicos. Além da n&o patogenicidade, o uso de esporos de B.
subtilis em testes de inativacdo € vantajoso devido a facilidade de cultiva-los,
segundo Driedger et al. (2001).

A partir do que foi exposto, os objetivos deste estudo foram:

e Avaliar o efeito de diferentes concentragdes de o0zbnio e tempos de
exposicado na inativacdo de Escherichia coli e esporos de Bacillus subtilis
inoculados em amido de mandioca, e verificar a influéncia da umidade do produto
na eficiéncia do tratamento;

e Avaliar o efeito do processamento com o0zbénio nas caracteristicas fisico-
quimicas (pH, cor e oxidagao), sensoriais (cor e odor) e nas propriedades de pasta
do amido;

e Estudar o comportamento do amido tratado com o0z6nio, durante dois
meses de estocagem, através da avaliagdo das caracteristicas fisico-quimicas,
sensoriais, propriedades de pasta e das caracteristicas microbioldgicas (contagem
de B. cereus, coliformes a 45°C e Salmonella - conforme a RDC 12/2001) do

produto.
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1 MANDIOCA

A mandioca € uma planta arbustiva, perene, pertencente a familia
Euforbiaceas. E de facil propagacéo, possui ampla adaptagdo as mais diversas
condi¢cdes de clima e solo, apresenta potencial resisténcia a pragas e doencas e
tolerancia a seca (CEREDA,; VILPOUX, 2003; CEREDA; VILPOUX; TAKAHASHI,
2003).

A cultura da mandioca possui varias utilidades, desde o consumo da raiz,
producao de farinha, fécula, chips, amidos modificados e, mais recentemente, o
uso para a producgédo de alcool (MANDIOCA BRASILEIRA, 2009). A parte mais
utilizada da planta é a raiz, rica em amido, sendo usada na alimentagdo humana e
de animais ou como matéria-prima para diversas industrias (CEREDA; VILPOUX;
TAKAHASHI, 2003), existindo mais de 600 tipos de produtos possiveis de se obter
a partir da raiz de mandioca (MANDIOCA BRASILEIRA, 2009).

As raizes de mandioca apresentam em média 62% de umidade, 1,3% de
fibras, 34% de carboidratos e 1,1% de cinzas (LEONEL; JACKEY; CEREDA,
1998). Acumulam amido como principal componente, o qual corresponde a

aproximadamente 80% da massa seca, como observado na Tabela 1.1.

Tabela 1.1. Composicao da raiz de mandioca

Componente % massa seca
Amido 82,5
Acucares redutores 0,20
Fibras 2,70
Proteinas 2,60
Matéria graxa 0,30
Cinzas 2,40

Massa seca (%): 40,6; Amido (% Massa umida): 33,5.
Fonte: Adaptado de Cereda, Vilpoux e Takahashi (2003).

Em 2008, o Brasil se destacou como o terceiro maior produtor mundial de
mandioca, com uma participacdo de 11,1% do total produzido, ficando atras
apenas da Nigéria (19,1%) e da Tailandia (11,8%) (FELIPE; ALVES; CAMARGO,
2010). De acordo com dados do IBGE (2008), a producgao brasileira de mandioca

nos anos de 2007 e 2008 foi de aproximadamente 26,9 e 26,6 milhdes de



toneladas, respectivamente. A expectativa para 2010 € que a produgao seja em
torno de 27,5 milhdes de toneladas (ABAM, 2010). A maioria da produgéo
brasileira de mandioca destina-se a fabricacdo de farinha, e o restante divide-se
entre alimentagdo humana e animal e processamento para obtencdo de amido
(CEREDA et al., 2001; CEREDA; VILPOUX; TAKAHASHI, 2003).

No Brasil, importante caracteristica dessa cultura é o fato de ser produzida
em todas as unidades da Federacdo. Em 2007, dentre os principais estados
produtores destacaram-se o Para, com 18,8% da safra nacional, a Bahia com
16,1%, seguida pelo Parana, com 13,7%, destacando-se ainda outras unidades
federativas como Maranhdo (6,4%), Rio Grande do Sul (4,9%) e Sao Paulo
(4,1%), que em conjunto foram responsaveis por 64% da produgéo do pais (IBGE,
2008).

As Regides Norte e Nordeste destacam-se como principais produtoras e
consumidoras, sendo a produgao essencialmente utilizada na dieta alimentar, na
forma de farinha. Nas Regides Sul e Sudeste, a maior parte da produgdo é
orientada para a industria, principalmente nos Estados do Parana, Sao Paulo e
Minas Gerais (EMBRAPA, 2003); na regiao de Candido Mota, considerada o maior
polo produtivo de mandioca no estado de Sdo Paulo, 95% do total produzido &
destinado a industria (MANDIOCA BRASILEIRA, 2009).

O consumo per capita mundial de mandioca e derivados, em 1996, foi de
17,40 kg/hab/ano, enquanto que o Brasil apresentou um valor de 50,60 kg/hab/ano
(EMBRAPA, 2003).

Embora seja um dos principais alimentos amilaceos em nivel mundial, a
mandioca disputa com o0s cereais sua posicao de matéria-prima para processos
industriais (CEREDA; VILPOUX; TAKAHASHI, 2003). O milho, por ser um gréo,
tem condicdes de ficar armazenado, e abastecer o mercado de amido ao longo do
ano. Ja a raiz de mandioca, que € perecivel, precisa ser industrializada para
depois ser armazenada. As caracteristicas do milho permitem, no entanto, um
mercado mais estavel, enquanto a fécula de mandioca, ainda carece de uma
estrutura da industria e de logistica para competitividade (MANDIOCA
BRASILEIRA, 2009).



2 AMIDO

Amido é o produto amilaceo extraido de partes comestiveis de cereais,
tubérculos, raizes e rizomas (APLEVICZ; DEMIATE, 2007), e constitui a mais
importante reserva de nutrigdo das plantas superiores (BOBBIO; BOBBIO, 2003).
E extraido dos vegetais sob a forma de pequenos granulos, que podem apresentar
formas e tamanhos variados dependendo da fonte botanica (WURZBURG, 1989).

O amido é um polimero natural de elevado peso molecular, formado de
moléculas de glicose unidas entre si por ligagdes glicosidicas (CEREDA;
VILPOUX; DEMIATE, 2003). E composto pelos polissacarideos amilose e
amilopectina, cujas proporgdes variam de acordo com as diferentes espécies
vegetais, € mesmo entre amidos provenientes de uma mesma espécie,
dependendo do grau de maturagdo das plantas (BOBBIO; BOBBIO, 2003). A
amilose é formada por moléculas de glicose unidas por ligagdes glicosidicas a-1,4
que lhe dao configuragédo retilinea, enquanto a amilopectina € um polimero
ramificado, de maior peso molecular, com ligacées a-1,4 e a-1,6 (CEREDA;
VILPOUX; DEMIATE, 2003).

A Resolugdo CNNPA n° 12, de 1978 (BRASIL, 1978), ja revogada,
classificava os produtos amilaceos em amidos e féculas, sendo os primeiros
definidos como o produto amilaceo extraido das partes aéreas comestiveis dos
vegetais (cereais, sementes etc.), e fécula como o produto amilaceo extraido das
partes subterrdneas comestiveis dos vegetais (raizes, tubérculos e rizomas). A
RDC 263, de 22 de setembro de 2005 (BRASIL, 2005), em vigor, define amido
como sendo o produto amilaceo extraido de partes comestiveis de cereais,
tubérculos, raizes ou rizomas, podendo ser designado de fécula quando
proveniente das trés ultimas fontes citadas.

Pelo fato de ser facilmente hidrolisado e digerido, o amido é um dos
elementos mais importantes da alimentagdo humana, representando uma grande
fonte de carboidratos e fornecendo de 70 a 80% das calorias consumidas pelo
homem (BOBBIO; BOBBIO, 2003; CEREDA et al., 2001; LEONEL; CEREDA,
2002).



O amido é utilizado em todos os paises e seu consumo aumenta com o
grau de desenvolvimento (CEREDA et al., 2001). A média de consumo de amidos
(nativos e modificados) por habitante, em 2000, foi da ordem de 10 kg nos
principais paises industrializados, contra cerca de 1 kg nos paises em
desenvolvimento (VILPOUX, 2005a).

A produgédo mundial de amido em 2005 foi de aproximadamente 60 milhdes
de toneladas e a estimativa do consumo mundial indica um forte crescimento para
0s anos seguintes, com a passagem da producgéo para 70 milhdes de toneladas
em 2010 (VILPOUX, 2005a).

O mercado mundial de amido esta dividido em cinco matérias-primas
(milho, trigo, mandioca, batata e batata-doce), quatro delas de origem tropical
(VILPOUX, 2005a). Os cereais sdo a principal fonte de amidos comerciais na
maioria dos paises desenvolvidos (MOORTHY, 2002), e dentre eles, o milho é a
fonte mais significativa, com 75% da produgédo mundial de amido, sendo a
principal fonte de amido nos Estados Unidos (99% da producéo), na Europa
(46%), na Asia e no Brasil. Apenas a Tailandia e alguns poucos paises da Asia
possuem outras matérias-primas como principal fonte para obtencdo de amido
(VILPOUX, 2005a).

No Brasil, a produgdo anual de amido € em torno de um milhdo de
toneladas, e o setor de producdo de amido de milho € muito concentrado, com
duas empresas de origem americana responsaveis por 70% da produgéao total de
amido (milho mais mandioca) ou quase 100% da produgédo de amido de milho. Ja
o setor de amido de mandioca é muito disperso, apresentando mais de 60
empresas que sao responsaveis por apenas 30% da producao total de amido no
Brasil (CEREDA et al., 2001).

Nos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, o consumo de
amido se destina basicamente ao uso alimentar direto, na forma de alimentos
cozidos ou processados em forma de farinha, ou outros produtos de elaboragao
simples, muitas vezes artesanal. Ja nos paises desenvolvidos, as industrias sao

as principais consumidoras de amido (CEREDA et al., 2001).
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Nas industrias de alimentos, o amido € utilizado para diversos fins, tais
como espessante em sopas, caldos e molhos de carne; superficie anti absorcao
em frituras; ligante em embutidos; formador de gel em balas e pudins;
estabilizante em molhos de saladas, etc. Nas industrias de papel, o amido é usado
como adesivo das fibras de celulose e, nas téxteis, a goma de amido é empregada
para produzir fios mais resistentes. O amido tem sido utilizado também na
elaboracao de compostos farmacéuticos, na producdo de resinas naturais e na

elaboracdo de materiais termoplasticos biodegradaveis (CEREDA et al., 2001).

2.1 AMIDO DE MANDIOCA

A produgado mundial de amido de mandioca supera 4 milhdes de toneladas,
sendo possivel estimar que o amido de mandioca seja a segunda fonte de amido
no mundo, perdendo apenas para o milho, mas a frente do trigo e da batata
(VILPOUX, 2003).

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de amido de mandioca,
apesar de apresentar pouca participagdo no mercado internacional (FELIPE;
ALVES; CAMARGO, 2010). A Figura 1.1 mostra a evolugao da produg¢ao de amido
de mandioca no Brasil no periodo de 1990 a 2009.

A producéo brasileira de amido de mandioca em 2008 foi 12% superior ao
ano de 2007. O consumo no mercado de amido de mandioca também cresceu em
2008, sendo o setor alimenticio responsavel por boa parte do consumo do amido
de mandioca comercializado (ABAM, 2009).
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Figura 1.1. Producéo brasileira de amido de mandioca de 1990 a 2009
Fonte: Adaptado de CEPEA/ABAM (2010).

Em 2009, a produgao brasileira de amido de mandioca atingiu 583,8 mil
toneladas, sendo a segunda maior desde o inicio da série histérica (ABAM, 2010).
No referido ano, o Parana foi o principal produtor de amido de mandioca no Brasil,
com 71% do total nacional, seguido pelo Mato Grosso do Sul (14%), S&o Paulo

(13%), Santa Catarina (1%) e Goias (1%), como mostra a Figura 1.2.

Santa Catarina Goias
Séo Paulo 1% 1%
13%

Mato Grosso do Sul
14%

Parana
71%

Figura 1.2. Distribuigdo da produgéo brasileira de amido de mandioca por Estado,
em 2009
Fonte: Adaptado de CEPEA/ABAM (2010).
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Entre os principais estados consumidores de amido de mandioca, destaca-
se a participagao de Sao Paulo, com consumo de 42%, seguido por Parana (15%),
Minas Gerais (13%), Santa Catarina (8%), Distrito Federal (6%), Goias (6%) e Rio
Grande do Sul (3%). Os demais 7% sé&o distribuidos entre os outros estados. Em
2005, do total de amido de mandioca consumido, 54% foram de amido natural
(amido nado fermentado ou polvilho doce), 42% de amido modificado e 4% de
polvilho azedo (CEPEA, 2005).

Entre os principais segmentos industriais compradores de amido de
mandioca, em 2009, destacaram-se os setores de papel e papeldao e de
atacadistas, com 23,8% e 19,8%, respectivamente, do total de amido vendido. Na
sequéncia, estiveram o setor de massa, biscoito e panificacdo (18,7%) e os
frigorificos (16,3%), entre outros (Figura 1.3) (ABAM, 2010).

Industrias quimicas
Varejistas  2:6%  Taxti
Outras fecularias  2.7% //2’2%

5,1% T

Gerais
8,9%

Papel e papelao
23,8%

Atacadistas
Frigorificos 19,8%
16,3%  Massa, biscoito e
panificagéo
18,7%

Figura 1.3. Segmentacdo do mercado consumidor brasileiro de amido de
mandioca em 2009
Fonte: Adaptado de ABAM (2010).

Em Sao Paulo, maior consumidor de amido de mandioca, aproximadamente
80% do consumo cabe aos frigorificos e panificadoras, e o restante as industrias
quimicas, farmacéuticas, téxteis e outras (SUFRAMA, 2003).

A grande maioria dos amidos modificados disponiveis comercialmente para
uso em produtos acidificados, congelados e enlatados provém dos amidos de
milho ceroso e mandioca (DEMIATE et al., 2003). Segundo Cereda et al. (2001),
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na Europa e nos Estados Unidos, a fabricagdo de amidos modificados é feita
preferencialmente a partir de amido de mandioca, seguido pelo de batata. No
Brasil, a transformacdo de amido em xaropes de glicose, maltose e dextrinas a
partir de mandioca € ainda incipiente, sendo a maior parte destes derivados de
maior valor agregado produzida a partir de amido de milho.

A Tabela 1.2 mostra uma estimativa da distribuicdo do amido, entre milho e

mandioca, consumido no Brasil no ano de 2001.

Tabela 1.2. Estimativa do consumo de amido de milho e mandioca, por tipo de
produto, em 2001

Tipo de produto Milho (ton.) Mandioca (ton.) Total (ton.)
Glicose/Maltose/Maltodextrina 595.000 65.000 660.000
Amido nativo 288.000 312.000 600.000
Amido modificado 60.000 120.000 180.000
Polvilho azedo - 50.000 50.000
Outros 77.000 31.000 108.000

Total 1.020.000 578.000 1.598.000

Fonte: Vilpoux (2005b).

De acordo com Vilpoux (2005b), o maior mercado de amidos e derivados no
Brasil € ocupado pelos hidrolisados, principalmente a glicose e a maltose. Apenas
180.000 toneladas, ou seja, 11% do total de amido consumido no Brasil em 2001,
foram na forma de amido modificado. A maior parte desse amido foi destinada a
usos industriais, principalmente papel. Em 2002, o mercado de amido modificado
destinado as industrias de alimentos atingiu aproximadamente 20.000 toneladas
(com exclusdo do mercado de polvilho azedo), o que corresponde a 10% do total

de amido modificado usado no pais e 1,5% do mercado nacional de amido.

2.2 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO AMIDO

As caracteristicas fisico-quimicas dos amidos estao relacionadas as suas
fontes botanicas (PERONI; ROCHA; FRANCO, 2006), podendo também ser
influenciadas por fatores como condicdes ambientais e idade da planta

(MOORTHY, 2002). O conteudo de amilose e amilopectina também é responsavel
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por influenciar algumas caracteristicas dos amidos e sua susceptibilidade
enzimatica (PERONI; ROCHA; FRANCO, 2006).

A maioria dos amidos contém cerca de 20-30% de amilose, dependendo de
sua origem botanica (PERONI; ROCHA; FRANCO, 2006). Os amidos de cereais
apresentam cerca de 30% de amilose; entre eles, o arroz € o que pode apresentar
maior variagdo natural de amilose, entre 8 e 30% (Tabela 1.3). Por sua vez, os
amidos de raizes e tubérculos apresentam naturalmente grandes variagdes
(CEREDA et al., 2001).

O amido de mandioca apresenta cerca de 18% de amilose, enquanto o
amido de milho apresenta teores mais elevados, ao redor de 25% (CEREDA,
1996). Hoover (2001) descreve valores variando de 18,6 a 25,6% de amilose para
amido de mandioca, dependendo da variedade da planta. Segundo Rickard,
Asaoka e Blanshard (1991), o conteudo de amilose em amido de mandioca,

avaliado por diferentes métodos de analise, variou de 13,6 a 23,8%.

Tabela 1.3. Teor de amilose e lipidios de alguns amidos

Fonte botanica % de amilose % de lipidios
CEREAIS

Milho 30 0,60
Arroz 8a30 0,50
TUBEROSAS

Mandioca 20a 25 0,10
Batata 18 a 20 0,05a0,10

Fonte: Adaptado de Cereda et al. (2001).

Além dos componentes macromoleculares do amido, a amilose e a
amilopectina, o amido pode conter outros constituintes menores, como lipidios,
proteinas, fibras e sais minerais. Alguns desses materiais conferem caracteristicas
desejaveis ao amido, enquanto outros afetam sua qualidade, podendo influenciar
as propriedades que determinam suas aplicagbes industriais (CEREDA et al.,
2001; MOORTHY, 2002).

De acordo com Cereda et al. (2001), os cereais apresentam elevados
teores de lipidios (Tabela 1.3), os quais ndo podem ser retirados com muita

facilidade na extracéo, de forma que parte deles permanece nos amidos, sendo
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responsaveis pela fixacdo de cor, desenvolvimento de aromas e complexacgdes. Ja
nos amidos de raizes e tubérculos, os teores de lipidios sdo naturalmente baixos,
o que faz destes amidos mais neutros e menos sujeitos a complexagdes. Neles,
as proteinas também aparecem em menores teores e nao influenciam nas suas
propriedades funcionais.

O amido de mandioca, por exemplo, é facilmente extraido, pois as raizes
contém pequenas quantidades de proteinas, gorduras e outros componentes. O
baixo conteudo de lipidios presente no amido de mandioca (<0,1%) faz com que
ele ndo apresente sabor e aroma préprios de amido de cereais, o0 que € desejavel
para muitos produtos alimenticios, principalmente no setor frigorifico, onde € um
importante substituto para o amido de milho (DEMIATE et al., 2005).

Com relagédo as demais caracteristicas fisico-quimicas, a Legislacéo
Brasileira que regulamenta os produtos de cereais, amidos, farinhas e farelos, a
RDC n° 263 de 2005, fixa o padrdo de umidade para o amido de mandioca em um
valor limite de 18%. A Associacdo Brasileira dos Produtores de Amido de
Mandioca (ABAM), por sua vez, estabelece as caracteristicas fisico-quimicas para

o amido de mandioca conforme apresentado na Tabela 1.4.

Tabela 1.4. Padrdo da ABAM para amido de mandioca

Parametro Especificagao
Substancia amilacea min. 84 %
Umidade Max. 14 %
pH 45a6,5
Cinzas max. 0,12 %

Fonte: Adaptado da ABAM (2009).

A Tabela 1.5 mostra algumas caracteristicas fisico-quimicas de amido de
mandioca obtidas nos trabalhos de Leonel, Garcia e Reis (2004), através da
caracterizagao fisico-quimica e microscopica de alguns amidos; de Peroni, Rocha
e Franco (2006), ao avaliarem as caracteristicas estruturais e fisico-quimicas de
amidos extraidos de algumas raizes e tubérculos; e de Henrique, Cereda e
Sarmento (2008), ao determinarem as caracteristicas fisico-quimicas de amido de

mandioca utilizado como matéria-prima para elaboragao de filmes biodegradaveis.
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Tabela 1.5. Caracteristicas fisico-quimicas de amido de mandioca

Referéncia
Analises LEONEL; GARCIA; PERONI; ROCHA; HENRIQUE; CEREDA,;
REIS (2004)* FRANCO (2006)* SARMENTO (2008)**
Umidade (%) 12,94 -*- 14,9
Amido (%) 81,79 -*- 87,6
Fibras (%) 0,74 -*- 0,5
Matéria graxa
(%) 0,16 0,15 0,2
A(}uca(r;os) totais 0,31 x_ 0.2
Cinzas (%) 0,17 0,21 0,2
Proteinas (%) 0,23 0,2 0,2
Fosforo (%) -*- 0,007 -*-
Amilose (%) 16,33 19,8 -
pH 6,44 -*- 5,6

-*- parametro ndo determinado; * amido extraido em laboratério; ** amido comercial.

Shirai et al. (2007), ao avaliarem as caracteristicas fisico-quimicas de
alguns amidos, encontraram pH de 6,2 para amido de mandioca, valor préximo do
relatado por Demiate et al. (2005), que foi de 6,0, ambos acima do reportado por
Henrique, Cereda e Sarmento (2008), correspondente a 5,6.

Os trabalhos disponiveis indicam uma variacao nas propriedades fisico-
quimicas do amido de mandioca. Contudo, a partir das informacdes disponiveis,
nao é possivel determinar se essas variagcbes se devem a fatores ambientais,
genéticos ou aos procedimentos usados, ja que diversos fatores podem influenciar
nos resultados obtidos, tais como, o método de extracdo do amido e o
procedimento de analise empregado. Além disso, tem-se a falta de informagéao
sobre a idade das tuberosas e o tempo transcorrido entre a colheita e o
processamento. Por isso, € dificil tecer comparagdes diretas entre os resultados
encontrados pelos diferentes pesquisadores.

O tamanho e a forma dos gréanulos também s&o caracteristicas muito
variaveis entre os amidos provenientes de raizes e tubérculos. Segundo Rickard,
Asaoka e Blanshard (1991), o pico de distribuicdo do tamanho dos granulos de
amido de mandioca, obtido de quatro estudos, foi similar e estava dentro da faixa
de 5-20 ym. Peroni, Rocha e Franco (2006) encontraram um tamanho médio dos

granulos de 15,9 ym em amido de mandioca. Leonel, Garcia e Reis (2004),
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através da analise microscopica de amido de mandioca, observaram que os
granulos apresentavam tamanhos predominantes entre 15 e 20 ym.

A cor é um importante critério para a qualidade do amido, devendo a pasta
ser clara para melhor aceitabilidade. A alta claridade da pasta de amido tem muita
relevancia nas aplicacoes téxteis e industriais e depende das ligagcbes associativas
entre as moléculas de amido nos granulos. Em fungao de suas forgas associativas
mais fracas, pastas de amido de mandioca tém melhor claridade que as de amidos
de cereais (MOORTHY, 2002).

2.3 PROPRIEDADES TECNOLOGICAS DO AMIDO

As aplicagdes industriais do amido s&o determinadas nao apenas pelas
suas caracteristicas fisico-quimicas, mas principalmente pelas suas propriedades
funcionais tecnoldgicas.

O uso do amido nas industrias téxteis, de papel, de adesivo e de alimentos
depende, principalmente, da viscosidade da pasta obtida (MOORTHY, 2002). O
comportamento das pastas é determinado principalmente pelas mudancas que
ocorrem nos granulos de amido durante a gelatinizacdo e retrogradacgao
(HENRIQUE; CEREDA; SARMENTO, 2008). Dessa forma, as propriedades de
pasta tém sido medidas principalmente pelas mudancas de viscosidade durante o
aquecimento e resfriamento de dispersbes de amido, usando-se equipamentos
como o Viscoamilégrafo Brabender e, mais recentemente, o Rapid Visco Analyser
(RVA) (MOORTHY, 2002; HENRIQUE; CEREDA; SARMENTO, 2008).

O amido de mandioca apresenta propriedades tecnoldgicas que o tornam
de grande interesse para aplicagao industrial, destacando-se entre elas o grande
inchamento durante o cozimento e a menor temperatura de gelatinizagao, fatores
de grande interesse para a industria alimenticia (PEREIRA, 2008).

Outra importante caracteristica do amido de mandioca é que este
proporciona uma maior viscosidade que o amido de milho, por exemplo, 0 que
significa que menor quantidade de amido é necessaria para reter a umidade do
produto ao qual é incorporado (DEMIATE et al., 2003). A alta viscosidade do
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amido de mandioca o torna muito util em muitas aplicagdes, especialmente onde
alto poder espessante é requerido (MOORTHY, 2002).

As caracteristicas de pasta do amido de mandioca mostram que, atingindo
a temperatura de gelatinizagédo, os granulos de amido sofrem relativamente um
alto grau de intumescimento, resultando em um elevado pico de viscosidade, o
qual é seguido de uma rapida quebra da pasta (breakdown) (RICKARD; ASAOKA,;
BLANSHARD, 1991). O breakdown, além do pico de viscosidade, & outro critério
importante para decidir a aplicabilidade do amido. Nesse aspecto, o amido de
mandioca é considerado inferior ao amido de milho, pois sua viscosidade é
rapidamente diminuida no aquecimento sob cisalhamento, resultando numa pasta
com textura coesiva, 0 que nédo é desejavel em muitas aplicagcdes téxteis e
alimenticias (MOORTHY, 2002).

No resfriamento, a consisténcia da pasta de amido de mandioca aumenta
muito pouco, indicando um baixo potencial de formar gel. O aumento na
viscosidade durante o resfriamento de uma pasta quente é governado pela
tendéncia do amido a retrogradagao. A baixa tendéncia a retrogradagdo do amido
de mandioca pode estar relacionada ao maior peso molecular médio da fracao de
amilose (RICKARD; ASAOKA; BLANSHARD, 1991), o que resulta em alta
estabilidade de pasta (MOORTHY, 2002). Assim, a fécula de mandioca, de
maneira similar a de batata, da origem a pastas de textura menos rigida e mais
cremosa, quando comparada com o amido de milho nativo. Além disso, as féculas
tém menos amilose do que o amido de milho e, por isso, ndo ocorre sinérese tao
intensa (DEMIATE et al., 2003).

O sabor neutro, caracteristico do amido de mandioca, o torna ideal para
aplicacédo em embutidos. Além disso, sua baixa temperatura de gelatinizagdo, em
torno de 60 a 65°C, torna- se muito significante na fabricacdo desses produtos,
pois a temperatura de cozimento é suficiente para causar a gelatinizacdo do amido
(DEMIATE et al.,, 2003). A facil gelatinizacdo do amido de mandioca o torna
adequado também para manufatura de produtos hidrolisados derivados do amido
(MOORTHY, 2002).
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Uma caracteristica de importancia tecnoldgica € a propriedade de expansao
de massas feitas com amido de mandioca, especialmente quando se utiliza o
polvilho azedo. A expansao do amido de mandioca € muito valorizada para a
producgéo de snacks extrusados (DEMIATE et al., 2005).

2.4 IMPORTANCIA DO AMIDO NA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

O amido é bastante valorizado enquanto ingrediente para alimentos, em
funcao de suas propriedades de aplicagao, em especial pelas suas caracteristicas
gelificantes e espessantes (CEREDA, 2005; PIETRANERA; NARVAIZ, 2001). No
Brasil, o setor alimentar representa 69,0% do consumo de amido, a frente do setor
papeleiro com 16,7%, e do setor téxtil com 5,0%. Os derivados de amido mais
utilizados sao os agucares, com 47,2%, um pouco inferior em relacdo aos 55% da
Europa (agucares em xaropes, soélidos e polidis). Os amidos nativos, com 42,8%,
ocupam a segunda posi¢cao, muito a frente dos modificados, que representam
9,4% (CEREDA et al., 2001).

O amido tem sido muito utilizado como substituto de gordura, sendo as
principais aplicagdes em margarina, maionese, molhos para salada, produtos a
base de leite (incluindo sobremesas geladas) e produtos de panificagdo
(ALEXANDER, 1995). Além disso, o amido € um dos biopolimeros mais utilizados
para obtencdo de filmes biodegradaveis (HENRIQUE; CEREDA; SARMENTO,
2008).

Outra aplicacdo do amido é na producao de pratos prontos e produtos
congelados, onde se destaca o emprego de amidos modificados. Apesar de o
amido ser adequado para a producdo desses tipos de alimentos, outros
hidrocoléides como as gomas guar, carragena, caroba e xantana podem
apresentar as mesmas propriedades, constituindo-se em mercados concorrentes
(CEREDA et al.,, 2001). Contudo, muitos tipos de gomas estabilizantes e
espessantes vém sendo substituidos por amidos, os quais proporcionam as

mesmas caracteristicas no produto final, além de serem mais baratos e
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disponiveis, possibilitando consideravel reducdo de custo do produto final
(DEMIATE et al., 2003).

Os produtos de hidrolise do amido (xaropes de glucose ou de maltose,
ciclodextrinas, maltodextrinas) e de isomerizagado (frutose) sao utilizados nas
industrias de balas, confeitos, doces, chocolate, bolos, assim como nas industrias
de geléias e de sobremesas, devido a capacidade de atuarem como anti-
cristalizantes, adogantes ou de alterar a higroscopicidade do produto (DEMIATE et
al., 2003).

Segundo Leonel e Cereda (2002), em funcdo do interesse por amidos
naturais devido as restricbes a amidos modificados impostas principalmente pelas
industrias alimenticias, as pesquisas em torno de novas matérias-primas
amilaceas tém se intensificado nos ultimos anos. Neste ponto, os paises em
regides tropicais, como o Brasil, apresentam grande vantagem em relacdo aos
principais produtores de amido no mundo, que estdo localizados em regides
temperadas, devido a variedade de culturas tropicais amilaceas.

Dentre as amilaceas tropicais, além da mandioca merecem destaque a
araruta (Maranta arundinacea), a mandioquinha-salsa (Arracacia xanthorrhiza) e a
batata-doce (/pomoea batatas), visto o interesse do mercado consumidor,
principalmente para uso desses amidos em panificagao e “baby foods” (LEONEL;
CEREDA, 2002).

De acordo com Alexander (1996), nos ultimos anos, muitos amidos foram
desenvolvidos e/ou introduzidos para aplicacbes em alimentos. Esses amidos sao
provenientes de graos que ja estavam no mercado, mas nao eram utilizados em
alimentos, ou s&o originarios de plantas hibridas. Na primeira categoria
encontram-se os amidos de arroz, trigo e amaranto, € na segunda estdo os

amidos waxy (cerosos) e os de alto teor de amilose.

2.5 ASPECTOS MICROBIOLOGICOS DO AMIDO

Em fungdo da sua origem natural e método de produgdo, os amidos
usualmente veiculam microrganismos capazes de causar deterioracdo dos
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produtos aos quais sdo incorporados (PIETRANERA; NARVAIZ, 2001). A
presencga de esporos termofilicos € o problema mais importante na microbiologia
do amido (SMITTLE; KRYSINSKI; RICHTER, 1992).

O amido utilizado industrialmente provém, em sua maioria, de culturas que
crescem em contato com o solo. Sendo assim, € comum encontrar varias espécies
de Bacillus originarias do solo no produto final. Em adicdo a presenca de
microrganismos, a presenga de amilases estaveis ao calor, que podem
permanecer depois que as células forem destruidas, pode também causar
deterioragdo de produtos feitos com amidos contaminados (SMITTLE;
KRYSINSKI; RICHTER, 1992).

O patégeno gram-positivo Bacillus cereus e outros aerdbios formadores de
esporos podem estar presentes em amidos utilizados como ingredientes
alimenticios. Estes organismos tém o potencial de crescer em alguns produtos,
como pudins, preparados a uma elevada atividade de agua com ingredientes
contaminados (KRAMER; GILBERT, 1989 apud SMITTLE; KRYSINSKI;
RICHTER, 1992).

Pelo fato da raiz de mandioca ter contato direto com o solo, é natural
encontrar maior carga microbiana do que no amido de milho. Alguns usos dos
amidos ndao exigem aquecimento, o que pode permitir a sobrevivéncia dos
microrganismos presentes.

O amido, por suas caracteristicas de baixo teor de umidade, ma
condutibilidade térmica e presenga de uma microflora na qual predominam formas
esporogénicas, € um material muito dificil de ser esterilizado. Além disso, acima
de 30% de umidade, o amido pode gelificar-se quando a temperatura eleva-se
além de 60°C (CEREDA, 1984). Cereda e Vilpoux (2005) afirmam que, para
reduzir a carga microbiana do amido, € necessario buscar processos a
temperatura ambiente, citando-se as fumigacdes e o uso de radiagdes germicidas,
sendo que as primeiras s poderiam ser feitas em amido seco, e para amido em
suspensao poderiam ser empregadas as radiagdes gama e ultravioleta.

Cereda (1984) avaliou os efeitos dos seguintes processos de esterilizacado

sobre o polvilho doce: tindalizagdo com vapor umido por 30 minutos, seguidos de
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resfriamento, repetida por trés dias consecutivos; calor seco, 160°C por 2 horas;
brometo de metila (0,03%) sob vacuo; radiagdo gama nas doses de 0,5, 1,0, 2,0,
4,0 e 8,0 Mrad; e microondas nas doses de 1,0, 1,5 e 2,0 kW. Com relagao as
caracteristicas de cor, textura e indicios macroscopicos de gelatinizagdo e
dextrinizacao, foi observado que os unicos tratamentos que nao alteraram o amido
foram os com brometo de metila e radiacdo gama. Os tratamentos de acdo
térmica alteraram a aparéncia do amido, causando gelatinizagdo (microondas),
dextrinizagao (calor seco) ou alteragao da textura (calor umido). O tratamento mais
efetivo na redugao de microrganismos (aerdbios e anaerdbios mesofilos, esporos
de aerodbios termdfilos e bolores e leveduras) foi com brometo de metila (obteve-se
esterilizacdo do amido), seguido do tratamento por radiagdo gama, nas doses de
4,0 e 8,0 Mrad. Para a autora, um dos problemas da esterilizacdo de materiais em
forma de po é a sua dificil penetragdo por agentes esterilizantes que nao gases,
justificando assim os resultados obtidos.

Um dos métodos mais estudados para a descontaminacdo de amido € a
radiacao ionizante, sendo sua mais importante desvantagem a inducdo de
alteracdes nas propriedades estruturais e sensoriais do produto.

Pietranera e Narvaiz (2001) trataram amidos de mandioca e milho com
radiacdo gama com doses de 0,8, 1,5, 2,2 e 3,7 kGy, e avaliaram a viscosidade de
suspensdes aquosas e pudins preparados com os amidos tratados. Os resultados
revelaram que a radiagdo gama causou uma redugéao significativa da viscosidade
das suspensodes e dos pudins feitos com os amidos irradiados.

Yu e Wang (2007) estudaram o efeito da irradiagdo, aplicada antes da
secagem, nas propriedades estruturais, térmicas e reolégicas do amido de arroz.
Foram aplicadas doses de 2, 5, 8 e 10 kGy, e foram determinados o conteudo de
amilose aparente, consisténcia do gel, temperatura de gelatinizacéo e viscosidade.
Foram observadas mudangas no tamanho dos granulos de amido, sendo que a
fratura dos granulos foi mais intensa em doses de irradiagcdo mais elevadas. O
conteudo de amilose foi reduzido pelo tratamento, sendo este efeito associado a
alteracao da estrutura do amido. A irradiagdo provocou o0 aumento da temperatura

de gelatinizacdo, a qual aumentou com o aumento da dose aplicada. Com relagao
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a viscosidade, esta foi consideravelmente reduzida com o aumento da dose, o que

foi atribuido também a diminui¢ao do tamanho dos granulos de amido.
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3 O0zONIO

O ozbnio é uma molécula de oxigénio triatbmica (O3) altamente instavel,
formada pela adigdo de um atomo de oxigénio ao oxigénio molecular diatbmico
(O2) (GUZEL-SEYDIM; BEVER JR.; GREENE, 2004).

3.1 ASPECTOS HISTORICOS

Segundo Guzel-Seydim, Greene e Seydim (2004), o oz6nio foi descoberto
pelo pesquisador europeu C. F Schonbein em 1839.

Em 1888, foi publicada por Fewson uma patente americana de um sistema
de ozonizacao para desodorizar gases de esgoto. E em 1902, Siemens e Halske
construiram a primeira planta geradora de o0zb6nio para tratamento de agua na
Alemanha (KOZHINOV, 1968 apud GRAHAM, 1997).

Em 1906, foi adotada em Nice, na Frangca, a desinfeccdo de agua de
abastecimento com oz6nio (GRAHAM, 1997). Em 1953, foi descoberto que ar
contendo ozénio sob baixa pressido era mais efetivo que didxido de enxofre para
esterilizar contéineres vazios para alimentos, sendo adotado para garrafas de
vidro na Suiga em 1956 (TORRICELLI, 1959 apud GRAHAM, 1997).

Segundo Guzel-Seydim, Greene e Seydim (2004), em 1982, a FDA (Food
and Drug Administration) reconheceu o0 uso do o0zdnio como seguro - GRAS
(Generally Recognized As Safe) em inglés, no tratamento de agua engarrafada. E
em 1997, o uso do ozbnio foi aprovado pelo Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos para tratamento de agua de chiller reciclada.

Depois de um ano de avaliagao de dados publicados relacionados ao uso
do ozbnio, um painel técnico, em 1997, classificou-o como uma substancia GRAS
para uso como sanitizante para alimentos quando usado de acordo com as boas
praticas de fabricagdo (GRAHAM, 1997; GUZEL-SEYDIM; GREENE; SEYDIM,
2004).

E, em 2001, o ozdnio foi aprovado pela FDA para uso como um agente
antimicrobiano para o tratamento, estocagem e processamento de alimentos,
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podendo ser usado tanto na fase aquosa como gasosa (FDA, 2001; KHADRE;
YOUSEF; KIM, 2001). Isso despertou o interesse pela utilizagdo de ozdnio na
industria de alimentos, e processadores de sucos comerciais da Europa e Estados
Unidos comegaram a empregar o ozbnio para pasteurizagdo do produto (TIWARI
et al., 2009b), o que resultou na publicagao, por parte da FDA, em 2004, de um
guia de recomendagdes as industrias que processam sucos com a utilizacdo de
ozénio (FDA, 2004).

A partir de sua descoberta e, considerando suas caracteristicas altamente
oxidantes, o ozbnio despertou grande interesse, sendo atualmente empregado
para as mais diversas finalidades (KUNZ et al., 1999).

3.2 GERACAO DO 0zONIO

O ozébnio pode ser gerado pela excitagdo do oxigénio molecular a oxigénio
atdbmico, em um ambiente energizado que permite a recombinagao dos atomos
(CARDOSO et al., 2003).

O ozbnio é formado na atmosfera terrestre pela acdo da luz ou da alta
energia dos raios ultravioleta, como também através de reagdes fotoquimicas
envolvendo hidrocarbonetos, oxigénio e nitrogénio (GRAHAM, 1997).

Comercialmente, o ozbnio & gerado pela passagem de moléculas de
oxigénio através de uma descarga elétrica. Assim, o oxigénio molecular € dividido
em dois atomos de oxigénio altamente reativos que, quando encontram oxigénio
molecular (Oz2), combinam-se para formar a molécula de ozénio (O3) altamente
instavel (Figura 1.4). Em funcdo de sua instabilidade, o oz6nio é degradado
rapidamente voltando a oxigénio molecular (O;) com a liberacdo de atomo de
oxigénio livre (O°), que se combina com outro atomo de oxigénio livre para formar
oxigénio molecular ou se combina com outras moléculas quimicas para causar
oxidacdo. Em consequéncia da liberagao do terceiro atomo de oxigénio, o ozénio
age como um forte agente oxidante (GUZEL-SEYDIM; BEVER JR.; GREENE,
2004).
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Figura 1 4 Geracao do ozdénio

Quando usado em industrias, o ozénio é usualmente gerado no ponto de
aplicagdo em sistemas fechados (KIM; YOUSEF; DAVE, 1999). Lampadas UV
(188 nm) podem ser usadas para gerar ozénio (GRAHAM, 1997), mas para obter
maiores concentragbes, a técnica de descarga elétrica por efeito corona é
comumente empregada. Esta técnica consiste em posicionar duas placas planas
(dois eletrodos, sendo um de alta tensao e o outro de baixa tensao) separadas por
um material dielétrico (vidro ou ceramica, por exemplo) e um estreito intervalo
entre elas. Quando uma corrente alternada de alta voltagem é aplicada através do
intervalo de descarga, por onde passa o ar seco, ocorre excitagdo dos elétrons e a
consequente ruptura das moléculas de oxigénio. Os atomos de oxigénio
combinam-se com outras moléculas de oxigénio para formar ozénio (GRAHAM,
1997; GUZEL-SEYDIM; GREENE; SEYDIM, 2004; KIM; YOUSEF; DAVE, 1999).

O gas o0zb6nio é gerado do ar ou do oxigénio puro usando-se geradores de
ozébnio. Ele pode ser aplicado a produtos alimenticios na forma de gas ou em
sistemas de sanitizacdo por lavagem em agua ozonizada (BENATO; SIGRIST;
ROCHA, 2005; IBANOGLU, 2001).
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3.3 PROPRIEDADES DO OZONIO

A temperatura ambiente, o 0zénio é um gas de coloragéo azulada, mas nas
concentragdes utilizadas para propdsitos de desinfecgao torna-se incolor (RICE,
1986 apud CARDOSO et al., 2003).

O ozbnio é um potente agente oxidante, com potencial de oxidagdo de
-2,07V (KIM; YOUSEF; DAVE, 1999). De acordo com Guzel-Seydim, Greene e
Seydim (2004), entre os agentes oxidantes mais comuns, o 0zénio € o segundo
mais poderoso, ficando atras apenas do fluor.

Segundo Graham (1997), o ozbnio é parcialmente soluvel em &agua e
apresenta uma propriedade unica de auto-decomposicado, produzindo numerosas
espécies de radical livre, sendo a mais importante o radical hidroxila (OH"), cuja
produgcdo aumenta com a elevacido da temperatura e do pH. O ozbnio é
relativamente instavel em solugdes aquosas decompondo-se continuamente em
oxigénio (KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001). O excesso de ozbnio entra
rapidamente em auto-decomposi¢cdo, nao deixando, portanto, residuos nos
alimentos (BOTT, 1991; KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001).

Ibanoglu (2002), durante a lavagem de graos de trigo com agua ozonizada
(1,5 mg/L), observou que o ozbénio desapareceu completamente da agua depois
de 40 minutos. Cavalcante (2007), ao tratar alface americana com agua ozonizada
(1 mg/L), observou que nao houve diminuicdo da concentracdo de ozbénio na agua
(sem renovagado do sanitizante) até 20 minutos, sendo o mesmo parcialmente
consumido pela matéria organica apos 60 minutos de exposigao.

Embora a sensibilidade ao o0zdnio varie entre os microrganismos, o estagio
de crescimento microbiano e fatores ambientais afetam o grau de inativagao
destes microrganismos. A susceptibilidade dos microrganismos ao ozénio varia de
acordo com o pH do meio, temperatura, umidade e presenga de matéria organica
(KIM; YOUSEF; DAVE, 1999).

Uma diminuicdo na temperatura do meio aquoso resulta em aumento da
solubilidade do ozénio. Do mesmo modo, a decomposicdo do ozdnio é acelerada
com o aumento da temperatura (KIM; YOUSEF; DAVE, 1999). De acordo com
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Khadre, Yousef e Kim (2001), quando a temperatura aumenta, o ozénio torna-se
menos soluvel e menos estavel, mas sua taxa de reacdo com o substrato
aumenta.

Achen e Yousef (2001) trataram magéas contaminadas com E. coli utilizando
ozbnio a 4, 22 e 45°C e observaram que a concentragao residual de ozénio foi
maior a temperatura mais baixa (4°C) e diminuiu com o aumento da temperatura.

A estabilidade do ozbénio em agua aumenta com a diminuicdo do pH. A
rapida decomposicido do ozénio em solugdes aquosas com pH alto é atribuida por
alguns pesquisadores a atividade catalitica do ion hidroxila (KIM; YOUSEF; DAVE,
1999).

O ozénio, tendo um alto potencial oxidante, reage com os microrganismos
rapidamente, o que resulta em alta letalidade. Contudo, o ozénio também reage
com outros compostos quando em ambientes ricos em matéria organica (KIM;
YOUSEF; DAVE, 1999). Assim, a pureza da agua afeta grandemente a taxa de
solubilizagdo do o0zdnio. Quanto maior a pureza da agua, maior a solubilidade do
ozbnio. Agua usada em processamento de alimentos usualmente contém
substancias organicas e inorganicas oxidaveis, as quais podem reagir
rapidamente com o ozbénio diminuindo consideravelmente sua meia vida
(KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001). A efetividade do ozbnio depende mais da
concentragéo residual do que da quantidade de ozénio aplicada (KIM; YOUSEF;
DAVE, 1999). Subprodutos nédo desejaveis da reagdo do ozdnio com compostos
organicos podem diminuir a vida de prateleira, mudar a qualidade organoléptica ou
prejudicar a seguranga do produto final (KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001).

3.4 MECANISMO DE ACAO

O ozbnio € um agente antimicrobiano de espectro longo, sendo ativo contra
bactéria, fungo, virus, protozoario e esporos de bactérias e fungos. Esse
sanitizante € ativo contra todas as formas de microrganismos a relativamente
baixas concentracées (KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001).
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Os efeitos bactericidas do 0z6nio tém sido documentados para uma ampla
variedade de microrganismos, incluindo tanto bactérias gram-positivas como
gram-negativas, como também esporos e células vegetativas. E sua potente
capacidade de oxidacdo que torna o ozbnio muito efetivo na destruicdo de
microrganismos (GUZEL-SEYDIM; BEVER JR.; GREENE, 2004).

De acordo com Khadre, Yousef e Kim (2001), a inativagao de bactérias por
ozbnio € um processo complexo porque ele ataca numerosos constituintes
celulares incluindo proteinas, lipidios insaturados e enzimas respiratérias nas
membranas celulares; peptidoglicanos nos envelopes celulares; enzimas e acidos
nucléicos no citoplasma; e proteinas e peptidoglicanos nas coberturas dos
esporos e capsulas virais.

Alguns autores consideram que o ozénio molecular é o principal agente de
inativacdo dos microrganismos, enquanto outros enfatizam a atividade
antimicrobiana dos subprodutos reativos resultantes da decomposigdo do o0zdénio
na agua, tais como ‘OH, 'O, e HO3" (KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001).

A oxidagdo de grupos sulfidrilas, que sao abundantes em enzimas
microbianas, pode explicar a rapida inativagcdo de microrganismos por ozdénio. A
acao oxidativa do ozbnio pode levar a saida de componentes celulares e
eventualmente causar lise; a interrup¢ao da atividade normal da célula incluindo
permeabilidade seletiva, seguida de morte rapida da célula; inativagao enzimatica;
e diminuic&do da atividade de transcricdo do DNA (KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001).

De acordo com Torres et al. (1996), é possivel a redu¢ao da concentracéo
microbioldgica de varios alimentos através da ozonizagdo, embora a esterilizagao

dos mesmos nao seja possivel.

3.5 APLICACAO DO 0ZONIO EM GRAOS E PRODUTOS SECOS

Ibanoglu (2001) avaliou o efeito da maceragao de graos de trigo com agua
ozonizada nas concentracdes de 1,5 e 11,5 mg/L, a 20°C durante 30 minutos, na
moagem e nas propriedades das farinhas obtidas. Os resultados mostraram que o
tratamento com ozdnio ndo provocou alteragdes significativas no que se refere a
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eficiéncia da moagem, atividade da a-amilase, oxidagdo dos pigmentos e as
caracteristicas farinograficas e extensograficas da farinha. As analises
microbiolégicas indicaram que a agua ozonizada promoveu reducdo das
contagens de bactéria total e de bolores e leveduras, sendo os melhores
resultados obtidos com a concentracédo de 11,5 mg/L, os quais foram de 2,1 e 1,5
reducdes da contagem total para os trigos mole e duro, respectivamente; e de 1,1
e 1,0 redugdes de bolores e leveduras para os trigos mole e duro,
respectivamente.

Ibanoglu (2002) estudou o efeito da lavagem de graos de trigo com agua
ozonizada (1,5 mg/L a 20°C), durante 30 minutos, nas propriedades das farinhas
obtidas. Os resultados mostraram que ndo houve alteragdo nas propriedades
fisico-quimicas, atividade da a-amilase e caracteristicas farinograficas das
farinhas, exceto a reducao das propriedades extensograficas da farinha obtida do
trigo mole, enquanto a obtida do trigo duro nao foi afetada. Isso foi atribuido a
barreira conferida pela dureza do grdo, dificultando a penetragdo da agua
ozonizada para o interior do endosperma.

Desvignes et al. (2008) avaliaram as propriedades mecanicas de graos de
trigo de trés cultivares diferentes tratados com ozbénio durante a maceragcédo. O
tempo de tratamento foi o suficiente para que o consumo de ozénio fosse
correspondente a 5 ou 10 g/kg da massa de grdos. Uma significante redugéo da
energia requerida para quebra e moagem dos graos foi observada para todas as
amostras, sendo maior (10-20%) para a maior quantidade de ozénio aplicada (10
g/kg). Os resultados mostraram que o conteudo de cinzas e de acido fitico da
farinha de reducdo produzida nao foi significativamente afetado pelo tratamento
com o0z0Onio, e uma reduc¢ao no conteudo de amido danificado foi observada. Além
disso, o conteudo total de proteina nao foi afetado, sendo que ocorreu aumento da
fragdo insoluvel da glutenina balanceado pela diminuicdo da fracdo soluvel. O
tratamento afetou o comportamento mecanico da camada de aleurona, com a
consequente redugao da sua extensibilidade e aumento da sua rigidez.

Wu, Doan e Cuenca (2006) avaliaram a eficacia do ozbnio gasoso na

inativagao de fungos em trigo usando cinco doses (0,016; 0,065; 0,16; 0,33 e 0,98
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mg/g de trigo/min). A medida que a dose aumentou, a inativacéo de esporos de
fungos também aumentou, sendo que uma dose de 0,33 mg/g de trigo/min
(durante 5 min) foi suficiente para inativar 96,9% dos esporos, e com 0o aumento
da dose acima deste ponto nenhuma inativacao adicional foi observada.

Somboonchai, Nopharatana e Songkasiri (2008), avaliaram a oxidagao de
cianeto por 0z6nio em solugdes de amido de mandioca. O tratamento consistiu no
borbulhamento de ozénio em 2L de solucbes de amido com diferentes
concentragbes de cianeto (10, 20, 30 e 40 mg/L) durante 10 minutos. Foram
utilizadas taxas de geragao de 7,4, 15,0, 22,6 e 30 g de ozbnio/h. Foi observado
que a concentragdo de cianeto diminuiu acentuadamente nos primeiros 30
segundos de reagao, reduzindo lentamente depois desse tempo.

Byun, Yook e Kwon (1997) estudaram os efeitos do tratamento com ozénio
(18 ppm por 8 horas a uma taxa de 5 L/min) e da irradiacao gama (2,5; 5,0; 7,5 e
10 kGy) em pés de aloe (Aloe arborescence e Aloe vera). A irradiagdo foi mais
efetiva que o ozbnio na redugdo da carga microbiana das amostras, pois a dose
de 10 kGy promoveu a redugdo de todos os microrganismos (bactérias aerdbias
totais, bolores, leveduras e coliformes) a um nivel inferior aos limites de deteccao.
O conteudo de aminoacidos e minerais nao foi alterado significativamente pelos
tratamentos. No entanto, a composicdo de acidos graxos, indice de TBA e os
pigmentos clorofila e carotendides dos pos de aloe foram significativamente
afetados pelo tratamento com ozénio; os parametros de cor (L*, a*, b* e AE) das
amostras de Aloe arborescence tratadas com oz6nio também sofreram alteracoes.

Resultados similares foram encontrados por Byun et al. (1998) ao
compararem os efeitos da irradiagdo gama (2,5; 5,0; 7,5 e 10 kGy) e do tratamento
com ar ozonizado (18 ppm por 4 e 8 horas a uma taxa de 5 L/min) na qualidade
microbiolégica e fisico-quimica de po6 de ginseng vermelho. Nao foram observadas
alteragdes significantes no pH, acidez, indice de TBA e cor das amostras
irradiadas comparadas as amostras controle. Por outro lado, as mudancas
provocadas pelo tratamento com ozbnio foram mais evidentes. Além disso, a
composicao de acidos graxos nao foi significativamente alterada pela irradiagao,

enquanto que o o0zbnio causou diminuicdo do conteudo de acidos graxos
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insaturados e elevacéo do conteudo de saturados, o que foi atribuido a destruicédo
das ligagdes duplas dos acidos graxos insaturados. Com relagdo a
descontaminagéo do produto, a irradiagcdo gama foi mais efetiva que o tratamento
com ozbnio, sendo que as doses esterilizantes para coliformes, bolores e
leveduras, e bactérias aerobias totais foram 2,5, 5,0 e 7,5 kGy, respectivamente.

Zhao e Cranston (1995) avaliaram a descontaminagao de pimenta preta
com 0z06nio a uma concentragao de 6,7 mg/L e fluxo de ar de 6 L/min. Pimentas
inteiras foram imersas em &agua e aspergidas com ar ozonizado durante 10
minutos, obtendo-se redugdes de 3 a 4 ciclos logaritmicos na populagao
microbiana (bactéria aerdbia total, bactéria anaerdbia total e aerdbios formadores
de esporos). Pimenta moida, por sua vez, foi tratada com ar ozonizado por até 6
horas, obtendo-se redugdes de 3 a 6 ciclos logaritmicos na populagdo microbiana
mencionada, dependendo do conteudo de umidade do tempero, sendo que maior
conteudo de umidade levou a uma maior redugé&o da carga microbiana. A redugao
da populacdo microbiana foi mais acentuada nas duas horas iniciais do
tratamento. O tratamento com o0zénio ndo provocou alteragdes significativas nos
componentes volateis da pimenta inteira, embora tenha provocado a oxidagao
desses compostos na pimenta moida.

Os efeitos de diferentes tratamentos com ozénio (0,1, 0,5 e 1,0 ppm) na
descontaminagao de pistache inoculado com E. coli e B. cereus foram estudados
por Akbas e Ozdemir (2006). Numa concentragdo de 1,0 ppm durante 360
minutos, as contagens de E. coli e B. cereus em pistache inteiro sofreram
reducdes de 3,5 e 3 ciclos logaritmicos, respectivamente. Em pistache moido, as
populagdes de ambos os microrganismos foram reduzidas em 2 ciclos. Para os
autores, a area superficial do pistache foi um fator critico para a eficiéncia do
tratamento, de forma que, no pistache moido, a bactéria inoculada ficou protegida
do contato com o ozbnio. A reduzida penetragdo e a interagdo do ozbénio com
componentes organicos presentes no produto, tais como lipidios e carboidratos,
diminuiram o poder oxidante do gas.

Os mesmos autores avaliaram o efeito da ozonizagao em pimenta vermelha

contaminada com E. coli, B. cereus e esporos de B. cereus. Para as amostras
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inoculadas com células vegetativas, foram utilizadas concentragées de 0,1, 0,5 e
1,0 ppm e, para as inoculadas com esporos, concentragdes de 1,0, 5,0, 7,0 € 9,0
ppm foram aplicadas. A 1,0 ppm de ozdnio por 360 minutos, a populagédo de E.
coli foi reduzida em 2 ciclos logaritmicos e a de B. cereus, em 1,5. Para todas as
concentracdes de ozbnio, independente do tempo de exposi¢do, a redugado da
contagem de E. coli foi maior que a de B. cereus. A populagdo de esporos foi
reduzida em 1 ciclo logaritmico quando a concentragao de 5,0 ppm foi empregada,
e em 1,5 ciclos nas concentragdes de 7,0 e 9,0 ppm, todos em 360 minutos de
ozonizagao. O tratamento com ozénio foi menos efetivo contra esporos e maiores
concentracdes do gas (5,0 ppm) foram requeridas para a redugao da carga desses
microrganismos. As amostras ozonizadas entre 5,0 e 9,0 ppm sofreram leves
alteracbes no aroma e na aparéncia (AKBAS; OZDEMIR, 2008b).

Emer, Akbas e Ozdemir (2008) avaliaram a inativacdo de E. coli em
pimenta preta inteira e moida submetidas a diferentes concentragbes de ozbdnio
(0,1, 0,5 e 1,0 ppm) por periodo de até 360 minutos. Uma redugao de 7 ciclos
logaritmicos na populagao de E. coli em pimenta inteira foi alcangada a 0,1, 0,5 e
1,0 ppm de o0zb6nio aos 360, 240 e 120 minutos de tratamento, respectivamente; o
mesmo nivel de inativagdo microbiana em pimenta moida foi atingida a 0,1 € 0,5
ppm por 360 minutos e a 1,0 ppm aos 240 minutos de processo. A 1,0 ppm de
ozbnio, o tempo requerido para alcangar uma reducéo de 7 log na populagao de E.
coli em pimenta moida foi o dobro do necessario para atingir 0 mesmo grau de
descontaminagdo em pimenta inteira. Isso mostrou que a area superficial foi um
fator critico para a eficiéncia do tratamento com ozénio.

Akbas e Ozdemir (2008a) avaliaram o efeito da ozonizagdo na redugédo de
E. coli, B. cereus e esporos de B. cereus em figos secos. Concentragbes de
ozébnio de 0,1, 0,5 e 1,0 ppm durante 360 minutos foram testadas em amostras
inoculadas com E. coli e B. cereus, e concentragdes de 1,0, 5,0 7,0 e 9,0 ppm
foram usadas para inativar esporos de B. cereus. Concentragdes de 0,1 e 0,5 ppm
por 360 minutos resultaram em 0,9 e 1,4 redugdes na populagdo de E. colie 2,7 e
2,9 reducdes na populacado de B. cereus, respectivamente. A 1,0 ppm por 360

minutos, 3,5 reducbes foram obtidas para ambas as bactérias. As redugdes na
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contagem de esporos de B. cereus nas concentragbes de 1,0 e 5,0 ppm durante
360 minutos foram, respectivamente, 1 ¢ 1,5, e a 7,0 e 9,0 ppm a reducéo foi de 2
ciclos logaritmicos. Nao foram observadas mudangas significativas nas
propriedades fisico-quimicas (cor, pH e umidade) e na qualidade sensorial
(dogura, rancidez, aroma e aparéncia) dos figos secos tratados com o0zonio,

quando comparados com as amostras nao tratadas.

3.6 EFEITO DO 0ZzONIO EM HIDROCOLOIDES

Tiwari et al. (2008a) estudaram o efeito do ozbénio na cor e nas
caracteristicas reolégicas de dispersées de goma guar (1%), carboximetilcelulose
(1%) e pectina (2%). Foram empregadas concentracdes de ozonio de 2,4%, 4,0%,
5,6% e 7,8% por 3, 5, 7 e 10 minutos de tratamento. Foram observadas reducdes
de 95,5%, 81,6% e 31,7% na viscosidade aparente das dispersdes de goma guar,
CMC e pectina, respectivamente, na maior concentracdo de ozdnio empregada
(7,8%) e no tempo de processamento mais longo (10 min.). Os autores atribuiram
a reducdo na viscosidade a despolimerizacdo das macromoléculas. Foram
observadas alteracdes na cor das dispersdes dos hidrocoldéides ozonizados, sendo
que o efeito foi mais pronunciado nas dispersdes de pectina e goma guar, sendo
insignificante na de CMC.

An e King (2009) estudaram o efeito do ozbnio nas propriedades de pasta
do amido de arroz. Suspensdes de amidos comercial e isolado foram tratadas com
ozbnio a uma concentragcao de 20% durante 15 e 30 minutos. Os resultados
mostraram que a ozonizagdo promoveu aumento do pico de viscosidade e do
breakdown e reducdo da viscosidade final e do setback das pastas de amido,
quando comparadas as amostras nao tratadas e as amostras tratadas com
oxigénio puro. Ou seja, o tratamento com o0zbnio proporcionou a obtencdo de
pastas de amido com maior intumescimento durante o cozimento, menor
viscosidade apds o resfriamento (gel de menor rigidez) e menor tendéncia a

retrogradagdo, mas com menor estabilidade durante o cozimento. O amido
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ozonizado apresentou propriedades de pasta similares as de amido levemente
oxidado com agentes quimicos em baixas concentragdes.

Chan, Bhat e Karim (2009) avaliaram o efeito do ozdnio nas caracteristicas
fisico-quimicas e funcionais de amidos de milho, sagu e tapioca. Os amidos, na
forma de po, foram expostos ao ozénio durante 10 minutos sob diferentes tempos
de geragao (1, 3, 5 e 10 minutos). Foi observado um aumento dos conteudos de
carbonila e carboxila de todos os amidos com o incremento do tempo de geragao
do ozdnio. O ozbnio gasoso proporcionou a oxidagao dos amidos e, sob condigdes
idénticas, o grau de oxidacao variou entre os diferentes tipos de amido. Para os
amidos estudados, as caracteristicas funcionais e propriedades de pasta seguiram

diferentes tendéncias com o aumento do tempo de geragéo de ozbnio.
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RESUMO

O amido, produto de ampla aplicagdo na industria de alimentos, pode veicular
microrganismos aos produtos aos quais € incorporado, em fung¢ao de sua origem e
por consistir num material de dificil esterilizacdo. O oz6nio é um dos agentes
oxidantes que tém potenciais aplicacbes na industria de alimentos. Além de
seguro, o 0zbnio € um poderoso agente antimicrobiano, apresentando um longo
espectro de atuacado, podendo ser uma alternativa para a descontaminacao do
amido. Este estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia do ozbnio gasoso na
inativagdo de E. coli e esporos de B. subtilis intencionalmente inoculados em
amido de mandioca e verificar o efeito da umidade do produto na eficiéncia do
tratamento. Para o estudo com amido com 18% de umidade, foram utilizadas
concentracdes de ozonio de 40 e 113 ppm, para avaliar a inativagdo de E. coli, e
uma concentracdo de 118 ppm, para avaliagao da inativacédo de esporos de B.
subtilis. Os tempos de exposigdo ao ozénio empregados foram de 30, 60, 90 e 120
minutos. O tratamento durante 120 minutos, nas duas concentracdes estudadas,
promoveu uma redugédo de aproximadamente 2 ciclos logaritmicos na populagéo
de E. coli, mostrando que uma menor concentragdo de ozbénio e um tempo de
exposicao relativamente longo (2 horas) podem ser empregados para reduzir E.
coli em amido. Para os esporos de B. subtilis, por sua vez, os tratamentos com
ozbnio nao resultaram em inativagao significativa (< 1 ciclo log). Para o estudo
com amido com 30% de umidade, as concentragdes de 0zdnio empregadas foram
de 40 e 118 ppm. Para avaliar a inativagao de E. coli, os tempos de exposicdo ao
ozénio empregados foram de 30, 60, 90 e 120 minutos para a menor concentragao
estudada e de 15, 30, 45 e 60 minutos para a maior concentragcédo. Para avaliagao
da inativacao de esporos de B. subtilis, as concentragdes mencionadas foram
empregadas nos tempos de exposi¢cdo de 30, 60, 90 e 120 minutos. Na menor
concentragéo e maior tempo de exposi¢gao empregados (40 ppm/120 minutos), foi
obtida uma reducido de 3,6 ciclos logaritmicos na populacdo de esporos de B.
subtilis. A 118 ppm de ozbnio, aos 90 e 120 minutos de tratamento, a
concentragdo desses microrganismos sofreu redugbes superiores a 5 ciclos
logaritmicos. Para a populagdo de E. coli, por sua vez, foram obtidas redugdes
superiores a 7 ciclos logaritmicos a partir dos 60 minutos de tratamento quando a
concentracao de 40 ppm foi empregada. Ja na concentracao de 118 ppm, metade
do tempo (30 minutos) foi necessario para obter redugdes superiores a 6 ciclos
logaritmicos. Os resultados mostraram que o aumento do conteudo de umidade do
amido influenciou positivamente a eficiéncia do tratamento com o0zbnio,
proporcionando maior inativacdo da populacao de E. coli e redugdo do numero de
esporos de B. subtilis, cuja inativacdo nao foi observada no amido com menor
conteudo de umidade. Para redugdes iguais ou superiores a 5 ciclos logaritmicos
nas populacbes de E. coli e esporos de B. subftilis inoculados em amido de
mandioca, com conteudo de umidade de cerca de 30%, podem ser empregados
os tratamentos com ar ozonizado a 40 ppm de oz6nio durante 60 minutos ou 118
ppm por 30 minutos, para o primeiro, € 118 ppm por 90 minutos, para o segundo
microrganismo.
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ABSTRACT

Starch has diverse applications in the food industry. Due to its natural origin and
because starch is a material difficult to be sterilized, it usually transports
microorganisms to products to which it is incorporated. Ozone is one of the
oxidizing agents that have potential applications in the food industry. Besides being
safe, ozone is a powerful antimicrobial agent with broad-spectrum activity and it
could be an alternative for the decontamination of starch. The objective of this
study was to evaluate the effectiveness of gaseous ozone on the inactivation of E.
coli and B. subtilis spores intentionally inoculated in cassava starch and determine
the effect of the moisture content of the product on ozone efficiency. For the study
with starch with a final moisture content of approximately 18%, ozone
concentrations of 40 and 113 ppm were employed to evaluate the inactivation of E.
coli and a concentration of 118 ppm, for the inactivation of B. subtilis spores. The
exposure times used were 30, 60, 90 and 120 minutes. The treatments for 120
minutes, in the concentrations of 40 and 113 ppm, promoted a decrease of about 2
logarithmic cycles in the population of E. coli, showing that a lower concentration of
ozone and a relatively long exposure time (2 hours) may be employed to decrease
E. coli in starch. For the spores of B. subtilis, the treatments with ozone did not
result in a significant inactivation (<1 decimal reduction). For the study with starch
with a final moisture content of approximately 30%, ozone concentrations of 40 and
118 ppm were employed. To evaluate the inactivation of E. coli, the exposure times
used were 30, 60, 90 and 120 minutes for the lowest concentration studied, and
15, 30, 45 and 60 minutes for the highest concentration. To evaluate the
inactivation of B. subtilis spores, the concentrations described above were
employed at exposure times of 30, 60, 90 and 120 minutes. At the lowest
concentration and highest exposure time employed (40 ppm/120 minutes), a
reduction of 3.6 logarithmic cycles was obtained in the population of spores of B.
subtilis. At 118 ppm of ozone, for 90 and 120 minutes of treatment, the
concentration of those microorganisms underwent decreases above 5 logarithmic
cycles. For the population of E. coli, on the other hand, decreases above 7
logarithmic cycles were obtained from 60 minutes of treatment when the
concentration of 40 ppm was employed. In the concentration of 118 ppm, half of
the time (30 minutes) was necessary in order to obtain decreases above 6
logarithmic cycles. The results showed that the increase of the moisture content of
the starch positively influenced the efficacy of the treatment with ozone, providing a
greater inactivation of the population of E. coli and a decrease of the number of
spores of B. subtilis, whose inactivation was not observed in the starch with lower
moisture content. For decreases equal or above 5 logarithmic cycles in the
populations of E. coli and B. subtilis spores inoculated in humidified cassava
starch, the treatments with ozonized air at 40 ppm ozone for 60 minutes or 118
ppm for 30 minutes, for the first, and 118 ppm for 90 minutes, for the second
microorganism may be employed.

Keywords: Decontamination. Humidification. Inactivation. Microorganism. Ozone.
Starch.
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1 INTRODUGAO

De acordo com Guzel-Seydim, Greene e Seydim (2004), a industria de
alimentos esta buscando constantemente métodos mais eficazes para manter a
seguranga dos alimentos. Os autores afirmam que o ozbnio € uma alternativa
efetiva em funcdo de suas propriedades antimicrobianas e auséncia de
substancias residuais. Além disso, tecnologias ndo térmicas tem-se destacado
atualmente como uma forma de garantir a seguranga dos alimentos sem
comprometer sua qualidade, e o0 uso de 0zénio gasoso € um possivel método para
a eliminagcdo de patdogenos, sem prejudicar a qualidade do alimento tratado
(KLOCKOW; KEENER, 2009).

O ozbnio € um dos agentes oxidantes mais fortes e um dos sanitizantes
mais potentes e tem sido usado como substituto dos compostos quimicos a base
de cloro (KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001). O amplo espectro antimicrobiano do
ozbnio, combinado com seu alto potencial de oxidagao, fazem dele uma opcéao
atrativa de processamento para a industria de alimentos. Quantidades
relativamente pequenas de 0zbénio e curtos tempos de contato sao suficientes para
alcangar o efeito antimicrobiano desejavel e ele se decompde rapidamente em
oxigénio, nado deixando residuos toxicos nos produtos (MUTHUKUMARAPPAN;
HALAWEISH; NAIDU, 2000 apud TIWARI et al., 2008a).

Estudos relatam diversas aplicacdes do ozénio na industria de alimentos,
incluindo a reducao de populagdes microbianas em embalagens e superficies de
aco inoxidavel (KHADRE; YOUSEF, 2001); tratamento e reciclagem de agua de
chiller (GUZEL-SEYDIM; GREENE; SEYDIM, 2004; KHADRE; YOUSEF, 2001);
desinfeccdo de equipamentos; tratamento de agua (PASTORIZA et al., 2008);
extensdo da vida de prateleira de peixe (PASTORIZA et al., 2008); processamento
de varios sucos de frutas (TIWARI et al., 2008b; 2009a; 2009b); descontaminagao
de carcacga de frango; higienizagao de frutas e vegetais (ACHEN; YOUSEF, 2001;
BIALKA; DEMIRCI, 2007; KIM; YOUSEF; CHISM, 1999; KOSEKI; ISOBE, 2006;
NAJAFI; KHODAPARAST, 2009); descontaminacao de produtos secos tais como
cereais, graos, pimenta e pistache (AKBAS; OZDEMIR, 2006; EMER; AKBAS;
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OZDEMIR, 2008; IBANOGLU, 2001; 2002; KETTERINGHAM et al., 2006; ZHAO;
CRANSTON, 1995), entre outros.

O amido de mandioca apresenta propriedades tecnologicas que o tornam
matéria-prima de grande interesse a industria de alimentos. A auséncia de “odor
de cereal”, tipico do amido de milho, assim como seu padrao viscoamilografico
durante o cozimento, sdo algumas das caracteristicas de interesse para sua
aplicagado na industria alimenticia (DEMIATE et al., 2005). Baixa temperatura de
pasta € menor susceptibilidade a sinérese, quando comparado com amidos
regulares de cereais, sdao também propriedades que diferenciam o amido de
mandioca para aplica¢des industriais (DEMIATE et al., 2003).

Em funcdo da origem da matéria-prima, que é uma raiz, o amido de
mandioca pode apresentar uma elevada carga microbiana, com grande percentual
de bactérias esporuladas, fato que, aliado as propriedades do amido, em especial
a sua baixa temperatura de gelatinizagao, o caracteriza como um material de dificil
esterilizagdo (CEREDA; VILPOUX, 2005).

Com base nas propriedades do 0z6nio como sanitizante e nas dificuldades
de esterilizacdo do amido, este estudo teve como objetivo avaliar a efetividade do
tratamento com ozbénio, em diferentes concentracdes e tempos de exposig¢ao, na
inativagdo de E. coli e esporos de B. subtilis intencionalmente inoculados em
amido de mandioca e avaliar o efeito da umidade do produto na eficiéncia do

ozonio.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Matéria-prima

O amido de mandioca utilizado neste estudo foi doado pela empresa Corn
Products Brasil (Conchal, Brasil).

2.1.2 Microrganismos de inoculagao

Cepas liofilizadas de Bacillus subtilis ATCC 6633 e Escherichia coli ATCC
8739 foram adquiridas da Colegéo de Culturas Tropical da Fundagao de Pesquisa
e Tecnologia André Tosello (Campinas, Brasil). As culturas foram reativadas em
caldo nutriente e repicadas em agar nutriente. As culturas estoque foram mantidas

em agar nutriente inclinado, sob refrigeragao.

2.1.3 Sistema de geracao de ozonio

O sistema utilizado para a geragcao de ozbnio era constituido por um
gerador de ozdnio Interozone Linha DEVOC®, Modelo SGOZ-123 (Grupo
Interozone Brasil, Jundiai, Brasil), com capacidade de producédo de 5 g/h, e um
concentrador de oxigénio Modelo NewLife Elite (AirSep Corporation, Nova York,
Estados Unidos), com fluxo de 5 L/min.

O gerador de ozbnio tem como principio de geracao do gas o método de
descarga por efeito corona, e o ar atmosférico foi utilizado para alimentagédo do
sistema. Antes de entrar na célula geradora de o0zbnio, o ar passava pelo
concentrador de oxigénio, o qual era responsavel pela sua concentragao em 95%

de oxigénio. Em seguida, o ar concentrado fluia entre dois eletrodos submetidos a

95



uma elevada diferenga de potencial, sendo transformado em ozdnio. O fluxo de ar

ozonizado no sistema era de 14 m°/h.

2.1.4 Analisador de ozo6nio

A concentragdo de o0zbnio no ar ozonizado foi determinada por um
Analisador de Ozénio, Modelo UV-100 (Eco Sensors, Inc., Santa Fe, EUA). A faixa
de medicdo do equipamento é de 0-900 ppm, e seu principio de funcionamento
baseia-se na absor¢ao de luz UV (emitida por uma Iampada de mercurio de baixa

pressao) por moléculas de ozdnio.

2.1.5 Misturador de po6

O ar ozonizado, ap6és sair do gerador, era direcionado ao misturador de p6
(Figura 2.1a), equipamento construido pela empresa Cardoso Comércio de
Equipamentos Ind. Ltda. (Sumaré, Brasil) especificamente para uso no sistema de
ozonizagao utilizado. O corpo do misturador era construido em aco inoxidavel e a
tampa em policarbonato. O misturador apresentava sistema basculante e
velocidades de agitacao variaveis. A tampa em policarbonato possibilitava avaliar
visualmente a capacidade de mistura do equipamento, sendo utilizada uma
velocidade que proporcionava um bom contato do amido com o ar injetado no
sistema e que nao resultava em grande perda de produto pelas mangueiras de
saida do gas durante o tratamento.

As pas eram removiveis e construidas em teflon (Figura 2.1b); a distancia
das pas em relagdo a parede do misturador, bem como a sua disposicéo sobre o
eixo do equipamento, eram ajustaveis. O volume total do misturador era de 25

litros.

56



Figura 2.1. Misturador de po
a) Parte externa; b) Parte interna.

O ar ozonizado era injetado no misturador através da parte superior do
equipamento por meio de duas entradas localizadas na tampa. O excesso de
ozobnio saia do misturador através de dois orificios também localizados na tampa,
do lado oposto a entrada do gas. As mangueiras utilizadas no sistema para
entrada e saida do gas do misturador eram compostas de PVC, material inerte ao

ataque quimico do ozénio.

2.2 METODOS

2.2.1 Preparo da suspensao de E. coli

Ap6s sua ativagdo, a pureza da cultura foi verificada por métodos
convencionais, através da coloracdo de Gram, teste de utilizagdo do citrato e
testes VM-VP, de acordo com metodologia descrita em Silva, Junqueira e Silveira
(1997).

Para cada replicata dos experimentos realizados, a cultura foi ativada em
caldo nutriente, seguida de incubacéo a 37°C por 24 h, e inoculada em placas de
Petri. A suspenséao foi obtida pela lavagem das placas apds 24 h de incubagao.
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2.2.2 Preparo da suspensao de esporos de B. subtilis

ApOs a ativagao da cultura liofilizada, foram realizados alguns testes para a
confirmacao da cultura de B. subtilis, sendo eles: coloragdo de Gram, catalase,
utilizagdo do citrato, crescimento a 40°C, crescimento em 7% de NaCl e
crescimento em anaerobiose (GALLO, 1989; STEVENSON; SEGNER, 1992).

A suspensdo de esporos de B. subtilis foi preparada utilizando-se
adaptacao da metodologia usada por Abreu (2001), conforme descri¢ao a seguir.

Aliquotas de 0,1 mL da cultura de B. subtilis ativada em caldo nutriente
foram distribuidas em placas de Petri contendo agar nutriente e incubadas a 30°C
por 48 h. A partir da cultura crescida nas placas, foi obtida uma suspensao de
células vegetativas através da lavagem da superficie das placas com agua
destilada estéril. Antes da inoculagdo no meio de esporulagdo, a suspensio foi
avaliada quanto a possibilidade de contaminacéo, através do método de coloragao
de Gram. Em seguida, aliquotas de 0,5 mL da suspensao foram inoculadas em
garrafas de Roux contendo 200 mL de agar nutriente suplementado com 20 mg/L
de sulfato de manganés. O sulfato de manganés foi utilizado para induzir a
esporulagéo. As garrafas foram incubadas a 30°C por 14 dias, quando havia cerca
de 80% de esporos nos campos microscopicos observados em laminas.

A coleta dos esporos produzidos foi efetuada recolhendo-se o crescimento
superficial com agua destilada e bagueta estéreis, utilizando-se para cada garrafa
cerca de 15 mL de agua.

A suspensao obtida foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos a 10°C
para remoc¢ao de células vegetativas e residuos de meio de cultura. A operagao de
centrifugacao foi repetida trés vezes, ressuspendendo-se o precipitado em agua
destilada estéril, apds a eliminagdo do sobrenadante de cada etapa. Apds a ultima
centrifugacéo, o material foi ressuspenso em agua destilada estéril e a suspensao
foi, entdo, armazenada a 4°C até o momento de sua utilizagao.

Para determinagao da concentragdo de esporos na suspensao, um choque
térmico a 70°C por 20 minutos foi dado na diluicdo inicial para ativacao dos

esporos, e as diluicbes subsequentes foram realizadas posteriormente. As
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diluicdes foram plaqueadas na superficie de agar nutriente, seguida de incubagao
a 30°C por 48 h.
Para a quantificagdo da suspensao, as condicdes de tempo e temperatura

empregadas foram determinadas previamente, como descrito a seguir.

2.2.3 Determinacgao do bindmio temperatura/tempo de ativagcao dos esporos
de B. subtilis

Para determinacdo do binbmio temperatura/tempo de ativacdo, uma
aliquota de 1 mL da suspensdo de esporos de B. subtilis foi transferida,
assepticamente, para 9 mL de agua destilada estéril. Esta diluicao foi distribuida,
em aliquotas de 1 mL, em tubos contendo 9 mL de agua destilada estéril. A seguir,
cada trés desses tubos foram submetidos a uma determinada temperatura,
permanecendo cada um deles em um tempo distinto. As temperaturas e tempos
testados foram 70 e 80°C e 10, 20 e 30 minutos. Completado o tempo de
aquecimento, os tubos foram submetidos ao resfriamento imediato em banho de
gelo por 2 minutos. Em seguida, procedeu-se as diluicdes decimais até 107", e
aliquotas de 0,1 mL das cinco ultimas diluicdes foram plaqueadas, em duplicata,

em agar nutriente e incubadas a 30°C durante 48 h.

2.2.4 Inoculagao

O amido utilizado foi previamente esterilizado por radiagdo gama, numa
dose de 10 kGy, pela Empresa Brasileira de Radiagdes (EMBRARAD - Cotia,
Brasil). A dose empregada foi definida com base em dados de estudos com
produtos em pd (BYUN et al., 1998; BYUN; YOOK; KWON, 1997), com contagem
microbiana similar a do amido utilizado, nos quais esta dose foi suficiente para
esterilizacdo dos produtos estudados.

Para o estudo com amido com menor conteudo de umidade, 1 kg de

produto, com umidade inicial de 11%, foi inoculado com 100 mL de suspensao
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microbiana, obtendo um conteudo de umidade final de aproximadamente 18%. A
suspensao foi aspergida gradualmente no produto com o auxilio de um
pulverizador de junta esmerilhada, com homogeneizagdes intercaladas para
garantir uma distribuigdo uniforme do in6culo. Antes de dar inicio ao tratamento
com ozénio, o amido inoculado foi mantido em descanso por cerca de 1 h, para
permitir a aderéncia do inéculo ao produto. Em seguida, foi coletada amostra de
amido para determinagdo da contagem microbiana inicial. Nas replicatas dos
processos, a concentragdo inicial de microrganismos no amido inoculado foi da
ordem de 107 UFC/g, para o B. subtilis, e entre 10° e 10 UFC/g, para a E. coli.

Para avaliar o efeito da umidade do amido na eficiéncia do ozoénio, fez-se a
umidificagdo e inoculagdo do amido de mandioca de forma a obter um conteudo
de umidade final de aproximadamente 30%. A umidificacdo do amido a valores
superiores a 30% de umidade foi limitada pela aparente formagao de grumos, os
quais poderiam dificultar o contato do 0zdnio com os microrganismos. Um quilo de
amido foi previamente umidificado e posteriormente inoculado com 100 mL de
suspensao microbiana. Antes de dar inicio ao tratamento com ozbnio, o amido
inoculado foi mantido em descanso por cerca de 1 h, para permitir a aderéncia do
in6culo ao produto. Em seguida, foi coletada amostra de amido para determinacgao
da contagem microbiana inicial. Nas replicatas dos processos, a concentragcéo
inicial de microrganismos no amido inoculado foi da ordem de 10" UFC/g, para o
B. subtilis, e entre 10" e 10® UFC/g, para a E. coli.

2.2.5 Tratamento com ozOnio

O processo consistiu na aplicagcdo de ozb6nio gasoso ao amido em po,
intencionalmente inoculado, injetando-se o ar ozonizado no misturador. Foi
utilizado aproximadamente 1 kg do produto em cada batelada. As mangueiras de
entrada de ar ozonizado no misturador foram posicionadas contrariamente a
movimentacdo das pas e utilizou-se filtros, alocados em uma carcagca de aco

inoxidavel, no final das duas mangueiras de saida do ar, o que permitiu a retengéo
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do amido inoculado arrastado pelo fluxo de ar. As medidas da concentragao do ar
ozonizado eram realizadas na saida do gerador.

Para os testes com amido com 18% de umidade, o amido inoculado foi
submetido ao tratamento com ar ozonizado e amostras foram coletadas a cada 30
minutos durante 2 horas. As concentragées de ozénio empregadas foram de 40 e
113 ppm, no estudo de inativacdo de E. coli, e de 118 ppm, na avaliacido da
inativagcao de esporos de B. subtilis. Os tratamentos foram realizados em ftriplicata.

Para os testes com amido com 30% de umidade, o produto foi submetido ao
tratamento com ar ozonizado a 40 e 118 ppm de ozbnio. As amostras foram
coletadas a cada 30 minutos durante 2 horas nos experimentos realizados com B.
subtilis, nas duas concentragdes estudadas, e com E. coli, na concentragédo de 40
ppm. Para o estudo da inativagdo de E. coli na concentragdo de 118 ppm, as
amostras foram coletadas a cada 15 minutos durante 1 hora de tratamento. Os
tratamentos foram realizados em duplicata.

Para fins de comparagcao dos resultados obtidos, fez-se um tratamento
controle com o amido inoculado utilizando-se ar ndo ozonizado, coletando-se
amostras aos 30, 60, 90 e 120 minutos de tratamento.

Apos cada grupo de tratamento, o amido residual contido no misturador foi
removido e descontaminado em autoclave para posterior descarte, e 0 misturador
foi inundado com solugéo de acido peracético (0,1%) durante 30 minutos. Em
seguida, o misturador foi lavado e, antes de ser usado, o equipamento foi
sanitizado utilizando-se solugao de acido peracético nas mesmas condi¢cdes de

tempo e concentragdo mencionadas.

2.2.6 Analises microbiolégicas

A enumeracao de B. subtilis no amido inoculado, antes e depois dos
tratamentos com ozénio, foi realizada por plaqueamento em superficie com agar
nutriente.

A amostra de amido diluida em agua peptonada 0,1% foi submetida a
choque térmico (70°C/20 min.) para promover a ativagao dos esporos. A aplicagao
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do choque térmico foi realizada na diluigdo 10, pois a diluigdo inicial (107),
quando submetida ao aquecimento na temperatura mencionada, ocorria a
gelatinizagdo do amido, dificultando a realizagdo das subsequentes diluigcbes
seriais. As diluicbes plaqueadas, em duplicata, foram incubadas a 30°C por 48 h.
Para os testes com amido com maior conteudo de umidade, o plaqueamento da
diluicdo 107 foi realizado em trés placas com aliquotas de 0,3 mL e uma de 0,1
mL.

A contagem de E. coli foi realizada por plagueamento em superficie com
agar nutriente. As diluicdes plaqueadas, em duplicata, foram incubadas a 37°C por
24 h. Para os testes com amido com maior conteudo de umidade, o plagueamento
da diluicdo 107 foi realizado em trés placas com aliquotas de 0,3 mL e uma de 0,1
mL.

Todos os dados obtidos a partir da contagem das placas foram
transformados em logo, € 0 numero de redugdes decimais (NRD) na populagao

microbiana foi calculado com base na Equacéao 2.1.

Y=Iog1o(%°) (2.1)

Onde,
v € 0 numero de redugdes decimais obtidas;
No & a contagem inicial de microrganismos (UFC/g); e

N é a contagem final de microrganismos (UFC/g).

2.2.7 Analise estatistica

Os resultados obtidos a partir da Equagao 2.1 foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA), e o teste de Tukey foi utilizado para determinar diferencas

entre os tratamentos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 AVALIACAO DA INATIVAGCAO DE Escherichia coli

3.1.1 Amido com 18% de umidade

O numero de redugdes decimais obtido para a populacdo de E. coli, nas
concentracbes de 40 e 113 ppm de ozbnio, € mostrado na Tabela 2.1. Na
concentracdo de 40 ppm, o ozbnio proporcionou redugdes inferiores a 1 ciclo
logaritmico, durante os tempos de 30 e 60 minutos de exposicdo. Nessa
concentracdo, o aumento do tempo de ozonizagcdo de 30 para 90 minutos nao
proporcionou redugéao significativa na populagao de E. coli, a 5% de significancia,
obtendo-se uma redugéo de 1,1 ciclos logaritmicos. Por outro lado, o aumento do
tempo de exposigao para 120 minutos influenciou positivamente na inativagao do

microrganismo (1,9 reducdes decimais).

Tabela 2.1. Efeito do ozénio na populacao de E. coli em amido de mandioca com
18% de umidade

NRD
Tempo (min.)
40 ppm 113 ppm Controle
30 0,72 + 0,07** 1,11 + 0,48% 0,40
60 0,97 £ 0,214 1,15 £ 0,123 0,46
90 1,12+ 0,213 1,43 + 0,423 0,47
120 1,88 + 0,32 1,87 + 0,35 0,48

NRD: Numero de Redugbes Decimais. Os resultados representam as médias de
trés processos. Valores com letras minusculas iguais numa mesma coluna nao
diferem significativamente entre si (p= 0,05). Valores com letras maiusculas iguais
numa mesma linha nao diferem significativamente entre si (p= 0,05).

Quando a concentragédo de 113 ppm de ozbnio foi empregada, foram
obtidas reducdes de 1,1; 1,2; 1,4 e 1,9 ciclos logaritmicos na populagéo de E. coli,
para os tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos de tratamento, respectivamente.

Nessa concentracdo, o efeito do tempo de exposicao nao foi observado, nao
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havendo diferenga significativa entre as redugdes decimais obtidas, a um nivel de
5% de significancia.

A Figura 2.2 mostra os efeitos comparativos do tratamento controle e dos
tratamentos com ozbénio sobre a carga microbiana inoculada no amido de
mandioca. As curvas do numero de reducbes decimais obtidas para as
concentracbes de 40 e 113 ppm cruzam-se no maior tempo de exposi¢cao
empregado (120 minutos). E, para cada um dos tempos de exposi¢ao aplicados, o
aumento da concentragdo néo proporcionou o aumento significativo do niumero de
reducdes decimais obtidas.

No tratamento controle, foram obtidas reducdes inferiores a 0,5 ciclos log na
populacao de E. coli inoculada em amido de mandioca, para os diferentes tempos
de processo (30, 60, 90 e 120 minutos). Embora a redugao obtida no tratamento
controle seja baixa, ela se mostra significativa quando comparada aos baixos
valores de redugdes decimais obtidas nos tratamentos de ozonizag&do. Por outro
lado, acredita-se que ela pode ser desconsiderada, tendo em vista sua
proximidade com os valores de desvio padrdo obtidos nas analises

microbioldgicas das amostras ozonizadas.
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Figura 2.2. Efeitos comparativos dos tratamentos controle e com ozénio (40 e 113
ppm) na inativagéo de E. coli em amido de mandioca com 18% de umidade

Akbas e Ozdemir (2006) avaliaram o efeito do 0z6nio na inativagao de E.

coli em pistache moido e obtiveram redugbes de 1,5 ciclos logaritmicos quando
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foram utilizadas concentracdes de 0,1 e 0,5 ppm por 360 minutos, e reducéo de 2
log a uma concentragdo de 1,0 ppm durante o mesmo periodo de exposigao.

Em estudo realizado por Akbas e Ozdemir (2008b), o uso de ozénio durante
360 minutos para tratamento de pimenta vermelha promoveu uma reducao inferior
a 1 log na populacao de E. coli, numa concentragao de 0,1 ppm e redugdes de 1,7
e 2 log, nas concentragdes de 0,5 e 1,0 ppm, respectivamente.

Em trabalhos conduzidos por Emer, Akbas e Ozdemir (2008) foram
alcancadas reducgdes de 0,9 e 3 ciclos logaritmicos na populagdo de E. coli em
pimenta preta moida apos 120 minutos de tratamento a 0,1 e 0,5 ppm de ozbnio,
respectivamente.

No entanto, é dificil tecer comparacdes diretas entre os resultados
mencionados e os encontrados neste trabalho, pois o efeito letal do ozénio esta
relacionado ndo apenas a sua concentragao, ao tempo de exposi¢céo e ao produto
tratado, mas também ao fluxo de ar ozonizado e a quantidade de produto utilizada
no experimento, os quais interferem na quantidade de ozénio disponivel e,

consequentemente, na relacdo massa de ozénio/massa de produto.

3.1.2 Amido com 30% de umidade

Os resultados obtidos nos testes de inativacdo de E. coli em amido de

mandioca previamente umidificado sdo mostrados na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2. Efeito do ozénio na populagao de E. coli em amido de mandioca com
30% de umidade

Tempo (min.) NRD
40 ppm 118 ppm Controle
15 - 3,57 £ 0,00 -
30 3,72+0,32 > 6 1,26
45 - >7 -
60 >7 >7 1,45
90 >7 - 1,51
120 >7 - 1,64

NRD: Numero de Redugdes Decimais. Os resultados representam as
médias de dois processos.

Na menor concentragdo de ozbnio estudada (40 ppm), a exposi¢céo por 30
minutos foi suficiente para promover 3,7 reducdes decimais na populacido de E.
coli e, a partir dos 60 minutos de tratamento, a populacéao foi totalmente inativada.
Diante desses resultados, para os experimentos com a concentragao de 118 ppm
de ozbnio, as amostras de amido inoculado foram coletadas aos 15, 30, 45 e 60
minutos de tratamento. Nesta concentracdo, aos 15 minutos de exposi¢ao, a
populacdo de E. coli sofreu 3,6 reducdes decimais e, a partir dos 30 minutos de
tratamento, a concentragdo da populacado sofreu reducbes superiores a 6 ciclos
logaritmicos.

Neste estudo, pode-se observar que o aumento da concentragdo de o0z6nio
de 40 para 118 ppm contribuiu para o aumento da inativacédo de E. coli, de modo
que metade do tempo de tratamento foi necessario para proporcionar uma mesma
reducao da populagéo inoculada quando a maior concentragao foi empregada.

No tratamento controle, foram obtidas reducdes entre 1,3 e 1,6 ciclos log na
populagdo de E. coli inoculada em amido de mandioca, nos tempos de processo
estudados (30, 60, 90 e 120 minutos). Essas redug¢des podem ter sido decorrentes
do processo, como também podem estar relacionadas a eficiéncia da
recuperacao.

Os resultados deste estudo, quando comparados aqueles obtidos no estudo

de inativagdo de E. coli em amido com 18% de umidade, mostraram que a
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efetividade do ozbnio na redu¢do dos microrganismos foi fortemente influenciada
pelo conteudo de umidade do produto, como pode ser observado na Figura 2.3.
Estes resultados estdo de acordo com os relatados por Zhao e Cranston (1995),
que observaram uma maior reducdo na carga microbiana (aerdbios totais,
anaerdbios totais e aerdbios formadores de esporos) de pimenta preta com o
aumento da umidade do tempero. Segundo os autores, a influéncia do conteudo
de umidade na redugao das bactérias aerdbias e anaerdbias totais em pimenta
preta tornou-se evidente somente depois de 2 horas de tratamento com ozdnio.
Neste estudo, no entanto, o efeito da umidade sobre a efetividade do ozbnio na
reducdo da populacido de E. coli em amido de mandioca foi notadamente

observado nos primeiros minutos de exposigao.
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Figura 2.3. Influéncia da umidade do amido na eficiéncia da inativagcéo de E.coli
por ozénio

Nao se pode definir com precisdo o mecanismo de agao do ozdnio frente as
diferentes condicbes de umidade do produto. Possivelmente, a presenca de agua
pode ter contribuido para a acdo do ozdnio por ter facilitado o contato do gas com
o produto, ou até mesmo, por ter proporcionado a formagao de radicais livres,

fendmeno caracteristico do 0z6nio quando em meio aquoso, 0s quais podem
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também atuar na inativagdo microbiana, como relatam os autores Khadre, Yousef
e Kim (2001).

3.2 AVALIACAO DA INATIVACAO DE ESPOROS DE Bacillus subtilis

3.2.1 Amido com 18% de umidade

Os testes com esporos de B. subtilis foram iniciados empregando-se a
maior concentragdo de ozdnio em estudo, tendo em vista os baixos valores de
reducdes obtidos no estudo de inativagdo de E. coli, microrganismo com
resisténcia esperada inferior aos esporos de B. subtilis.

A aplicacdo de ozbnio na concentragdo estudada (118 ppm) nao
proporcionou redugao significativa na populagdo de esporos de B. subtilis
inoculado em amido de mandioca com 18% de umidade, como mostrado na
Tabela 2.3. E, diante desses resultados, os testes com a menor concentragao nao

foram realizados.

Tabela 2.3. Numero de redugdes decimais em esporos de B. subtilis em amido de
mandioca com 18% de umidade

Tempo (min.) 118 ppm
30 0,05 + 0,06?
60 0,10 £ 0,06°
90 0,12 + 0,06°
120 0,14 £+ 0,04°

Os resultados representam as médias de trés
processos. Valores com letras iguais nao diferem
significativamente entre si (p= 0,05).

Através dos resultados obtidos nos estudos de inativagdo de E. coli e
esporos de B. subtilis inoculados em amido de mandioca com 18% de umidade,
pode-se observar que o grau de inativagdo microbiana pelo ozénio variou entre os

diferentes tipos de microrganismos estudados. Quando comparados com as
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células vegetativas de E. coli, os esporos de B. subtilis apresentaram maior
resisténcia aos tratamentos com ozonio.

Estes resultados estdo de acordo com os reportados por Akbas e Ozdemir
(2008a; 2008b), em que esporos de B. cereus foram mais resistentes ao o0zdnio
quando comparados com células vegetativas do mesmo microrganismo e com

células de E. coli.

3.2.2 Amido com 30% de umidade

O numero de reducbes decimais obtido para a populagao de esporos de B.

subtilis, nas concentracdes de 40 e 118 ppm de o0zbnio, € mostrado na Tabela 2.4.

Tabela 2.4. Efeito do ozénio em esporos de B. subtilis em amido de mandioca com
30% de umidade

_ NRD
Tempo (min.)
40 ppm 118 ppm Controle
30 1,40 + 0,048 2,38 + 0,06 0,02
60 2,70 + 0,28% 3,77 + 0,08* 0,02
90 3,34+ 0,112 >5 0,06
120 3,63 + 0,372 >5 0,16

NRD: Numero de Reducgdes Decimais. Os resultados representam as
meédias de dois processos. Letras minusculas diferentes numa mesma
coluna indicam diferenga significativa entre as médias (p<0,05). Letras
maiusculas diferentes numa mesma linha indicam diferenca
significativa entre as médias (p<0,05).

O tratamento a 40 ppm de ozbnio proporcionou reducoes de
aproximadamente 1,4; 2,7; 3,3 e 3,6 ciclos logaritmicos na populacdo de esporos
de B. subtilis, aos tempos de tratamento de 30, 60, 90 e 120 minutos,
respectivamente, sendo que as redugdes obtidas a partir dos 60 minutos de
exposicao nao diferiram significativamente entre si, ao nivel de 5% de
significancia. Quando a concentragao de ozbnio foi aumentada para 118 ppm, a
populacdo de esporos foi significativamente reduzida (p<0,05). Aos 30 e 60

minutos de exposi¢cao, a populacado de esporos foi reduzida em 2,4 e 3,8 ciclos
69



logaritmicos, respectivamente. E a partir dos 90 minutos de exposicéo, a
concentragéo de esporos sofreu redugdes superiores a 5 ciclos logaritmicos.

A Figura 2.4 ilustra o efeito dos tratamentos a 40 e 118 ppm de 0z6nio na
inativagao de esporos de B. subtilis inoculado em amido de mandioca previamente

umidificado.

>5,1

40 ppm

= 118 ppm

Numero de redugdes decimais
(NRD)
w
k=
o

30 60 90 120

Duracao do tratamento (min.)

Figura 2.4. Efeito do 0zbnio na inativacdo de esporos de B. subtilis em amido de
mandioca com 30% de umidade

Comparando-se os efeitos das duas concentracdes de ozdnio estudadas,
pode-se observar que a eficiéncia do oz6nio foi aumentada com o incremento da
concentracdo. Basicamente, ao aumentar-se a concentragao de 40 para 118 ppm
de ozbnio, o tempo necessario para obter-se reducdes similares foi reduzido pela
metade quando a maior concentragao foi empregada. E, no caso do teste com 118
ppm de ozénio, a eficiéncia do tratamento foi aumentada com o aumento do tempo
de exposicao.

Diferentemente do observado com a E. coli, no tratamento controle n&o foi
observada nenhuma reducédo no numero de esporos de B. subtilis inoculado em
amido de mandioca. Assim sendo, as redugdes da populagdo de esporos obtidas
nos tratamentos a 40 e 118 ppm de 0zbnio podem ser atribuidas exclusivamente

ao efeito antimicrobiano do ozo6nio.
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4 CONCLUSOES

A partir dos testes com amido de mandioca inoculado sem prévia
umidificacao, pode-se inferir que:

e Para a inativagao de E.coli, os efeitos das concentragdes utilizadas (40 e
113 ppm) ndo foram significativamente diferentes, e a influéncia do tempo de
exposicao foi observada apenas quando a concentracdgo de 40 ppm foi
empregada.

e O tempo requerido para alcangar uma reducédo aproximada de 2 ciclos
logaritmicos na populagéo de E. coli, numa concentragao de 40 ppm de ozdnio, foi
o0 mesmo requerido a 113 ppm, mostrando que uma menor concentragdo de
ozbénio e um tempo de exposi¢cdo relativamente longo (2 horas) podem ser
empregados para reduzir E. coli em amido de mandioca.

e Para a inativagao de esporos de B. subtilis, o tratamento com 0zdnio n&o
foi efetivo nas condicdes de tratamento utilizadas.

E a partir dos testes com amido de mandioca umidificado, pode-se inferir
que:

e E. coli e esporos de B. subtilis, inoculados em amido de mandioca, podem
ser efetivamente inativados com ozénio gasoso. O aumento do conteudo de
umidade do amido influenciou positivamente a eficiéncia do tratamento com
ozbnio, proporcionando maior inativacao da populacao de E. coli e redugao do
numero de esporos de B. subtilis, cuja inativagao nao foi observada em amido com
menor conteudo de umidade.

o A efetividade do ozbénio aumentou com o incremento da concentracéo e
do tempo de exposi¢ao. Para redugdes iguais ou superiores a 5 ciclos logaritmicos
nas populagdes de E. coli e esporos de B. subtilis em amido de mandioca com
30% de umidade, podem ser empregados os tratamentos com ar ozonizado a 40
ppm de ozénio durante 60 minutos ou 118 ppm por 30 minutos, para o primeiro, e

118 ppm por 90 minutos, para o segundo microrganismo.
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CAPITULO 3. AVALIAGAO DO EFEITO DO OZONIO NAS CARACTERISTICAS
FiSICO-QUIMICAS, SENSORIAIS E PROPRIEDADES DE PASTA DO AMIDO
DE MANDIOCA
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RESUMO

O ozbnio é um forte oxidante e um potente agente desinfetante e tem potenciais
aplicagdes na industria de alimentos. O excesso de o0zbénio decompde-se
rapidamente em oxigénio, ndo deixando, portanto, residuos nos alimentos. O
amido, polissacarideo mais abundante na natureza, tem diversas aplicacbes nas
industrias alimenticias e n&o alimenticias, sendo as primeiras as maiores
consumidoras desse polimero. O amido de mandioca € o segundo mais
importante amido extraido no Brasil e suas aplicagdes industriais sao
determinadas principalmente pelas suas caracteristicas fisico-quimicas e seu
padrao viscoamilografico. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do
tratamento com ozbénio nas caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e nas
propriedades de pasta do amido de mandioca. O amido, previamente umidificado
para um conteudo de umidade de cerca de 30%, foi submetido aos tratamentos
com o0zbénio gasoso nas concentragdes de 40 e 118 ppm por 30, 60, 90 e 120
minutos para a menor, € por 30 e 60 minutos para a maior concentragdo. As
amostras foram avaliadas quanto ao pH, cor instrumental (L*, a*, b*), analise de
oxidacdo por determinagao dos conteudos de carbonila e carboxila, estudo das
propriedades de pasta e avaliagdo sensorial de cor e odor. Os valores médios do
pH das amostras ozonizadas variaram de 4,5 a 5,2 e foram significativamente
inferiores (p<0,05) ao pH da amostra padrédo (amido tal como comercialmente
disponivel), que foi de 5,9. Os conteudos de carboxila e carbonila das amostras
ozonizadas variaram de 0,059 a 0,072% e 1,633 a 1,750%, respectivamente, e
ndo diferiram significativamente dos valores encontrados para as amostras
controle (amido tratado com ar nao ozonizado) e padrdao. Com relagao aos
parametros de cor, os valores de L* das amostras ozonizadas nao diferiram
significativamente dos valores das amostras controle e padréo. Ja os valores de a*
das amostras ozonizadas foram significativamente inferiores aos das amostras
padrdo e controle. Para os valores de b*, houve diferenga significativa entre as
amostras ozonizadas por 30 e 60 minutos e as amostras padrao e controle, tendo
as amostras tratadas valores de b* superiores. A analise conjunta dos parametros
de cor, indicada pela diferenca total de cor (AE), revelou que a diferenga de cor
entre as amostras ozonizadas e a padrao nao foi significativa. Nas propriedades
de pasta, o efeito do ozbnio foi mais evidente nos parametros de pico de
viscosidade e breakdown, proporcionando a obtencdo de pastas de amido com
maior poder de intumescimento e menor estabilidade de pasta durante o
cozimento sob agitagdo. E as amostras em que o efeito do ozénio foi observado
num maior numero de parametros foram as submetidas a 40 ppm por 90 minutos
e 118 ppm por 60 minutos. Na avaliagao sensorial, o efeito do oz6nio foi mais
evidente no atributo de odor do que no atributo de cor, sendo que as amostras
ozonizadas a 40 e 118 ppm por 30 minutos foram indicadas como diferentes da
padrao quanto aos dois atributos avaliados, e a tratada a 40 ppm por 90 minutos
foi apontada como diferente apenas quanto ao atributo de odor. Pode-se concluir
que, de um modo geral, as caracteristicas fisico-quimicas do amido de mandioca
nao foram significativamente alteradas pelo ozénio. As propriedades de pasta, por
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sua vez, foram parcialmente alteradas, e metade das amostras ozonizadas sofreu
o efeito do ozdnio nas suas caracteristicas sensoriais de cor e odor.

Palavras-chave: Caracteristicas fisico-quimicas. Caracteristicas sensoriais. Cor.
Oxidacao. pH. Propriedades de pasta.
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ABSTRACT

Ozone is a strong oxidant and a potent disinfecting agent and has potential
applications in the food industry. Excess ozone auto-decomposes rapidly to
produce oxygen, and thus it leaves no residues in food. Starch, nature’s most
abundant polysaccharide, has diverse applications both in food and non-food
industries, being the first the largest consumer of this polymer. Cassava starch is
the second most important starch used in Brazil and its industrial applications are
mainly determined by its physicochemical characteristics and viscoamylographic
pattern. The objective of this study was to determine the effect of different ozone
treatments on the physicochemical and sensory characteristics and pasting
properties of cassava starch. Cassava starch (11% moisture) was humidified to
obtain a final moisture content of approximately 30%. The product was exposed to
gaseous ozone at approximate concentrations of 40 ppm for 30, 60, 90 and 120
minutes and 118 ppm for 30 and 60 minutes. The samples were analyzed for pH,
instrumental color (L*, a*, b*), oxidation (carbonyl and carboxyl contents) and
evaluation of their sensory characteristics and pasting properties. The pH values
for ozonized samples ranged between 4.5 and 5.2 and they were significantly
lower (p<0.05) than the pH of the standard sample (cassava starch as
commercially available), which was 5.9. The carboxyl and carbonyl contents of the
ozonized samples ranged between 0.059 and 0.072% and 1.633 and 1.750%,
respectively, and did not differ significantly from the values found for the standard
and control (starch treated with non-ozonized air) samples. The L* values of the
ozonized samples did not differ significantly from the values of the standard and
control samples. However, significant differences were observed in a* and b*
values of the samples. The ozonized samples showed lower a* values compared
to control and standard samples. On the other hand, b* values of the samples
treated for 30 and 60 minutes were significantly higher than those of the untreated
samples. Total color difference (AE), which indicates the magnitude of the color
difference between ozonized and standard samples, showed that the effect of
ozone treatments on the color of the starch was not significant. On the pasting
properties, the effect of ozone was evident on the peak viscosity and breakdown.
The ozonized samples presented higher peak viscosities and lower cooking
stability under agitation than the untreated and control samples. The treatments
that affected the greatest number of viscoamylographic characteristics were at 40
ppm/90 min and 118 ppm/60 min. On the sensory characteristics, the results
indicated that there was no significant difference among ozonized and control
samples regarding the color, with the exception of the samples treated at 40 and
118 ppm during 30 minutes that were scored as higher (brighter) than the
untreated sample. The effect of ozone on the odor attribute was more pronounced
than on the color, and the samples treated at 40 ppm for 30 and 90 minutes and
118 ppm for 30 minutes were scored as different from the untreated sample
regarding the odor. It can be concluded that the physicochemical characteristics of
cassava starch were not altered significantly by ozone. However, ozone treatment
partially changed the pasting properties and sensory characteristics of the product.
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1 INTRODUGAO

O amido é a principal reserva de polissacarideos no reino vegetal, sendo a
maior fonte de carboidratos na dieta humana. Ele ocorre na natureza como
granulos cristalinos, compostos por uma mistura de dois polissacarideos: a
amilose e a amilopectina (BOBBIO; BOBBIO, 2003). Embora todas as plantas
acumulem amido, as passiveis de extragcdo economicamente viaveis e
predominantemente usadas no mercado para essa finalidade sao os cereais e as
raizes, com destaque para o milho, trigo, batata e mandioca (SILVA;
ASSUMPCAO; VEGRO, 2000).

Os granulos de amido variam, em funcédo da fonte, em diversos aspectos,
tais como tamanho, forma e estrutura das ligagées, os quais Ihes conferem
diferentes propriedades que sao exploradas funcional e comercialmente. Cerca de
mil produtos, entre amidos e derivados, sdo demandados por industrias
alimenticias e ndo alimenticias (SILVA; ASSUMPCAQ; VEGRO, 2000).

As aplicacbes industriais do amido s&o determinadas principalmente pelas
suas caracteristicas fisico-quimicas (RICKARD; ASAOKA; BLANSHARD, 1991).
As propriedades reoldgicas de pastas de amido também determinam seu melhor
uso em processos industriais e dependem da espécie botanica (CRAIG et al.,
1989).

O amido se destaca como importante ingrediente nos alimentos,
principalmente por possuir caracteristicas tecnoldgicas desejaveis (DEMIATE et
al., 2003). O amido de mandioca, além de ser usado para a obtencdo de amidos
derivados e fabricagdo de produtos alimenticios, € também empregado em
industrias téxteis e de papel, e na manufatura de adesivos e alcool (RICKARD;
ASAOKA; BLANSHARD, 1991).

A industria de alimentos esta buscando constantemente um melhor método
para garantir a seguranca dos produtos (GUZEL-SEYDIM; GREENE; SEYDIM,
2004). Em funcdo de sua alta reatividade, penetrabilidade e decomposicao

espontanea em produtos nao téxicos, o ozbnio é considerado um sanitizante
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viavel para garantir a seguranga microbiolégica de produtos alimenticios (KIM;
YOUSEF; DAVE, 1999).

O ozdnio é um agente oxidante muito poderoso quando comparado a outros
agentes oxidantes, como por exemplo, o H,O2, o que lhe permite reagir com uma
numerosa classe de compostos (KUNZ et al., 1999).

Informacgdes sobre o uso de 0zbnio em amido e outros hidrocoléides sao
ainda limitadas. Tiwari et al. (2008) estudaram o efeito da ozonizagao na cor e nas
caracteristicas reolégicas de dispersbes de pectina, goma guar e
carboximetilcelulose. Chan, Bhat e Karim (2009) estudaram o efeito do oz6nio nas
propriedades fisico-quimicas e funcionais dos amidos de milho, tapioca e sagu. E
An e King (2009) estudaram o efeito da ozonizagédo nas propriedades de pasta de
amido de arroz.

Por ser um poderoso agente oxidante, ndo deixar residuo no produto
alimenticio e ser uma boa alternativa para a desinfeccao de amido, o objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito do ozbénio nas propriedades de pasta e nas

caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais de amido de mandioca.

84



2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Matéria-prima

O amido de mandioca utilizado neste estudo foi doado pela empresa Corn
Products Brasil (Conchal, Brasil).

2.1.2 Sistema de geragao de ozénio

O sistema utilizado para a geragdo de ozbnio era constituido por um
gerador de ozdnio Interozone Linha DEVOC®, Modelo SGOZ-123 (Grupo
Interozone Brasil, Jundiai, Brasil), com capacidade de produgédo de 5 g/h, e um
concentrador de oxigénio Modelo NewLife Elite (AirSep Corporation, Nova York,
Estados Unidos), com fluxo de 5 L/min.

O gerador de ozbnio tem como principio de geracao do gas o método de
descarga por efeito corona, e o ar atmosférico foi utilizado para alimentagao do
sistema. Antes de entrar na célula geradora de ozbnio, o ar passava pelo
concentrador de oxigénio, o qual era responsavel pela sua concentracdo em 95%
de oxigénio. Em seguida, o ar concentrado fluia entre dois eletrodos submetidos a
uma elevada diferenga de potencial, sendo transformado em ozbnio. O fluxo de ar

ozonizado no sistema era de 14 m°/h.

2.1.3 Analisador de ozdénio

A concentracdo de o0zbnio no ar ozonizado foi determinada por um
Analisador de Ozbénio, Modelo UV-100 (Eco Sensors, Inc., Santa Fe, EUA). A faixa

de medicdo do equipamento € de 0-900 ppm, e seu principio de funcionamento
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baseia-se na absor¢ao de luz UV (emitida por uma Idmpada de mercurio de baixa

pressdo) por moléculas de ozbnio.

2.1.4 Misturador de pé

O ar ozonizado, apds sair do gerador, era direcionado ao misturador de po,
equipamento construido pela empresa Cardoso Comércio de Equipamentos Ind.
Ltda. (Sumaré, Brasil) especificamente para uso no sistema de ozonizacao
utilizado. O corpo do misturador era construido em acgo inoxidavel e a tampa em
policarbonato. O misturador apresentava sistema basculante e velocidades de
agitacao variaveis. A tampa em policarbonato possibilitava avaliar visualmente a
capacidade de mistura do equipamento, sendo utilizada uma velocidade que
proporcionava um bom contato do amido com o ar injetado no sistema e que nao
resultava em grande perda de produto pelas mangueiras de saida do gas durante
o tratamento.

As pas eram removiveis e construidas em teflon; a distancia das pas em
relacdo a parede do misturador, bem como a sua disposi¢cao sobre o eixo do
equipamento, eram ajustaveis. O volume total do misturador era de 25 litros.

O ar ozonizado era injetado no misturador através da parte superior do
equipamento por meio de duas entradas localizadas na tampa. O excesso de
ozobnio saia do misturador através de dois orificios também localizados na tampa,
do lado oposto a entrada do gas. As mangueiras utilizadas no sistema para
entrada e saida do gas do misturador eram compostas de PVC, material inerte ao

ataque quimico do ozénio.
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2.2 METODOS

2.2.1 Tratamento com ozdnio

Para avaliar o efeito do o0zbnio nas caracteristicas fisico-quimicas,
sensoriais € nas propriedades de pasta do amido de mandioca, fez-se a
umidificagdo prévia do produto, com o auxilio de um pulverizador de junta
esmerilhada, de forma a obter um conteudo de umidade final de aproximadamente
30%. Essa condicao foi utilizada com base nos estudos relatados no Capitulo 2,
em que o ozbdnio foi mais efetivo na inativagdo dos microrganismos
intencionalmente inoculados no amido de mandioca quanto maior foi o conteudo
de umidade do produto. Para cada processo, 1 kg de amido foi umidificado e
submetido ao tratamento de ozonizagao.

O tratamento com o0zbnio consistiu na aplicagdo de ozénio gasoso ao amido
previamente umidificado, injetando-se o ar ozonizado no misturador. As
mangueiras de entrada de ar ozonizado no misturador foram posicionadas no
sentido contrario ao da rotagcdo do equipamento e foram utilizados filtros, alocados
em uma carcaga de ago inoxidavel, no final das duas mangueiras de saida do ar.
As medidas da concentracdo do ar ozonizado eram realizadas na saida do
gerador.

O amido foi submetido ao tratamento com ar ozonizado nas concentragdes
de 40 e 118 ppm de ozbnio. Para a menor concentragdo empregada, as amostras
foram coletadas a cada 30 minutos durante 2 horas, e para a maior concentracao
estudada, as amostras foram coletadas a cada 30 minutos durante 1 hora de
tratamento. Os tratamentos foram realizados em duplicata.

A fim de avaliar a influéncia do processamento sob agitagdo nas
caracteristicas do produto, bem como para fins de comparagcdo dos resultados
obtidos, fez-se um tratamento controle com o amido umidificado utilizando-se ar
nao ozonizado e coletando-se amostras aos 30, 60, 90 e 120 minutos de

tratamento.
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Ao final do processo, as amostras de amido foram levadas a estufa a 45°C
e mantidas por 24 h, sendo posteriormente embaladas a vacuo e armazenadas ao
abrigo da luz até a conclusdo das analises de suas caracteristicas fisico-quimicas,
viscoamilograficas e sensoriais, conforme descrito nos itens 2.2.2,2.2.3 e 2.24. A
secagem em estufa teve por finalidade evitar a deterioragdo microbiana do amido,
evitar que a avaliagdo instrumental e sensorial da cor fosse influenciada pela
maior quantidade de agua presente, e adequar a umidade do produto a valores
dentro da faixa de leitura do analisador de viscosidade, bem como a faixa
adequada para a comercializagdo do amido.

Amido de mandioca nao umidificado nem submetido aos tratamentos
controle e com o0zdnio, aqui denominado de amostra padrao, foi também analisado

quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas, viscoamilograficas e sensoriais.

2.2.2 Anailises fisico-quimicas

Para avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do amido de mandioca
ozonizado, submetido ao tratamento controle e da amostra padrdao foram
determinados os pardmetros de cor, pH e oxidacdo, conforme descrito nos itens
2221,2222e2223.

2.2.21 Determinagao de pH

O pH foi determinado utilizando-se pHmetro modelo MP120, marca Mettler
Toledo, previamente calibrado. Para a determinacéo do pH, 10 g de amido foram
suspensos em 100 mL de agua destilada, agitando-se a suspensdo durante 10
minutos (AACC, 1995; IAL, 2008; SMITH, 1967). As determinagdes foram
realizadas em triplicata, com agitagdes intercaladas entre as leituras a fim de

ressuspender a amostra.
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2.2.2.2 Analise de cor

A cor das amostras foi determinada usando-se o Colorimetro HunterLab,
modelo ColorQUEST II. Utilizou-se o sistema de cor CIEL*a*b*, com iluminante
D65 e angulo de observagéo de 10°. As amostras foram analisadas realizando-se
leituras em quadruplicata.

Para as medidas de cor, foram determinados os seguintes parametros:

L* - luminosidade, que varia de 0 (preto) a 100 (branco);

a* - cromaticidade, que varia de +a* (vermelho) a -a* (verde);

b* - cromaticidade, que varia de +b* (amarelo) a -b* (azul).

A diferenca total de cor entre a amostra ozonizada e a padrao foi calculada
usando-se a Equacao 3.1 (MINOLTA, 1994), que indica a magnitude da mudanca

de cor apds o tratamento.
AE = ((L* _ Lo*)2 + (a* _ ao*)Z + (b* _ bo*)2)1/2 (31)

Onde, Lo*, ap* e bp* sdo os valores de cor da amostra padrao de amido de

mandioca, e L*, a* e b* sdo os parametros de cor da amostra ozonizada.

2.2.2.3 Determinagao do conteudo de carboxila e carbonila

A analise do grau de oxidagdo foi realizada pela determinagdao dos
conteudos de carbonila e carboxila. O conteudo de carbonila foi determinado de
acordo com o procedimento de Smith (1967), e o conteudo de carboxila foi
determinado de acordo com o procedimento de Mattisson e Legendre (1952). As
determinacdes foram realizadas em duplicata.

Para determinacdo do conteudo de carboxila, 5 g de amostra foram
suspensos em 25 mL de solugédo de acido cloridrico 0,1 N, com agitagao por 30
minutos, a fim de acidificar todas as carboxilas presentes. Em seguida, a amostra
foi recuperada por filtracdo a vacuo e lavada com agua destilada para eliminagao

de ions cloreto; o pH da agua de lavagem foi medido para assegurar que
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estivesse neutro. A torta de amido obtida foi transferida cuidadosamente para um
béquer, foi adicionada de 300 mL de agua destilada e aquecida em banho de agua
fervente por cerca de 10 minutos até a completa gelatinizagdo do amido. Apds
esse periodo, a pasta ainda quente foi titulada com hidroxido de sédio 0,025 N,
empregando-se fenolftaleina como indicador. O calculo da porcentagem de
carboxilas no amido foi feito pelo emprego da Equagéao 3.2.

%COOH =V x F x 0,045 x 100 x (peso da amostra)’ (3.2)

Onde,
V é o volume (em mL) de NaOH gasto na titulagéo;

F é a normalidade da base.

Para determinagédo do conteudo de carbonila, 2 g de amostra (b.s.) foram
suspensos em 100 mL de agua destilada, seguido de aquecimento em banho de
agua fervente por aproximadamente 15 minutos até a completa gelatinizagédo do
amido. A amostra gelatinizada, ap6s atingir a temperatura de 40°C, teve seu pH
ajustado para 3,2 (com acido sulfurico 1 N), seguido da adigdo de 15 mL de
solugao de cloridrato de hidroxilamina. Em seguida, a amostra foi coberta com
folha de aluminio e foi mantida em banho a 40°C durante 4 horas. Apos esse
periodo, procedeu-se a titulacdo com acido cloridrico 0,1 N até pH 3,2. O calculo

da porcentagem de carbonilas no amido foi feito pelo emprego da Equagéao 3.3.
%COH =V x F x 0,028 x 100 x (peso da amostra)’ (3.3)
Onde,

V é o volume (em mL) de HCI gasto na titulagao;

F é a normalidade do acido.
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2.2.3 Propriedades de pasta

As propriedades de pasta das amostras foram determinadas usando-se um
analisador rapido de viscosidade (Rapid Visco Analyser - RVA), modelo RVA-3D+
(Newport Scientific Pty. Ltd., Sidney, Australia) provido do software Thermocline
for Windows.

Uma vez conhecida a umidade do amido, as amostras foram pesadas e
adicionadas de agua destilada, de forma a se obter a correcdo para a base de
14% de umidade. Foi utilizado o programa Padrdao 1 do RVA. A viscosidade foi
expressa na unidade do aparelho, ou seja, em RVU (Rapid Visco Units) e as
analises foram realizadas em duplicata.

Dos perfis viscoamilograficos obtidos, foram avaliados os parametros:
temperatura de pasta, pico de viscosidade, tempo de pico, viscosidade minima,
quebra de viscosidade (breakdown), viscosidade final e tendéncia a retrogradacao
(setback).

e Temperatura de pasta (°C): temperatura em que ocorre o primeiro aumento da
viscosidade (pelo menos 2 RVU) em um periodo de 20 segundos;

¢ Pico de viscosidade (RVU): viscosidade maxima obtida durante o aquecimento
(pico da curva);

e Tempo de pico (min.): tempo decorrido até que a viscosidade maxima seja
alcancada;

¢ Viscosidade minima (RVU): valor minimo de viscosidade obtido durante a
manutencao da temperatura a 95°C;

e Breakdown (RVU): diferenca entre a viscosidade maxima e minima;

e Viscosidade final (RVU): viscosidade obtida ao final do teste durante o
resfriamento a 50°C;

e Setback (RVU): viscosidade final subtraida da viscosidade minima.
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2.2.4 Analise sensorial

O método utilizado para a avaliagdo sensorial das amostras foi baseado no
Teste de Comparagao Multipla (ou Diferenga do Controle). Os testes consistiram
na avaliacdo das amostras ozonizadas e das amostras controle referentes a um
mesmo tempo de tratamento (30, 60, 90 ou 120 minutos), solicitando-se aos
provadores que avaliassem cada amostra em comparagao com a amostra padrao
segundo os atributos de cor e odor. Em cada analise sensorial, uma amostra
padrao codificada foi também introduzida entre as amostras-teste. A escala pré-
estabelecida para avaliar a existéncia e a magnitude de diferenga entre as
amostras tratadas e a padrdo foi a seguinte: 0 = nenhuma diferenca, 1 =
ligeiramente diferente, 2 = moderadamente diferente, 3 = muito diferente e 4 =
extremamente diferente. Cada avaliagdo sensorial foi realizada por um grupo de
30 provadores.

Os resultados foram avaliados estatisticamente por analise de variancia
(ANOVA), e a comparacdao das médias das amostras-teste com a média da
amostra padrdao codificada foi realizada pelo teste de Dunnett, segundo as
orientacdes de Meilgaard e Civille (1999) e do Instituto Adolfo Lutz (2008).

2.2.5 Analise estatistica

Os resultados das analises fisico-quimicas e das propriedades de pasta
foram analisados estatisticamente por analise de varidncia (ANOVA), e o teste de

Tukey foi realizado para determinar diferengas entre os tratamentos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

A seguir sdo descritos e discutidos os resultados das analises de pH, cor e
oxidacdo das amostras estudadas.

3.1.1 Analise de pH

A Tabela 3.1 apresenta os valores de pH obtidos para as amostras

ozonizadas, controle e padréao.

Tabela 3.1. Valores de pH das amostras

Tempo de Tratamento

7:523;%2‘; 40 ppm 118 ppm Controle Padrao
30 5,2 + 0,0°% 4,9+0,0% 6,1+ 0,0
60 4,8+0,1°"8 4,8+0,3" 6,1+ 0,0
90 46+ 0,1 i 60+00®  29%00
120 4,5+ 0,28 - 6,0 £ 0,0

Os resultados representam as médias de dois processos e trés determinagoes.
Letras minusculas diferentes numa mesma linha indicam diferenca significativa
entre as médias (p<0,05). Letras maiusculas diferentes numa mesma coluna
indicam diferencga significativa entre as médias (p<0,05).

O valor de pH encontrado para a amostra padrao (5,9) estad de acordo com
os valores de pH para amido de mandioca encontrados na literatura. Shirai et al.
(2007) relataram valor de pH em torno de 6,2 e Henrique, Cereda e Sarmento
(2008) e Silva et al. (2006) encontraram pH de 5,6 em amido de mandioca nativo.
Verificou-se que as amostras ozonizadas apresentaram valores de pH
significativamente inferiores aos obtidos para as amostras controle e padrao e nao
houve diferenca significativa entre os valores de pH dessas duas ultimas

amostras.
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3.1.2 Analise de Cor

Os parametros obtidos na analise de cor instrumental sdo apresentados na

Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Parametros de cor das amostras ozonizadas, controle e padrao

Tempo de Tratamento
Parametro ?;‘?g:;ﬁi? 40 ppm 118 ppm Controle Padrao
30 95,4710,25@‘2 95,5010,0132 94,10J_ro,35bABB
. 60 95,82+0,42%  95,72+0,13**  95,70+0,04°
L 90 96,22+0,99%* - 96,20+0,48* 95,0820,12
120 96,25+0,94%* - 95,50+0,59%8
30 -0,1210,0122 -0,2010,0022 0,0810,01*’;
. 60 -0,21+0,01 -0,24+0,00 0,01+0,03?
a 90 -0,23+0,01%®8 - -0,01+0,02% -0,06+0,00
120 -0,23+0,03® - -0,03+0,00%
30 3,18+0,08%" 3,06+0,02%" 2,84+0,01°A
. 60 2,87+0,10% 2,93+0,18%" 2,29+0,01%8
b 90 2.64+0,23% ) 211:0 16®  233+0,01
120 2,63+0,18% - 2,27+0,03%®

Os resultados representam a média de dois processos e quatro determinacdes. Letras
minusculas diferentes numa mesma linha indicam diferenca significativa entre as médias
(p<0,05). Letras maiusculas diferentes numa mesma coluna, para um mesmo parametro,
indicam diferencga significativa entre as médias (p<0,05).

Os valores de L* das amostras submetidas aos tratamentos de ozonizacao
nas condicbes estudadas nado diferiram significativamente dos valores das
amostras controle e padrao. Por outro lado, o valor de L* da amostra controle, no
tempo de 30 minutos, diferiu dos valores das demais amostras, apresentando-se,
portanto, um pouco mais escura. O efeito do tempo de exposicdo nao foi
observado quando o amido foi tratado nas concentra¢gdes de 0zénio empregadas.

Diferentemente do comportamento observado para o parametro de
luminosidade, os valores de a* das amostras ozonizadas, nos diferentes tempos
de tratamento, diferiram significativamente dos valores das amostras padrao e
controle. As amostras submetidas a ozonizacdo apresentaram valores de a*
inferiores aos das amostras padrao e controle e nao foi observada diferencga
significativa entre os valores deste parametro das duas ultimas amostras. Para o

tratamento a 40 ppm, o valor de a*, no tempo de 30 minutos, diferiu dos valores
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nos demais tempos de exposi¢cdo. Para o tratamento a 118 ppm, o valor de a*
também variou com o tempo de exposicao.

Com relagdo aos valores de b*, houve diferenca significativa entre as
amostras ozonizadas, por 30 e 60 minutos, e as amostras padrao e controle, tendo
as amostras tratadas valores de b* superiores aos das amostras controle e
padrao. Para os tempos de 90 e 120 minutos de tratamento, por sua vez, nao foi
observada diferenga significativa entre os valores de b* das amostras avaliadas. O
efeito do tempo de exposi¢cao nao foi observado quando o amido foi tratado nas
concentragcdes de ozbnio estudadas.

A Tabela 3.3 mostra os valores de AE, que indicam a diferenca total de cor,
expressa pela diferengca de cor entre as amostras ozonizadas e a padrdo. A
diferenga total de cor foi calculada usando-se a média dos valores de L*, a* e b*

obtidos para cada uma das amostras analisadas.

Tabela 3.3. Diferenca total de cor (AE) das amostras ozonizadas com relagao a

padrao
Tempo de exposigao Tratamento
(minutos) 40 ppm 118 ppm
30 0,94 0,86
60 0,93 0,89
90 1,19 -
120 1,21 -

Diferengcas perceptiveis na cor foram analiticamente classificadas, por
Tiwari et al. (2008), em muito distintas, distintas e pouco distintas quando o valor
de AE foi superior a 3,0, entre 1,5 e 3,0, e inferior a 1,5, respectivamente. Assim,
com base nos valores de AE, pode-se afirmar que as amostras ozonizadas nao
apresentaram variagao de cor significativa em relagdo a amostra padrao.

Vale ressaltar a importadncia da analise de variacdo da cor através do
calculo de AE, pois envolve uma analise conjunta de todos os parametros de cor,
inclusive daqueles que nao sofreram variagao significativa de acordo com a
Analise de Variancia e cuja magnitude de diferenga em relagdo a amostra padréo

€ levada em consideragéo.

95



Os valores de AE permitem concluir que os tratamentos com ozénio nas
concentracdes de 40 e 118 ppm por até 120 e 60 minutos, respectivamente, nao

proporcionaram alteragao significativa na cor do amido de mandioca.

3.1.3 Conteudo de carboxila e carbonila

A Tabela 3.4 mostra os conteudos de carboxila e carbonila do amido de
mandioca ozonizado, submetido ao tratamento controle e da amostra padrdo. A
amostra padrdo apresentou conteudo médio de carboxila de 0,063%, valor
superior ao encontrado por Shirai et al. (2007) em amido de mandioca nativo
comercial, que foi correspondente a 0,047%, e inferior aos encontrados por Silva
et al. (2006), que foram equivalentes a 0,16 e 0,3%, em amidos de mandioca

nativos comerciais oriundos de diferentes produtores.

Tabela 3.4. Conteudos de carboxila e carbonila das amostras tratadas e sem

tratamento
Tempo de Tratamento
Parametro exposicao Padrao
(minutos) 40 ppm 118 ppm Controle
30 0,065+0,007** 0,059+0,005** 0,068+0,0012%
Carboxila 60 0,069+0,001** 0,063+0,003*" 0,072+0,0012"8
(%) 90 0,072+0,001* - 0,072+0,00138 0,063£0,004
120 0,071+0,0012* - 0,077+0,0012*
30 1,665+0,057** 1,750+0,014** 1,610+0,028%*"
Carbonila 60 1,660+0,057** 1,663+0,124* 1,490+0,028%"
(%) 90 1.633£0.081% ) 1480+0.0282* 1:290%0,042
120 1,635+0,0712A - 1,630+0,057%*

Os resultados representam a média de dois processos e duas determinacdes. Valores
com letras minusculas iguais numa mesma linha n&o diferem significativamente entre si
(p= 0,05). Valores com letras maiusculas iguais numa mesma coluna, para um mesmo
parametro, ndo diferem significativamente entre si (p= 0,05).

O conteudo de carboxila dos amidos tratados com ozénio sob as condi¢des
experimentais variou de 0,059 a 0,072%. Estes valores sdo mais altos que os
reportados por Chan, Bhat e Karim (2009), que encontraram conteudo de
carboxila em amidos de milho, tapioca e sagu oxidados com ozénio variando de
0,006 a 0,063%, 0,001 a 0,058% e 0,002 a 0,048%, respectivamente.
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Por tratamento oxidativo de amido de mandioca com peroxido de
hidrogénio, Shirai et al. (2007) obtiveram amido modificado com 0,16% de
carboxila. Silva et al. (2008), ao tratarem amido de mandioca com permanganato
de potassio ou hipoclorito de sédio, obtiveram amido modificado com teor de
carboxila de 0,15 e 0,12%, respectivamente. Pode-se observar que o conteudo de
carboxila das amostras de amido submetido as condigdes de ozonizagao
estudadas foi inferior ao teor de carboxilas de amidos modificados por tratamentos
oxidativos convencionais.

Nas condigbes de tratamento utilizadas, ndo houve diferenga significativa
entre os conteudos de carboxila das amostras ozonizadas em relacdo as amostras
controle e padrao. Por outro lado, o teor de carboxila da amostra controle, no
tempo de 120 minutos, diferiu do da amostra padrao, sendo o valor do parametro
mais elevado para a primeira amostra. O efeito do tempo de exposi¢cao nao foi
observado quando o amido foi tratado nas concentragdes de ozbnio estudadas,
sendo observado, no entanto, para as amostras submetidas ao tratamento
controle.

A presenga de grupos carboxilicos em amido oxidado pode levar ao
aumento da acidez do produto (PEREIRA, 2008; SILVA et al.,, 2008) e,
consequentemente, uma dissociagao parcial desses grupos pode reduzir o pH do
amido (PEREIRA, 2008). Neste trabalho, ndo foi observada uma alteracdo
significativa do conteudo de carboxila nas amostras ozonizadas, embora tenha
ocorrido um ligeiro aumento do valor médio do referido parametro com o aumento
do tempo de exposi¢cao ao ozénio. Por sua vez, o pH das amostras ozonizadas foi
significativamente inferior ao da amostra padréo, e essa redugéo foi proporcional
ao aumento do tempo de tratamento (Tabela 3.1).

Com relagao ao conteudo de carbonila, a amostra padrdao apresentou um
teor de 1,550%. Dias et al. (2007) encontraram em amido de mandioca comercial
um valor de 0,141% de conteudo total de carboxila e carbonila. Assim, o conteudo
de carbonila obtido neste estudo foi, por si s6, superior a soma de carboxilas e
carbonilas reportada no estudo mencionado. Trabalhos com analise do teor de

carbonilas em amidos sdo escassos, sendo mais comuns estudos envolvendo
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determinacbdes do conteudo de carboxilas, o que dificultou a comparacdo dos
resultados obtidos.

O conteudo de carbonila dos amidos tratados com ozénio variou de 1,633 a
1,750%. Estes valores sdo mais altos que os reportados por Chan, Bhat e Karim
(2009), que encontraram conteudo de carbonila variando de 0,025 a 0,061%,
0,121 a 0,250% e 0,066 a 0,085%, respectivamente, em amidos de milho, tapioca
e sagu oxidados por ozdnio.

Nas condigbes de tratamento utilizadas, ndo houve diferenga significativa
entre os conteudos de carbonila das amostras ozonizadas em relagdo as amostras
controle e padrdo, com excegdo da amostra ozonizada a 118 ppm de ozbnio
durante 30 minutos, cujo teor de carbonila foi ligeiramente maior que o da amostra
padrao. O efeito do tempo de exposicdo nao foi observado quando o amido foi
tratado nas concentragcdes de ozbénio estudadas.

Os resultados mostraram, portanto, que os tratamentos de ozonizagao
estudados ndo promoveram a alteragao significativa dos conteudos de carboxila e

carbonila do amido de mandioca.

3.2 PROPRIEDADES DE PASTA

A andlise da viscosidade de pasta de amidos expressa em grande parte as
modificagdes ocorridas em suas propriedades reoldgicas, ja que a curva de
viscosidade representa o comportamento dos granulos de amido durante o
aquecimento, permitindo avaliar as caracteristicas da pasta formada, e também o
comportamento durante o resfriamento, possibilitando a avaliagao da tendéncia da
pasta a retrogradagédo. Na Tabela 3.5, sdo apresentadas as propriedades de pasta
dos amidos de mandioca submetidos aos tratamentos (com ozénio e controle) e
sem tratamento (amostra padrdo). A Tabela 3.6, por sua vez, mostra o
comportamento de pastas de amidos de mandioca nativos estudado por diferentes

pesquisadores.
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Tabela 3.5. Propriedades de pasta das amostras tratadas e sem tratamento

Tempo de Tratamento
Parametro 7;‘?23;?5‘; 40 ppm 118 ppm Controle Padrao
. . 30 360,9+6,1°°®  382,3+11,5*  338,3+3,1™"
Viscosidade 60 376,4:2,8"°  3853:8,8"  3350£0,1"  La,0.c
(RVU) 90 377,542,138 - 344,8+2 5 e
120 382,5+7,3* - 343,0+11,4%

. . 30 143,1+4,3%*  128,8+10,1°*  125,2+4,0%"
Viscosidade 60 137,9:0,4  123,8+417,1%  1207+38% .. .o
(RVU) 90 136,5+0,2%" - 123,8+2,8" e

120 144,0+0,8%* - 122,1+1,5%
30 217,8+1,8™ 253,5+1,5°" 213,2+0,9°
Breakdown 60 238,5+2 4" 261,5+8,3%" 214,3+3,8* 215543 5
(RVU) 90 241,0+2,3** - 221,0+0,3"* e
120 238,4+6,5 - 221,0+9,8%4
Viscosidade 30 200,9+5,9%" 188,1+7,4*" 187,3+7,5*"
final 60 201,3+2,4*"  148,8+17,6°*  182,8+1,12° 178.141.9
(RVU) 90 198,0+5,9%* - 188,3+1,1%A e
120 195,445 4% - 180,0+4,6**
30 57,8+10,2°" 59,3+2,7% 62,1+3,5%
Setback 60 63,5+1,9%" 24,9+0,68 62,0+2,8% 60.740.0
(RVU) 90 61,6+5,6* - 64,5+3,9% e
120 51,444 6% - 57,9+6,1%A
Temperatura 30 67,8+0,9%" 68,6+2,13 68,3+0,6%"
dep asta 60 67,1+0,0* 67,3+0,9% 68,2+0,5 67 1401
(E’C) 90 67.8+0,1° i 68.7+0,0% 15D,
120 67,2+0,3% - 68,4+0,7%*
30 3,5+0,2%" 3,6+0,12" 3,5+0,13"
Tempo do 60 3,4+0,0% 3,30,2% 3,5+0,0%
pico aA aA 3,60,0
(minutos) 90 3,540, 1 - 3,6+0,0
120 3,5+0,0% - 3,5+0,0%

Os resultados representam a média de dois processos e duas determinagbes. Para cada
parametro, valores com letras mindsculas iguais numa mesma linha e valores com letras
maiusculas iguais numa mesma coluna néo diferem significativamente entre si (p= 0,05).

Tabela 3.6. Propriedades de pasta de amidos de mandioca nativos comerciais

Referéncia
Propriedades de pasta HENRIQUE;
P P SH'(F;Q(');’; al. CEREDA: SARMENTO S"'(\z/gogt)a"
(2008)
Pico de viscosidade (RVU) 303 263 436,8 387,8
Viscosidade minima (RVU) 95 -*- 117,7 137,3
Breakdown (RVU) 208 152 319,1 250,5
Viscosidade final (RVU) 210 168 191,3 200,3
Setback (RVU) 115 58 -*- -*-
Temperatura de pasta (° C) 66,7 66,9 63,2 64,5
Tempo do pico (min.) 5,8 - -*- -*-

Propriedades determinadas por RVA. -*- ParAmetros nao especificados.
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Comparando-se as propriedades de pasta da amostra padréo (Tabela 3.5)
com as dos amidos nativos reportados na literatura (Tabela 3.6), pode-se observar
que o amido de mandioca utilizado neste estudo apresentou perfil de viscosidade
caracteristico para amido desta fonte vegetal, com pico de viscosidade alto e
quebra acentuada.

A temperatura de pasta e o tempo de pico do amido em estudo estao
condizentes com o esperado. Silva, Assumpg¢ao e Vegro (2000) afirmam que os
amidos de raizes e tubérculos cozinham rapidamente, tornando-se os grénulos
inchados e frageis, que quebram com facilidade e se dispersam durante a
agitacao, ao contrario dos amidos de cereais, que cozinham mais devagar, incham
menos e possuem uma resisténcia maior ao cisalhamento.

Segundo Craig et al. (1989), em geral, os amidos de raizes e tubérculos
apresentam forgas intragranulares inferiores, o que faz com que eles gelatinizem
em temperaturas relativamente baixas, com inchamento rapido e uniforme dos
granulos, exibindo uma viscosidade alta comparada aos amidos de cereais. As
diferencas observadas em amidos de variadas fontes vegetais estdo relacionadas,
principalmente, as diferentes caracteristicas da amilose e da amilopectina, em
termos de propor¢ao de cada uma delas no granulo, peso molecular, comprimento
da cadeia, conformacéao e grau de ramificacao.

O pico de viscosidade das amostras ozonizadas, com excecdo da amostra
tratada a 40 ppm por 30 minutos, diferiu significativamente do das amostras
controle e padrdao, ndao havendo diferenca significativa entre estas duas ultimas
amostras, podendo-se afirmar que os tratamentos com ozénio contribuiram para o
aumento do pico de viscosidade da pasta de amido de mandioca. Com relacéo ao
aumento do tempo de exposicdo para as amostras submetidas a uma mesma
concentracao, seu efeito foi observado apenas quando a concentragao de 40 ppm
foi utilizada, havendo diferenga significativa entre os valores de viscosidade
maxima obtidos nos tempos de exposicdo de 30 e 120 minutos.

Ao tratarem suspensdes de amido de arroz com aproximadamente 20% de
ozobnio, durante 15 e 30 minutos, An e King (2009) também observaram um

aumento no pico de viscosidade das amostras tratadas com ozbénio, quando

100



comparadas as amostras sem tratamento e as tratadas com oxigénio puro. O
aumento do pico de viscosidade foi atribuido pelos autores ao fato dos grupos
carboxila formados durante a oxidacdo manterem as moléculas de amido mais
afastadas, permitindo uma maior absor¢do de agua pelos granulos durante o
aquecimento.

Chan, Bhat e Karim (2009), ao estudarem o efeito do ozbnio nas
caracteristicas fisico-quimicas e funcionais de amidos de milho, sagu e tapioca,
observaram que os parametros analisados seguiram diferentes tendéncias com o
aumento do tempo de geracado de ozbnio e com o tipo de amido estudado. O
aumento do pico de viscosidade, observado em algumas amostras, foi atribuido a
formacao de grupos carboxilas, em amido de sagu altamente oxidado, ou ao efeito
cross-linking, em amido de tapioca levemente oxidado.

Para a viscosidade minima, as amostras ozonizadas nos tempos de 90 e
120 minutos de tratamento diferiram significativamente das amostras controle e
padrdo. Nao houve diferenga significativa entre as amostras controle e padréo e,
para uma mesma concentracdo, nao houve diferenga entre as amostras com o
aumento do tempo de exposicdo. De um modo geral, a viscosidade minima das
amostras ozonizadas foi ligeiramente superior a das amostras sem tratamento.

A estabilidade da pasta durante o cozimento sob agitacdo (avaliada pelo
parametro breakdown) das amostras tratadas a 118 ppm de ozbnio diferiu
significativamente da das amostras controle e padrdo. Para as amostras tratadas a
40 ppm de ozbnio, a diferenga com relacdo as amostras padrao e controle foi
observada apenas quando a duracao do tratamento foi de 60 e 90 minutos. Para o
tratamento a 118 ppm, ndo houve variacdo do paradmetro com o tempo de
exposi¢ao. Para o tratamento a 40 ppm, contudo, o valor de breakdown no tempo
de 30 minutos diferiu dos valores nos demais tempos de exposi¢dao. De modo
geral, os valores de breakdown das amostras tratadas com ozbénio foram
superiores aos das amostras controle e padrao, estando esse resultado de acordo
com o obtido por An e King (2009), que também observaram um aumento do

breakdown nas amostras de amido de arroz submetidas a tratamento com oz6énio.
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Chan, Bhat e Karim (2009) observaram um aumento do breakdown em
amido de sagu oxidado com ozénio, o que foi atribuido ao enfraquecimento da
estrutura dos granulos depois do tratamento, levando ao rompimento da estrutura
durante o cozimento sob agitagao.

Para a viscosidade final, houve diferenca significativa apenas entre a
amostra ozonizada por 90 minutos e a amostra padrdao. O efeito do tempo de
exposicao nao foi observado quando as amostras foram submetidas aos
tratamentos estudados. Para o setback, houve diferenca significativa apenas entre
a amostra tratada a 118 ppm de ozdénio por 60 minutos e as amostras padrao e
controle. E, quando o tratamento a 118 ppm de ozbnio foi empregado, o setback
variou com o tempo de exposicdo, embora nos demais tratamentos o efeito do
aumento do tempo de exposicdo nao tenha sido observado. Pode-se afirmar,
portanto, que o tratamento de ozonizagdo mais intenso (118 ppm/60 min.)
proporcionou alteragdo no comportamento do amido de mandioca com relagao ao
setback, reduzindo significativamente sua tendéncia a retrogradagéo.

A temperatura de pasta das amostras ozonizada, controle, ambas no tempo
de 90 minutos, e padrao diferiram significativamente entre si, tendo as amostras
tratadas valores ligeiramente superiores. Nos demais tempos de exposi¢cao nao
houve diferenga significativa entre as amostras avaliadas, como também nao foi
observado o efeito do aumento do tempo de exposi¢cao para cada concentracado de
ozénio estudada.

Chan, Bhat e Karim (2009) observaram uma leve diminuicdo da
temperatura de pasta de amidos de milho e sagu oxidados por ozénio. Por outro
lado, um aumento no referido parametro foi observado em amido de tapioca
tratado no maior tempo de geragdo de ozbnio. Ao tratarem suspensdes de amido
de arroz com ozénio, An e King (2009), por sua vez, também observaram um leve
aumento da temperatura de pasta do amido.

O tempo para atingir o pico de viscosidade nao variou com os diferentes
tratamentos empregados, bem como para uma mesma concentragdo, ndo houve

diferenca entre as amostras com o aumento do tempo de exposicao.
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As amostras em que o efeito do 0zdnio foi observado num maior numero de
parametros foram as submetidas a 40 ppm por 90 minutos e 118 ppm por 60
minutos. Por outro lado, a amostra tratada a 40 ppm de 0z6nio por 30 minutos nao
teve nenhum dos parametros de pasta significativamente alterados.

Na literatura, as alteragdes nas propriedades de pasta de amidos
submetidos a modificacdo quimica por oxidagao sdo, em geral, discutidas com
base na formagao de grupos carboxila e carbonila e/ou na despolimerizagao das
cadeias de amido decorrentes do processo oxidativo. Neste trabalho, como nao
foram observadas alteracdes significativas nos conteudos de carboxila e carbonila
das amostras ozonizadas, quando comparadas com a amostra padrao, nao foi
possivel correlacionar as propriedades de pasta das amostras estudadas com os

resultados das analises do grau de oxidagéo.

3.3 ANALISE SENSORIAL

O teste utilizado (Método de Comparagdo Multipla) permitiu fazer a
discriminagao entre as amostras-teste (controle e ozonizadas) e a amostra padrao,
bem como estimar a magnitude da diferenga percebida. Nesse teste, todas as
amostras sao avaliadas quanto as diferencas em relacdo a amostra padréo, nao
sendo comparadas entre si.

Os resultados relativos a pontuagédo atribuida as amostras, segundo a
escala de diferenca pré-estabelecida, foram avaliados com base em Analise de
Variancia (ANOVA) e no teste de Dunnett, para comparacdo das médias das
amostras-teste com a média da amostra padrao codificada.

A seguir sdo apresentados os resultados da andlise sensorial para os
atributos de cor e odor do amido de mandioca submetido as diferentes condigbes

de tratamento.
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3.3.1 Cor

A Figura 3.1 apresenta as notas médias atribuidas as amostras avaliadas.
Pode-se observar que alguns julgadores nao identificaram a amostra padrao

codificada entre as amostras-teste, obtendo a mesma média préxima a 0,6.
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Figura 3.1. Valores médios das notas atribuidas as amostras para o atributo de cor
Amostras tratadas (ozonizadas e controle) codificadas com letras diferentes da
amostra padrao diferiram significativamente da mesma.

Para todas as amostras tratadas por 30 minutos, houve diferenca
significativa (p<0,05) em relagdo ao padrdo. Ja para os tempos de 60 e 90
minutos, apenas a amostra controle foi encontrada como significativamente
diferente da padrao. Para o tempo de 120 minutos, por sua vez, nenhuma amostra
foi indicada como diferente da amostra padrao. Portanto, pode-se observar que,
segundo o julgamento dos provadores, a diferenga de cor entre as amostras
tratadas e a padrao reduziu-se com o aumento do tempo de tratamento.

Para embasar a discussdo desses resultados € importante ressaltar
algumas consideragdes, tanto com relagdo aos dados obtidos quanto aos
procedimentos inerentes ao processamento e a preparagao das amostras. A
primeira consideragao relevante diz respeito a umidificacdo e secagem do amido,
antes e depois do tratamento, respectivamente. Isso pode ter influenciado na cor

do produto, em especial nas amostras controle, que apresentaram-se
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significativamente diferentes da padrdo em quase todos os tempos de
processamento. Esse efeito pode ndo ter sido tdo pronunciado nas amostras
ozonizadas pelo fato do ozo6nio ter possivelmente contribuido para o clareamento
e consequente recuperagao da cor original do produto. Inclusive, houve julgador
que fizesse comentario referente a cor mais clara de algumas amostras (as
ozonizadas) e a cor mais escura de outras (controle).

A segunda consideragao refere-se ao nao reconhecimento, por parte dos
julgadores, da amostra padrao codificada. Como foi mencionado anteriormente, a
diferenga de cor entre as amostras tratadas e a padrao reduziu-se com o aumento
do tempo de tratamento. Mas isso ndo se deve somente as menores médias
obtidas para as amostras ozonizadas e controle, mas principalmente as maiores
médias obtidas para a amostra padrao codificada, o que foi decorrente do nao
reconhecimento dessa amostra por parte dos julgadores.

De modo geral, pode-se afirmar que nao foram encontradas diferencas
significativas entre as amostras ozonizadas e a padrao, com relagao a cor, o que

esta de acordo com os dados obtidos na analise instrumental do referido atributo.

3.3.2 Odor

A Figura 3.2 apresenta as notas meédias atribuidas as amostras avaliadas.
Pode-se observar que alguns julgadores nao identificaram a amostra padrao
codificada entre as amostras-teste, obtendo a mesma média proxima a 0,7. E
possivel também visualizar através da figura abaixo que, conforme esperado, a
média obtida para a amostra ozonizada na maior concentracéo (118 ppm) foi

superior a da ozonizada na concentracado menor (40 ppm).
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Figura 3.2. Valores médios das notas atribuidas as amostras para o atributo de
odor

Amostras tratadas (ozonizadas e controle) codificadas com letras diferentes da

amostra padrao diferiram significativamente da mesma.

Para todas as amostras tratadas por 30 minutos, houve diferenca
significativa (p<0,05) em relagdo ao padrao. Para os tempos de 60 e 120 minutos,
nenhuma amostra foi apontada como diferente da amostra padréao. Para o tempo
de 90 minutos, por sua vez, apenas a amostra ozonizada foi indicada como
diferente da amostra padrao.

Pode-se observar algumas incoeréncias nos resultados obtidos. Por
exemplo, nas amostras tratadas por 120 minutos ndo foi encontrada diferenca
significativa entre as amostras tratadas e a padrdo, sendo que nesse tempo de
tratamento a amostra ozonizada (40 ppm) apresentou a maior média das notas
que |Ihe foram atribuidas e a segunda maior média obtida na analise de odor. Isso
ocorreu em funcdo da nao identificacdo, por parte dos julgadores, da amostra
padrao codificada entre as amostras-teste, pois foi também no tempo de 120
minutos que a amostra padrao obteve sua maior média (0,67).

Por outro lado, quando houve diferenca entre apenas uma amostra tratada
e a padrao (no tempo de 90 minutos), esta foi apontada para a amostra ozonizada
€ nao para a controle (o que havia ocorrido na analise de cor).

Em resumo, as amostras tratadas apontadas como diferentes da padrao

com relacdo ao odor foram as amostras controle e ozonizadas (40 e 118 ppm)
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tratadas por 30 minutos e a amostra submetida a 40 ppm de ozénio durante 90

minutos.
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4 CONCLUSOES

A partir do estudo do efeito do ozbnio sobre as caracteristicas fisico-
quimicas do amido de mandioca, pode-se inferir que:

e O 0zbnio ndo proporcionou a oxidagdao do amido, ja que nao foram
observadas alteragdes significativas nos conteudos de carboxila e carbonila do
produto, bem como nao promoveu variacado perceptivel na sua cor.

e Com relagdo ao pH, as amostras ozonizadas apresentaram valores
significativamente inferiores aos das amostras controle e padréo.

e Portanto, de um modo geral, as caracteristicas fisico-quimicas do amido
de mandioca nao foram significativamente alteradas pelo ozdnio.

No que se refere as propriedades de pasta, pode-se concluir que elas foram
parcialmente alteradas, de modo que:

e O efeito do ozbnio foi mais evidente nos parametros de pico de
viscosidade e breakdown, proporcionando a obten¢do de pastas de amido com
maior poder de intumescimento e menor estabilidade de pasta durante o
cozimento sob agitacao.

e A diferenca entre os dois tratamentos com ozbénio (40 e 118 ppm) foi
bastante discreta, sendo percebida em poucos parametros (breakdown,
viscosidade final e setback) e em, basicamente, um tempo de exposicdo (60
minutos).

¢ O efeito do aumento do tempo de exposi¢cao foi observado apenas para
os parametros de pico de viscosidade e breakdown quando a concentracédo de 40
ppm foi empregada, e no setback quando a concentracdo de 118 ppm foi
estudada.

E a partir da analise sensorial, pode-se inferir que:

¢ O efeito do ozdnio foi mais evidente no atributo de odor do que no atributo
de cor, e metade das amostras ozonizadas sofreu o efeito do ozbnio nas
caracteristicas sensoriais estudadas.

¢ A diferenca de cor entre as amostras ozonizadas e a padrao foi indicada

apenas quando o tempo de tratamento foi de 30 minutos. Com relagao ao atributo
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de odor, somente as amostras ozonizadas a 40 ppm por 30 e 90 minutos e a 118
ppm por 30 minutos foram apontadas como diferentes da amostra padrao.

Por fim, pode-se concluir que as diferengas entre as amostras ozonizadas e
a amostra padrao, quando encontradas, podem ser atribuidas exclusivamente ao
processo de ozonizagdo, pois para todas as caracteristicas fisico-quimicas e
propriedades de pasta estudadas, as amostras controle nao diferiram

significativamente da amostra padréo.
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CAPITULO 4. AMIDO DE MANDIOCA TRATADO COM OZONIO: AVALIAGAO
DAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS, SENSORIAIS, REOLOGICAS E
MICROBIOLOGICAS DO PRODUTO DURANTE SUA ESTOCAGEM
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RESUMO

Tem-se observado uma crescente busca, por parte das industrias processadoras
de alimentos, por novos sanitizantes em substituicdo aqueles rotineiramente
utilizados. O ozbnio é considerado um sanitizante seguro para uso em produtos
alimenticios, em funcdo de suas propriedades antimicrobianas e auséncia de
substancias residuais. Encontrado em diversos alimentos, o amido é a mais
importante fonte de carboidratos da dieta. Sendo um dos polissacarideos mais
abundantes na natureza, € um produto de ampla aplicagdo na industria de
alimentos, especialmente pelas suas propriedades tecnoldgicas, incluindo seu
poder espessante e estabilizante. O objetivo deste trabalho foi estudar, durante
dois meses, as caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais, microbioldgicas e as
propriedades de pasta do amido de mandioca tratado com ozbénio. O amido,
previamente umidificado para um conteudo de umidade de cerca de 30%, foi
submetido a 118 ppm de 0zénio gasoso durante 90 minutos. As caracteristicas do
produto ozonizado foram comparadas com as do amido de mandioca tal como
comercialmente disponivel (amostra padrdao). As amostras foram avaliadas
quinzenalmente quanto ao pH, umidade, cor instrumental (L*, a* b*), oxidagao,
propriedades de pasta e analise sensorial de cor e odor e, mensalmente, quanto
as suas caracteristicas microbiologicas. O pH da amostra ozonizada assumiu
valores entre 4,4 e 4,7, os quais foram significativamente inferiores (p<0,05) ao pH
da amostra padréo, cujos valores estiveram entre 5,9 e 6,1. E, ao final dos dois
meses de estudo, os valores de pH das amostras foram levemente superiores aos
valores iniciais. O conteudo de carboxila das amostras estudadas variou entre
0,036 e 0,044% durante o periodo de estocagem, nado havendo variagao
significativa ao longo do tempo. Os teores de carbonila da amostra ozonizada
encontraram-se entre 1,544 e 1,667% e nao variaram significativamente ao longo
do tempo. Por sua vez, a amostra padrao apresentou teores de carbonila entre
1,547 e 1,790%, havendo pequenas variagdes ao longo do periodo de estocagem.
As amostras ozonizada e padrao nao diferiram significativamente entre si quanto
aos teores de carboxila e carbonila. Com relacdo aos parametros de cor, os
valores de L* da amostra ozonizada foram ligeiramente superiores aos da amostra
padrdo, embora n&o tenha sido observada diferenga significativa entre as
amostras. Ja os valores de a* da amostra ozonizada foram significativamente
inferiores aos da amostra padrédo, em todos os tempos de estocagem estudados.
Para os valores de b*, houve diferenca significativa entre a amostra ozonizada e a
amostra padrao, em determinados tempos de estocagem, tendo a amostra tratada
valores de b* superiores. A analise conjunta dos parametros de cor, indicada pela
diferenca total de cor (AE), revelou que a diferengca de cor entre a amostra
ozonizada e a padrao nao foi significativa. Com relacdo ao comportamento das
amostras durante os dois meses de estocagem, a amostra ozonizada apresentou-
se mais estavel, sem variagao significativa em nenhum dos parametros de cor, ao
contrario da amostra padréo, cujos parametros sofreram variagdes significativas
ao longo do tempo. Nas propriedades de pasta, o efeito do oz6nio foi mais
evidente nos parametros de pico de viscosidade, breakdown e setback,
proporcionando a obtencdo de pastas de amido com maior poder de
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intumescimento, menor estabilidade de pasta durante o cozimento sob agitagéao e
menor tendéncia a retrogradacdo. As caracteristicas sensoriais do amido de
mandioca foram significativamente afetadas pelo ozénio, sendo o odor o atributo
mais fortemente influenciado. Quanto as caracteristicas microbioldgicas, as
amostras estudadas estavam de acordo com a legislagéo vigente e a ozonizagéo
proporcionou a reducdo da concentracao de B. cereus em amido de mandioca.
Além disso, a carga microbiana das amostras permaneceu inalterada ao longo do
periodo de estocagem. Pode-se concluir que, com exceg¢do do pH, as
caracteristicas fisico-quimicas do amido de mandioca nao foram significativamente
alteradas pelo ozénio. As caracteristicas sensoriais, por sua vez, foram alteradas
pelo tratamento, cujo efeito foi negativo para o odor do produto. O tratamento com
ozbnio também alterou parcialmente as propriedades de pasta do amido.

Palavras-chave: Amido. Caracteristicas fisico-quimicas. Caracteristicas sensoriais.
Caracteristicas microbiolégicas. Ozonizagéo. Propriedades de pasta.
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ABSTRACT

Food industries are in search of new sanitizers in order to replace disinfectants
currently used. Ozone is considered a safe sanitizer to use in foods, due to its
antimicrobial properties without leaving residual substances. Being found in many
foods, starch is the most important source of carbohydrates in the human diet. It is
one of nature’s most abundant polysaccharides and has diverse applications in the
food industry, especially due to its technological properties, including its thickening
and stabilizing effects. The objective of this work was to study, during two months
of storage, the physicochemical, sensory, rheological and microbiological
characteristics of cassava starch treated with ozone. Cassava starch was
humidified to obtain a final moisture content of approximately 30% and it was
exposed to gaseous ozone at a concentration of 118 ppm for 90 minutes. The
samples were analyzed for pH, moisture content, instrumental color (L*, a*, b*),
oxidation (carbonyl and carboxyl contents) and their sensory and microbiological
characteristics and pasting properties were also evaluated. The physicochemical,
sensory and rheological analyses were carried out every fifteen days and the
microbiological characteristics were evaluated monthly. The characteristics of the
ozonized starch were compared with those of cassava starch as commercially
available (standard sample). The pH for the ozonized sample ranged between 4.4
and 4.7 and it was significantly lower (p <0.05) than the pH of the standard sample,
which ranged between 5.9 and 6.1. After two months of storage, the pH of the
samples was slightly higher than the initial values. The carboxyl content of the
samples studied ranged from 0.036 to 0.044% during the storage period, without
significant variation over time. The carbonyl content of the ozonized sample ranged
from 1.544 to 1.667%, although the variation was not significant. On the other
hand, the standard sample showed carbonyl content between 1.547 and 1.790%,
with small variations during the storage period. There was no significant difference
among ozonized and standard samples regarding the carboxyl and carbonyl
contents. The ozonized sample presented L* values slightly higher than the
untreated sample, although no significant difference among samples was
observed. The a* values of the treated sample were significantly lower than those
of the untreated sample, for all storage times studied. On the other hand, for some
storage times, the b* values of the ozonized sample were significantly higher than
those of the untreated sample. The total color difference (AE) between ozonized
and standard samples showed that the effect of ozone treatment on the color of the
starch was not significant. Thus, during two months of storage, greater variation in
the color parameters was observed for the standard sample as compared to the
ozonized sample. On the pasting properties, the effect of ozone was more evident
on the peak viscosity, breakdown and setback. The ozonized samples presented
higher peak viscosities, lower cooking stability under agitation and lower
retrogradation than the untreated sample. The sensory characteristics of cassava
starch were significantly altered by ozone and the odor was the most affected
attribute. For the microbiological characteristics, the samples studied were in
accordance with current legislation and the ozonation treatment reduced the
population of B. cereus in cassava starch. Furthermore, during the storage period,
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the microbial load of the samples remained unchanged. It can be concluded that,
except for the pH, the physicochemical characteristics of cassava starch were not
altered significantly by ozone. However, the sensory characteristic (odor) of the
product was negatively affected. Also, ozone treatment partially changed the
pasting properties of the starch.

Keywords: Microbiological characteristics. Ozonation. Pasting properties.
Physicochemical characteristics. Sensory characteristics. Starch.
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1 INTRODUGAO

O ozb6nio é um efetivo sanitizante com fortes propriedades desinfetantes,
apresentando um amplo espectro antimicrobiano que, combinado com seu alto
potencial de oxidacado, faz dele uma opcao atrativa de processamento para a
industria de alimentos (TIWARI et al., 2008b).

O ozbnio é um agente bactericida com efeitos benéficos para a preservagéao
de alimentos, devido a reducdo da atividade microbiana responsavel pala perda de
qualidade dos produtos. Além disso, o 0zénio ndo produz residuos toxicos ao
ambiente, sua aplicabilidade na industria de alimentos é diversificada e pode
proporcionar muitas vantagens. Por essas razdes, a aplicagdo de ozbénio € uma
tecnologia promissora para a conservagao de produtos alimenticios (PASTORIZA
et al., 2008).

O amido encontra-se amplamente distribuido em diversas espécies
vegetais como carboidrato de reserva, sendo abundante em cereais, raizes e
tubérculos. Ele apresenta grande importancia nutricional e industrial, sendo a fonte
mais importante de carboidratos na alimentagédo humana, representando 80-90%
de todos os polissacarideos da dieta, e o principal responsavel pelas propriedades
tecnoldgicas que caracterizam grande parte dos produtos processados (WALTER,;
SILVA; EMANUELLI, 2005).

As propor¢cdes em que a amilose e a amilopectina aparecem no amido
diferem entre as diversas fontes, entre variedades de uma mesma espécie e
ainda, numa mesma variedade, de acordo com o grau de maturagao da planta.
Estas variagbes podem resultar em granulos de amido com propriedades fisico-
quimicas e funcionais diferenciadas, o que pode afetar sua utilizagdo em alimentos
e em outras aplicag¢des industriais (WANG; WHITE, 1994). A aplicagdo do amido
depende de suas propriedades fisicas e quimicas, as quais dependem da fonte
botanica. E sua funcionalidade influencia ou controla propriedades como textura,
volume, consisténcia, umidade e vida de prateleira de alimentos (YONEMOTO;
CALORI-DOMINGUES; FRANCO, 2007).
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O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de mandioca (FELIPE; ALVES;
CAMARGO, 2010), e o amido, componente que esta presente em maior
quantidade na raiz, correspondendo a 80% da sua massa seca, € a segunda fonte
de amido no pais e no mundo, perdendo apenas para o amido de milho (CEREDA
et al., 2001; LEONEL; JACKEY; CEREDA, 1998; VILPOUX, 2003).

Pelo fato da raiz de mandioca ter contato direto com o solo & natural
encontrar maior carga microbiana do que no amido de milho. A carga microbiana
presente, embora nao tenha seu crescimento favorecido pelas caracteristicas
inerentes do produto, pode encontrar condigdes favoraveis de crescimento quando
da utilizagdo do amido como ingrediente em produtos processados. Alguns usos
dos amidos ndo exigem aquecimento, o que torna viavel a utilizagdo de métodos
alternativos eficazes na inativagdo de microrganismos e que possam garantir a
preservacao das caracteristicas do produto.

O objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento do amido tratado com
ozbnio, durante dois meses de estocagem, através da avaliagdo das
caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais, propriedades de pasta e das

caracteristicas microbioldgicas do produto.

120



2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Matéria-prima

O amido de mandioca utilizado neste estudo foi doado pela empresa Corn
Products Brasil (Conchal, Brasil).

2.1.2 Sistema de geragao de ozénio

O sistema utilizado para a geragdo de ozbnio era constituido por um
gerador de ozdnio Interozone Linha DEVOC®, Modelo SGOZ-123 (Grupo
Interozone Brasil, Jundiai, Brasil), com capacidade de produgédo de 5 g/h, e um
concentrador de oxigénio Modelo NewLife Elite (AirSep Corporation, Nova York,
Estados Unidos), com fluxo de 5 L/min.

O gerador de ozbnio tem como principio de geracao do gas o método de
descarga por efeito corona, e o ar atmosférico foi utilizado para alimentagao do
sistema. Antes de entrar na célula geradora de ozbnio, o ar passava pelo
concentrador de oxigénio, o qual era responsavel pela sua concentracdo em 95%
de oxigénio. Em seguida, o ar concentrado fluia entre dois eletrodos submetidos a
uma elevada diferenga de potencial, sendo transformado em ozbnio. O fluxo de ar

ozonizado no sistema era de 14 m°/h.

2.1.3 Analisador de ozdénio

A concentragdo de o0zbnio no ar ozonizado foi determinada por um
Analisador de Ozbénio, Modelo UV-100 (Eco Sensors, Inc., Santa Fe, EUA). A faixa

de medicdo do equipamento € de 0-900 ppm, e seu principio de funcionamento
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baseia-se na absor¢ao de luz UV (emitida por uma Idmpada de mercurio de baixa

pressdo) por moléculas de ozbnio.

2.1.4 Misturador de pé

O ar ozonizado, ap6és sair do gerador, era direcionado ao misturador de po,
equipamento construido pela empresa Cardoso Comércio de Equipamentos Ind.
Ltda. (Sumaré, Brasil) especificamente para uso no sistema de ozonizacao
utilizado. O corpo do misturador era construido em acgo inoxidavel e a tampa em
policarbonato. O misturador apresentava sistema basculante e velocidades de
agitacao variaveis. A tampa em policarbonato possibilitava avaliar visualmente a
capacidade de mistura do equipamento, sendo utilizada uma velocidade que
proporcionava um bom contato do amido com o ar injetado no sistema e que nao
resultava em grande perda de produto pelas mangueiras de saida do gas durante
o tratamento.

As pas eram removiveis e construidas em teflon; a distancia das pas em
relacdo a parede do misturador, bem como a sua disposi¢cao sobre o eixo do
equipamento, eram ajustaveis. O volume total do misturador era de 25 litros.

O ar ozonizado era injetado no misturador através da parte superior do
equipamento por meio de duas entradas localizadas na tampa. O excesso de
ozobnio saia do misturador através de dois orificios também localizados na tampa,
do lado oposto a entrada do gas. As mangueiras utilizadas no sistema para
entrada e saida do gas do misturador eram compostas de PVC, material inerte ao

ataque quimico do ozénio.
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2.2 METODOS

2.2.1 Tratamento com ozdnio

Para estudar o comportamento do amido tratado com ozdnio, durante dois
meses de estocagem, empregou-se o tratamento cujas condigdes de
concentracdo e tempo de exposicdo proporcionaram a obtencdo de reducdes
superiores a 5 ciclos logaritmicos na populacdo de ambos os microrganismos
estudados (Escherichia coli e esporos de Bacillus subtilis). Previamente ao
tratamento, fez-se a umidificagdo do amido de mandioca, com o auxilio de um
pulverizador de junta esmerilhada, de forma a obter um conteudo de umidade final
de aproximadamente 30%.

O amido foi submetido ao tratamento com ar ozonizado na concentracéo de
118 ppm de o0zbnio durante 90 minutos. O tratamento foi realizado em duplicata e,
para cada processo, 1 kg de amido foi umidificado e submetido ao tratamento de
ozonizagao.

O tratamento com o0zdnio consistiu na aplicagdo de ozénio gasoso ao amido
de mandioca, injetando-se o ar ozonizado no misturador. As mangueiras de
entrada de ar ozonizado no misturador foram posicionadas no sentido contrario ao
da rotagao do equipamento e foram utilizados filtros, alocados em uma carcaca de
aco inoxidavel, no final das duas mangueiras de saida do ar. As medidas da
concentracéo do ar ozonizado eram realizadas na saida do gerador.

Ao final dos processos, as amostras de amido foram levadas a estufa a
45°C e mantidas por 24 h, sendo posteriormente embaladas a vacuo, em porgdes
de 80 g, e armazenadas ao abrigo da luz. A secagem em estufa teve por
finalidade evitar a deterioracdo microbiana do amido, evitar que a avaliacéo
instrumental e sensorial da cor fosse influenciada pela maior quantidade de agua
presente, e adequar a umidade do produto a valores dentro da faixa de leitura do
analisador de viscosidade, bem como a faixa adequada para a comercializagcéo do

amido.
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As analises das caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais, propriedades de
pasta e das caracteristicas microbiolégicas do amido foram realizadas conforme
descrito nos itens 2.2.2, 2.2.3, 2.2.4 e 2.2.5. As andlises microbiologicas das
amostras foram realizadas a cada 30 dias, durante os 2 meses de estocagem; as
demais analises foram realizadas quinzenalmente.

Amido de mandioca n&o umidificado nem submetido ao tratamento com
ozbnio, aqui denominado de amostra padrao, foi também analisado quanto as
suas caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais, propriedades de pasta e

caracteristicas microbiolégicas durante o periodo de estocagem.

2.2.2 Analises fisico-quimicas

Para avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do amido de mandioca
ozonizado e da amostra padrao foram determinados os parametros de umidade,
pH, cor e oxidagcao, conforme descrito nos itens 2.2.2.1, 2.2.2.2,2.2.2.3 e 2.2.2.4,

respectivamente.

2.2.21 Determinacao de umidade

A umidade foi determinada por dessecacgdo em estufa a 130°C, de acordo
com a metodologia descrita pela AACC (1995) e pelo Instituto Adolfo Lutz (2008),

e as medidas foram realizadas em duplicata.

2.2.2.2 Determinagao de pH

O pH foi determinado utilizando-se pHmetro modelo MP120, marca Mettler
Toledo, previamente calibrado. Para a determinacédo do pH, 10 g de amido foram
suspensos em 100 mL de agua destilada, agitando-se a suspensdo durante 10
minutos (AACC, 1995; IAL, 2008; SMITH, 1967). As determinag¢des foram
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realizadas em triplicata, com agita¢des intercaladas entre as leituras a fim de

ressuspender a amostra.

2.2.2.3 Analise de cor

A cor das amostras foi determinada usando-se o Colorimetro HunterLab,
modelo ColorQUEST II. Utilizou-se o sistema de cor CIEL*a*b*, com iluminante
D65 e angulo de observagao de 10°. As amostras foram analisadas realizando-se
leituras em quadruplicata.

Para as medidas de cor, foram determinados os seguintes parametros:

L* - luminosidade, que varia de O (preto) a 100 (branco);

a* - cromaticidade, que varia de +a* (vermelho) a -a* (verde);

b* - cromaticidade, que varia de +b* (amarelo) a -b* (azul).

A diferencga total de cor entre a amostra ozonizada e a padréo, bem como a
variacao de cor para uma mesma amostra ao longo do tempo de estocagem, foi
calculada usando-se a Equagéo 4.1 (MINOLTA, 1994).

AE = ((L* _ Lo*)2 + (a* _ ao*)Z + (b* _ bo*)2)1/2 (41)

Onde, Lo*, ap* e bp* sdo os valores de cor da amostra padrdo de amido de
mandioca, e L*, a* e b* sdo os parametros de cor da amostra ozonizada, para
cada tempo de estocagem, na determinagdao da diferenca total de cor entre a
amostra ozonizada e a padrao; e Lo*, ap* e bg* sdo os parametros de cor iniciais
(equivalentes ao tempo 0) e L*, a* e b* os parametros de cor correspondentes ao
respectivo dia de estocagem (15, 30, 45 ou 60 dias), na determinagéao da variagéo

total de cor ao longo do tempo, para cada amostra estudada.
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2.2.2.4 Determinacao do conteudo de carboxila e carbonila

A analise do grau de oxidagcdo foi realizada pela determinagdo dos
conteudos de carbonila e carboxila. O conteudo de carbonila foi determinado de
acordo com o procedimento de Smith (1967), e o conteudo de carboxila foi
determinado de acordo com o procedimento de Mattisson e Legendre (1952). As
determinagdes foram realizadas em duplicata.

Para determinagcdo do conteudo de carboxila, 5 g de amostra foram
suspensos em 25 mL de solugédo de acido cloridrico 0,1 N, com agitacdo por 30
minutos, a fim de acidificar todas as carboxilas presentes. Em seguida, a amostra
foi recuperada por filtracdo a vacuo e lavada com agua destilada para eliminacao
de ions cloreto; o pH da agua de lavagem foi medido para assegurar que
estivesse neutro. A torta de amido obtida foi transferida cuidadosamente para um
béquer, foi adicionada de 300 mL de agua destilada e aquecida em banho de agua
fervente por cerca de 10 minutos até a completa gelatinizagdo do amido. Apds
esse periodo, a pasta ainda quente foi titulada com hidroxido de sédio 0,025 N,
empregando-se fenolftaleina como indicador. O calculo da porcentagem de

carboxilas no amido foi feito empregando-se a Equacao 4.2.

%COOH =V x F x 0,045 x 100 x (peso da amostra)’ (4.2)

Onde,
V é o volume (em mL) de NaOH gasto na titulagao;

F é a normalidade da base.

Para determinagé&o do conteudo de carbonila, 2 g de amostra (b.s.) foram
suspensos em 100 mL de agua destilada, seguido de aquecimento em banho de
agua fervente por aproximadamente 15 minutos até a completa gelatinizacdo do
amido. A amostra gelatinizada, apos atingir a temperatura de 40°C, teve seu pH
ajustado para 3,2 (com acido sulfurico 1 N), seguido da adicdo de 15 mL de

solugao de cloridrato de hidroxilamina. Em seguida, a amostra foi coberta com
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folha de aluminio e foi mantida em banho a 40°C durante 4 horas. Apos esse
periodo, procedeu-se a titulagdo com acido cloridrico 0,1 N até pH 3,2. O calculo

da porcentagem de carbonilas no amido foi feito empregando-se a Equacéao 4.3.
%COH =V x F x 0,028 x 100 x (peso da amostra)™ 4.3)

Onde,
V é o volume (em mL) de HCI gasto na titulagéo;

F é a normalidade do acido.

2.2.3 Propriedades de pasta

As propriedades de pasta das amostras foram determinadas usando-se um
analisador rapido de viscosidade (Rapid Visco Analyser - RVA), modelo RVA-3D+
(Newport Scientific Pty. Ltd., Sidney, Australia) provido do software Thermocline
for Windows.

Uma vez conhecida a umidade do amido, as amostras foram pesadas e
adicionadas de agua destilada, de forma a se obter a corregdo para a base de
14% de umidade. Foi utilizado o programa Padrdao 1 do RVA. A viscosidade foi
expressa na unidade do aparelho, ou seja, em RVU (Rapid Visco Units) e as
analises foram realizadas em duplicata.

Dos perfis viscoamilograficos obtidos, foram avaliados os parametros:
temperatura de pasta, pico de viscosidade, tempo de pico, viscosidade minima,
quebra de viscosidade (breakdown), viscosidade final e tendéncia a retrogradagao
(setback).

e Temperatura de pasta (°C): temperatura em que ocorre o primeiro aumento da
viscosidade (pelo menos 2 RVU) em um periodo de 20 segundos;
¢ Pico de viscosidade (RVU): viscosidade maxima obtida durante o aquecimento

(pico da curva);
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e Tempo de pico (min.): tempo decorrido até que a viscosidade maxima seja
alcancgada;

e Viscosidade minima (RVU): valor minimo de viscosidade obtido durante a
manutencao da temperatura a 95°C;

e Breakdown (RVU): diferenca entre a viscosidade maxima e minima;

¢ Viscosidade final (RVU): viscosidade obtida ao final do teste durante o
resfriamento a 50°C;

o Setback (RVU): viscosidade final subtraida da viscosidade minima.

2.2.4 Anadlises microbiolégicas

Para a avaliagédo das caracteristicas microbiolégicas do amido ozonizado e
da amostra padrdo, foram realizadas as contagens de B. cereus e coliformes a
45°C e averiguada a presenga de Salmonella, de acordo com os padrdes
microbioldgicos sanitarios estabelecidos pela RDC n° 12/2001 da ANVISA.

As analises microbiolégicas foram realizadas de acordo com os
procedimentos descritos por Downes e Ito (2001). Foi utilizado o método do
numero mais provavel (NMP) de 3 tubos para a determinagdo da contagem de
coliformes termotolerantes, utilizando-se os meios de cultura caldo lauril sulfato
triptose (LST), para o teste presuntivo, e caldo E. coli (EC), para a confirmagéo da
contagem.

A contagem de B. cereus foi realizada pelo método de plagueamento direto,
utilizando-se o meio de cultura agar manitol gema de ovo polimixina (MYP), e para
a confirmacgao das colbnias isoladas foram realizados a coloragao de Gram e 0s
testes bioquimicos: teste da catalase, teste de utilizagdo anaerdbia da glicose
(caldo vermelho de fenol 1% glucose), teste de decomposigéo da tirosina (agar
tirosina), teste de Voges-Proskauer (caldo VP modificado), teste de redugdo do
nitrato (caldo nitrato), teste de crescimento rizéide (agar nutriente - NA), teste de
motilidade (agar motilidade), teste de hemdlise (agar sangue) e coloracdo de

cristais paraesporais.
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Para identificacao da presenca de Salmonella, foi realizado inicialmente o
pré-enriquecimento em agua peptonada tamponada (BPW), seguido do
enriquecimento seletivo em caldo tetrationato (TT) e em caldo Rappaport
Vassiliadis (RV). Para o plagueamento seletivo diferencial, foram utilizados os
meios de cultura agar bismuto sulfito (BS), agar entérico de Hectoen (HE) e o agar
xilose lisina desoxicolato (XLD). Para confirmagédo preliminar, as coldnias
suspeitas foram inoculadas em &agar lisina ferro (LIA) e em &agar triplice agucar
ferro (TSI). Como as coldnias suspeitas nao deram reagdes tipicas de Salmonella
em TSI e LIA, a andlise foi finalizada e os demais testes nao foram realizados. Os
resultados foram expressos como auséncia do microrganismo em 25 g de

amostra.

2.2.5 Analise sensorial

O método utilizado para avaliagdo sensorial das amostras foi baseado no
Teste de Comparagédo Multipla (ou Diferenga do Controle). Trés amostras
codificadas, sendo duas amostras ozonizadas (repeticdo do tratamento) e uma
amostra padrao, foram apresentadas aos julgadores, solicitando-se aos mesmos
que as avaliassem segundo os atributos de cor e odor em comparagdo com a
amostra padrao (designada pela letra P). A escala pré-estabelecida para avaliar a
existéncia e a magnitude de diferenga entre as amostras codificadas e a padrao
(P) foi a seguinte: 0 = nenhuma diferenca, 1 = ligeiramente diferente, 2 =
moderadamente diferente, 3 = muito diferente e 4 = extremamente diferente. Cada
avaliacao sensorial, realizada quinzenalmente, foi realizada por um grupo de 30
provadores.

Os resultados foram avaliados estatisticamente por analise de variancia
(ANOVA), e a comparagao das médias das amostras ozonizadas com a média da
amostra padrao codificada foi realizada pelo teste de Dunnett, segundo as
orientacdes de Meilgaard e Civille (1999) e do Instituto Adolfo Lutz (2008).
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2.2.6 Analise estatistica

Os resultados das analises fisico-quimicas e das propriedades de pasta
foram analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA), e o teste de
Tukey foi realizado para determinar diferengas entre as médias da amostra

ozonizada e padrao.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

A seguir sdo descritos os resultados das analises de umidade, pH, cor e
oxidacdo das amostras avaliadas.

3.1.1 Analise de umidade

A Tabela 4.1 apresenta os valores médios da umidade das amostras

ozonizada e padrao.

Tabela 4.1. Umidade (%) das amostras ozonizada e padrao

Tempo de estocagem - Amostra
(dias) Ozonizada Padrao
(118 ppm/90 min.)
0 15,3 £ 0,24 10,4 + 0,18
15 14,7 + 0,128 11,5+ 0,3
30 14,2 + 0,128 11,4 + 0,1°4
45 13,4 + 0,3 11,7 £ 0,2°4
60 14,2 + 0,0% 11,7 £ 0,14

Os resultados representam as médias de duas determinacbes. Letras
minusculas diferentes numa mesma linha indicam diferenga significativa entre
as médias (p<0,05). Letras maiusculas diferentes numa mesma coluna indicam
diferenca significativa entre as médias (p<0,05).

O conteudo de umidade da amostra padrao esta abaixo do limite maximo
preconizado pela legislagdo brasileira para este tipo de produto, que é de 18%
(BRASIL, 2005), bem como esta de acordo com os padrdes estabelecidos pela
Associacgao Brasileira dos Produtores de Amido de Mandioca, que admite um valor
maximo de 14% (ABAM, 2009).

De acordo com Moorthy (2002), o conteudo de umidade de amidos varia
entre 6 e 16%, sendo dependente das condi¢des climaticas durante o cultivo e
colheita da cultura de origem e do processo usado para secagem do produto.

Segundo o autor, elevados niveis de umidade podem levar a deterioracao
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microbiana do produto, e o conteudo maximo de umidade prescrito pela maioria
dos paises produtores de amido € de 13%.

Comparada a amostra padrdo, a amostra ozonizada apresentou maiores
teores de umidade, o que foi decorrente da umidificacdo do amido de mandioca
previamente ao tratamento com ozo6nio. Pois, embora as amostras ozonizadas
tenham sido submetidas a secagem em estufa apds a ozonizagao, as condi¢cdes
de temperatura e/ou tempo de secagem n&o foram suficientes para que as
amostras perdessem o0 excesso de agua. Cabe salientar que a utilizacdo de
temperatura superior a 45°C na secagem poderia ocasionar a gelatinizagao do
amido, haja vista o elevado teor de agua presente.

Com relagédo a variagdo do conteudo de umidade ao longo do tempo de
estocagem, pode-se observar na Tabela 4.1 que, de modo geral, as amostras
ozonizada e padrao apresentaram comportamentos inversos. No decorrer do
tempo, a amostra ozonizada apresentou uma redugdo no seu conteudo de
umidade, ao contrario da amostra padrdo, que teve seu teor de umidade
aumentado. Essas alteragdes, decorrentes da perda ou ganho de umidade, s&o
uma consequéncia da interagdo produto/ambiente, onde o fator embalagem

exerce papel fundamental.

3.1.2 Analise de pH

A Tabela 4.2 apresenta os valores de pH obtidos para as amostras
ozonizada e padrao.

Os valores médios de pH encontrados para a amostra padrao (5,9 a 6,1)
estao préximos dos valores encontrados na literatura. Valores de pH para amido
de mandioca nativo correspondentes a 5,6 e 6,2 foram relatados por Henrique,
Cereda e Sarmento (2008) e Silva et al. (2006), e Shirai et al. (2007),

respectivamente.
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Tabela 4.2. Valores de pH das amostras

Tempo de estocagem - Amostra
(dias) Ozonizada Padrio
(118 ppm/90 min.)
0 4,5 + 0,05 6,0+ 0,0®®
15 4,5 + 0,0°A¢ 5,9 + 0,0
30 4.4 +0,0°¢ 5,9 + 0,0
45 4.6 + 0,178 6,1+ 0,0*
60 4,7 + 0,0 6,1+ 0,0

Os resultados representam as médias de trés determinagdes. Letras
minusculas diferentes numa mesma linha indicam diferencga
significativa entre as médias (p<0,05). Letras mailsculas diferentes
numa mesma coluna indicam diferenga significativa entre as médias
(p<0,05).

Verificou-se que a amostra ozonizada apresentou valores de pH
significativamente inferiores aos obtidos para a amostra padrédo. Esses resultados
confirmam os obtidos quando o amido de mandioca foi submetido a concentragbes
de 40 e 118 ppm de 0zb6nio por 30, 60, 90 e 120 minutos, e 30 e 60 minutos de
exposic¢ao, respectivamente, em que todas as amostras ozonizadas, independente
da concentracdo e tempo de tratamento, apresentaram valores de pH inferiores ao
da amostra de amido ndo tratado.

Com relacdo ao comportamento das amostras durante o periodo de
estocagem, os valores de pH sofreram variacdes significativas ao longo do tempo,
para as duas amostras estudadas. Embora ndo tenha ocorrido uma tendéncia de
variagdo do pH a cada quinze dias de estocagem, de modo geral, pode-se
observar que, ao final dos dois meses de estudo, os valores de pH das amostras

foram levemente superiores aos valores iniciais.

3.1.3 Analise de Cor

Os parametros obtidos na analise de cor instrumental sdo apresentados na
Tabela 4.3.
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Tabela 4.3. Parametros de cor das amostras

Amostra
A Tempo de -
Parametro . Ozonizada n
estocagem (dias) (118 ppm/90 min.) Padrao

0 96,10 + 0,16%* 95,32 + 0,18
15 96,14 + 0,27%* 95,66 + 0,16%"

L* 30 95,92 + 0,27%* 95,27 + 0,34%"8
45 96,19 + 0,04** 95,09 + 0,18™®
60 95,45 + 0,34%* 94,35 + 0,42%®
0 -0,25 + 0,01 -0,07 + 0,015
15 -0,28 + 0,01 -0,03 + 0,00*®

a* 30 -0,31 + 0,03** -0,09 + 0,022
45 -0,29 + 0,02°* -0,02 + 0,012
60 -0,30 + 0,00"* -0,07 + 0,018°
0 2,95+ 0,19%" 2,18 + 0,00"®
15 2,88 + 0,21 2,30 + 0,02%8

b* 30 2,88 + 0,38% 2,17 £ 0,06%8
45 2,91+0,13% 2,35+ 0,05
60 2,68 +0,11% 2,13 + 0,06

Os resultados representam a média de quatro determinacdes. Letras
minusculas diferentes numa mesma linha indicam diferenga significativa entre
as médias (p<0,05). Letras maiusculas diferentes numa mesma coluna, para
um mesmo parametro, indicam diferengca significativa entre as médias
(p<0,05).

O valor de L* inicial da amostra submetida a 118 ppm de ozbnio, durante 90
minutos, diferiu significativamente do da amostra padrao, sendo esse valor mais
elevado para a primeira amostra, o que indica que a amostra ozonizada
apresentava-se mais clara que a amostra padrao. E, durante os dois meses de
estocagem, os valores de L* da amostra ozonizada mantiveram-se levemente
superiores aos da amostra padrdao, embora nao tenham sido significativamente
diferentes, com excecao dos valores aos 45 dias de estocagem. No decorrer do
periodo de estocagem, os valores de luminosidade das amostras mantiveram-se
praticamente estaveis.

Com relagao aos valores de a*, a amostra ozonizada revelou-se diferente
da amostra padrao, apresentando valores inferiores em todos os tempos de
estocagem estudados. No decorrer dos dois meses, os valores de a* da amostra
ozonizada mantiveram-se estaveis, ao contrario dos da amostra padrdo, que
sofreram algumas variagdes, as quais ndao foram regulares nem tendenciosas,

com elevagodes e redugdes dos valores do parametro.
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Os valores de b* das amostras estudadas diferiram significativamente entre
si no tempo inicial e aos 45 e 60 dias de estocagem, sendo os valores da amostra
ozonizada superiores aos da amostra padrdao. Para a amostra ozonizada,
similarmente ao observado para os parametros L* e a*, ndo houve variagao
significativa ao longo do periodo de estocagem. A amostra padrdo, por sua vez,
sofreu pequena variagdo no seu valor de b*, ocorrida do 45° para o 60° dia de
estocagem, embora nao tenha diferido do valor inicial assumido pelo parametro.

A Tabela 4.4 mostra os valores de AE, que indicam a diferenga de cor entre
a amostra ozonizada e a padrao, bem como a variagao de cor sofrida por cada

uma das amostras ao longo do tempo de estocagem.

Tabela 4.4. Diferenga total de cor (AE) das amostras

Tempo de estocagem (dias) AE, AE, AE;
0 1,11 - -

15 0,79 0,36 0,09

30 0,99 0,05 0,20

45 1,26 0,29 0,11

60 1,25 0,97 0,71

AE,= diferenca total de cor entre a amostra ozonizada e a amostra padrao,
para cada tempo de estocagem; AE,= variagao de cor da amostra padréo,
ao longo do tempo de estocagem, com relagdo ao tempo zero; AE;=
variagao de cor da amostra ozonizada, ao longo do tempo de estocagem,
com relagao ao tempo zero.

Diferengcas perceptiveis na cor foram analiticamente classificadas, por
Tiwari et al. (2008a), em muito distintas, distintas e pouco distintas quando o valor
de AE foi superior a 3,0, entre 1,5 e 3,0, e inferior a 1,5, respectivamente. Assim,
com base nos valores de AE, pode-se afirmar que a amostra ozonizada, para
todos os tempos analisados, ndo apresentou variagdo de cor significativa em
relagdo a amostra padrao.

Com relagdo ao comportamento de cada amostra em fungdo do tempo de
estocagem, pode-se observar que a amostra ozonizada apresentou-se mais
estavel que a amostra padrao, tendo em geral valores mais baixos de AE, embora
todos os valores de ambas as amostras tenham sido inferiores a 1,5, ndo

havendo, portanto, variagao de cor significativa ao longo do periodo estudado.
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Ao tratarem solugdes aquosas de quitosana com o0zbdnio gasoso, Seo, King
e Prinyawiwatkul (2007) observaram uma diminui¢ado do valor de a* e um aumento
no valor de b* das amostras tratadas, sem variagdes significativas no valor de L*,
ocorrendo o desenvolvimento de uma cor amarelada durante a ozonizacao,
embora essas alteragdes ndo tenham proporcionado uma mudanga notavel na cor

do polimero.

3.1.4 Conteudo de carboxila e carbonila

A Tabela 4.5 mostra os conteudos de carboxila e carbonila do amido de
mandioca ozonizado e da amostra padrdao. A amostra padrdo apresentou
conteudo inicial de carboxila de 0,036%, valor proximo ao reportado por Shirai et
al. (2007) em amido de mandioca nativo comercial, que foi correspondente a
0,047%, e inferior aos encontrados por Silva et al. (2006), que foram equivalentes
a 0,16 e 0,3%, em amidos de mandioca nativos comerciais oriundos de diferentes

produtores.

Tabela 4.5. Conteudos de carboxila e carbonila das amostras

Amostra
A Tempo de - =
Parametro . Ozonizada Padrao
estocagem (dias) (118 ppm/90 min.)
0 0,036 + o,oo1a2 0,036 + 0,00162
a a
Carboxila 30 00365 0003% 0,037 £ 0.004%
(%) 45 0039 %0001 0,038 +0001%
60 0044 + 0.002** 0,044 + 0 003%
0 1,575 + 0,083*" 1,724 + 0,006%®
aA aA
carborita L
(%) 45 1575+0.023* 1,646 + 0,021
60 1,544 + 0,014 1,547 + 0,054%8

Os resultados representam a média de duas determinacbes. Valores com
letras minusculas iguais numa mesma linha ndo diferem significativamente
entre si (p= 0,05). Valores com letras maiusculas iguais numa mesma coluna,
para um mesmo parametro, nao diferem significativamente entre si (p= 0,05).
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Os conteudos de carboxila da amostra ozonizada n&o diferiram, em
nenhum dos tempos, dos da amostra padrdo. No decorrer do periodo de
estocagem, os teores de carboxila de ambas as amostras estudadas estiveram
entre 0,036 e 0,044% e, embora tenham sofrido um leve aumento, ndo variaram
significativamente ao longo do tempo.

Ao estudarem as caracteristicas fisico-quimicas de amidos oxidados por
ozénio, Chan, Bhat e Karim (2009) encontraram conteudos de carboxila variando
de 0,006 a 0,063%, 0,001 a 0,058% e 0,002 a 0,048%, dependendo do tempo de
tratamento, em amidos de milho, tapioca e sagu, respectivamente. Por tratamento
oxidativo de amido de mandioca com peréxido de hidrogénio, Shirai et al. (2007)
obtiveram amido modificado com 0,16% de carboxila. Silva et al. (2008), ao
tratarem amido de mandioca com permanganato de potassio ou hipoclorito de
sédio, obtiveram amido modificado com teor de carboxila de 0,15 e 0,12%,
respectivamente.

Os teores de carboxila encontrados neste trabalho encontram-se dentro da
faixa dos valores reportados para amidos oxidados com ozbnio e inferiores aos
apresentados por amidos modificados por tratamentos oxidativos convencionais.
Contudo, os resultados obtidos para a amostra ozonizada, comparados aos
obtidos para a amostra padrao, evidenciaram que a o0zonizagao nao promoveu a
oxidagao do amido de mandioca.

Com relacado ao conteudo de carbonila, a amostra padrao apresentou um
teor inicial de 1,724%. Trabalhos com analise do teor de carbonilas em amidos de
mandioca sdo escassos, sendo mais comuns estudos envolvendo determinagdes
do conteudo de carboxilas, o que dificultou a comparagao dos resultados obtidos.
O conteudo inicial de carbonila do amido de mandioca ozonizado foi de 1,575% e
nao diferiu significativamente do valor encontrado para a amostra padrao.

No decorrer do periodo de estocagem, os teores de carbonila da amostra
ozonizada encontraram-se entre 1544 e 1,667% e n&o variaram
significativamente ao longo do tempo. Por sua vez, a amostra padrdo apresentou
teores de carbonila entre 1,547 e 1,790%, havendo pequenas variagoes ao longo

do periodo de estocagem.
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Todos os valores encontrados para o conteudo de carbonila das amostras
estudadas foram superiores aos reportados por Chan, Bhat e Karim (2009), que
encontraram conteudo de carbonila variando de 0,025 a 0,061%, 0,121 a 0,250%
e 0,066 a 0,085%, respectivamente, em amidos de milho, tapioca e sagu oxidados
por ozénio.

Assim como aconteceu com o conteudo de carboxila, os teores de carbonila
da amostra ozonizada nao diferiram, em nenhum dos tempos, dos da amostra
padrdo. Os resultados mostraram, portanto, que a ozonizagdo nao promoveu a

oxidagao do amido de mandioca.

3.2 PROPRIEDADES DE PASTA

Na Tabela 4.6 sdo apresentadas as propriedades de pasta do amido de
mandioca submetido ao tratamento de ozonizagdo e sem tratamento (amostra
padréo).

O pico de viscosidade da amostra ozonizada diferiu significativamente do
da amostra padrdo, no tempo inicial e aos 15 e 30 dias de estocagem, nao
havendo diferencga significativa entre as amostras, no entanto, aos 45 e 60 dias.
Os valores de viscosidade maxima da amostra ozonizada apresentaram-se
superiores aos da amostra padrdo, podendo-se afirmar que o tratamento com
ozbnio contribuiu para o aumento do pico de viscosidade da pasta de amido de
mandioca. Contudo, é importante ressaltar os desvios encontrados, os quais foram
mais elevados para a analise da amostra ozonizada, principalmente nos
resultados de 45 e 60 dias, o que possivelmente influenciou na amenizacédo da
diferenca encontrada entre as amostras estudadas. A viscosidade maxima das

duas amostras avaliadas permaneceu estavel ao longo do periodo estudado.
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Tabela 4.6. Propriedades de pasta das amostras

Tempo de Amostra
Parametro estocagem Ozonizada Padrio
(dias) (118 ppm/90 min.)
0 446,3 + 6,5 333,1 + 1,5"
Viscosidade 15 4704 + 6,6%* 335,0 + 4,7"
maxima 30 475,0 + 24,94 346,8 + 7,0
(RVU) 45 464,1 + 43,6 350,2 + 23,4%*
60 390,3 + 84,12 335,7 + 0,12
0 119,2 + 2,62 128,9 + 5,4%°
Viscosidade 15 127,1 + 8,7%* 127,2 + 2,6
minima 30 119,9 + 6,8%* 129,2 + 0,128
(RVU) 45 145,6 + 7,5 156,6 + 8,9
60 123,6 + 39,9 150,3 + 9,38
0 3271 + 3,9“*2 204,2 + 3,922
15 343,3 £ 2,1° 207,8 + 2,1
Br ‘?g’\‘,‘{,")""" 30 3550 + 18,1% 2175 + 6.9%
45 318,5 + 36,2%* 193,6 + 14,54
60 266,8 + 44,23 185,3 + 9,2%*
0 141,9 + 2,3 184,8 + 5,3%"
Viscosidade 15 151,1 + 8,3% 178,8 + 9,8%*
final 30 149,2 + 6,12 186,8 + 11,24
(RVU) 45 191,3 + 5,3* 235,1 + 13,6*
60 172,4 + 42 8%A 252,8 + 36,1%"
0 22,7 + 0,3 55,9 + 0,12
Setback 15 240 + 0,4“38C 51,6 + 7,2"3“\A
(RVU) 30 29,3+ 0,72 57,6 + 11,12
45 457 + 2,2° 78,5+ 4,7A
60 48,9 + 2,9%A 102,5 + 26,8%
0 67,4 +0,0% 68,6 + 2,1%A
Temperatura 15 68,8 + 0,8%EC 66,7 + 0,7
de pasta 30 67,5 + 0,03 68,5 + 0,8
(°C) 45 70,3 + 0,0%® 70,5+ 0,12
60 71,1+0,1%A 69,3 + 0,1°"
0 3,3+0,1%® 3,7+0,2%8
Tempo do 15 3,5+ 0,4% 3,6 +0,0%®
pico 30 3,2+0,1® 3,6 +0,1%
(minutos) 45 4,8 +0,1°" 5,6 + 0,0
60 50+0,1%* 52+ 0,5

Os resultados representam a média de duas determinagdes. Para cada
parametro, valores com letras minusculas iguais numa mesma linha e valores
com letras mailsculas iguais numa mesma coluna nao diferem
significativamente entre si (p= 0,05).

Ao tratarem suspensdes de amido de arroz com ozénio, durante 15 e 30
minutos, An e King (2009) observaram um aumento no pico de viscosidade das
amostras tratadas com ozénio, quando comparadas a amostra sem tratamento. O

aumento do pico de viscosidade foi atribuido pelos autores ao fato dos grupos
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carboxila formados durante a oxidacdo manterem as moléculas de amido mais
afastadas, permitindo uma maior absorgdo de agua pelos granulos durante o
aquecimento.

Chan, Bhat e Karim (2009), por sua vez, ao estudarem o efeito do ozbénio
nas caracteristicas fisico-quimicas e funcionais de amidos de milho, sagu e
tapioca, observaram um aumento do pico de viscosidade em amostras de amido
de sagu altamente oxidado e em amido de tapioca levemente oxidado. No primeiro
caso, o fato foi atribuido a formagéo de grupos carboxilas, e no segundo, ao efeito
cross-linking.

Para a viscosidade minima, ndo foi observada diferenga significativa entre
as amostras em nenhum dos tempos de estocagem estudados. E, com o decorrer
do periodo de estocagem, foi observada alteragdo da viscosidade minima apenas
da amostra padrao a partir do 45° dia, a qual diferiu dos valores de viscosidade
anteriores (0, 15 e 30 dias), embora nao tenha havido variagdo do 45° para o 60°
dia. A amostra ozonizada, por sua vez, nao sofreu variagdo no parametro ao longo
do periodo estudado.

A estabilidade da pasta durante o cozimento sob agitacdo (avaliada pelo
parametro breakdown) das amostras ozonizada e padrao diferiu significativamente
entre si nos tempos de estocagem estudados, exceto aos 60 dias. De modo geral,
os valores de breakdown da amostra tratada com ozénio foram superiores aos da
amostra padrdo, estando esse resultado de acordo com o obtido por An e King
(2009), que também observaram um aumento do breakdown nas amostras de
amido de arroz submetidas a ozonizagdo. Um aumento do breakdown em amido
de sagu oxidado com ozb6nio também foi observado por Chan, Bhat e Karim
(2009), o que foi atribuido ao enfraquecimento da estrutura dos granulos depois do
tratamento, levando ao rompimento da estrutura durante o cozimento sob
agitagdo. Similarmente ao observado com a viscosidade maxima, o breakdown
das amostras permaneceu estavel ao longo do periodo em estudo.

Para a viscosidade final, foi observada diferenca significativa entre as
amostras estudadas apenas no tempo inicial de analise, e ndo houve variagao do

parametro em nenhuma das amostras ao longo do periodo de estocagem. Para o
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setback, foi observada diferengca entre as amostras avaliadas no tempo inicial e
aos 15 e 45 dias. Pode-se observar que os valores de setback da amostra
ozonizada foram inferiores aos da amostra sem tratamento, mostrando que a
ozonizagao proporcionou alteracdo do comportamento do amido durante o
resfriamento da pasta, reduzindo a sua tendéncia a retrogradagao.

Chan, Bhat e Karim (2009) observaram uma menor tendéncia a
retrogradacdo em amidos de milho e tapioca oxidados com ozénio. Resultados
similares também foram reportados por An e King (2009), ao avaliarem as
propriedades de pasta de amido de arroz tratado com ozbénio. Os autores
sugeriram a formagao de grupos carboxila, que impedem a reassociacao das
moléculas de amido durante o resfriamento da pasta, e também a
despolimerizagdo como as principais razdes para a redugao do setback.

No decorrer do tempo de estocagem, similarmente ao observado com a
viscosidade minima, as amostras apresentaram comportamentos diferentes
quanto ao parametro setback, sendo que aqui a amostra que sofreu variagao foi a
ozonizada e néo a padrdo. Para a amostra ozonizada, a variagao foi observada no
30° dia de estocagem, cujo valor diferiu significativamente do valor inicial. No
entanto, uma maior alteragao foi observada aos 45 dias, que diferiu do valor inicial
e dos demais tempos (15 e 30 dias). Essa alteragéo levou ao aumento dos valores
de setback e, consequentemente, ao aumento da tendéncia a retrogradacéo. E
importante ressaltar os elevados desvios encontrados para os resultados da
amostra padrao, o que possivelmente influenciou na amenizacdo da diferenca
entre os valores de setback no decorrer da estocagem, pois os valores médios
também revelam um aumento da tendéncia a retrogradagdo para a amostra
padrao.

Com relacdo a temperatura de pasta, observou-se diferenga entre as
amostras apenas aos 60 dias de estocagem. Assim como observado no parametro
setback, apenas a amostra ozonizada apresentou variagdo nos valores de
temperatura de pasta no decorrer da estocagem, sendo a variagado notavel a partir

do 45° dia, levando ao aumento dos valores desse parametro.
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O tempo para atingir o pico de viscosidade foi significativamente diferente
entre as amostras avaliadas apenas no tempo de 45 dias de estocagem. Tanto
para a amostra ozonizada quanto para a amostra padrao, o tempo de pico sofreu
variacao no decorrer do periodo de estocagem, a qual foi similar para ambas as
amostras estudadas e foi observada a partir do 45° dia de estocagem, resultando
no aumento do tempo para atingir a viscosidade maxima da pasta.

Os resultados mostraram que os paradmetros de viscosidade minima,
setback, temperatura de pasta e tempo de pico foram mais sensiveis as alteragdes
no decorrer do tempo de estocagem, sendo as variacbes observadas,
principalmente, a partir do 45° dia. Além disso, a amostra padrdo apresentou-se
mais estavel que a amostra ozonizada, pois esta foi a que apresentou o maior

numero de parametros afetados pelo aumento do tempo de estocagem.
3.3 ANALISE MICROBIOLOGICA

As caracteristicas microbiolégicas das amostras ozonizada e padréao estao
apresentadas na Tabela 4.7.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria estabelece, através da Portaria
RDC n° 12/2001, os padrdes microbioldgicos sanitarios para amido, cujos limites
para coliformes a 45°C, Bacillus cereus e Salmonella spp. sdo de 10> NMP/g,
3x10° UFC/g e auséncia em 25 g, respectivamente (BRASIL, 2001).

Tabela 4.7. Caracteristicas microbiolégicas das amostras

Tempo de Amostra

Analise estocagem . _
(dias) Ozonizada Padrio

Coliformes a 45°C 0 <3 <3

(NMP/g) 30 <3 <3

60 < 3 < 3
1 0 <10 4,1x10?
o S B S
’ 60 <10° 2,7x10?
Salmonella 300 Auséncia Auséncia

(em 25 g) 60 - -

*-* Analises nao realizadas.
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Os resultados deste estudo mostraram que a carga microbiana do amido de
mandioca estava de acordo com os valores preconizados pela legislagcéo vigente.
Pode-se observar que a contagem de coliformes termotolerantes na amostra
padrao foi muito pequena, evidenciando que o amido foi obtido sob condi¢des
higiénico-sanitarias satisfatorias. A amostra ozonizada apresentou a mesma
contagem de coliformes apresentada pela amostra padrao, indicando que nao
ocorreu recontaminagao do amido durante sua manipulagao.

Com o decorrer do tempo de estocagem, ndo houve variagdo da contagem
de coliformes em nenhuma das amostras estudadas, indicando que o amido
apresenta-se como um substrato de baixo potencial para o desenvolvimento
desses microrganismos, o que pode estar relacionado a baixa atividade de agua
do produto.

A contagem de Bacillus cereus na amostra padréo, embora seja inferior ao
limite estabelecido pela legislagéo, apresentou valores significantes. Isso se deve
ao fato do Bacillus cereus ser uma bactéria geralmente encontrada no solo,
contaminando frequentemente vegetais, cereais e tubérculos.

Pode-se observar que a concentragcao de B. cereus na amostra ozonizada
foi inferior a da amostra padrao, o que indica que a ozonizagao inativou parte das
células microbianas presentes.

Com o decorrer do tempo de estocagem, ndo houve variagao significativa
da contagem de B. cereus nas amostras avaliadas, indicando que esse
microrganismo nao encontrou condi¢cdes favoraveis de crescimento no amido, o
que se deve, principalmente, a baixa atividade de agua do produto. No entanto,
quando da incorporagdo de amido em algum produto alimenticio, os
microrganismos veiculados podem causar deterioragado desses produtos.

Nao foi verificada a presenca de Salmonella em nenhuma das amostras
estudadas, encontrando-se ambas de acordo com a legislagdo vigente. Como
esse microrganismo nao foi detectado na anadlise inicial, sua presenga nao foi

averiguada nos demais tempos de estocagem.
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3.4 ANALISE SENSORIAL

O teste utilizado (Método de Comparagdao Multipla ou Diferenga do
Controle) permitiu estimar a magnitude da diferenga entre a amostra ozonizada e
a amostra padrao, quanto aos atributos de cor e odor. Os resultados relativos a
pontuacao atribuida as amostras, segundo a escala de diferenca pré-estabelecida,
foram avaliados com base em Analise de Variancia (ANOVA), e o teste de Dunnett
foi aplicado para comparagdo da média da amostra ozonizada com a média da
amostra padrao codificada. A seguir sdo apresentados os resultados da analise

sensorial para os atributos de cor e odor das amostras estudadas.

3.41 Cor

A Figura 4.1 apresenta as notas médias atribuidas as amostras avaliadas.
Em todos os periodos de estocagem estudados, a amostra ozonizada foi
identificada, segundo o julgamento dos avaliadores, como significativamente
diferente da amostra padrdo com relacdo a cor. Portanto, pode-se afirmar que o
tratamento de ozonizacdo a 118 ppm por 90 minutos proporcionou alteragao visual

da cor do amido de mandioca.

& Ozonizada
1 Padrao

Notas

30 45 60

Periodo de estocagem (dias)

Figura 4.1. Valores médios das notas atribuidas as amostras para o atributo de cor
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Poucos comentarios sobre a cor das amostras foram feitos por parte dos
julgadores. Algumas referéncias foram feitas com relagdo a cor “mais branca” da
amostra ozonizada. Logo, isso sugere que a alteragao na cor do amido decorrente
do tratamento com ozdnio foi positiva, ja que contribuiu para o branqueamento/
clareamento do produto.

O método de avaliagao sensorial empregado permitiu avaliar a diferenga da
amostra-teste (amostra ozonizada) em relagdo a amostra padrdao, em cada
periodo de estocagem, ndo sendo possivel fazer uma analise do comportamento

individual de cada amostra em fungcao do tempo de estocagem.

3.4.2 Odor

A Figura 4.2 apresenta as notas médias atribuidas as amostras avaliadas.
Pode-se observar que a amostra ozonizada foi identificada, segundo a avaliagéao
dos julgadores, como significativamente diferente da amostra padrao com relagao
ao odor, em todos os periodos de estocagem estudados.

Portanto, pode-se afirmar que o tratamento a 118 ppm de ozdnio durante 90
minutos proporcionou alteracdo do odor do amido de mandioca. E importante
ressaltar que a magnitude da diferengca entre a amostra ozonizada e a padrao,
percebida por parte dos julgadores, foi bastante significativa, dadas as elevadas
notas atribuidas a amostra ozonizada. As notas médias obtidas para a amostra
ozonizada, ao longo do periodo de estocagem, assumiram valores minimo e
maximo de 2,09 e 2,50, respectivamente, o que a classifica entre moderadamente

e muito diferente da amostra padrao.
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3,00

@ Ozonizada

0 Padrao

Notas
(%)
o

15 30 45 60

Periodo de estocagem (dias)

Figura 4.2. Valores médios das notas atribuidas as amostras para o atributo de
odor

Vale salientar que a maioria dos julgadores identificou corretamente a
amostra padrao codificada entre as amostras-teste, e muitos deles fizeram
comentarios com relagdo a amostra ozonizada. Diversas referéncias foram
apontadas para o odor percebido na amostra ozonizada, principalmente
associadas ao aroma de vegetais; alguns provadores descreveram odor acido,
adocicado, de farinha velha, de gas, etc.; outros citaram a percepgcao de um odor
muito forte, mas nao identificavel.

Embora o tratamento de amido de mandioca a 118 ppm de o0zdnio durante
90 minutos seja eficaz para a descontaminacdo do produto, as alteragdes
decorrentes do tratamento com prejuizo para a qualidade sensorial do produto,
podem comprometer sua aceitagdo, bem como seu emprego nas mais diversas
aplicagdes industriais.

Apesar do amido de mandioca apresentar teor naturalmente baixo de
lipidios (0,1%), quando comparado com amidos de cereais (CEREDA et al., 2001),
a oxidacao da gordura pelo ozénio seria uma provavel causa da alteragéo do odor
do produto. Faz-se necessario, portanto, estudos futuros com o objetivo de
elucidar as possiveis transformacbdes que originaram a alteracdo do odor do

amido.
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E importante ressaltar que os efeitos sensoriais negativos do 0zénio podem
ser minimizados utilizando-se tratamentos menos rigorosos, haja vista que

matérias-primas de boa qualidade microbiolégica tém baixa carga microbiana.
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4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

e A amostra ozonizada apresentou valores de pH significativamente
inferiores aos da amostra padrdo e, para ambas as amostras estudadas, esses
valores foram levemente aumentados ao final dos dois meses de estocagem.

e A amostra ozonizada nao apresentou variacao total de cor significativa em
relagdo a amostra padrdo, embora tenha ocorrido diferenga significativa entre as
amostras para alguns parametros individuais de cor.

e O 0zbnio ndo proporcionou a oxidagdo do amido, ja que nao foram
observadas alteragdes significativas nos conteudos de carboxila e carbonila do
produto.

e O efeito do ozbnio foi mais evidente nos pardmetros de pico de
viscosidade, breakdown e setback, proporcionando a obtencdo de pastas de
amido com maior poder de intumescimento, menor estabilidade de pasta durante o
cozimento sob agitacdo e com menor tendéncia a retrogradacéo.

e O efeito do aumento do tempo de estocagem foi observado nos
parametros de viscosidade minima e tempo de pico, na amostra padrdo, € no
setback, temperatura de pasta e tempo de pico, na amostra ozonizada.

e As caracteristicas microbiolégicas das amostras estavam de acordo com
a legislacao vigente e a ozonizagao proporcionou a redugao da concentragao de
B. cereus em amido de mandioca.

e O tratamento com ozbnio provocou alteragdes significativas nas
caracteristicas sensoriais de cor e odor do amido de mandioca, sendo seu efeito
mais notavel no segundo atributo.

e Os resultados obtidos no estudo das caracteristicas do amido, ao longo
do periodo de estocagem, indicaram uma maior estabilidade do produto quando o
tratamento de ozonizagdo foi empregado, evidenciada principalmente pelas

variaveis fisico-quimicas (notadamente pelos parametros a*, b*, AE e carbonila).
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APENDICE A - Propriedades de pasta das amostras de amido avaliadas em
Rapid Visco Analyser (RVA)
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Tempo: 30 dias
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APENDICE B - Ficha de avaliagdo sensorial

Nome: Idade: Data:

Avaliagao de amido de mandioca

Vocé esta recebendo uma amostra padrao, identificada pela letra P, e quatro
amostras codificadas. Por favor, avalie as amostras da esquerda para a direita
quanto as suas caracteristicas de cor e odor, e atribua notas para o grau de
diferenca entre cada amostra e a padrao (P), de acordo com a escala abaixo.

Cor Amostra Nota

0 = nenhuma diferenca
1 = ligeiramente diferente

2 = moderadamente diferente Amostra Nota

3 = muito diferente

4 = extremamente diferente
Amostra Nota
Amostra Nota
Amostra Nota

Odor

0 = nenhuma diferenca

1 = ligeiramente diferente Amostra Nota

2 = moderadamente diferente

3 = muito diferente

4 = extremamente diferente Amostra Nota
Amostra Nota

Vocé observou algum aroma atipico nas amostras avaliadas? Caso tenha
observado, por favor, informe o cédigo da amostra e o aroma percebido.
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Sae e s R & www.fem.unicamp br/pesquisa/etica/ind e liinns

CEP, 09/12/08. 5
(Grupo III)

PARECER CEP: N° 987/2008 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto).
CAAE: 0782.0.146.000-08 :

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “AVALIACAO DA EFICIENCIA DA DESCONTAMINACAO DE AMIDO
DE MANDIOCA COM OZONIO”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Emanuele Oliveira Cerqueira Amorim

INSTITUICAO: Faculdade de Engenharia de Alimentos/UNICAMP

APRESENTACAOQ AO CEP: 11/11/2008

APRESENTAR RELATORIO EM: 09/12/09 (O formulario encontra-se no site acima).

II - OBJETIVOS

Avaliar a eficiéncia do 0z6nio na descontaminagfo de amido de mandioca e seus efeitos
sobre as propriedades fisico-quimicas, sensoriais e reolégicas do produto.

111 - SUMARIO

Trata-se de nma nesquisa cujo o obietivo é avaliar.a eficiéneia. do o0zdnig. na
descontaminagdo de amido de mandioca e seus efeitos sobre as propriedades fisico-quimicas,
sensoriais e reolégicas do produto. Para andlise de cor e odor serfio envolvidos 30 provadores.
Sera utilizado o método de Comparagéio Multipla, em que uma amostra referéncia (proveniente
do tratamento controle) sera apresentada juntamente com as amostras tratadas devidamente
codificadas, sendo solicitado ao provador que avalie a existéncia de diferencgas entre as amostras
tratadas e controle quanto a cor € odor. As amostras tratadas serfio apresentadas aos provadores
em copos descartaveis transparentes, codificados com ntmeros aleatorios de trés digitos. A
ordem da apresentagfo das amostras seguird delineamento em blocos completos casualizados. A
analise sensorial serd realizada no Laboratério de Andlise Sensorial do Departamento de
Tecnologia de Alimentos (DTA) da Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA). Os
participantes serfio selecionados em virtude do seu interesse e disponibilidade de tempo.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Apos respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo
com a Resolugdo CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Recomendamos que fosse encaminhado o cartaz para aprovacio do Comité de Etica
em Pesquisa.

V - PARECER DO CEP

Comite de Efica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (019) 3521-7187
13084-971 Campinas — SP cep@fcm.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apés
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 ¢ complementares, resolve aprovar sem
restrigbes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinifio da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma ¢ sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente ap6s andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
ceniio) e caviar notificagio ac CEP ¢ 4 Agéncia-Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas Jjustificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente &8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também 4 mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na XI Reunifo Ordinaria do CEP/FCM, em 25 de novembro de 2008.

Profa. Dpd. Carman Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITEDE ETICA EM PESQUISA

FCM/UNICAMP.
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessilia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019)3521-7187
13084-971 Campinas—SP cep@fcm.unicamp.br
Liors
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