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RESUMO
Pinto, Vania Zanella. Pré-tratamentos na producao de nanocristais de amido de
pinhao e feijao. 2014, 124f. Tese (Doutorado) — Programa de Pés-Graduagao em

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de Pelotas.

Os amidos mais comumente utilizados industrialmente, sdo o amido de
milho, o de trigo, o de batata e o de mandioca. No entanto, amidos oriundos de
fontes ndo convencionais tém despertado grande interesse de industrias e cientistas.
Isso, associado a possibilidade de expandir e modificar as propriedades do amido
por tratamentos fisicos, conferem aos amidos de pinh&o e de feijao vantagens para
0 uso na industria de alimentos. Outra possibilidade para a aplicagcao de amidos é a
utilizacdo destes como matéria-prima alternativa na producdo de embalagens e
compaositos poliméricos, bem como a produgéao de nanocristais (SNCs). O estudo foi
composto da modificagdo (pré-tratamentos) e caracterizagdo dos amidos de pinhao
e feijao Carioca e subsequente hidrolise dos mesmos para a produgdo de
nanocristais. Os pré-tratamentos com tratamento térmico de baixa umidade (TTBU),
annealing (ANN) ultrassom (SNT) e hidrdlise enzimatica (ENZ) empregados
objetivaram diminuir o tempo e/ou aumentar o rendimento de hidrélise, bem como
alterar e/ou melhorar as propriedades dos nanocristais a serem produzidos. Os
amidos apresentaram alteracdes nas propriedades de pasta, térmicas e mudanca no
padrdao de difragdo de raio-X, variando conforme a modificacdo aplicada. Os
nanocristais foram produzidos através de hidrélise acida (H.SO4 3,0 M) por 5 e 7
dias a 40°C. O rendimento apds a hidrélise variou entre 10,2-14,7 % para o amido
de pinhao e 35,2-42,3 % para o amido de feijao o que aumentou a cristalinidade
relativa. O TTBU e o SNT aumentam o rendimento dos SNCs mas promovem
perdas na cristalinidade relativa dos mesmos, enquanto que, o ANN promove melhor
estabilidade térmica dos SNCs. O amido de feijdo se mostrou promissor para a
producéo de SNCs, principalmente pelo elevado rendimento apos 5 dias de hidrélise
com acido sulfurico.

Palvras chaves: Amido, ANN,cristalinidade, feijao Carioca, hidrélise enzimatica,
hidrélise acida, nanocristais de amido, pinhdo, propriedades térmicas, TTBU,
ultrassom



ABSTRACT
Pinto, Vania Zanella. Pretreatments for starch nanocrystals production from
pinhao and Carioca beans. 2014, 124f. Thesis (PhD) — Programa de Pods-

Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de Pelotas.

The most common industrially used starches come from corn, wheat, potato, and
cassava. Nevertheless, starches from non-conventional botanical origins are
receiving more attention of industries and researchers. Associated with this interest,
the possibility of expand and modify the starch properties through physical
modifications provide for pinh&o and Carioca beans advantages in food industry
purposes. The use of theses starches as an alternative to raw materials derived from
petroleum for packaging and polymer composites is another possible application.
Also included in this possibility, there is the production of starch nanoparticles and
nanocrystals (SNCs). This study consisted in modifications (pretreatment),
characterization and subsequent hydrolysis of pinhdo and Carioca bean starches to
produce starch nanocrystals. The starch pretreatments of heat-moisture-treatment
(HMT), annealing (ANN), sonication (SNT) and mild enzymatic hydrolysis (ENZ) were
used to improve the starch nanocrystals characteristics, as well as decrease the acid
hydrolysis time and/or increase the hydrolysis final yield. The pretreatments changed
the paste, thermal, and crystallinity properties of the starches, which changed
according to the modification applied (HTM, ANN, SNT and ENZ). The SNCs were
made by 3 M H,SO4 at 5 and 7 days at 40°C and obtained from the resulted removal
of the amorphous lamella from the starch granules, what increased the relative
crystallinity. The achieved hydrolysis yields were between 10.2 to 14.7% for pinh&ao
starch and 35.2 to 42.3% for Carioca bean. HMT and SNT pretreatments increased
the SNCs yield, but they promote a decrease on the SNCs relative crystallinity,
whereas the ANN promotes a better thermal stability, mainly due to the high yield
after 5 days of sulfuric acid hydrolysis.

Keywords: Acid hydrolysis, ANN, Carioca beans, crystallinity, enzymatic hydrolysis,
pinhdo, starch, starch nanocrystals, thermal properties, TTBU, ultrasound
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1 INTRODUCAO

O amido é um polissacarideo de origem vegetal, com ampla utilizacdo na
industria de alimentos, téxtil e papeleira. Os amidos mais comuns utilizados por
estas industrias sdo o amido de milho, o de trigo, o de batata e o de mandioca.

No entanto, amidos oriundos de fontes ndo convencionais, como amido de
pinhdo e de feijao, tém despertado interesse de industrias e de pesquisadores, em
funcdo da possibilidade de se obter propriedades tecnoldgicas diferenciadas em
relacas as ja utilizadas.

O pinhao € a semente do pinheiro do Parana (Araucaria angustifolia, Bert, O.
Ktze) e cresce em florestas nativas da América Latina. A semente é composta por
aproximadamente 68-72% de amido e apresenta 26-27% de amilose. O amido de
pinhdo apresenta padrao de cristalinidade tipo C, elevada viscosidade e
retrogradacao.

Além do pinhdo, outras fontes de amido alternativas apresentam
propriedades especificas que podem apresentar interesse industrial, como as
fabaceaes. Esta familia é representada pelos feijoes, ervilhas, grdo de bico, entre
outros.

O Brasil encontra-se entre os maiores produtores mundiais de feijao, com
cerca de 3,990 milhdes de toneladas (FAO, 2012) e o feijao Carioca representa
aproximadamente 60% do total de feijao produzido e consumido no nosso pais
(RUPOLLO et al., 2011). Esta grande producdo necessita ser armazenada por
longos periodos, para posterior comercializagdo, muitas vezes sob condigbes
ambientais adversas.

As condigbes de estocagem ndo adequadas influenciam a qualidade dos
graos e favorecem o aparecimento do defeito HTC (hard-to-cook). Os graos HTC
necessitam de longo tempo de cocgdo, permanecendo ainda com a pelicula (casca)
que reveste os cotilédones dura e proporcionando caldo com qualidade culinaria e
sensorial indesejaveis. Além disso, durante a colheita e o processamento, muitos
graos sao quebrados, reduzindo valor comercial destes graos com defeitos.

O gréo de feijao apresenta aproximadamente 60% de carboidratos, baixo
poder de inchamento e solubilidade, elevada viscosidade e retrogradagao, conteudo

de amilose entre 35-40%, além de um padrao de cristalinidade tipo C.
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Uma das possibilidade para a aplicagdo de amidos de diferentes fontes
botanicas é a producdo de nanocristais. Esta tecnologia esta despertando grande
atencdo nas ultimas décadas, por se tratar de um material biodegradavel, versétil e
com boas propriedades mecanicas quando aplicado como fase dispersa em
compositos poliméricos.

A preparacdo de nanocristais se baseia na remocao da regidao amorfa dos
granulos de amido através de hidrolise acida com acido sulfurico ou acido cloridrico
por um determinado tempo (entre 5 e 50 dias). Apés o periodo de hidrélise, o
residual é recolhido por centrifugacao, lavado e neutralizado para posterior secagem
ou liofilizagao.

A utilizacdo de nanocristais de amido como fase dispersa ja ocorre, de
maneira experimental, na produgdo de pneus, como substituto de carbono e silica,
em matrizes poliméricas, sintéticas e naturais e também como melhorador das
propriedades mecanicas de filmes biodegradaveis.

Os fatores que dificultam a produgédo de nanocristais € o tempo de hidrélise
prolongado e baixo rendimento dos mesmos. O uso de pré-tratamentos que
modificam a estrutura nativa do amido pode ser uma alternativa para contornar estes
fatores, como evidenciado em estudo conduzido por LeCorre, et al., (2012) onde
obtiveram nanocristais de amido de milho ceroso com pré-tratamento enzimatico de
2h (glucoamilose) depois de 1 dia de hidrélise acida.

Algumas modificagoes fisicas, quimicas e enzimaticas utilizadas como pré-
tratamentos, antes da hidrélise modificam as caracteristicas originais do amido,
possibilitando a acao diferenciada do acido na etapa de hidrdlise.

As modificagdes fisicas mais estudadas sao o tratamento térmico de baixo
umidade (TTBU), o annealling (ANN) e recentemente a sonicagdo (SNT). No TTBU,
emprega-se temperaturas elevadas, acima da temperatura de gelatinizacdo do
amido e umidade reduzida (<30%). Por outro lado, o ANN utiliza temperaturas
abaixo das temperaturas de transicdo vitrea e umidades elevadas (> 60%).
Enquanto que, a SNT € o emprego de ultrassom, que é o som acima da capacidade
do ouvido humano (18kHz). O ultrassom € gerado com transdutores piezoelétricos
ou magnetoestrictivos que amplificam e transmitem as vibragbes de alta energia.
Estas vibragdes promovem a formacao de cavidades cheias de gas ou de vapor, no
sistema, que diminuem a pressao e quando entram em colapso, aumentam a

pressdo novamente, chamado de cavitacao.
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A modificacdo enzimatica de amidos € um processamento muito utilizado na
industria de alimentos. A hidrélise enzimatica (ENZ) basicamente é o resultado da
acao especifica de enzimas que podem ser divididas em duas categorias, as
amilases e as transferases. A hidrélise enzimatica utilizando amilases ocorre em
duas fases. A primeira fase, rapida, preferencialmente na regidao amorfa, enquanto
que a fase lenta é o ataque na regiao cristalina, diminuindo o grau de polimerizacao
(DP) das moléculas.

O emprego de pré-tratamentos fisicos e enzimaticos na obtencado de
nanocristais de amido pode ser um procedimento eficaz que viabilize a produgcédo em
maior escala dos mesmos, tornando-os industrialmente viaveis.

Acredita-se que os amidos com cristalinidade tipo-C, de diferentes fontes,
apresentam respostas distintas as modificagdes fisicas e enzimaticas e que os pré-
tratamentos influenciam no tempo e rendimento de hidrdlise, na estrutura molecular,
na cristalinidade e nas propriedades térmicas dos nanocristais de amido.

Neste estudo, objetivou-se modificar os amidos de pinhao e feijao Carioca
com TTBU, ANN, SNT e ENZ e utiliza-los (nativos e modificados) como pré-
tratamentos na produgéo de nanocristais de amido de pinhao e feijado Carioca.

1.1 Objetivos

Avaliar a estrutura molecular, propriedades de pasta e térmicas e
cristalinidade dos amidos de pinhdo e feijao Carioca modificados com tratamento
térmico de baixa umidade (TTBU), annealing (ANN), ultrassom (SNT) e hidrélise
enzimatica (ENZ).

Produzir nanocristais de amido de pinh&o e feijao nativos e pré-tratados por
TTBU, ANN, SNT e ENZ, através de hidrélise com acido sulfurico.

Avaliar o efeito dos pré-tratamentos no rendimento, no tempo de hidrélise e
nas propriedades dos nanocristais de amido de pinh&o e de feijao Carioca.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Estrutura do amido

O amido é um polissacarideo sintetizado a partir de glicoses produzidas nas
folhas e armazenado nos amiloplastos presentes em tubérculos, caules, raizes e
graos, (SMITH, 2001). A conformacao estrutural do amido permite o empacotamento
das moléculas de glicose em estruturas muito densas, insoluveis, e fisiologicamente
inertes chamados granulos (HANNAH; JAMES, 2008), sendo a principal forma de
reserva de carbono em plantas superiores (DENYER; SMITH, 2003).

As moléculas de glicose formam dois polimeros que compdem a estrutura do
amido; a amilose (AM) e a amilopectina (AP). A amilose se acumula entre 15% -
35% na maioria das plantas e é um polissacarideo essencialmente linear, com
ligacées a,(1-4) entre as unidades de D-glicose. Algumas espécies vegetais
mutantes como trigo, batata e milho apresentam quantidade elevada de amilose,
entre 50 e 80% ou auséncia da mesma, sendo conhecidos como amidos cerosos
(ITOH et al., 2003). Algumas moléculas de amilose, em particular, as de elevado
peso molecular, apresentam até dez ou mais ramificagdes, com ligagées a,(1-6). O
tamanho médio da cadeia de amilose é de aproximadamente 10° g.mol ™ e sua forma
quase linear resulta na formacao de hélices com interior hidrofobico, podendo
acomodar moléculas pequenas como acidos graxos, alcoois e iodo (BULEON et al.,
1998; GERARD et al., 2001; PEREZ; BERTOFT, 2010)

Enquanto que, a amilopectina é uma molécula ramificada com ligacées a,(1—
4) entre as unidades de D-glicose na espinha dorsal ou cadeia principal e exibe
aproximadamente 5% de ligacbes a,(1-6) nas ramificacbes, 0 que exerce um
profundo efeito nas propriedades fisicas e biolégicas (GERARD et al., 2001; PEREZ;
BERTOFT, 2010). O tamanho médio da cadeia de amilopectina €& de
aproximadamente 10® g.mol' e em geral, as ramificacdes apresentam
aproximadamente 20 ou 30 unidades de glicose, sendo esta a fracao majoritaria nos
granulos de amido (BULEON et al., 1998; GERARD et al., 2001; PEREZ; BERTOFT,
2010)

Os granulos de amido apresentam tamanhos variados (1-100 uym) e uma
estrutura hierarquica complexa. A maioria dos granulos sdo compostos de regides

cristalinas e amorfas, dispostas alternadamente, que apresentam uma espessura
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entre 120—400 nm. Estas estruturas sdo conhecidas como anéis de crescimento
(Figura 1) (PEREZ; BERTOFT, 2010; VAMADEVAN, 2013). A disposicdo radial da
amilopectina dentro de tais estruturas é considerado o responsavel pela formagéo de
polarizagdo Otica, uma vez que a polarizagdo 6tica visivel é da ordem do

comprimento da luz visivel (100-1000 nm).
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Figura 1 Representacdo esquematica dos diferentes niveis da estrutura de um

9 nm

granulo de amido. Fonte:vVamadevan, (2013)

Dentro dos anéis semicristalinos as ramificagdes (pontos de intercepcao
a,(1-6)) encontram-se agregadas na lamelas amorfa, a partir do qual as cadeias
externas curtas (cadeias A com comprimento médio de 12 glicoses) se prolongam
dispostas radialmente. Estas cadeias externas formam duplas hélices na regido da
lamela cristalina, com uma espessura de 4-6 nm (Figura 1) (BERTOFT et al., 2010).

As investigacbes dos granulos a nivel molecular utilizando raio-X indicaram a
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presenca de lamelas cristalina e amorfa, periédicas (9-10 nm) resultando em
padrdes de cristalinidade dos amidos (A, B e C) (PEREZ; BERTOFT, 2010).

Imberty; Perez, (1988); Imberty et al., (1987) propuseram um modelo de
empacotamento das duplas hélices com diferenca na configuracao para explicar as
diferencas entre amidos tipo-A e tipo-B. As estruturas tipo-A sdo empacotadas de
forma compactada com moléculas de agua entre cada dupla hélice, enquanto que a
estrutura tipo-B € mais aberta com moléculas de agua localizadas na cavidade
central formada por seis duplas hélices, conforme mostrado na Figura 2a. O padrao
de difracdo tipo-C foi considerado como a mistura entre os tipo-A e tipo-B, uma vez

que o padrao de raio-X revela a combinagéo dos dois tipos (CAl et al., 2014).
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Figura 2 Representacdo esquematica da organizacdo das duplas hélices da
amilopectina na formagdo estrutural dos amidos tipo-A (2.1) e tipo-B (2.2).
Representagdo esquematica da disposicao da fragdes tipo-A (no centro) e tipo-B (na
regiao periférica) na formagao dos granulo de amido tipo-C (2.3). Fonte: Buléon et al.,
(1998), Wei et al., (2010).

Em geral, a maioria dos cereais apresenta um padrao de difracdo de raio-X
tipo A, alguns tubérculos como batata e inhame, rizomas como canna e mandioca e

cereais com elevado conteudo de amilose apresentam um padrdo tipo-B e as
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leguminosas geralmente apresentam um padrao de difragdo de raio-X tipo C
(PARKER; RING, 2001; PEREZ; BERTOFT, 2010).

Wei et al., (2010) apresentaram uma teoria da formagéo dos granulos tipo-C
durante o desenvolvimento dos granulos no amiloplasto (Figura 2b). Estes autores
propuseram que ocorre a formacao de subgranulos dentro da organela, sendo que
pequenos granulos tipo-A se formam primeiro, ficando localizados no centro do
amiloplasto. Na sequéncia subgranulos tipo-B vao aumentando de tamanho nas
regides periféricas e todos os subgranulos aumentam de tamanho até preencher os

espacos dos amiloplastos e formar os granulos tipo-C.
2.2 Fontes alternativas para obtencao de amido

Os amidos mais aplicados industrialmente sdo os de milho, de trigo, de
batata e o de mandioca devido a sua facilidade de extragdo e elevada produgéo. No
entanto, amidos oriundos de fontes ndo convencionais tem despertado interesse

pela possibilidade de diversificagao de aplicagdes industriais.
2.2.1 Amido de pinhao

O pinhao é a semente do pinheiro do Parana (Araucaria angustifolia, Bert, O.
Ktze) a qual pertence aos grupo das Coniferas e cresce em florestas nativas da
América Latina (CONFORTI; LUPANO, 2007).

As populacbes naturais ou plantacdes desta arvore tém importancia
comercial como fonte de madeira para moveis, construcao de casas e producao de
celulose. Devido a sua extracao irracional para fins comerciais e o0 desmatamento
indevido a araucaria esta em risco de extincao (WOSIACKI, CEREDA, 1985).

As sementes de pinhdo (Figura 3) sdo consumidas durante outono e o
inverno no sul do Brasil, cozidas ou tostadas e descascadas ou ainda na forma de
farinhas em pratos regionais (CLADERA-OLIVERA et al., 2008; CORDENUNSI et
al., 2004). A semente é composta de aproximadamente 68-72% de amido (BELLO-
PEREZ et al., 2006) e apresenta 26-27% de amilose (PINTO et al., 2012; STAHL et
al.,, 2007). O amido de pinhdo apresenta padrao de cristalinidade tipo C, (BELLO-
PEREZ et al., 2006; STAHL et al., 2007), elevada viscosidade e retrogradacéo
(PINTO et al., 2012).
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Figura 3 (A) Vista externa e (B) vista interna da sementes de pinhao com casca.
Fonte: Cordenunsi et al., (2004)

Tendo como exemplo a preservacdo das castanheiras nativas na regiao
amazdnica, que promoveu a conservagao das areas florestais pela coleta extrativista
das castanhas-do-Brasil (SOUZA, 2013), acredita-se que, com o0 aumeto da
utlizacdo das sementes de pinhdo, seja possivel promover a preservacdo da
araucaria (PINTO et al., 2012), bem como incentivar o plantio comercial do pinhao.

Com objetivo de contribuir com o conhecimento sobre o comportamento do
amido desta matéria prima regional, alguns trabalhos foram desenvolvidos. Conforti,
Lupano, (2007, 2008) caracterizaram o amido da Araucaria angustifolia e da
Araucaria araucana, bem como a digestibilidade in vitro das suas farinhas. Os
granulos de amido apresentaram-se arredondados e levemente ovais. Ambas as
espécies apresentaram picos de difracdo de raio-X em 15° 17° e 23° além de um
conteudo de amilose de 17,3 (A. araucarana) e 22,4% (A. angustifolia). Ja as
farinhas apresentaram uma digestibilidade in vitro elevada apdés a coccao das
sementes. Tal comportamento foi atribuido pela ruptura e colapso dos granulos de
amido depois da coccdo, sendo que o amido proveniente da A. angustifolia

apresentou digestibilidade maior.
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Bello-Pérez et al., (2006) extrairam amido de pinh&o utilizando apenas agua
como solvente, e concluiram que a facilidade na extracdo do amido de pinhao, bem
como o alto rendimento de extracdo, sdo caracteristicas atrativas para producdes
em escala piloto e também comercial deste amido. Os mesmos autores também
avaliaram as propriedades de pasta do amido de pinhdo e compararam com amido
de milho comercial. Assim, verificaram que o amido de pinhdo apresentou
temperaturas de pasta inferiores ao amido de milho, desenvolvendo viscosidades
mais elevadas. Estas caracteristicas sdo desejadas para produtos que requerem alta
viscosidade e baixas temperaturas de processamento e também no
desenvolvimento de produtos com ingredientes termoestaveis.

A modificagdo de amidos é uma pratica muito comum nas industrias
papeleiras, téxteis e de alimentos. Diferentes tratamentos sdo empregadas para
modificar, melhorar ou adequar as propriedades dos amidos empregados na
industria. As principais modificagbes sao quimicas, fisicas e enzimaticas e as
caracteristicas resultantes sdo dependentes dos tratamentos aplicados e da origem
botanica dos amidos empregados no processo (ABBAS; KHALIL; HUSSIN, 2010).

No entanto, poucos trabalhos sobre modificacdo e utilizacdo de amido de
pinhdo sdo encontrados na literatura. Thys, Aires, Marczak, Norefna, (2013)
estudaram o efeito da hidrélise acida nas propriedades tecnoldgicas e funcionais do
amido de pinhao e encontraram baixa tendéncia a retrogradacao e elevada sinérese,
comparados ao amido nativo.

Ap6s o tratamento térmico de baixa umidade (TTBU) o amido de pinhéo
diminui o poder de inchamento e solubilidade, cristalinidade relativa e aumenta a
retrogradacao e temperatura de gelatinizagcdo (KLEIN et al., 2013; PINTO et al.,
2012). O TTBU promove diminuicdo no poder de inchamento e aumento na
retrogradacdao no amido de pinhdo. Estas caracteristicas sdo importantes para
elaboragdo de massas alimenticias com boa aparéncia e textura (CHAM,;
SUWANNAPORN, 2010).

Gongcalves, Pelayo, Norena, Pesce, Brandelli, (2014) modificaram o amido
de pinh&o utilizando ultrassom (100 W) por 30 min e por hidrélise acida (HCI, 2%)
por 50 dias. Apds as modificagdes com HCI e ultrassom, foram obtidas particulas
entre 22 e 453 nm, respectivamente. As amostras hidrolisadas com HCI

apresentaram elevada solubilidade, higroscopicidade e claridade de pasta. Os
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autores concluiram que as nanoparticulas obtidas podem ser empregadas no
desenvolvimento de compdsitos biodegradaveis com propriedades melhoradas.

Spada et al.,, (2012a, 2012b) estudaram o microencapsulamento de B-
caroteno com amido de pinhao nativo, hidrolisado e a mistura destes com gelatina
como material de parede. Os autores sugeriram que amido de pinhao modificado
pode ser considerado um material de parede potencial para encapsulamento de (-
caroteno, pois as capsulas elaboradas com amido hidrolisado apresentaram elevada
estabilidade.

Daudt, Kilkamp-Guerreiro, Cladera-Olivera, Thys, Marczak, (2014)
caracterizaram o amido de pinhdo extraidos de sementes cruas e cozidas, e
avaliaram a aplicabilidade destes amidos como excipiente em farmacos. Os autores
concluiram que as propriedades fisico-quimicas e morfologicas do amido de pinh&o

demonstraram a aplicagéo do amido na industria farmacéutica.

2.2.2 Amido de feijao

Os feijoes (Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata) sao culturas anuais da
familia das Fabaceaes e com grande importancia econémica mundial. Sdo o maior
grupo entre as leguminosas destinadas a alimentos, no qual desempenham uma
importante e diversificada funcdo no sistema de cultivo e na dieta da populagcéao
mundial (RANI et al., 2013).

O feijao pinto (semelhante ao feijao Carioca) € amplamente consumido no
Canada, Estados Unidos e em muitos paises africanos e na india. Na forma seca, é
considerados como a melhor fonte de proteinas livre de A&cidos graxos pela
Organizagdo Mundial da Saude, com um potencial energético de 347 kcal por 100g
com 21,42% de proteina (USDA, 2014).

O Brasil encontra-se entre os maiores produtores mundiais de feijao, cerca
de 3,99 milhdes de toneladas (FAO, 2012) e o feijdo carioca (Figura 4) (Phaseolus
vulgaris) representa aproximadamente 60% do total de feijao produzido e consumido
no nosso pais (RUPOLLO et al.,, 2011). Esta grande produgdo necessita ser
armazenada por longos periodos para suprir as necessidades de entre safra. O
armazenamento de feijdo em condigdes desfavoraveis reduz a capacidade de
absorcao de agua dos graos durante a coccao, o que dificulta a separacgao celular, a
gelatinizagdo do amido e promove desnaturacao proteica (YOUSIF; KATO; DEETH,
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2007). Assim, a qualidade tecnoldgica dos graos de feijao pode estar associada com

as condicdes de estocagem.

Figura 4 Graos de feijao Carioca recém colhidos (a) e envelhecidos (b) Fonte:Vanier,
(2012)

O principal problema tecnolégico de feijdes é conhecido como defeito HTC
(hard-to-cook). Os graos HTC necessitam de longo tempo de preparo, continuando
duros apds a coccao, resultando em caldo com qualidade culinaria e sensorial
indesejaveis. Em funcao disso, os feijoes HTC perdem valor comercial, pois 0s
consumidores os consideram produtos de baixa qualidade (RUPOLLO et al., 2011).
Com isso, o isolamento e a utilizacdo do amido como um coproduto pode ser uma
alternativa para agregar valor aos graos de feijao envelhecidos e também incentivar
a cadeia produtiva.

O amido de feijao apresenta baixo poder de inchamento e solubilidade,
elevada viscosidade e retrogradacgao, elevado contetdo de amilose (cerca de 40%),
além de um padrdao de cristalinidade tipo C (HOOVER; RATNAYAKE, 2002;
RUPOLLO et al., 2011; VANIER et al., 2012). Sob efeito do TTBU, o amido de feijao
pinto apresenta uma diminuicdo do poder de inchamento e solubilidade,
cristalinidade relativa e aumento nas temperaturas de gelatinizacdo e a
susceptibilidade a hidrolise acida (HOOVER; MANUEL, 1996a). De acordo com
Hughes et al., (2009) amidos de leguminosas tem despertado o interesse de

industrias processadoras e também de nutricionistas, pois apresentam
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funcionalidades Unicas que atendem as demandas dos consumidores, devido a sua
composicao em carboidrato ndo digerivel (amido resistente). Estes carboidratos
atuam como fibras nas dietas, implicando em respostas fisioldgicas, tais como,
fermentacao no célon, glicemia pés prandial, tempo de transito intestinal e aumento
do volume fecal (KUMARI; UROOJ; PRASAD, 2007). Isto, combinado com a
possibilidade de expandir e modificar as propriedades do amido por tratamentos

fisicos, conferem ao amido de feijao vantagens para o uso na industria de alimentos.

2.3 Modificacoes fisicas e hidrolises em amidos

As modificagcbes em amidos, sdo empregadas com 0 objetivo de promover
alteragdes em suas propriedades, tais como fisicas, de pasta, térmicas e também na
cristalinidade dos granulos (BEMILLER, 1997; CHIU; SOLAREK, 2009; HOOVER,
2000, 2010; HOOVER et al., 2010; JAYAKODY; HOOVER, 2008; JOBLING, 2004;
LECORRE; BRAS; DUFRESNE, 2010; LIN et al., 2011; SINGH; ALI, 2000; WANG;
COPELAND, 2013; ZAVAREZE; DIAS, 2011), ampliando assim as possibilidade de
aplicacdo dos mesmos. Cada modificagdo promove mudangas, tanto estruturais
como nas propriedades dos amidos, de forma especifica, variando conforme o
tratamento e as condigdes aplicadas, bem como a origem botanica dos amidos

empregados.

2.3.1 Tratamento térmico de baixa umiade (TTBU) e Annealing (ANN)

As principais modificagdes fisicas que sdo empregadas sao a extrusao, a pré-
gelatinizag&o e os tratamentos hidrotérmicos, TTBU e ANN (CHIU; SOLAREK, 2009;
HOOVER, 2010; VAN SOEST et al, 1996; VARATHARAJAN et al.,, 2011;
ZAVAREZE; DIAS, 2011; ZHANG et al., 2007). Outras modificagdes fisicas, tais
como, o emprego de ultrassom, de irradiagéo e de alta voltagem ja foram estudados.

O tratamento térmicos de baixa umidade envolve a presenga de baixos
conteudos de agua (<35% de umidade v/v) e aquecimento a temperaturas acima da
temperatura de transicao vitrea e acima da temperatura de gelatinizagédo, variando
de 84 a 120°C, durante um periodo de tempo que pode ser de 15 minutos a 16
horas. Esta modificacdo apresenta como parametros criticos de controle o teor de
umidade, a temperatura e o tempo de aquecimento (HOOVER, 2010; ZAVAREZE;
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DIAS, 2011). De forma geral, o TTBU ndo promove alteragbes na estrutura
molecular, mas reduz a viscosidade e a retrogradacdo dos amidos, o poder de
inchamento e a lixiviagdo da amilose dos granulos, aumento na faixa de temperatura
de gelatinizacao, susceptibilidade enzimatica e formacao de amido resistente em
algumas fontes botanicas.

O annealing também é uma modificagao fisica onde o amido é incubado em
excesso de agua (<65% v/v) ou em quantidade intermediaria (<40-55% v/v) durante
determinado periodo (4 a 168 h), a uma temperatura abaixo da temperatura de
gelatinizacdo, mas acima da temperatura de transicdo vitrea (TESTER; DEBON;
KARKALAS, 1998; TESTER; DEBON; SOMMERVILLE, 2000; TESTER; DEBON,
2000; ZAVAREZE; DIAS, 2011), permitindo uma discreta reorganizagdo molecular,
levando as duplas hélices da amilopectina adquirirem uma configuragcdo mais
organizada (VAMADEVAN et al., 2013). Esta modificagdo hidrotérmica, de forma
geral, também promove alteragdes na viscosidade sem alterar a estrutura molecular,
reduz a viscosidade e a retrogradagédo, o poder de inchamento e a lixiviagao da
amilose dos granulos, aumento na faixa de temperatura de gelatinizacéo,
susceptibilidade enzimatica e formacado de amido resistente em algumas fontes
boténicas.

Ambas as modificacbes apresentam respostas distintas relacionadas a
origem botanica do amido empregado (CHIU; SOLAREK, 2009). Inumeras
pesquisas avaliaram estes efeitos e recomendam a aplicacdo destes amidos para o
uso em produtos alimenticios, por se tratar de um ingrediente livre de residuos
quimicos, seguro e nao é limitado pela legislagdo como ingrediente (BEMILLER,
1997; KLEIN et al., 2013; ZAVAREZE et al., 2010).

2.3.2 Sonicacao (SNT)

A sonicagdo é o emprego de ultrassom, através de banhos ou sondas. O
ultrassom €& a audiofrequéncia acima da capacidade do ouvido humano (18kHz).
Esta audiofrequéncia é dividida em trés regides de frequéncia. O ultrassom de
poténcia, entre as regides de 16 a 100 kHz (1 Hz é 1 ciclo.s™), ultrassom de alta
frequéncia, entre 100 kHz e 1 MHz e ainda ultrassom de diagnéstico, entre 1 e 10
MHz (JAMBRAK et al., 2010) (Figura 5). Ele é gerado com transdutores

piezoelétricos ou magnetoestrictivos que criam vibragbes com alta energia
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vibracional. Estas vibragbes sdo amplificadas e transmitidas para sonotrodes ou
probes, os quais entram em contato direto com o fluido (FENG; BARBOSA-
CANOVAS; WEISS, 2011; JAMBRAK et al., 2010). Estas vibragdes promovem a
formacédo de cavidades cheias de gas ou de vapor, no sistema, que diminuem a
pressdo e quando entram em colapso, aumentam a pressdo novamente. Este
comportamento é chamado de cavitagao.

Durante o colapso cavitacional ocorre um forte aquecimento nas bolhas.
Estes pontos quentes localizados tém temperaturas de cerca de 5000 °C, pressdes
de cerca de 500 atmosferas, e tempos de vida de alguns microssegundos
(SUSLICK, 1990), promovendo a quebra de ligagdes moleculares C-C e a formacgao
de radicais com cadeias longas, devido ao efeito da cavitagéo.

O uso de ultrassom € amplamente empregado para melhorar processos de
extracdo, tanto de dleos essenciais quanto de lipidios em geral, além de auxiliar a
separagdo de amido e proteinas na extragcdo de amido (ADAM et al., 2012;
CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011; CRAVOTTO et al.,, 2008; DA PORTO;
PORRETTO; DECORTI, 2013; FENG; BARBOSA-CANOVAS; WEISS, 2011;
GOULA, 2013; MASON; PANIWNYK; LORIMER, 1996; PATIST; BATES, 2008;
VEILLET; TOMAO; CHEMAT, 2010; ZENKER; HEINZ; KNORR, 2003).

'— Propagacéo -
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Figura 5 Esquema de propagacao das ondas de ultrassom em um meio

Ainda sao restritas as pesquisas sobre o efeito do ultrassom como

modificagdo em amidos. No entanto, estudos comprovaram que o ultrassom
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promovem a degradagédo de polimeros (ALIYU; HEPHER, 2000; CZECHOWSKA-
BISKUP et al., 2005), aumento de temperatura durante a modificacao (JAMBRAK et
al., 2010), fissuras e rupturas nos granulos de amido (ZUO et al., 2012), formagéao de
nanoparticulas (BEL HAAJ et al., 2013), reducédo da viscosidade de géis (CHENG et
al., 2010; IIDA et al., 2008; JAMBRAK et al., 2010), auxilia na fragmentacdo dos
granulos associado a outros tratamentos, como hidrélise enzimética (KIM; PARK;
LIM, 2008; WU et al., 2011), entre outros efeitos

2.3.3 Hidrdlise enzimatica (ENZ) e hidrdlise acida

A hidrélise dos granulos de amido pode ser realizada através da agédo de
enzimas ou por emprego de acidos.

A hidrolise enzimética basicamente € o resultado da acéo especifica de
enzimas que podem ser divididas em duas categorias: as amilases, que hidrolisam
as ligacoes glicosidicas e as transferases, que sdo enzimas que catalisam a
transferéncia de grupos entre duas moléculas (entre doador e acceptor). As
amilases sdo enzimas que apresentam interesse comercial e com maior aplicacao
na modificacdo de amidos, sendo divididas em trés grupos: as endo-amilases, 0s
quais hidrolisam as ligacbes a,(1,4) entre as moléculas de glicose, internas,
resultando em produtos a-anoméricos; as exo-amilases, as quais hidrolisam as
ligacbes a,(1,4) e/ou a,(1,6) das moléculas de glicose a partir da extremidade nao
redutora, resultando em produtos a- ou (- anoméricos; e por fim, as enzimas
desramificadoras, as quais incluem a isoamilase e a pululanase, que atacam
exclusivamente as ligacées a,(1,6), deixando as cadeias polissacaridicas lineares
(NITSCHKE et al., 2007).

A hidrélise enzimatica utilizando amilases é a modificagdo mais utilizada para
alterar as propriedades de solubilidade dos amidos, bem como a viscosidade e o
grau de polimerizagédo (DP) das moléculas. As amilases produzidas por cereais
germinados, fungos, bactéricas e érgaos de animais sdo as mais empregadas na
industria de alimentos (FRENCH, 1973; LECORRE et al., 2012b).

As a-amilases, produzidas pela maioria dos animais, fungos e bactérias,
geralmente s&o descritas como endo-enzimas e podem atacar randomicamente o
interior das cadeias lineares, reduzindo o comprimento das cadeias por completo
(LECORRE et al., 2012b).
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Em contra partida, a hidrélise acida € a modificacdo mais antiga ja utilizada
que visava produzir amidos soluveis. Nageli em 1874, descreveu o tratamento de
amido de batata nativo com H,SO4 15% por 30 dias. Ele obteve uma fracdo de
amido acido-resistente, que facilmente era solubilizada em agua quente. Esta fracao
apresentou baixo peso molecular, dextrinas ramificadas e com um DP médio de 25-
30, sendo conhecidas hoje como dextrinas de Nageli (HOOVER, 2000; NAKAZAWA,;
WANG, 20083).

Subsequentemente, Lintner em 1886, descreveu uma modificagdo acida em
amido de batata nativo onde os granulos foram tratados com uma solucdo aquosa
de 7,5% de HCI por 7 dias a temperatura ambiente. Os produtos obtidos deste
tratamento apresentaram elevado peso molecular e formavam uma solucéo clara em
agua quente. Este produto € amplamente utilizado como indicador em titulagdes
iodométricas e analises enzimaticas (GERARD et al., 2002; HOOVER, 2000; JANE;
WONG; MCPHERSON, 1997; WANG; COPELAND, 2013).

Industrialmente, amidos &cido-modificados (milho, milho ceroso, trigo e
mandioca) sdo preparados pelo tratamento das suspensdes de amido (40%) com
HCI e H,SO,4 diluidos a 22-55 °C durante determinado periodo de tempo, com
posterior neutralizacdo, lavagem, centrifugacdo e secagem. Esta modificacdo é
empregada como pré-tratamento na producdo de amidos catibnicos, gomas,
aglutinantes em paredes secas na construgao civil e como cobertura na fabricacao
de papel (HOOVER, 2000).

2.4 Nanocristais de amido

Na ciéncia dos materiais, 0os pesquisadores estdo procurando cada vez mais
matérias-primas renovaveis e eficientes, a fim de enfrentar possivel escassez de
matérias-primas, principalmente o petréleo, indo ao encontro das preocupagdes
socio-ambientais. A denominagdo nano se deve ao tamanho das particulas obtidas,
que devem apresentar pelo menos uma das dimenssdes (comprimento x largura x
espessura) com no maximo 500 nm (ADEOSUN SUNDAY et al., 2012).

O amido € um dos materiais mais abundantes produzidos pela natureza e
este polissacarideo ja4 tem numerosas aplicagbes industriais (LECORRE; BRAS;
DUFRESNE, 2012a).
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Os nanocristais de amido, também denominados de SNCs (starch
nanocrystals), sao plaguetas cristalinas insoluevis, resultantes da hidrélise acida do
amido. Em geral este residuo insoluvel é separado por centrifugacéo e lavado cpm
agua para a completa remocao do acido e das fragdes solluveis (ANGELLIER et al.,
2004; KRISTO; BILIADERIS, 2007).

O rendimento desta hidrolise &cida varia de 5 a 15%, enquato que o
diametro médio das particulas obtidas varia de 20 a 450 nm (GONCALVES et al.,
2014; LECORRE; BRAS; DUFRESNE, 2010; LIN et al., 2011).

Dufresne, (2010) menciona em sua revisao, que nanocristais de celulose
apresentam capacidade de reforno em compdsitos poliméricos, aumentando o
méddulo Young e pela sua superficie de contato elevada, sendo possivel utilizar uma
quantidade de recheio (nanoparticula) menor. Além do tamanho, o aumento da
cristalinidade das particulas obtidas € um fator importante para a obtengdo dos
nanocristais. Segundo Callister; Rethwisch, (2010) e Askeland; Fulay, Pradeep;
Wright, Wendelin, (2010), a cristalinidade, em polimeros, interfere na deformacao
plastica e elastica, bem como propriedades Opticas dos mesmos. Além disso,
aumenta a densidade, resiténcia ao ataque quimico e nas propriedades mecanicas,
tais como resisténcia a tracdo e dureza em temperaturas elevadas (ASKELAND;
FULAY, PRADEEP; WRIGHT, WENDELIN, 2010).

Um fator limitante para a sua utilizagdo mais difundidados nanocristais de
amido é o elevado tempo de preparacao (LECORRE et al., 2012b). No entanto, a
producdo de nanocristais vem recebendo grande atencdo nas ultimas décadas, por
serem provenientes de material biodegradavel, versatil e com boas propriedades
mecanicas quando aplicado como fase dispersa em compdsitos poliméricos.

Na hidrélise acida o ion hidrénio (HsO") realiza uma ataque eletrofilico sobre
o atomo de oxigénio na ligacao glicosidica a,(1-4) (Figura 6a). No préximo passo, 0s
elétrons da ligagdo carbono-oxigénio movem-se para o atomo de oxigénio (Figura
6b) para gerar um carbocétion intermediario instavel (Figura 6c).

O carbocation intermediario (Figura 6c) € um &cido de Lewis, por isso,
subsequentemente reagem com a agua (Figura 6d), uma base de Lewis, levando a
reorganizacao de um grupo hidroxilico ( Figura 6e) (HOOVER, 2000).

A hidrélise acida remove as regides com pouca organizagcao, bem como as

fases amorfas dos granulos de amido, enquanto que as lamelas cristalinas
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insoliveis em agua permanecem apés a reacdao (HOOVER, 2000; KONG et al.,
2012; LIN et al., 2011; WANG et al., 2001).

CHa0H
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Figura 6 Mecanismo da hidrolise acida do amido. Fonte: Hoover, (2000)
A origem boténica do amido, ou seja, o tipo de cristalinidade e a proporgéao

relativa de amilose e amilopectina determinam a estrutura e a morfologia dos SNCs
resultantes(GERARD et al., 2002; HOOVER, 2000; JANE; WONG; MCPHERSON,
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1997; JAYAKODY; HOOVER, 2002; LECORRE; BRAS; DUFRESNE, 2011, 2012b;
MIAO et al., 2011; WANG; COPELAND, 2013). As condi¢cdes de hidrélise durante o
processo (como o tipo e a concentragéo de acido, temperatura e tempo de reagéo)
afetam o tamanho e o rendimento dos nanocristais de amido (LIN et al., 2011). Na
Figura 7 esta uma representacao detalhada do amido e a possivel regido de onde os
nanocristais (f) se originam.

A producdo de SNCs vem sendo desenvolvida (DUFRESNE; CAVAILLE,
1996) e otimizada (ANGELLIER et al., 2004) desde 1996.

Dufresne; Cavaille, (1996) publicaram uma nota técnica sobre a producao de
microcristais de amido através de hidrélise acida (HCI, 2,2 N) a 35 °C por 15 dias.

Extremidade redutora
Lipidio Nanocristais
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Figura 7 Representacdo do granulo de amido em multiplas escalas (a) granulo de
amido de milho normal (30 um), (b) anéis de crescimento da regido amorfa e
semicristalina (120-500 nm), (c) lamelas cristalina e amorfa (9 nm), ampliacdo dos
detalhes dos anéis de crescimento da regido semicristalina, (d) blocklets (20-50 nm)
constituindo uma unidade dos anéis de crescimento, (e) duplas hélices da
amilopectina formando a lamela cristalina dos blocklets, (f) nanocristais: fracdo da
lamela cristalina quando separados por hidrélise acida (g) estrutura molecular da

amilopectina (h) estrutura molecular da amilose (0.1-1 nm). Fonte: Le Corre; Bras;
Dufresne, (2010)
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Apo6s o periodo de hidrélise o residuo insoluvel foi lavado e centrifugado para
a remogao do acido. Os autores verificaram que o uso de ultrassom no preparo das
amostras para microscopia eletrénica favorecia a dispersdo dos aglomerados.
Analisando os resultados de MEV eles verificaram que os fragmentos eram
formados por microcristais nao sendo possivel identifica-los claramente e concluiram
que o didametro nao era maior que 10 nm.

Kristo; Biliaderis, (2007) produziram SNCs de amido ceroso de milho pelo
mesmo método de hidrélise acida (HCI, 2,2 N) a 35 °C durante 30 dias. Os autores
verificaram que os nanocristais preservaram o padrdo de raio-X do amido nativo
(tipo A) e ainda apresentaram picos mais nitidos em relacdo ao amido nativo. Neste
mesmo estudo, os autores utilizaram os nanocristais de amido em filmes de pululana
em diferentes concentragdes (0-40%) e avaliaram as propriedades dos filmes
formados. Os autores verificaram uma reducao na permeabilidade de vapor de agua
(de 30 e 40% SNCs), na elongacéao até a ruptura e um aumento no mddulo de
tensdo com o aumento da concentracao de SNCs nos filmes.

Angellier et al., (2004) utilizaram a metodologia de superficie de resposta
para investigar o efeito de cinco fatores (temperatura, concentracdo do acido,
concentracao do amido, velocidade de agitacdo e tempo de hidrélise) na hidrélise
acida com H.SO4 em granulos de amidos de milho ceroso. O principal objetivo deste
trabalho foi otimizar o processo de preparacdo de nanocristais de amido,
determinando as principais condigdes de operagdo para a obtencao de particulas
com as menores dimensdes no menor tempo de hidrélise e com o maior rendimento
possivel. Os autores concluiram que é possivel produzir nanocristais de amido apds
5 dias de hidrdlise com &cido sulfarico (3,16 M, 40°C), obtendo-se um rendimento de
15% em peso, com particulas do mesmo tamanho que os obtidos pelos métodos
tradicionais com 40 dias de hidrolise com HCI e 0.5% de rendimento.

Os autores Lecorre; Bras; Dufresne, (2011, 2012a, 2012b) estudaram o
efeito de diferentes origens botanicas, conteddo de amilose e morfologia dos
granulos na formacdo de nanocristais, propriedades térmicas, cristalinidade, bem
como propriedades reoldgicas dos amidos. Em 2011, foram estudados os amidos de
batata, trigo, amidos de milho (normal — 25% amilose; ceroso — 0% de amilose e
com alto teor de amilose — 70%). Os autores concluiram que as amostras com 0
conteudo de amilose semelhante mas de origem botanica diferente (batata, trigo e
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milho) resultaram em cristalinidade e tamanho de particula relativamente
semelhantes, provando que a origem botanica ndo tem grande influéncia na
formacgéo dos nanocristais (LECORRE; BRAS; DUFRESNE, 2011).

Ja num dos estudo em 2012 sobre a estabilidade térmica dos nanocristais
de amido, os mesmos autores relataram que a morfologia das particulas formadas é
dependente da origem botanica dos amidos utilizados. Neste mesmo estudo, os
autores verificaram dois picos endotérmicos quando o0s nanocristais foram
analisados por calorimetria diferencial de varredura(DSC) (em excesso de agua e
amostras secas) e concluiram que ndao houve correlacdo entre a temperatura de
fusdo das amostras antes e depois da hidrélise. Os autores concluiram que os
nanocristais de amido podem ser utilizados em processos Umidos com temperaturas
inferiores a 100 °C e em processos secos abaixo de 150 e 200 °C para evitar a
gelatinizagéo e fusdo dos mesmos (LECORRE; BRAS; DUFRESNE, 2012a).

Por fim, os autores estudaram o efeito da aplicagcdo dos nanocristais em
borracha natural e avaliaram o efeito da capacidade de reforco destas
nanoparticulas no material. Os resultados indicaram que quanto maior o contetdo
de amilose do amido nativo utilizado na preparacao dos nanocristais, menor foi a
capacidade de absorcdo de agua e o efeito de reforco, com excecdo do amido de
batata. Com isso, os autores propdem que 0s nanocristais preparados a partir de
amido com elevado teor de amilose pode liberar cadeias de amilose fracamente
ligadas durante a preparacao e/ou a imersdao em agua e, assim, evitar a participacao
das nanoparticulas na formagdo de uma rede de reforco (LECORRE; BRAS;
DUFRESNE, 2012b).

Kim et al, (2012) utilizaram diferentes matérias-primas com origens
botanicas e conteudo de amilose variados, tais como, amido de milho ceroso, normal
e com alta amilose, bem como amido de batata e feijao Mung, para a producéao de
nanocristais. Os amidos foram hidrolisados com H»>SO4 (3.16 M) a 40°C por 7 dias e
as particulas insoluveis foram recuperadas por centrifugagdo. Depois de 5 dias de
reacdo o grau de hidrdlise dos diferentes amidos testados foi de 90,9% para o amido
de milho ceroso, 85,3% para o amido de milho normal, 61,4% amido de milho com
alta amilose, 89,8% para o amido de batata e 73,9% para o amido de feijao Mung.
Os autores verificaram que os amidos tipo-A foram mais resistentes a hidrélise acida
que os amidos tipo-B. Os resultados de raio-X revelaram que as particulas dos
amidos com cristalinidade tipo-B exibiram um decréscimo na intensidade dos picos.
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Além disso, Kim et al., (2012), constataram através de analises de DSC, que
os cristais remanescentes das particulas tipo-B foram rapidamente rompidos na
presenca de agua e que o pico endotérmico de fusdo ndo apareceu. A microscopia
eletrénica de varredura (MEV) confirmou que as particulas apresentaram forma oval
ou arredondada, com diametros entre 40 e 70 nm. Os autores concluiram que estas
particulas possivelmente sdo os blocklets dos granulos dos amidos. Os autores
também verificaram um aumento na propor¢cao de cadeias curtas depois da hidrélise
acida dos amidos.

Com isso, acredita-se que os fatores que limitam a producao de nanocristais
sdo o tempo de hidrolise e o baixo rendimento dos mesmos. O uso de pre-
tratamentos pode ser uma alternativa para contornar estes fatores.

LeCorre, et al., (2012) estudaram a producédo de nanocristais de amido de
milho ceroso com pré-tratamento enzimatico de 2 h. Este pré-tratamento promoveu o
aparecimento de nanocristais com apenas 6h de hidrélise acida. Como resultado dos
pre-tratamentos com as enzimas o-amilase, B-amilase e glucoamilase (com
diferentes concentracdes de enzimas), as glucoamilases foram mais eficiente para a
producdo de granulos microporoso, mantendo intacta a estrutura semicristalina
destes amidos. Os autores ainda verificaram um rendimento igual ao obtido em 5
dias, com apenas 45 horas de hidrélise, quando utilizaram pré-tratamento
enzimatico.

O uso de pré-tratamentos fisicos, como tratamento térmico de baixa
umidade (TTBU), annealing (ANN) e a modificagdo com ultrassom (SNT) na
producado de nanocristais de amido ndo é relatado na literatura, mas pode ser uma

alternativa para a reducao no tempo de reacédo e aumento no rendimento.

2.5 Utilizacao de nanoparticulas e nanomateriais

Os biomateriais sdo promissores por serem provenientes de matérias-
primas renovaveis e que podem ser compostaveis ou reciclaveis, além do processo
produtivo ser mais eficiente em, termos energéticos, quando comparado com a
producao de plastico a base de petrdéleo (HANNAH; JAMES, 2008).

Os nanocompésitos sdo uma classe de compdsitos relativamente nova e
consistem na utilizacdo de polimeros recheados com particulas que apresentam
pelo menos uma dimensdo em escala nanométrica (até 500 nm) (ADEOSUN
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SUNDAY et al., 2012). Em func&o da elevada raz&o entre a superficie de contato e o
volume de material utilizado, a incorporagdo das nanoparticulas nas matrizes
poliméricas confere aos compdsitos propriedades diferenciadas, tais como,
propriedades mecanicas, elétricas, Opticas e térmicas, em comparacdo aos
compositos convencionais (ANGELLIER et al., 2004; CHAPMAN; MULVANEY,
2001; SCHMIDT; MALWITZ, 2003; SMITH; BEDROV; SMITH, 2003).

A biocompatibilidade dos polimeros biodegradaveis oriundos de materiais
sintéticos usados na preparacdo de nanocompdsitos apresentam mais limitacdes
que os polimeros naturais (SMITH; BEDROV; SMITH, 2003). Aliado a esta
caracteristica, a crescente conscientizacdo da necessidade em preservar o meio
ambiente, as tecnologias mais sustentaveis concentraram a atencdo no uso de
materiais denominados ecologicamente corretos ou ecoprodutos (ecofriendly), de
baixo custo e com alto desempenho (MA; YU; KENNEDY, 2005).

Neste contexto, as pesquisas tém enfocado o uso de nanoparticulas para a
utilizagdo como recheio e enchimento nas matrizes poliméricas. Entre os materiais
mais utilizados para a elaboracdo de nanoparticulas provenientes de recursos
renovaveis, as fibras de celulose (DUFRESNE, 2006; SIQUEIRA et al., 2009), a
argila (ASHAMOL et al., 2013; CHIOU et al., 2007), a chitosana (JANES et al., 2001;
Ql et al., 2004) e o amido (ANGELLIER-COUSSY et al., 2009; LECORRE; BRAS;
DUFRESNE, 2012a; LI; SUN; YANG, 2012) sdo os materiais que mais se destacam.

O amido como matéria-prima renovavel, de baixo custo e de facil obtencao
nao serve apenas como fonte energética para plantas, animais e seres humanos,
mas também como uma alternativa ecoldgica aos derivados de petroleo (HANNAH;
JAMES, 2008).

A utilizacdo de nanocristais de amido como fase dispersa em filmes e
compositos foi estudada por alguns autores (ANGELLIER; MOLINA-BOISSEAU;
DUFRESNE, 2005; KRISTO; BILIADERIS, 2007; LECORRE; BRAS; DUFRESNE,
2012b; YAI, 2013), apresentando resultados promissores quanto a diminuicdo na
permeabilidade ao vapor de agua e melhora nas propriedades mecanicas e
térmicas. O uso de SNCs ja ocorre na produgéo de pneus pela Good Year pneus e
borrachas (US) como substituto de carbono e silica (LIN et al., 2011).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Pés Colheita,
Industrializacdo e Qualidade de Graos no Departamento de Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial da Universidade Federal de Pelotas, RS, Brasil e no Laboratério
Packaging Biomaterials no Departamento de Food Science da University of Guelph,
Ontério, Canada.

3.1 Material

As sementes de pinhdo e os graos de feijao Carioca, provenientes da safra
de 2012, foram adquiridas em comércio local da cidade de Pelotas, RS, Brasil.

A enzima a-amilase de origem pancredtica foi adquira da Megazyme
(150.000 U.g"), bem como a pululanase (29 U.mg™") e a isoamilase (260 U.mg™)
(Megazyme International, Bray, Ireland).

Todos os demais reagentes empregados na pesquisa foram de grau
analitico (ACS).

3.2 Desenho experimental

As amostras de pinhao e feijao Carioca foram armazenadas a 16°C + 2°C ate
a extragcédo do amido. A extracdo do amido de pinh&o foi realizado conforme descrito
por Pinto et al.,, (2012) e a extracdo do amido de feijao foi realizada conforme
descrito por Rupollo et al., (2011). Apdés a extracdo, os amidos foram secos em
estufa a 40°C, moidos e armazenados para posterior utilizagao.

A pesquisa foi estruturada em quatro estudos, conforme descritos na Tabela 1
e na Tabela 2. No Estudo 1 e no Estudo 2 foram realizados os pré-tratamentos de
TTBU, ANN, SNT e ENZ no amido de pinhdo e no amido de feijao, respectivamente
(Tabela 1). Realizou-se a caracterizacdo destes amidos nativos e dos amidos
modificados para posterior utilizagdo dos mesmos como pré-tratamentos na

produgéo dos nanocristais por hidrolise acida.
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Tabela 1 Delineamento experimental dos pré-tratamentos nos amidos de pinh&o e

de feijao carioca

Variaveis Independentes Variaveis Dependentes

Nativo
Estrutura molecular (GPC)

TTBU .
Propriedades de pasta (RVA)
ANN e ,
Difragédo de raio-X
SNT . _
Propriedades térmicas (DSC)
ENZ

O tratamento térmico de baixa umidade foi conduzido com o ajuste da
umidade do amido para 22% * 0,5% com o auxilio de uma bureta e com o0 emprego
de batedeira planetaria (para promover uma mistura homogénea). As amostras
foram deixadas em repouso por 4 dias a 4°C para equalizagdo da umidade. Apés o
periodo de equalizagdo as amostras foram transferidas para vidros com capacidade
de 500mL, hermeticamente fechados, e submetidos a aquecimento em autoclave
por 1h a 100°C. Apds o aquecimento, as amostras foram resfriadas em temperatura
ambiente, removidas dos vidros, colocadas em bandejas, secas em estufa a 40°C e
na sequéncia moidas e armazenadas.

O annealing foi realizado através da dispersao do amido em um becker com
capacidade de 2L, com agua deionizada em excesso e aquecidos a 50°C + 2°C em
camera com controle de temperatura e agitacdo magnética constante por 16 h. Apos
o periodo de incubacdo as amostras foram filtradas em papel filtro de média
porosidade com o emprego de funil de Biincher e bomba de vacuo. As amostras
foram lavadas com agua de deionizada, colocadas em bandejas, secas em estufa a
40°C e na sequéncia moidas e armazenadas.

O tratamento com ultrassom foi realizado com a dispersdao do amido em agua
deionizada (1:4 p/v) em becker de 1L e o emprego de um processador ultrassénico
(Vibra - cell VC 505; Sonics and Material Inc., Newtown, Conn., U.S.A.) com probe
com 5 mm de didmetro (modelo CV33) por 90 min (ciclos de 30s on e 5s off e com
50% de amplitude e 20 kHz de frequéncia). Os tratamentos com ultrassom foram
realizado com uso de banho de gelo, para evitar modificacbes térmicas ou
gelatinizagdo do amido. Ap6s a modificagdo, as amostras foram filtradas em papel

filtro de média porosidade, com o emprego de funil de Blncher e bomba de vacuo.
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As amostras foram lavadas com agua deionizada, colocadas em bandejas, secas
em estufa a 40°C e na sequéncia moidas e armazenadas.

A hidrélise enziméatica foi conduzida com o emprego da enzima a-amilase de
origem pancredtica, conforme descrito por Kim, Park, Lim, (2008), com
modificagdes. A quantidade de material utilizado foi adaptado para manter a mesma
razdo da atividade enzimatica/amido (804 U.g" de amido) proposto por Kim et al.,
(2008) e também empregado por LeCorre et al., (2012b). A enzima a-amilase foi
dissolvida em tampao fosfato 20 mM (pH 6,9) contendo NaCl 6,7 mM. O amido (100
g, base seca (bs)) foi disperso na solugao contendo a enzima (3000 mL) e a
suspenséo foi incubada a 37°C por 2h com agitagdo constante. Ao final da hidrdlise
foi adicionado etanol (1:2 v/v) para inativar a enzima e parar a reacdo. O amido
hidrolisado foi recolhido por filtragao utilizando papel filtro de média porosidade com
o auxilio de funil de Blincher e bomba de vacuo. O amido recuperado foi lavado
duas vezes com etanol 50% (500 mL), colocado em bandejas, seco a 40°C e na
sequéncia moido e armazenado. O sobrenadante foi analisado para quantificar os
carboidratos soluveis resultantes da hidrélise, a cada 30 min. e a quantificacao foi
realizada utilizando o método de fenol - acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956).

No Estudo 3 e no Estudo 4 foram realizados as hidrélises acidas para a
producdo dos nanocristais dos amidos de pinhao e feijao Carioca, respectivamente
(Tabela 2). Realizou-se também a caracterizacdo dos nanocristais oriundos da
hidrélise acida dos amidos nativos e dos amidos com pré-tratamento de pinhdo e
feijao Carioca.

A produgao dos nanocristais de amido foi conduzida através da hidrélise com
acido sulfurico, conforme descrito por Angellier et al., (2004), com adaptagbes. As
amostras de amido (15 g) foram dispersas em H,SO4 3 M (200 mL) e incubadas a
40°C com agitacdo magnética constante durante 5 e 7 dias. Apdés o tempo
determinado de hidrolise as amostras foram centrifugadas para a remogéao do HxSO4
e recuperacao do residuo da hidrdlise.

O residuo foi disperso em agua deionizada, deixado sob agitagdo durante
meia hora e centrifugado (lavagem do amido) para a remog¢do do &cido. Essa
operacao foi realizada por pelo menos quatro vezes, e posteriormente neutralizado
com NaOH 0,01 M e novamente lavado, por mais duas vezes para a remogao dos
sais formados apds a neutralizagcao. Durante a hidrélise com H.SO4 a suspensao foi
coletada, a cada 24 h, centrifugada e os carboidratos sollveis resultantes da
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hidrélise foram quantificados pelo método de fenol - acido sulfarico (DUBOIS et al.,
1956).

Tabela 2 Delineamento experimental da producdo de nanocristais de amidos de

pinhao e de feijao carioca

Variaveis Independentes

Tempo de hidrélise Variaveis Dependentes
Pré-Tratamento _
(dias)
Rendimento e cinética da
Nativo 5 .
hidrolise

TTBU 7 Estrutura molecular (GPC)
ANN Difracdo de raio-X

SNT Morfologia (MEV)

ENZ Propriedades térmicas (DSC)

3.3 Avaliacoes
3.3.1 Estudo 1 Pré-tratamentos nos amidos de pinhao e Estudo 2 Pré-
tratamentos nos amidos de feijao Carioca

3.3.1.1 Estrutura molecular

A estrutura molecular foi realizada através da cromatografia de permeacgao
em gel (GPC) Sepharose CL-2B. As amostras foram preparadas conforme descrito
por Bertoft et al., (2008) com algumas modificacées. Os granulos de amido (8 mg)
foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO) a 90% (0,3 mL) por agitacdo suave e
aquecimento por 5 minutos, em seguida foram deixadas a temperatura ambiente
durante 16 h. Apds o periodo de agitacdo, as amostras foram aquecidas durante 2 a
5 min e diluidas com agua quente (0,7 mL). A distribuicdo de tamanho das cadeias
do amido foi obtido por cromatografia com o emprego de uma coluna contendo gel
de agarose Sepharose CL-2B (1,6 x 32 cm) (Pharmacia, Uppsala, Suécia). Uma
fracdo de amido dissolvido (0,3 mL) foi eluida através da coluna com NaOH a 0,01 M
como eluente, a uma taxa de 0,5 mL.min™". As fragées de 1 mL foram recolhidas e o

teor de carboidratos totais foi determinado pela reacdao de fenol-acido sulfurico
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(DUBOIS et al., 1956). O comprimento de onda maxima (Amax) do complexo de iodo-
amido foi examinado usando 0,1 mL de solugdes I> (0,1 M) / Kl (0,01 M), posterior a
neutralizacdo das amostras com HCI 0,01 M.

Para a analise molecular dos amidos desramificados as amostras foram
dissolvidos em 90% de DMSO, como descrito acima, e desramificada com
pululanase e isoamilase (especificas para a,(1,6)) como descrito por Bertoft et al.,
(2008). A distribuicao do comprimento da cadeia de amido desramificado foi
submetido a cromatografia em uma coluna contendo gel de agarose Sepharose CL-
6B (1,6 x 90 cm) (Pharmacia, Uppsala, Suécia), eluiundo-se 1 mL da amostra com
NaOH 0,5 M a uma taxa de 1 mL.min™". As fracdes pares (1 mL) foram recolhidas e o
teor de carboidratos totais foi analisado, utilizando a reacédo de fenol-acido sulfurico
(DUBOQIS et al., 1956). O teor de amilose (AM) das amostras de amido foi definida
de acordo com Sargeant; Wycombe, (1982). A quantificagdo das fragbes F1 —
cadeias glicose lineares longas, F2 — material intermediario e F3 — cadeias de
glicose lineares curtas, foi realizada pela soma das fagées equivalentes que formam

0S picos.
3.3.1.2 Propriedades de pasta

As propriedades de pasta dos amidos nativos e modificados foram
determinadas com o analisador rapido de viscosidade (Rapid Visco Analyser — RVA
— 4, Newport Scientific, Australia) com o auxilio do software Thermocline for
Windows (Versao 3). As amostras de amido (3,0 g, umidade corrigida para 14%)
foram pesadas diretamente no canister e 25 mL de agua deionizada foi adicionada.
Na sequéncia, as amostras foram aquecidas a 50°C e misturadas a uma velocidade
de 160 rpm por 10s para completa dispersdao. A amostra foi mantida a 50°C por 1
min e entdo aquecida a 95°C por 7,3 min, onde se manteve esta temperatura por 5
min, resfriada a 50°C em 7,4 min e mantida a esta temperatura por 2 min. Os
parametros avaliados foram o pico de viscosidade, viscosidade minima, quebra de
viscosidade, viscosidade final, tendéncia a retrogradacao e temperatura de pasta.

3.3.1.3 Difracdo de raio-X
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Os padrdes de difracao de raio-X dos amidos foram obtidas com difractobmetro
de raios-X (Rigaku Powder Diffractometer, Rigaku Co., Tokyo, Japan). A regido de
varredura variou de 5° até 30°, com uma tenséo de voltagem de 30 kV, corrente de
30 mA e velocidade de 1°min” utilizando CuKal (A = 1,54 A) como fonte de
radiacdo e o angulo de difracdo 2 theta. A cristalinidade relativa dos granulos de
amido foi calculada pela seguinte equacao: RC (%)=(Ac/(Ac+Aa))*100, onde Ac é a

area cristalina, Aa é a area amorfa dos difratogramas de raio-X.
3.3.1.4 Propriedades térmicas

As propriedades térmicas dos amidos nativos e submetidos aos pré-
tratamentos foram determinadas utilizando um calorimetro diferencial de varredura
(TA-60WS, Shimadzu, Kyoto, Japao). As amostras de amido foram avaliadas quanto
aos parametros de fusdo e de gelatinizagcdo. Para avaliagdo das temperaturas e
entalpia de fusdo as amostras (aproximadamente 2,5 mg b.s.) foram pesadas
diretamente nas panelas de aluminio (Mettler, ME-27331), posteriormente seladas
hermeticamente e submetidas ao aquecimento a uma temperatura de 40°C até
200°C a uma razdo de 10°C min~". A temperatura inicial de fusdo (To), o pico de
temperatura (Tp), a temperatura de conclusao (Tc) e a entalpia requerida para a
fusdo dos amidos (AH) foram determinadas. A variagdo de temperatura (Tc-To) foi
calculada pela subtracdo das temperaturas de conclusao pelas temperaturas de
inicio.

Para a verificacdo das temperaturas e a entalpia de gelatinizacdo as amostras
(aproximadamente 3 mg) foram adicionadas de agua destilada (3 vezes o peso da
amostra) para a obtencado de uma suspensao de amido. As panelas foram seladas
hermeticamente e equilibradas por 1h antes da andlise. As amostras foram
aquecidas a uma temperatura de 40°C até 120°C a uma razdo de 10°C min~". Uma
panela vazia foi utilizada como referéncia em ambas as analises. A temperatura
inicial de gelatinizacdo (To), o pico de temperatura (Tp), a temperatura de conclusao
(Tc) e a entalpia requerida para a gelatinizagdo dos amidos (AH) foram
determinadas. A variagdo de temperatura (Tc-To) foi calculada pela subtracado das

temperaturas de concluséo pelas temperaturas de inicio.
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3.3.2 Estudo 3 Producao dos nanocristais de amido de pinhao e Estudo 4
Producao dos nanocristais de amido de feijao Carioca

3.3.2.1 Rendimento e cinética da hidrolise

O rendimento da hidrdlise foi calculado pela diferenca entre a amostra inicial
(b.s.) e o residuo insoluvel recolhido apés a hidrélise, lavagens e liofilizagao.

O percentual de hidrélise foi determinada pela quantificacdo dos
carboidratos soluveis, durante a reacdo. A cada 24h foram coletados 20 pL de
amostra e diluidas em 15 mL de agua mili-q e centrifugadas a 13.000 g por 10 min.
Na sequéncia, 1 mL do sobrenadante foi utilizado para quantificar o teor de
carboidratos totais (solubilizados na hidrélise), pela reagdo de fenol-acido sulfurico
(DUBOIS et al., 1956).

3.3.2.2 Estrutura molecular

A cromatografia de permeacdo em gel Sepharose CL-6B das amostras
desramificadas, foi realizada conforme descrito por Bertoft et al., (2008), com
algumas modificacdes. O residuo insoluvel das hidrolises (4 mg) foram dissolvidos
em DMSO a 90% (0,2 mL) por agitacdo suave e aquecimento por 5 minutos, em
seguida foram deixadas agitando a temperatura ambiente durante 16 h. Apds este
periodo, 750 pL de agua e 100 pL de tampé&o acetato de sddio 0.01 M (pH 5.5) foi
adicionado. As enzimas pululanase e isoamilase (1uL) foram adicionadas, a
suspensdo foi agitada e encubada overnight com agitacdo suave. No final da
encubacao as amostras foram aquecidas por 5 min para inativagao das enzimas, 50
uL de NaOH 5 M foi adicionado e o volume completado para 1,5 mL.

A distribuicdo do comprimento da cadeia do residuo insolUvel das hidrolises
depois de desramificado (1 mL) foi submetido a cromatografia em uma coluna
contendo gel de agarose Sepharose CL-6B (1,6 x 90 cm) (Pharmacia, Uppsala,
Suécia), eluiundo-se com NaOH 0,5 M a 1 mL.min". As fracdes pares (1 mL) foram
recolhidas e o teor de carboidratos totais foi analisado, utilizando a reacao de fenol-
acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956).
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A quantificacdo das fragcbes F1 — cadeias glicose lineares longas, F2 —
material intermediario e F3 — cadeias de glicose lineares curtas, foi realizada pela
soma das fagdes equivalentes que formam os picos.

3.3.2.3 Difracao de raio-X

Os padroes de difracdo de raio-X do residuo insoluvel das hidrolises foram
obtidas com difratbmetro de raios-X (Rigaku Powder Diffractometer, Rigaku Co.,
Tokyo, Japan). A regido de varredura variou de 5° até 35° com uma tensao de
voltagem de 30 kV, corrente de 30 mA e velocidade de 1°.min™, utilizando CuKa1 (A
= 1,54 A) como fonte de radiacdo e o angulo de difragdo 2 theta. A cristalinidade
relativa das amostras foi calculada pela seguinte equacdo: RC
(%)=(Ac/(Ac+Aa))*100, onde Ac € a area cristalina, Aa é a area amorfa dos
difratogramas de raio-X.

3.3.2.4 Morfologia

As amostras do residuo insoluvel das hidrolises foram suspensas em
acetona (1% p/v) e mantidas em banho ultrassom por 15 min para eliminar a
presenca de bolhas de ar. Uma pequena quantidade de amostra foi depositada
diretamente na superficie do suporte (stub) e entdo secas em estufa a 32°C. Na
sequéncia, todas as amostras foram recobertas com uma camada de ouro (20 nm)
utilizando um metalizador (Model K550, Emitech, Ashford, Kent, UK). O tamanho das
particulas foi examinado utilizando um microscépio eletrébnico de varredura

(Shimadzu SSX-550, Brazil) com a aceleragao de voltagem de 15 kV.
3.3.2.5 Propriedades térmicas

As propriedades térmicas do residuo insoluvel das hidrolises foram
determinadas utilizando um calorimetro diferencial de varredura (TA-60WS,
Shimadzu, Kyoto, Japan). As amostras (aproximadamente 3,5 mg b.s.) foram
pesadas diretamente nas panelas de aluminio (Mettler, ME-27331) e as mesmas
foram seladas hermeticamente antes da andlise. Uma panela vazia foi utilizada

como referéncia. As amostras foram aquecidas a uma temperatura de 40°C até
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200°C a uma razdo de 10°C min~". A temperatura inicial de fusdo (To), o pico de
temperatura (Tp), a temperatura de conclusao (Tc) e a entalpia requerida o processo
(AH) foram determinadas. A variagdo de temperatura (Tc-To) foi calculada pela

subtracao das temperaturas de conclusao pelas temperaturas de inicio.
3.3.2.6 Estatistica

Os resultados do rendimento hidrélise dos amidos de pinhdo e de feijao
Carioca foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste Tukey de
comparagdo de meédias, bem como analisados pelo teste t, ambos com 5% de

significancia.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Estudo 1 - Pré-tratamentos nos amidos de pinhao
4.1.1 Estrutura molecular

Os amidos de pinhdo nativo e modificados foram avaliados quanto a estrutura
molecular por separagao de tamanho em gel (GPC) de agarose (Sheparose 2B CL).
A distribuicdo do peso molecular das fragdes expressa pelo conteudo de
carboidratos (eixo principal) e o comprimento de onda maximo (Amax) (€ix0
secundario) referente a ligacdo com iodo foram analisados e estdo reprentadas na
Figura 8 a-d.

Na Figura 8a estdo representados o amidos de pinhdo nativo e amido
modificado por TTBU. Pode-se verificar que o TTBU ndo causou alteracées na
estrutura molecular do amido, quando comparado ao amido nativo, pois ndao se
observou alteragdes no perfil de eluicdo das cadeias e nem no Amax. Pinto et al.,
(2014) verificaram uma diminuicdo no Amax €em amidos de pinhdo submetidos ao
TTBU sob diferentes umidades e temperaturas. Os autores relataram que condi¢oes
de umidade (20 e 25%) e temperaturas (110 e 120°C) mais elevadas favoreceram a
parcial abertura das alfa hélices das cadeias de amilose e das duplas hélices das
cadeias adjacentes da amilopectina, diminuindo assim a afinidade das interacdes
com 0 iodo (Amax). Os resultados indicam que as condigdes de TTBU empregada néao
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foram suficientemente drasticas para promover uma alteragdo na conformacgao das
cadeias adjacentes da amilopectina.

As amostras de pinhdo modificadas com ANN também nao apresentaram
alteracdes no perfil de eluicdo quando comparadas ao amido nativo (Figura 8b).
Alterac6es na distribuicdo das cadeias de amilopectina e amilose ndo sdo esperadas
apds tratamentos com ANN, uma vez que o tratamento térmico nao causa
modificagdes na estrutura quimica dos granulos de amido (ROCHA et al., 2011) e
utiliza temperaturas mais brandas de tratamento que ndao promoveram alteracdes
suficientes para serem detectadas pelo método de analise empregado.

Apoés o tratamento com SNT é possivel verificar um leve deslocamento para a
direita na distribuicdo das cadeias, além de um redugédo no Anax, quando comparada
ao amido nativo (Figura 8c). Este efeito pode estar relacionado com o processo de
cavitacdo, composto pela rapida formacao, crescimento e colapso de microbolhas
gerado pelo ultrassom. Como resultado da cavitagdo, as cadeias poliméricas
préximas as microbolhas em colapso sdo cavitadas com um elevado gradiente de
cisalhamento, podendo destruir as a-hélices (representadas pelas fragdes entre 48 e
60 da Figura 8c) formadas pelas moléculas de amilose, diminuindo o Ayax da ligacao
com iodo, além de promover rupturas em algumas ligagdes C-C.

Durante o colapso cavitacional ocorre um forte aquecimento nas bolhas.
Estes pontos quentes localizados tém temperaturas de cerca de 5000 °C, pressdes
de cerca de 500 atmosferas, e tempos de vida de alguns microssegundos podendo
distruir ligagbes C-C (SUSLICK, 1990), bem como ligacbées a,(1,4)e a,(1,6)
aleatoriamente. Em funcao disso, no tratamento com ultrassom, se utilizou banho de
gelo para evitar o aumento da temperatura e possivel gelatinizacdo ou degradacao
do amido. Algumas pesquisas constataram que o tratamento com ultrassom
promove destruicdo das cadeias poliméricas de amidos de diferentes origens
boténicas e teores de amilose, resultando em mais fragoes lineares (ZHENG et al.,
2013; ZUO et al., 2009).
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Figura 8 Cromatografia de exclusdo de tamanho em gel (GPC) Sepharose CL 2B CL dos amidos de pinhdo nativo e modificados
por (a) tratamento térmico de baixa umidade (TTBU), (b) annealing (ANN), (c) ultrassom (SNT) e (d) hidrélise enzimatica (ENZ). No
eixo principal o conteudo total de carboidratos (linhas continua, pontilhada e tracejada) e no eixo secundario o comprimento de
onda maximo (Amax) (m nativo, e TTBU, A ANN, o SNT, A ENZ).
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Na Figura 8d pode-se verificar um deslocamento para a direita da amostra
modificada por hidrélise enzimatica com a-amilase, quando comparada ao amido
nativo. A hidrélise enzimatica com a- amilase por duas horas a 37°C apresentou um
percentual de hidrélise de aproximadamente 7% para o amido de pinhao (Figura 9).
Este comportamento é esperado ao se observar o perfil de hidrélise (Figura 9), bem
como o grau de hidrélise (7%) sofrido pelo amido de pinhdo quando submetido a
acdo da enzima. Esta enzima promove a hidrolise das moléculas de amido
aleatoriamente nas ligagbes a,(1,4). O deslocamento da curva de GPC da amostra
ENZ (Figura 8d) é mais acentuado do que a curva GPC da amostra submetida ao
SNT (Figura 8c). Este comportamento indica que a hidrélise enzimética promoveu
uma reducdo no peso molecular da cadeias de amilopectina e de amilose de
maneira mais acentuada que o tratamento com ultrassom.

A amostras de amido de pinhdo nativo e modificado foram desramificadas e
apods a incubacgao, as fragdes foram eluidas em coluna GPC (Sepharose CL 6B CL).
As curvas de exclusdo de tamanho estao representadas na Figura 10. A separacao
por GPC revelou a presenca de trés fracées que incluem longas cadeias lineares
(F1), materiais intermediarios (F2) e cadeias curtas de glicose (F3). Apdés a
desramificacao as cadeias longas representam a amilose e as cadeias curtas sdo as
cadeias laterais das ramificagées da amilopectina (VAMADEVAN et al., 2014).

E possivel verificar que as modificacdes ndo alteraram o padrdo de
distribuicdo das fragbes F1, F2 e F3, no entanto promoveram alteragbes na
porcentagem de carboidratos presentes das fragdes F1 e F2, nos tratamentos SNT e
ENZ (Tabela 3).

Pinto et al., (2014) avaliaram o efeito do TTBU na estrutura molecular do
amido de pinh&o e concluiram que nas condi¢des estudadas o TTBU n&o promoveu
rompimento nas ligagées a,(1,4). A modificacdo com ANN apenas promove uma
correcao dos defeitos das hélices da regido cristalina, nao alterando o tamanho das
cadeias (VAMADEVAN, 2013).
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Figura 9 Perfil de hidrélise dos amidos de pinhdo com enzima a- amilase por 2h
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A cavitacdo gerada durante o tratamento com SNT promove quebra nas

ligagbes C-C (SUSLICK, 1990), fazendo com que as moléculas de amilose (F1)

apresentem um tamanho intermediario (F2).

A desramificagdo do amido de pinhdo submetido ao tratamento ENZ (Figura

10c) apresentou uma pequena alteragcédo na fragdo F2, quando comparado ao amido

nativo (Tabela 3), indicando que o tratamento promoveu rompimento nas ligacoes

a,(1,4) das moléculas de amilose.

Tabela 3 Frac6es moleculares (FM) do amido de pinhdao desramificado nativo e

modificados
Fracées moleculares do amido desramificado
Tratamentos

F1 (%) F2 (%) F3 (%)

Nativo 15 11 74

TTBU 15 11 74

ANN 15 11 74

SNT 14 12 74

ENZ 14 12 74

F1 - cadeias lineares longas de glicose, F2 — materiais intermediarios e F3 — cadeias curtas de

glicose.
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Kim; Park; Lim, (2008) estudaram a fragmentacao dos granulos de amido de
arroz ceroso apoés hidrolise com a-amilase. Eles verificaram que na fase rapida, a
hidrélise ocorreu preferencialmente na regido amorfa (0 a 9h de reacdo) dos
granulos de amido e na fase mais lenta, a enzima promove erosdes na regiao
cristalina, causando alteracdes nas cristalinidade, propriedades térmicas dos cristais
e a presencga de poros dos granulos. Esse resultados entdo em conformidade com a
Figura 9, que mostra uma baixa taxa de hidrolise e com a Tabela 3, que demosntra
uma reducgao da fragdo F1 e aumento da F2.
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Figura 10 Cromatografia de exclusdo de tamanho em gel (GPC) Sepharose CL 6B
CL dos amidos de pinhdo nativo, e modificados por tratamento térmico de baixa
umidade (TTBU), annealing (ANN), ultrassom (SNT) e hidrélise enzimatica (ENZ),
desramificados com pululanase e isoamilase. No eixo principal o conteudo total de
carboidratos. F1 — cadeias de glicose lineares longas; F2 - materiais intermediarios;

F3 - cadeias de glicose lineares curtas

4.1.2 Propriedades de pasta

As propriedades de pasta, tais como pico de viscosidade, viscosidade

minima, quebra, viscosidade final, tendéncia a retrogradacao e temperatura de pasta
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dos amidos de pinhdo nativo e modificados estao representadas na Figura 11 e os

valores obtidos estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 Propriedades de pasta dos amidos de pinhao nativo e modificados

Tratamentos Nativo TTBU ANN SNT ENZ
TP (°C) 60,7+0,07 70,2+0,1 65,0+0,07 60,8+0,1 62,9+ 0,12
PV (cP) 4761,0+17  3142,0£39 3701,3x29 5347,5+8,5 2528,0141
VM (cP) 2105,0x13  1740,0+45 2793,6+43 2289,01+6 1110,5+13
QB (cP) 2656,0+4 1402,0+4 907,6+ 19 3058,5+14  1417,5+27
VF (cP) 3861,5+93  5277,0+95 4678,6+30 3618,5+9 2469,5+23
RT (cP) 1675,0 +26  3537,0+52  1885,0+16 1329,0+3 1350,0+9

PV- pico de viscosidade; VM- viscosidade minima; QB- Quebra; VF- viscosidade final; RT- Tendéncia
a retrogradagao; TP- Temperatura de pasta. *Os resultados sdo a média de trés determinagdes.

O pico de viscosidade € o aumento da viscosidade durante o processo de
aquecimento de uma suspensdo de amido e ocorre, em parte, pelo inchamento
desuniforme dos gréanulos de amido e a quebra da viscosidade é causada pela
ruptura dos granulos inchados (VANDEPUTTE et al., 2003), sendo quantificada pela
diferenca entre o pico de viscosidade e a viscosidade minima durante o processo. A
diminuicdo da quebra indica uma elevada estabilidade dos amidos quando
submetidos a processos de aquecimento e agitacdo mecanica (KARIM et al., 2008).

O TTBU promoveu redugao do pico de viscosidade, viscosidade minima e da
quebra e aumentou a temperatura de pasta, viscosidade final e a tendéncia a
retrogradacao, em relacdo ao amido nativo (Tabela 4). As modificacbes fisicas em
amido de pinhdo encontradas na literatura foram apenas utilizando TTBU que relata
que o efeito nos parametros de viscosidade é dependente das condigcbes de
tratamento, tais como umidade, tempo e temperatura utilizados na modificagcdo. O

comportamento do TTBU verificado nas propriedades de pasta do amido de pinhao
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foi semelhante ao encontrado por outros autores (KLEIN et al., 2013; PINTO et al.,
2012).

Zavareze; Dias, (2011) em sua revisdo sobre o0 impacto de tratamentos
hidrotérmicos em amidos, descreveram que o TTBU resulta no aumento da
temperatura de pasta e no decréscimo do pico de viscosidade, viscosidade final,
quebra e tendéncia a retrogradagédo, dependendo da origem botanica do amido
estudado. Os autores explicam que as mudangas ocorrem nos amidos com TTBU
devido a associagao entre as cadeias nas regides amorfas dos granulos. Também,
as alteragdes que ocorrem na regido cristalina durante o processo hidrotérmico sao

dependentes dos conteudos de umidade utilizados nas modificagées.
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Figura 11 Propriedades de pasta dos amidos nativo e modificados de pinhdo por
tratamento térmico de baixa umidade (TTBU), annealing (ANN), ultrassom (SNT) e

hidrolise enzimatica (ENZ).

Klein et al., (2013) e Pinto et al., (2012) verificaram um aumento na tendéncia
a retrogradacao dos amidos submetidos ao TTBU e concluiram que este fenémeno
pode estar associado com a diminuicdo da solubilidade observado no amido de
pinhdo apdés o TTBU. Segundo Lan et al., (2008) a tendéncia a retrogradagao é
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influenciada pela lixiviacdo da amilose e pela presenca de granulos inchados e nao
fragmentados na suspensdo de amido.

No tratamento por ANN, os resultados também indicam elevada estabilidade
do amido de pinh&o, devido ao decréscimo da quebra (Tabela 4).

Segundo Vamadevan et al., (2013) o tratamento hidrotérmico de annealing
promove uma organizacao nas cadeias adjacentes da amilopectina (cadeias curtas e
cadeias longas), permitindo uma corre¢cao nos defeitos fisicos das duplas hélices e o
alinhamento destas duplas hélices. Este comportamento depois do ANN, torna as
moléculas mais estaveis e pode ser o0 responsavel pelas alteragbes nas
propriedades de pasta.

O tratamento com SNT, promoveu um efeito contrario ao TTBU e ANN,
aumentando o pico de viscosidade, viscosidade minima e quebra diminuindo a
viscosidade final e a tendéncia a retrogradacao comparados ao amido nativo. Nao
ocorreu alteracao na temperatura de pasta (Tabela 4).

O uso do ultrassom como método complementar na extragdo de amidos, bem
como o seu efeito nas propriedades de pasta também foram demostrados por Zhang
et al., (2005) e Zuo et al., (2009). Ambos os autores concluiram que a funcionalidade
dos amidos € influenciada pela intensidade do ultrassom e da temperatura das
suspensdes durante o tratamento.

Zhang et al., (2005) na aplicacao de ultrassom durante a extragdo de amido
de milho verificou aumento do pico de viscosidade e viscosidade final. As alteragées
nas propriedades de pasta foram dependentes das condigcbes empregadas. Estas
alteragdes foram explicadas pela solubilizagdo dos granulos de amido inchados e
formacgéo de agregados induzidos pelo ultrassom, além de conduzir modificagdes na
configuracdo da estrutura granular, que poderia ser uma erosao difusa ou a
presencga de sulcos nos granulos de amido ap6s o emprego do ultrassom.

Zuo et al, (2009) estudaram os efeitos do ultrassom sob diferentes
intensidades (0,11 e 0,18 W) e temperaturas de 25 e 70 °C. Os autores verificaram
que o pico de viscosidade e a viscosidade final das dispersbes de amido
modificadas a 70 °C foram menores que as amostras ndo tratadas.

Os resultados obtidos neste trabalhos demonstram que as alteracdes de
pastas promovidas pelo SNT nao foram intensas, com excegdo do pico de
viscosidade, que teve uma elevacdo. Estes resultados devem-se a reduzida
temperatura de sonicacao, entre 10- 20°C e a aplicacao de uma frequéncia baixa
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(MASON; LORIMER, 2002; ZUO et al., 2009), promovendo um pequeno
afrouxamento da estrutura granular, contribuindo assim, para o aumento da
absorcdo de agua pelos granulos, consequentemente, aumentando o pico de
viscosidade.

Kim et al., (2013), relataram que o uso uma amplitude maior aumenta a
intensidade do colapso das bolhas e consequentemente a degradagao dos cluters
das nanopatrticulas formados foi mais eficiente.

As propriedades de pastas dos amidos submetidos a hidrélise enzimatica com
a- amilase (Figura 11 e Tabela 4) demonstram que ocorreu redugdes em todos os
parametros avaliados com excecao da temperatura de pasta. Verifica-se que a
hidrélise de apenas 7% reduziu 47% o pico de viscosidade em relagdo ao amido
nativo.

Lee; Lee; Lee, (2010) modificaram amido de arroz com a enzima pululanase
em diferentes concentracbées (81, 810, 1,620, 3,240 NUPN/g de amido seco) e
avaliaram as propriedades fisico-quimicas dos amidos modificados em fungédo do
grau de hidrélise (0,9-10,2%). Os autores sugerem que as alteracdes na estrutura
molecular dos granulos de amido durante a modificagdo enzimatica afetaram as
propriedades de pasta dos amidos de arroz.

Uthumporn; Zaidul; Karim, (2010) avaliaram a hidrolise enzimatica em
temperaturas abaixo da temperatura de gelatinizacdo em amido de milho, mandioca,
sago e feijao Mung. Os autores verificaram uma reduc&o no pico de viscosidade nos
amidos de milho e de mandioca. Eles atribuiram este comportamento pela
desintegracdo de alguns granulos de amido mais frageis, diminuindo assim a
capacidade dos granulos de formar gel com a agua. Os resultados verificados neste
estudo estdo de acordo com o verificado pelo autores citados anteriormente, sendo
que a hidrolise de 7% que as cadeias de amilose sofreram (Tabela 3) foram

suficientes para alterar as propriedades de pasta do amido de pinh&o.

4.1.3 Cristalinidade

A cristalinidade relativa (CR) dos amidos de pinhdo nativo e modificados foi
determinada pela difracdo de raio-X das amostras. O amido de pinhdo modificado
pelo ENZ apresentou a maior cristalinidade relativa seguido pelo amido nativo e os
modificados ANN> TTBU>SNT (Tabela 5).
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A diminuicdo da CR sob TTBU, em geral, é atribuida pelo rompimento dos
cristalitos da amilopectina, o qual é evidenciada também, pelo decréscimo da
entalpia de gelatinizacao (CHUNG; HOOVER; LIU, 2009). Em amidos com
cristalinidade tipo-B, as duplas hélices, quando submetidos ao TTBU, apresentam
movimento lateral e adjacente, na lamela com alta densidade cristalina e também ao
longo do eixo axial. Este movimento das duplas hélices tem sido demostrado como a
causa do rompimento dos cristalitos em amidos que apresentam cristais tipo-B
(HOOVER, 2010; VERMEYLEN; GODERIS; DELCOUR, 2006).

Neste estudo foi verificada uma distribuicdo constante das cadeias de
amilopectina (Figura 8 eFigura 10), sugerindo que nao houve rompimento da
estrutura molecular, mas sim uma organizagdo da regido cristalina (alinhamento e
espessura da lamela cristalina) e como reflexo disso, diminuigcdo da CR (Tabela 5).

Tabela 5 Cristalinidade relativa (CR) dos amidos de pinhao nativo e modificados

Tratamentos CR (%)
Nativo 22,09
TTBU 19,50
ANN 21,89

SNT 18,87
ENZ 22,95

O ANN né&o promoveu alteragées na CR dos amidos de pinhdo, quando
comparada a CR do amido nativo (Tabela 5). A manutencdo ou pequeno aumento
na cristalinidade € um comportamento que foi verificado na maioria das pesquisas
que envolvem ANN. Conforme a teoria proposta por Vamadevan et al., (2013) o
ANN promove uma correcdo nos defeitos das duplas hélices das cadeias de
amilopectina, favorecendo a manutencdo ou aumento da estrutura cristalina.
Adebowale et al., (2009) também sugerem que a regiao cristalina tende a aumentar
com a reorganizagao dos granulos de amido.

O SNT promoveu uma diminuicdo da CR em relagdo ao amido nativo de
pinhdo (Tabela 5). Este comportamento pode estar relacionado com agdo néo
seletiva do ultrassom, sendo que, a erosao causada pelo processo de cavitagao
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promove alteragdes tanto na regido cristalina quanto na regiao amorfa dos granulo
de amido (KIM et al., 2013).

A hidrélise enzimatica aumentou a CR do amido de pinhao, resultado da acao
da enzima que ocorre em duas etapas. Na fase rdpida a hidrélise ocorre
preferencialmente na regiao amorfa (0 a 9h de reacdo) dos granulos de amido,
favorecendo a cristalinidade do amido. Por outro lado, na fase mais lenta, a enzima
promove erosdes na regido cristalina, causando alteracbes nas propriedades
térmicas dos cristais, pela facilidade de acesso pela agua através dos poros
formados nos granulos (KIM; PARK; LIM, 2008). O’'Brien; Wang, (2008) propuseram
que o elevado contetudo de amylose provavelmente dificulta a agcdo enzimatica, pela
interacao amilose-amilose e amilose-amilopectina.

Zhang; Ao; Hamaker, (2006) analisaram o residuo da hidrélise de amidos de
cereais, depois de diferentes tempos de hidrélise. Os autores propuseram um
mecanismo de hidrélise “lado-a-lado” nas camadas concénctricas da organizacao
semicristalina dos granulos, produzindo um alargamento de canais (anéis de
crescimento semicristalinos), a fragmentacao dos granulos, e residuos piramidais.

Em um estudo subsequente, Zhang; Venkatachalam; Hamaker, (2006)
reportaram que a digestibilidade lenta dos amidos de cereal é determiada pela
estrutura supramolecular da estrutura cristalina tipo-A, incluindo a distribuicdo e a
perfeicdo nas regiodes cristalinas.

Além disso, Vermeylen et al., (2004) mostraram que existe uma diferenca
menor entre a densidade na lamela amorfa e cristalina dos amidos tipo-A, quando
comparado aos amidos tipo-B. Ainda, a lamela amosfa dos amidos tipo-A
apresentam um grande nimero de ramificagdes (a,(1,6))(GERARD et al., 2000). A
presenca das ramificagbes da amilopectina na regido amorfa, pode explicar o
aumento na cristalinidade do amido de pinhdo apés a hidrélise enzimatica (Tabela
5).

Este comportamento também pode ser confirmado pelo deslocamento da
curva de distribuicao GPC em gel 2B CL para a direita (Figura 10) e pela diminuicao
das cadeias de amilose (F1) apds a hidrolise enzimatica (Tabela 3), levando a
conclusdo de que o ataque enzimatico ocorreu principalmente na regiao amorfa e
com pouca intensidade nas cadeias laterais da amilopectina.

Na Figura 12 estédo representadas os difratogramas de raio-X dos amidos de
pinhdo. Verifica-se que a presenca de fortes picos no angulo de difracdo 26 em 15°,
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17°, e 23° e um leve pico em 5,7° no amido de pinhdo nativo. Segundo Cai et al.,
(2014) e Cheetham e Tao, (1998) o amido tipo-A é caracterizado pela presenca de
picos no angulo de difracéao 26 e, 15°, 17°, 18° e 23° enquanto que o amido tipo-B se
caracteriza pela presenga de picos em 5,6° 15° 20°, 22° e 24°. O amido tipo-C é
caracterizado pela mistura dos tipos A e B, com picos nas mesmas regides que foi

verificado para o amido de pinhdo em 5,7°, 15°, 17°, e 23°.
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Figura 12 Difratogramas de raio-X dos amidos de pinh&o nativo e modificados por
tratamento térmico de baixa umidade (TTBU), annealing (ANN), ultrassom (SNT) e

hidrolise enzimatica (ENZ)

Apbs a modificagdo com TTBU foi possivel verificar o desaparecimento do
pico no angulo de difragdo 26 em 5,7° e a intensificacdo de um pico em 18°,
alterando assim a cristalinidade do amido de tipo-C para tipo-A. Este mudanga no
padréo de difragéo foi verificado em alguns amidos quando submetido ao TTBU
(KLEIN et al., 2013; VERMEYLEN; GODERIS; DELCOUR, 2006).

Devido ao movimento lateral e adjacente na lamela cristalina quando os

amidos sdo submetidos aos TTBU, mencionado por Vermeylen; Goderis; Delcour,
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(2006), acredita-se que este fendbmeno promoveu a perda do pico inicial em 5,7°
alterando a cristalinidade do amido de pinhao.

Nos demais tratamentos ocorreu uma manutencao dos picos, sendo que o
ANN favoreceu o pico em 5,7° (Figura 12). Este comportamento indica uma estrutura
cristalina mais organizada, apdés o tratamento, conforme a teoria proposta por
Vamadevan et al., (2013).

Diante do exposto acima, é possivel destacar que as modificagbes promovem
diferentes mudangas estruturais na regiao cristalina do amido de pinhdo. O ANN
melhorou a lamela cristalina e o TTBU, o SNT e a ENZ perturbaram a organizacao

lamelar.

4.1.4 Propriedades térmicas

As propriedades térmicas dos amidos nativo e modificados de pinhao estédo
apresentados na Figura 13 e nas Tabela 6 e 7. As amostras foram submetidas ao
aquecimento sem presencga de agua, com o objetivo de verificar as temperaturas de
fusdo dos amidos e a entalpia envolvida no processo (Tabela 6) e na presenca de
agua (3 vezes o peso da amostra) para verificar as temperaturas de gelatinizagao,
bem como a entalpia envolvida no processo (Tabela 7).

A gelatinizacdo do amido é geralmente considerada quando ocorre em
excesso de agua (mais que 100% de agua em relagdo ao peso de amido em base
seca), enquanto que a fusao corresponde ao desaparecimento da cristalinidade do
amido em condi¢des de hidratagéo restrita. A designagao de fusdo do amido inclui a
perda da cristalinidade e estrutura granular (COLONNA; BULEON, 2010).
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Figura 13 Curvas de DSC dos amidos de pinh&o nativo e modificados por tratamento térmico de baixa umidade (TTBU), annealing
(ANN), ultrassom (SNT) e hidrolise enzimética (ENZ), (a) com destaque entre as temperaturas 120-160°C nas curvas de fuséao, (b)

entre as temperaturas de fusdo 140-200 °C e (c) as curvas de gelatinizagdo do amido entre 50-90°C.
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Tabela 6 Temperatura inicial (To), temperatura de pico (Tp), temperatura final (Tc),
diferenca de temperaturas (Tc-To) e entalpia (AH) de fusdo dos amidos de pinhao

nativo e modificados

Tratamentos To (°C) Tp (°C) Tc (°C) AH (J/9)

Nativo

1°pico 111,70 120,75 128,65 1,20

2° pico 139,78 143,02 148,10 1,14

3°pico 149,77 152,18 161,91 218,70
TTBU

1°pico - - - -

2°pico - - - -

3¢ pico 165,26 166,40 172,88 160,63
ANN

1°pico - - - -

2°pico 121,33 134,87 155,74 24,45

3¢ pico 161,98 163,53 169,63 165,28
SNT

1°pico - - - -

2°pico 121,60 145,87 160,58 16,75

3°pico 164,20 165,90 172,42 156,64
ENZ

1°pico 111,94 121,94 135,42 0,98

2°pico - - - -

3°pico 156,04 157,91 165,48 147,76

As mudancas endotérmicas e exotérmicas expressas pelas curvas de DSC
indicam eventos ou reacgdes tais como transicao vitrea, fusdo ou gelatinizacao que
ocorrem durante a andlise. As analises de DSC também podem prover informacdes
sobre as interacbes do amido com outro componentes, o efeito da agua e de outros
plastificantes e as propriedades relacionadas com estes eventos (HABITANTE et al.,
2008; SCHLEMMER; OLIVEIRA; SALES, 2007; WASSERMAN et al., 2007; ZHONG;
SUN, 2005).
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Na avaliagdo das propriedades térmicas com umidade restrita
(aproximadamente 10%), o amido nativo de pinhdo apresentou trés picos
endotérmicos quando submetido ao aquecimento pelo DSC, ja os amidos
modificados por ANN, SNT e ENZ apresentaram dois picos endotérmico € o amido
modificado com TTBU apresentou apenas um pico endotérmico (Figura 13a-b).

Pesquisas sobre o comportamento térmico do amido sob diferentes
proporcdes de agua (11-50%) verificaram diferentes picos endotérmicos. Estes
foram atribuidos a fusdo dos cristais de amilopectina (150-200°C em amido com
11% de umidade), o pico entre 90-120°C foi considerado resultado da transicdo de
fase do complexo amilose-lipidio (LIU et al., 2006; SHOGREN, 1992). O pico entre
100-140°C, denominado endoterma Z foi atribuido ao annelamento dos cristais de
amilopectina durante a anadlise (LIU et al., 2006; SHOGREN, 1992).

Com base na posicdo dos picos, pode-se inferir que o primeiro pico em
120,75°C no amido nativo de pinhdo se refere ao complexo amilose-lipidio (AH 1,20
J/g) e o0 segundo pico em 143,02 °C pode ser atribuido ao annelamento dos cristais
de amilopectina durante a andlise (AH 1,14 J/g) (Figura 13a), sendo estes pouco
significativos. O terceiro pico que aparece em 152,18 °C pode ser atribuido a
completa fusdo dos cristais de amilopectina e requer uma elevada energia (AH
218,70 J/g) (Figura 13b).

Analisando a amostra modificada por TTBU, pode-se verificar somente o pico
da fusdo da amilopectina foi detectado (Figura 13b), apresentando uma entalpia de
fusdo dos cristais menor que o amido nativo. Pinto et al., (2014) verificarm que o
TTBU promoveu a abertura parcial das duplas hélices das cadeias lateriais de
amilopectina e as a-hélices das cadeias de amilose. Esta comportamento pode
promover uma menor interagdo com os lipideos presentes na amostra de amido de
pinhdo, promovendo o desaparecimento do pico endotérmico (Tabela 6).

Este resultado confirma o efeito do TTBU na regido cristalina do amido de
pinhdo verificado pela cristalinidade relativa (Tabela 5) e pela conformacdo do
padréo de raio-X (Figura 12).

Apoés a modificagdo do amido de pinhdo com ANN observou-se apenas dois
picos, sendo que o pico referente ao annelamento dos cristais de amilopectina
apresentou entalpia maior que o referido pico no amido nativo (Tabela 6). Este
comportamento pode ser decorrente da organizacdo molecular que ocorre durante a
modificagdo, aumentando assim a entalpia requerida durante a andlise de DSC. Este
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comportamento foi verificado anteriormente por Liu et al., (2006) constatou que a
temperatura do pico diminuiu e a entalpia do processo aumentou, pelo aumento na
organizacgao da regiao cristalina ap6s o ANN (169,63 °C).

A amostra submetido ao tratamento com SNT apresentou dois picos
endotérmicos. O primeiro pico, referente ao anelamento dos cristais de amilopectina
(AH 16,75 J/g) foi mais intenso que o respectivo pico presente no amido nativo e
menos intenso quando comparado ao ANN. O segundo pico, referente a fusao dos
cristais da amilopectina, apresentou temperaturas de fusdo semelhante ao TTBU e o
ANN e a entalpia requerida no processo foi menor que o amido nativo, o TTBU e o
ANN, sugerindo que com este tratamento os cristais apresentaram menor
estabilidade térmica (Tabela 6).

Ao avaliar a amostra modificada por ENZ, pode-se verificar dois picos, sendo
o primeiro referente a transicao de fase do complexo amilose-lipidio, que se manteve
apdés a modificacdo e o pico referente a fusdo dos cristais de amilopectina. A
endoterma referente a fusdo dos cristais, foi 0 que apresentou menor efeito apos a
modificacédo (Tc, Tp e Tc), quando comparado aos demais amidos modificados e a
entalpia foi a menor verificada dentre todas as amostras (Tabela 6). Nao foi
detectado o pico referente ao anelamento dos cristais de amilopectina nesta
amostra.

Este comportamento da amostra modificada por ENZ pode estar relacionada
com as mudancgas estruturais causadas pela acao enzimatica e a possivel formacao
de poros nos granulos, alterando a absor¢do de dgua e a energia necessarias para
as mudancas de estado fisicos que ocorrem durante a analise.

O aumento nas temperaturas de fusdo To, Tp e Tc apds o TTBU pode ser
atribuido as mudancgas estruturais com os granulos de amidos apds as modificagoes,
que envolvem interacbes amilose-amilose e amilose-lipidios, diminuindo a
mobilidade das cadeias na lamela amorfa (HOOVER, 2010). O efeito do TTBU e do
ANN nos granulos de amido € verificado pelo aumento das temperaturas de
gelatinizagcéo e diminuicdo da entalpia (HOOVER, 2010).

Com base nos dados obtidos, pode-se concluir que as temperaturas de fusao
dos cristais de amilopectina seguem padrdo semelhante ao da gelatinizagdo do
amido (Tabela 7), discutidas na sequéncia.

A andlise térmica dos amidos em excesso de agua (gelatinizacao)
demosntrou um aumento nas To, Tp e Tc dos amidos modificados, exceto no
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tratamento com SNT (Tabela 7). Além disso, € possivel verificar na Figura 13c que o
TTBU e o ANN promoveram um deslocamento do pico endotérmico para a direita,
de forma mais acentuada, quando comparados com o amido nativo e as demais
modificagdes (SNT e ENZ).

O aumento nas temperaturas de gelatinizagdo To, Tp e Tc € atribuido as
mudancas estruturais com os granulos de amidos, que envolvem interacdes
amilose-amilose, amilose-amilopectina, diminuindo a mobilidade das cadeias na
lamela amorfa, fusdo/gelatinizacdo dos cristais, sendo mais intensos apés o TTBU
(HOOVER, 2010; PERERA; HOOVER; MARTIN, 1997).

Vamadevan; Bertoft; Seetharaman, (2013) e Vamadevan et al., (2013)
avaliaram 16 amostras de amidos classificados em 4 grupos de amilopectina (grupo
1 cereais como cevada e aveia, grupo 2 arroz, arroz ceroso, sago, grupo 3
mandioca, raizes e feijao Mung e grupo 4 batata, batata ceroso, inhame e canna).
Estes autores verificaram que os parametros de gelatinizagdo dos amidos nativos
foram influenciados pela organizagdo interna e alinhamento das duplas hélices da
amilopectina, sendo que a densidade dos cristais, a espessura da lamela e a energia
livre na face cristalina (cristais com defeitos) sdo os principais fatores que
influenciam as temperaturas envolvidas no processo e fusdo e gelatinizacdo dos
granulos de amido.

Varatharajan et al., (2010) atribuiram o aumento nas temperaturas To, Tp e
Tc em amidos de batata como a fusado dos cristalitos tipo-B presentes nos granulos
nativos, formagao de cristalitos tipo-A, sendo que a formagéo dos cristalitos ocorreu
pela interagdo entre as cadeias amilose-amilose, amilose-amilopectina e
amilopectina-amilopectina durante a modificagdo com TTBU. Ja para o amido ceroso
de batata o0 aumento das temperaturas foi atribuido pela fusédo dos cristalitos tipo-B e
alguns cristalitos tipo-A presentes no amido nativa, formacédo de cristalitos tipo-A
durante o TTBU e os cristalitos resultantes da interacdo amilopectina-amilopectina.

O efeito do ANN sobre as propriedades térmicas, bem como a teoria do efeito
do ANN na correcdo dos defeitos fisicos na estrutura cristalina foi proposta por
Vamadevan et al., (2013). Estes autores concluiram que as condi¢des de equilibrio
durante o ANN podem facilitar a reorientagdo das duplas hélices ndo empacotadas
na regiao cristalina, possibilitando a redugédo da heterogeneidade dos cristais depois
da modificacdo. O elevado Tc-To é um indicativo de que o TTBU permitiu a
formacdo de cristalitos com diferentes estabilidades térmicas (ADEBOWALE;
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AFOLABI; OLU-OWOLABI, 2005; KLEIN et al., 2013). Pode-se observar que o ANN
apresentou o menor Tc-To (Tabela 6), confirmando o efeito do ANN no amido de
pinh&o.

Tabela 7 Temperatura inicial (To), temperatura de pico (Tp), temperatura final (Tc),
diferenca de temperaturas (Tc-To) e entalpia (AH) de gelatinizacdo dos amidos de

pinhao nativo e modificados

Tratamentos To (°C) Tp (°C) Tc (°C) Tc-To (°C) AH (J/g)
Nativo 54,25 60,15 68,22 14,67 11,60
TTBU 64,89 69,69 76,07 11,18 2,84
ANN 61,87 64,99 69,71 7,84 7,20

SNT 53,17 58,36 65,18 12,01 11,73
ENZ 55,23 63,43 67,15 11,92 11,20

E possivel verificar também, que o SNT diminuiu 0 Tp e o Tc do amido de
pinhdo. Este comportamento sugere um efeito leve do ultrassom, devido as
condicdes brandas empregadas durante o processo, nao promovendo alteracdées na
entalpia necessaria para a gelatinizacao do amido (Tabela 7).

Jambrak et al., (2010) modificaram amido de milho com ultrassom em
diferentes tempos e poténcias. Os autores verificaram uma manutencado na To e Tp
e uma reducao no Tc, além da reducao da entalpia em alguns dos tratamentos que
envolveram o uso de banho de ultrassom e probe de ultrassom com o maior tempo
(30 min) e maior poténcia (400 w). Os autores concluiram que a reducao da entalpia
indica a perda da organizacdo das duplas hélices pelo efeito da cavitacdo do
ultrassom.

O ENZ também néo alterou a entalpia de gelatinizagdo, e aumentou apenas o
Tp, sugerindo que o grau de hidrélise de 7% nao foi suficiente para promover
alteracOes nas propriedades térmicas no amido de pinhdo. Esta caracteristica pode
ser um fator importante na producdo dos nanocristais, pois este pré-tratamento
favorece a formagéo de particulas com menor tempo de hidrolise acida (LECORRE
et al., 2012b) e ndo causou perdas nas propriedades térmicas do amido (Tabela 7).

A variacéo nas entalpias de gelatinizacdo pode ser explicada pelas forgas de
ligacdo entre as duplas hélices da amilopectina, que formam a regido cristalina
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(SANDHU; SINGH, 2007). Cada modificagdo promoveu certa reorganizagao
estrutural alterando o alinhamento das ligacées de hidrogénio nas moléculas de
amido, sendo o TTBU e o ANN os mais intensos.

Os pré-tratamentos aplicados promoveram pequenas alteracées na estrutura
molecular (Figuras 8 e 10, Tabela 3) e com maior intensidade nas propriedades de
pasta (Figura 11) e nas propriedades térmicas (Tabela 6) e manutengédo ou pequena
reducdo na cristalinidade relativa (Tabela 5). Estas caracteristicas indicam que as
modificacdes aplicadas podem ser benéficas na producdo de nanocristais, visto que
o0 amido nado perdeu a cristalinidade e nem foi gelatinizado durante os tratamentos

aplicados nos amidos de pinh&o.

4.1.5 Conclusao

As modificagdes as quais o0 amido de pinhdo foi submetido promoveram
alteragdes nas propriedades de pasta, cristalinidade e nas propriedades térmicas,
sendo que o TTBU foi o que apresentou o efeito mais intenso em todas as
propriedades analisadas. Com estes resultados, € possivel inferir que todas as
modificacbes aplicadas no amido de pinhdao apresentam potencial para exercer a
funcao de pré-tratamento a hidrélise acida, na producéao de nanocristais, podendo-se

obter melhorias no processo.

4.2 Estudo 2 - Pré-tratamentos nos amidos de feijao Carioca

4.2.1 Estrutura molecular

Os amidos de feijao nativo e modificados foram avaliados em coluna GPC
(Sheparose 2B CL), sendo que o distribuicdo do peso molecular das fragdes
expressos pelo conteudo de carboidratos € 0 comprimento de onda maximo (Amax)
referente a ligagdo com iodo foram analisados e estdo representadas na Figura 14
a-d.
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Figura 14 Cromatografia de exclusdo de tamanho em gel Sepharose CL 2B CL (GPC) dos amidos de feijao nativo e modificados
por (a) tratamento térmico de baixa umidade (TTBU), (b) annealing (ANN), (c) ultrassom (SNT) e (d) hidrélise enzimatica (ENZ). No
eixo principal o conteudo total de carboidratos (linhas continua, pontilhada e tracejada) e no eixo secundario o comprimento de
onda maximo (Amax) (m nativo, ¢ TTBU, A ANN, o SNT, A ENZ).
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Pode-se verificar pequenas alteragdes na concentragdo de carboidratos, apds
a separacao nas colunas em gel Sheparose 2B CL, no entanto, ndo foi possivel
verificar alteragdes no perfil de distribuicdo nas cadeias € nem no Amax, resultado das
ligagbes com iodo do amido de feijado quando comparado ao amido nativo (Figura
14).

Para confirmar este comportamento as amostras foram desramificadas com
as enzimas pululanase e isoamilase e eluidas em coluna GPC com gel de agarose
6B CL (Figura 15, Tabela 8).

A fracdo F1 representa cadeias com alto peso molecular, que apds a
desramificacdo representam as cadeias de amilose, seguidas da fracdo F2 que
representa a porgdo de materiais intermediarios e a fragdo F3 se refere as cadeias
curtas provenientes das cadeias laterais das ramificagbes da molécula de
amilopectina (VAMADEVAN et al., 2014).
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Figura 15 Cromatografia de exclusdo de tamanho em gel (GPC) Sepharose CL 6B
CL dos amidos de feijao nativo, e modificados por tratamento térmico de baixa
umidade (TTBU), annealing (ANN), ultrassom (SNT) e hidrélise enzimatica (ENZ),
desramificados com pullullanase e isoamilase. No eixo principal o contetudo total de
carboidratos. F1 - cadeias lineares longas de glicose, F2 — materiais intermediarios e
F3 — cadeias curtas de glicose.
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Na Figura 15, pode-se verificar pequenas alteragdes na concentracdo de
carboidratos apds a separacao nas colunas em gel Sheparose 6B, no entanto, nao
foi possivel verificar alteragbes no perfil de distribuicdo nas cadeias. Pode-se
observar um leve deslocamento da distribuicdo nas fracdes de F1 para F2, quando
os amidos foram submetidos ao tratamento SNT e ENZ (Tabela 8). Este
comportamento ocorreu devido ao cisalhamento causado pelas microbolhas geradas
durante o processo de SNT (Suslick, 1990) e a hidrélise de algumas cadeias apds o
tratamento ENZ (KIM; PARK; LIM, 2008). A cavitacdo gerada pelo ultrassom
promove a quebra de ligacdo C-C e a formacao de cadeias mais lineares (Suslick,
1990).

Tabela 8 Fractes moleculares (FM) do amido de feijao Carioca desramificado nativo
e modificados

Frac6es moleculares do amido desramificado

Tratamentos
F1 (%) F2 (%) F3 (%)
Nativo 13 26 61
TTBU 13 26 61
ANN 13 26 61
SNT 12 27 61
ENZ 12 27 61

F1 - cadeias lineares longas de glicose, F2 — materiais intermediarios e F3 — cadeias curtas de
glicose.

Na Figura 16 esta representada a hidrélise do amido de feijao Carioca com a-
amilase por duas horas a 37°C.

A hidrélise enzimética por a-amilase ocorre randomicamente nas ligacoes
a,(1-4) e preferencialmente na regido amorfa (TESTER; QIl; KARKALAS, 2006),
sendo que apos duas horas de tratamento, o amido apresentou um percentual de
hidrélise de 3%. Este resultado mostra a reduzida agdo enzimatica no amido de
feijao, confirmada pela pequena variagdo na fragcdo F1 do amido desramificado
(Tabela 8).
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Figura 16 Perfil de hidrélise dos amidos de feijdo Carioca com enzima a- amilase
por 2h

Comparando os resultados da hidrolise do amido de feijao Carioca (Figura 16)
e do amido de pinhao (Figura 9), observa-se que o amido de feijao € mais resistente
a hidrélise por a-amilase, com apenas 3% de hidrélise, enquanto que, amido de
pinhdo apresentou 7%. Este comportamento pode ser atribuido a origem botéanica,
ao conteudo de amilose, a cristalinidade relativa e a organizacdo das cadeias
laterais da amilopectina presentes nos amidos (BLAZEK; GILBERT, 2010; GALLANT
et al., 1992; KIM; PARK; LIM, 2008; LECORRE et al., 2012; O'BRIEN; WANG, 2008;
UTHUMPORN; ZAIDUL; KARIM, 2010; ZHU; WANG; WANG, 2013).

4.2.2 Propriedades de pasta

As propriedades de pasta, tais como pico de viscosidade, viscosidade
minima, quebra, viscosidade final, tendéncia a retrogradagao e temperatura de pasta
dos amidos de feijao nativo e modificados estdo representadas na Figura 17 e os
valores obtidos para cada parametro estdo apresentados na Tabela 9.

O TTBU promoveu um decréscimo em todos os parametros de viscosidade
no amido de feijao Carioca, sendo o unico tratamento que promoveu aumento na

temperatura de pasta (Tabela 9 e Figura 17).
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As mudangas nas propriedades de pasta que ocorrem com o TTBU séao
atribuidas a reducao do poder de inchamento granular e a lixiviacdo da amilose,
além do aumento das interagdes entre as cadeias de amido e o aumento da rigidez
do granulo (VASANTHAN; HOOVER, 1994). O TTBU em amidos de leguminosas,
em geral, promove redugao no lixiviamento da amilose, no inchamento dos granulos
e no pico de viscosidade e aumento nas temperaturas de gelatinizacao,
susceptibilidade a acdo da a-amilase e hidrélise acida. Estas mudancas sao
atribuidas a interacao de diversos fatores, tais como: (1) conteudo de amilose, (2)
interacbes entre as cadeias do amido, (3) organizacdo das cadeias de amilose na
regiao amorfa e (4) complexos entre amilose-lipidios (HOOVER et al., 2010).

O ANN promoveu redugao no pico de viscosidade e quebra, nao alterou a
viscosidade minima e aumentou a viscosidade final.

A reducgao da quebra € oriunda desta reorganizagao a nivel granular ap6s as
modifica¢des, fazendo com que o amido se torne mais resistente ao cisalhamento e
ao aquecimento (ADEBOWALE et al., 2009)
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Figura 17 Propriedades de pasta dos amidos de feijdo Carioca nativo e modificados
por tratamento térmico de baixa umidade (TTBU), annealing (ANN), ultrassom (SNT)
e hidrélise enzimatica (ENZ)
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O ANN promove uma reorganizacao nos granulos de amido que segundo
Vamadevan et al., (2013) consiste em uma organiza¢do nas cadeias adjacentes da
amilopectina (cadeias curtas e cadeias longas), permitindo uma correcao nos
defeitos das duplas hélices e promove o alinhamento destas duplas hélices. Com
isso, geralmente h4d um aumento na cristalinidade, fortalecendo assim os granulos
aumentando a temperatura necessaria para formacao de pasta (ADEBOWALE et al.,
2009).

O amido modificado por SNT apresentou poucas alteracbes quando
comparado ao amido nativo de feijao, aumentando apenas a viscosidade final (7%) e
a retrogradacao (15%) (Tabela 9 e Figura 17).

Tabela 9 Propriedades de pasta dos amidos de feijao nativo e modificados

Tratamentos Nativo TTBU ANN SNT ENZ
PV (cP) 2703,0+43 971,721 2280,5167 2681,5+15 2081,5+25
VM (cP) 1524,5+21 941,0+11 1564,5+11 1488,0+18 1658,519
QB (cP) 1178,5+22 30,7+12 662,0+3 1193,5+7 423,016
VF (cP) 3247,0+80 1583,7+14 3361,5+44 3509,5+36  3398,5+88
RT (cP) 1722,5159 642,7+7 1797,0+33 2021,5154 1740,0+79
TP (°C) 78,7+0,1 88,4+ 0,02 79,0+ 0,2 78,310,02 79,810,1

PV- pico de viscosidade; VM- viscosidade minima; QB- Quebra;VF- viscosidade final; RT- Tendéncia
a retrogradacao; TP- Temperatura de pasta.

Jambrak et al., (2010) estudaram o efeito do ultrassom nas propriedades
fisicas de amido de milho com diferentes intensidades (2, 34, 55, 73 Wcm?) e
tempos (15 e 30 min). Os autores verificaram um aumento na temperatura das
suspensodes depois do SNT, sendo que, os tratamentos com intensidade de 73 Wem®
2 nos dois tempos estudados, a temperatura final da suspensio ultrapassou 50°C.
Estes autores também verificaram aumento na viscosidade, analisada com
redmetro, nos tratamentos com intensidade de 73 Wem™. Por outro lado, os demais
tratamentos n&o apresentaram diferengas do amido nativo. Como concluséo, os

autores descrevem que 0 aumento na viscosidade € devido ao efeito de cavitacao
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causado pelo ultrassom e que a reatividade da agua aumentou durante o processo
envolvendo assim, pressoes elevadas que facilitaram a difusdo da agua para dentro
dos granulos de amido, especialmente nas regides amorfas.

Hu et al., (2013) estudaram o efeito de duas frequéncias de ultrassom de alta
poténcia (25 kHz + 40 kHz) e hidrélise com a-amilase nas propriedades e estrutura
de amidos de feijao Mung. Apés a hidrélise com a-amilose por 90 min a 60 °C, os
autores verificaram uma reducado de aproximadamente 70% na viscosidade do
amido de feijao Mung. Com a aplicacdo do ultrassom durante o processo de
hidrolise a viscosidade diminuiu 77% no tratamento com 25 kHz e 81% no
tratamento com 40 kHz e 87% com dupla frequéncia de ultrassom. Os autores
concluiram que a aplicacdo de dupla frequéncia de ultrassom promoveu maiores
danos a regido cristalina dos granulos, diminuindo assim, a viscosidade.

O efeito brando do ultrasom pode ser atribuido ao emprego de banho de gelo
durante a modificagado. Este recurso foi utilizado para evitar aumento da temperatura
da suspensao de amido e consequentemente degadacao térmica ou gelatinizagao
das amostras. Além disso, o emprego de 50% da amplitude, favoreceu a
preservacao da viscocisdade do amido de feijao. Como consequéncia a modificacao
nao foi tdo agressiva quando comparada aos resultados verificados na literatura.

A modificagao por ENZ promoveu um comportamento de pasta semelhante
ao ANN, diminundo o pico de viscosidade e a quebra e aumentando a viscosidade
final (Figura 11eTabela 9). Verifica-se que a hidrélise de apenas 3% reduziu 47% o
pico de viscosidade em relagdo ao amido nativo.

Os relatos relacionados com a hidrélise enzimatica de amidos descrevem que
esta ocorre em duas etapas, rapida e lenta. Na etapa com maior velocidade, as
enzimas atacam a regidao amorfa dos granulos, enquanto que a na etapa lenta, apds
longos periodos de reacao, a lamela cristalina é degradada (KIM; PARK; LIM, 2008).
As alteragbes na estrutura molecular dos granulos de amido durante a modificagéo
enzimatica afetam as propriedades de pasta de acordo com a intensidade do
tratamento (LEE; LEE; LEE, 2010).

A reducdo do pico de viscosidade apdés o ENZ, pode ser efeito da
desintegracdo de alguns granulos de amido mais frageis, diminuindo assim a
capacidade dos granulos de formar gel com a agua (UTHUMPORN; ZAIDUL;
KARIM, 2010).
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4.2.3 Cristalinidade

A cristalinidade relativa (CR) foi determinada pela difragdo de raio-X dos
amidos de feijao e esta apresentada na Tabela 10. O amido de feijao apresentou
cristalinidade relativa seguindo a ordem: ENZ>Nativo>ANN>SNT>TTBU (Tabela 10).

A diminuicdo da CR sob TTBU, em geral, é atribuida pela desrupcédo dos
cristalitos da amilopectina (CHUNG; HOOVER; LIU, 2009), movimento lateral e
adjacente e também ao longo do eixo, na lamela cristalina, que causa a ruptura dos
cristalitos em amidos que apresentam cristais tipo-B (HOOVER, 2010;
VERMEYLEN; GODERIS; DELCOUR, 2006). Neste estudo foi verificada uma
distribuicdo constante das cadeias de amilopectina (Figura 14 eFigura 15), apds o
TTBU, sugerindo que ndo houve rompimento da estrutura molecular, mas sim uma
organizagdo da regido cristalina (alinhamento e espessura da lamela cristalina) e
como reflexo disso, diminuigdo da CR (Figura 18).

O ANN nao promoveu alteragbes na CR dos amidos de feijao, quando
comparada a CR do amido nativo (Tabela 10). A manutencdo ou pequeno aumento
na cristalinidade € um comportamento que foi verificado na maioria das pesquisas
que envolvem ANN. Conforme a teoria proposta por Vamadevan et al., (2013) o
ANN promove uma correcdo nos defeitos das duplas hélices das cadeias de
amilopectina, favorecendo a manutengdo ou aumento da estrutura cristalina.

O SNT promoveu uma diminuicdo da CR em relagdo ao amido nativo de
feijao (Tabela 10). Este comportamento pode estar relacionado com agdo néo
seletiva do ultrassom, sendo que, a erosao causada pelo processo de cavitagao
promove alteracdes tanto na regido cristalina quanto na regiao amorfa dos granulo
de amido (KIM et al., 2013).

O aumento na CR promovido pela acao da a-amilase (Tabela 10) é resultado
da acao enzimatica, que ocorre em duas etapas. Na fase rapida (0-9h), a hidrdlise
promove a remogao da regido amorfa dos granulos, favorecendo a cristalinidade do
amido. Na sequéncia, a fase mais lenta (9-24h), a enzima promove erosdes na
regiao cristalina, causando alteragdes nas propriedades térmicas dos cristais,
facilitando o acesso da agua através dos poros dos granulos (KIM; PARK; LIM,
2008).
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Tabela 10 Cristalinidade relativa dos amidos de feijao nativo e modificados

Tratamentos CR (%)
Nativo 25,17
TTBU 23,24

ANN 25,04
SNT 24,40
ENZ 26,18

O amido nativo de feijao apresentou padrao de difragéao tipo C (A + B) com
picos intensos no angulo de difragdo 26 em 15.0°, 17.0°, 23° e um leve pico em 5.5°,
(Figura 18). Segundo Cai et al., (2014) e Cheetham e Tao, (1998) o amido tipo-A é
caracterizado pela presenga de picos no angulo de difragéo 26 e, 15°, 23° 17°e 18°
e 0 amido tipo-B se caracteriza pela presenca de picos em 5,6°, 15°, 20°, 22° e 24°.
O amido tipo-C é caracterizado pela mistura dos tipos A e B e a presenca de picos
na mesma regiao, 5,5° 15°, 17°, 23°.

Ap6s as modificagcbes com TTBU, SNT e ENZ foi possivel verificar o
desaparecimento do pico no angulo de difragdo 26 em 5,5° e uma intensificacao de
um pico em 18°. E possivel afirmar que houve uma alteragdo no padrdo de difracéo
do amido de tipo-C para tipo-A apo6s estas modificagdes (Figura 18). Este
comportamento ja foi verificado em alguns amidos quando submetido ao TTBU
(KLEIN et al., 2013; VERMEYLEN; GODERIS; DELCOUR, 2006) e ocorre devido ao
movimento lateral e adjacente na lamela cristalina quando os amidos sao
submetidos aos TTBU.

Apos o tratamento com ANN o pico em 5,5° foi intensificado (Figura 18). A CR
do amido de feijao apds o ANN néao sofreu alteragdes (Tabela 10), sendo possivel
verificar que a teoria proposta por Vamadevan et al., (2013) de que o ANN promove
uma melhora na estrutura cristalina dos amidos, intensificando os picos e em alguns

casos, aumento na CR pode ser aplicada para o amido de feijao.
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Figura 18 Difratogramas de raio-X dos amidos de feijao nativo e modificados por
tratamento térmico de baixa umidade (TTBU), annealing (ANN), ultrassom (SNT) e

hidrolise enzimatica (ENZ).

Bel Haaj et al., (2013) verificou que o tratamento com ultrassom com elevada
poténcia dissipada e longos periodos (75 min) resultou em uma destruicdo severa
dos clusters de amilopectina na lamela cristalina, levando a formagéo de particulas
em escala nanomeétrica com baixa cristalinidade ou amorfas.

Kim; Park; Lim, (2008) estudaram a fragmentagédo dos granulos de amido de
arroz ceroso por hidrolise enzimatica e posterior tratamento com ultrassom. Os
autores verificaram que a hidrélise enzimatica com a-amilase por até 9h nao alterou
0 padrdo de difracdo de raio-X da amostras, mas hidrélises mais extensivas (24h)
diminuiram consideravelmente a intensidade de difracao, concluindo que a hidrélise
inicialmente ocorre na regiao amorfa (até 9h) e posteriormente ocorre erosées na
regiao cristalina com a continuidade da hidrélise. Os autores concluiram que apesar
de ndo promover mudancas na difragdo de raio-X e a erosao que ocorre na regiao
amorfa nédo afetar a estrutura cristalina, afetou a fusdo dos cristais, possivelmente
pela rapidez com que a agua se infiltra na regiao cristalina, uma vez que a regiao

amorfa foi danificada.
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4.2.5 Propriedades térmicas

As propriedades térmicas dos amidos nativo e modificados de feijao Carioca
estdo apresentados nas Tabela 11 eTabela 12. As amostras foram submetidas ao
aquecimento sem presenca de agua, com o objetivo de verificar as temperaturas de
fusdo dos amidos e a entalpia envolvida no processo (Tabela 11) e na presenca de
agua (3 vezes o peso da amostra) para verificar as temperaturas de gelatinizacao,
bem como a entalpia envolvida no processo de gelatinizacao (Tabela 12) e as
curvas endotérmicas resultantes estdo apresentadas na Figura 19 a-c.

O amido nativo de feijao apresentou apenas dois picos endotérmicos quando
submetido ao aquecimento pelo DSC, com umidade reduzida (<10%). Estes picos
séo referentes ao anelamento dos cristais de amilopectina durante a analise (100-
160°C) e a a fusdo dos cristais de amilopectina (140-200°C), (Tabela 11),
respectivamente (LIU et al., 2006; SHOGREN, 1992).

Os amidos modificados por ANN, SNT e ENZ apresentaram o primeiro pico
endotérmico entre 149,75 e 154,89 °C e o segundo entre 158,81 e 165,40 °C. Ao
passo que, o amido modificado com TTBU apresentou o pico endotérmico Z a uma
temperatura inferior, sendo o To a 119,98 °C, sugerindo que além do efeito de
annelamento o TTBU favoreceu interacbes com os lipidios residuais da amostra
(Figura 19a).

O segundo pico endotérmico, resultado da fusao dos cristais da amilopectina,
foi deslocado para a direita apds as modificagbes no amido de feijao. O SNT foi o
tratamento que promoveu a menor alteracdo, mantendo também a entalpia do
processo. Nos demais tratamentos, as temperaturas aumentaram e a entalpia
diminui, com excecdo do ANN, onde a entalpia ndo apresentou alteragbes, em
relagdo ao amido nativo (Tabela 11).
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Figura 19 Curvas de DSC dos amidos de feijao Carioca nativo e modificados por tratamento térmico de baixa umidade (TTBU),
annealing (ANN), ultrassom (SNT) e hidrélise enzimatica (ENZ), ), (a) com destaque entre as temperaturas 100-160°C nas curvas
de fusao, (b) entre as temperaturas de fusdo 140-200 °C e (c) as curvas de gelatinizagdo do amido entre 50-100°C.
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O aumento nas temperaturas de fusdo To, Tp e Tc ap6s o TTBU pode ser
atribuido as mudancas estruturais com os granulos de amidos apés as modificacoes,
que envolvem interacbes amilose-amilose e amilose-lipidios, diminuindo a
mobilidade das cadeias na lamela amorfa (HOOVER, 2010).

A manutencgdo da entalpia ap6s a modificacdo com ANN, pode ser resultado
da correcéo dos defeitos fisicos da amilopectina que o ANN promove (VAMADEVAN
et al., 2013), fortalecendo a organizagdo molecular, aumentando assim as
temperaturas de fusdo e mantendo a entalpia (Tabela 11).

O efeito brando do SNT no amido de feijao, aumentou as temperaturas de
fusdo e diminui menos de 3% a entalpia. Este comportamento sugere que o
tratamento de ultrassom, nas condicbes empregadas, nao comprometeu as
propriedades térmicas do amido de feijao. Por outro lado, o tratamento ENZ
promoveu uma redugdo de 11% na entalpia do amido de feijao (Tabela 11 e Figura
19b).

Esta reducédo na entalpia sugere que o uso de um tratamento com 3% de
hidrélise enzimatica no amido de feijao promoveu mais danos a regido cristalina,
quando comparado ao tratamento nas mesmas condi¢des, ao amido de pinhao, que
apresentou 7% de hidrélise enzimatica (Figura 9) e manutencao na entalpia de fusao
dos cristais de amilopectina (Tabela 6).

O efeito das modificagdes nos granulos de amido de feijao foi verificado
também pelo aumento das temperaturas de gelatinizacdo e diminuicdo da entalpia
(Tabela 12 e Figura 19c). As modificagbes com TTBU, ANN e ENZ no amido de
feijdo promoveram um aumento na temperatura de inicio da gelatinizacdo. Apenas
as modificacbes com TTBU e ENZ promoveram aumento nas Tp e Tc. Por outro
lado, o amido modificado com ANN nao apresentou alteragdes nas Tp e Tc e
reducdo da entalpia de gelatinizacdo. O tratamento com SNT nao promoveu
alteragcdes em nenhuma propriedade térmica, e 0 ENZ nao promoveu alteragbes na
entalpia, quando comparados ao amido nativo (Tabela 12).

O aumento nas temperaturas To, Tp e Tc apdés o TTBU € atribuido as
mudangas estruturais com os granulos de amidos, que envolvem interagdes
amilose-amilose e amilose-lipidios, diminuindo a mobilidade das cadeias na lamela
amorfa (HOOVER, 2010).
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Tabela 11 Temperatura inicial (To), temperatura de pico (Tp), temperatura final (Tc),
diferenca de temperaturas (Tc-To) e entalpia (AH) de fusdo dos amidos de feijao

nativo e modificados

Tratamentos To (°C) Tp (°C) Tc (°C) AH (J/9)
Nativo
1° pico 143,90 142,38 143,72 0,88
2° pico 153,89 155,08 161,08 177,97
TTBU
1° pico 119,98 140,98 164,08 50,53
2°pico 167,87 169,50 175,51 144,79
ANN
1° pico 133,41 148,20 155,69 25,54
2°pico 161,54 161,82 167,96 177,93
SNT
1° pico 144,13 149,75 152,61 0,86
2° pico 156,39 158,81 165,17 176,05
ENZ
1° pico 152,13 154,89 160,68 2,95
2°pico 164,46 165,40 171,39 158,71

Varatharajan et al., (2010) atribuiram o aumento nas temperaturas To, Tp e
Tc em amidos de batata como a fusado dos cristalitos tipo-B presentes nos granulos
nativos, formagcao de cristalitos tipo-A com o TTBU e a formagdo dos cristalitos
ocorreu pela interacao entre as cadeias amilose-amilose, amilose-amilopectina e
amilopectina-amilopectina durante a modificagdo. No amido ceroso de batata, o
aumento das temperaturas foi atribuido pela fusao dos cristalitos tipo-B e alguns
cristalitos tipo-A presentes no amido nativo, formacao de cristalitos tipo-A durante o
TTBU e cristalitos resultantes da interagcdo amilopectina-amilopectina.

As alterag6es que ocorrem durante a modificagcdo com ANN foram estudadas
em indmeras pesquisas. A maioria dos autores propdéem uma reorganizagdo na
estrutura cristalina, formagdo de complexos entre amilose e lipidios e amilose-
amilopectina, em geral aumentando a To mais que a Tc. Vamadevan et al., (2013)

recentemente desenvolveram uma teoria de que o ANN promove uma correcao dos
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defeitos fisicos existentes na lamela cristalina, fazendo com que as cadeias laterais
da amilopectina que nao estdo em formato de dupla hélice se enovelem,
aumentando o empacotamento e a espessura da lamela.

Com isso, dependendo da origem botanica do amido (os autores sugerem 4
grupos - grupo 1 cereais como aveia, cevada e cevada cerosa; grupo 2 arroz com
média amilose, arroz ceroso, milho ceroso; grupo 3 amido de mandioca, feijao Mung;
grupo 4 amidos tipo B batata, batata cerosa, canna, e inhame), os fenébmenos
podem ocorrer com maior ou menor intensidade. O aumento da entalpia de
gelatinizacdo depois do ANN pode ser explicada pelo aumento do nimero de duplas
helices, aumento de ligagées de hidrogénio intra e intermolecular mais estaveis,

além do alongamento das duplas hélices através das ligacdes interhelicoidais.

Tabela 12 Temperatura inicial (To), temperatura de pico (Tp), temperatura final (Tc),
diferenca de temperaturas (Tc-To) e entalpia (AH) de gelatinizagdo dos amidos de
feijao nativo e modificados

Tratamentos To (°C) Tp (°C) Tc (°C) Tc-To (°C) AH (J/9)
Nativo 68,85 75,67 81,28 12,43 8,37
TTBU 80,18 83,00 87,71 7,53 5,78
ANN 71,45 75,65 80,61 9,16 8,13

SNT 68,95 75,23 81,12 12,17 8,25
ENZ 71,22 77,06 82,12 10,90 7,38

Jambrak et al., (2010) avaliaram o efeito da modificacdo com ultrassom em
amido de milho sob diferentes intensidades (2, 34, 55 e 73 W cm™®) e tempos (15 e
30 min). Estes autores verificaram que os tratamentos com ultrassom nao alteraram
as temperaturas de gelatinizacdo do amido de milho. Os tratamentos promoveram a
reducao da entalpia de gelatinizacdo, sendo que o tratamento mais intenso (73 W
cm? por 30 min) reduziu cerca de 42% a entalpia de gelatinizacdo. Esta reducao
verificada pelos autores indicou que uma menor quantidade de energia foi
necessaria para promover a gelatinizacao, quando comparado com o amido nativo
ou com as demais amostras modificadas. Eles verificaram também uma variagdo da
entalpia entre os amidos modificados e atribuiram a quebra da organizagdo das
duplas hélices como as responsaveis pela transi¢cdao da entalpia.
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Kim; Park; Lim, (2008) verificaram um leve aumento na entalpia apos 3h de
hidrélise com a-amilase, e posterior reducdo com o decorrer de 24h de hidrélise. Os
autores atribuiram este pequeno aumento sendo um indicativo de que o tratamento
com 3h promoveu um pequeno aumento na regido cristalina, pela formacao de
erosdes na regiao amorfa. Apds 9h os autores observaram uma redugao na entalpia
de gelatinizagdo, concluindo que este comportamento poderia ser resultado do
ataque enzimatico nas regides cristalinas. A reducdo da entalpia de gelatinizacao
confirma a hip6tese de que a hidrélise enzimdtica, promoveu danos a regiao
cristalina do amido de feijao.

Os pré-tratamentos aplicados promoveram pequenas alteragbes na estrutura
molecular (Figuras 14 e 15, Tabela 8) e com maior intensidade nas propriedades de
pasta (Figura 17) e nas propriedades térmicas (Tabela 12) e manutengdo ou
pequena reducao na cristalinidade relativa (Tabela 10). Estas caracteristicas indicam
que as modificagbes aplicadas podem ser benéficas na produgdo de nanocristais,
visto que o amido ndo perdeu a cristalinidade e nem foi gelatinizado durante os

tratamentos aplicados no amido de feij&o.

4.2.6 Conclusao

As modificagbes as quais o amido de feijao Carioca foi submetido
promoveram alteracbes nas propriedades de pasta, cristalinidade e nas
propriedades térmicas, sendo que o TTBU foi o que apresentou o efeito mais intenso
em todas as propriedades analisadas. Com estes resultados, € possivel inferir que
todas as modificagées aplicadas no amido de feijao Carioca apresentam potencial
para exercer a fungdo de pré-tratamento a hidrélise &cida, na produgdo de

nanocristais, podendo-se obter melhorias no processo.

4.3 Estudo 3 - Producao dos nanocristais de amido de pinhao

Os resultados do Estudo 3 sao referentes a producdo de nanocristais de
amido utilizando as modificacdes empregadas no Estudo 1 como pré tratamento.
Um pré-tratamento considerado ideal para a producdo de nanocristais de

amido, deve promover rupturas e orificios nos granulos e permitir uma melhor
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difusdo do &cido através dos granulos de amido (LECORRE et al., 2012b), sem

comprometer a estrutura cristalina.
4.3.1 Cinética e rendimento da hidrélise

As amostras de amido de pinhao nativo e pré-tratadas com TTBU, ANN, SNT
e ENZ foram submetidas a hidrélise acida com H.SO, 3M a 40°C por 7 dias. O
comportamento desta hidrolise foi monitorado a cada 24 horas e esta representado
na Figura 20. E possivel observar que todas as amostras de amido de pinh&o
apresentaram o mesmo perfil de hidrélise, com dois estagios. Uma hidrélise
relativamente rapida até o terceiro dia, seguida de uma fase com menor velocidade
até o final da hidrolise (Figura 20).

Este comportamento bifasico da hidrolise do amido tem sido atribuida como a
hidrélise das regibes mais amorfas dos granulos de amido na fase rapida e durante
a fase lenta, o material cristalino é degradado lentamente (HOOVER, 2000). Ao final
dos processos, obteve-se o rendimento da hidrélise que esta apresentado na Tabela
13.

As amostras de amido nativo e pré-tratados apresentaram uma reducao no
rendimento da hidrélise de 5 para 7 dias de reacdo (Tabela 13). Apdés o pré-
tratamento com TTBU, o rendimento da hidrélise foi 44% maior que o rendimento do
amido nativo, seguido pelo pré-tratamento com SNT, que promoveu um aumento de
31%. Este comportamento diferenciado entre os amidos se deve as alteragdes na
organizagao molecular do amido causado pelos pré-tratamentos de forma distinta,

melhorando o rendimento das hidrélises.
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Figura 20 Curvas de hidrolise 4cida dos amidos de pinh&o nativo e pré-tratado com
tratamento térmico de baixa umidade (TTBU), annealing (ANN), ultrassom (SNT) e

hidrolise enzimatica (ENZ).

Brumovsky; Thompson, (2001) propuseram que uma hidrélise acida parcial
poderia atacar preferencialmente a regidao amorfa dos granulos, aumentando a
acessibilidade aos terminais das cadeias livres associadas com as duplas hélices.

Além disso, Nakazawa; Wang, (2003), propruseram que a estrutura tipo-A
presente nos amidos, dificulta a acdo do acido, por serem mais compactas,
enquanto que as estruturas tipo-B apresentaram maior no grau de hidrélise,
provavelmente devido a sua estrutura menos compacta.

Duas teorias foram estabelecidas por Hoover (2000) quanto ao
desenvolvimento da hidrélise acida em amidos, sendo a primeira referente a
densidade do empacotamento das cadeias de amido entre os cristalitos, dificultado a
penetracdo do ion H3O". A segunda teoria é que, para que a hidrélise acida aconteca
nas ligagdes glicosidicas, € necessario que ocorra uma mudan¢a conformacional
nas unidades D-glicopiranosil (cadeira>meia cadeira). A imobilizacdo da
conformacao deste acucar devido ao denso empacotamento das duplas hélices das
cadeias de amilopectina na regido cristalinza pode dificultar a transicao

conformacional requerida para que a hidrélise ocorra.
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Tabela 13 Rendimento da hidrdlise acida nos amidos nativo de pinhao e com pré-

tratamentos
1 Rendimento da hidrdlise (%)
Tratamentos
5 dias 7 dias
Nativo 10,231£0.96 *b 8,2310,17 b
TTBU 14,73+0,93 *a 12,50£0,23 a
ANN 11,70+0,57 *ab 9,31+0,83 b
SNT 13,43+1,38 *ab 8,84+0,72 b
ENZ 11,50+0,20 *ab 8,630,083 b

'Os resultados sdo a média de duas determinagdes. Os valores com diferentes letras letras
minusculas na mesma coluna diferem entre si (p<0.05). * e ns na mesma linha representam diferenga e
nao diferencga significativa, respectivamente, entre as médias submetidas ao teste de t a 5% de probabilidade de
erro.

Segundo Ambigaipalan et al., (2014); Hoover; Manuel, (1996b); Varatharajan
et al., (2010), ap6s o tratamento com TTBU os amidos, em geral, apresentam uma
reducéo na hidrdlise acida com HCI 2,2 M por pelo menos 30 dias. No entanto, em
nosso estudo, o TTBU n&o apresentou diferengcas em relagdo ao amido nativo
(Figura 20). Uma hipdtese que pode justificar esta diferenga no comportamento entre
os amidos estudados anteriormente e o amido de pinh&o, seria o tipo e a
concentracao do acido utilizado na hidrélise.

Angellier et al., (2004) testaram diferentes temperaturas, concentra¢des de
acido, concentracbes de amido, tempo de reacdo e velocidade de agitacdo na
producdo de nanocristais de amido de milho ceroso. Os autores obtiveram
nanocristais em suspensao aquosa depois de 5 dias de hidrélise com H.SO4 3,16 M
a 40 °C com agitacdo de 100 rpm e concentracdo de amido de 14,69% com
rendimento da hidrélise de 15,7% e o mesmo formato dos nanocristais obtidos pelos
métodos classicos de hidrélise com HCI por 40 dias.

O pré-tratamento com ANN apresentou uma reducdo de 5% até o 5° dia de
hidrélise, quando comparado ao amido nativo, mas n&o apresentou diferengcas com
0 amido nativo ap0s 7 dias de hidrélise (Figura 20).

Hoover; Vasanthan, (1994) estudaram o efeito do ANN no grau de hidrélise
acida de amidos anelados de trigo, batata e lentiiha e também verificaram uma
reducéo de 5% depois de 7 e 20 dias, em comparagdo aos respectivos amidos
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nativos. Os mesmos autores verificaram um aumento de 14% na hidrélise do amido
de aveia. A reducéo foi atribuida como efeito da reorganizacao intermediarias entre
as zonas cristalinas e amorfas, causada pelo annealing. Pode-se concluir que a
reorganizacao promovida pelo ANN no amido de pinh&o, proporcionou uma protecao
a regiao cristalina do granulo de amido, ndo sendo definitiva, podendo ser destruida
com a hidrélise com H>SO4 3M mais prolongada.

O ultrassom pode promover a quebra de ligagdes moleculares C-C e a
formacao de radicais com cadeias longas, devido ao efeito da cavitagdo (SUSLICK,
1990). Pode-se verificar na Tabela 3, que este efeito foi leve e ndo causou grandes
danos na estrutura molecular do amido de pinh&o e apresentou o mesmo perfil de
hidrélise, quando comparados ao amido nativo (Figura 20). Aos 7 dias de reacao foi
possivel verificar um aumento na hidrolise acida, que pode estar relacionado com a
desorganizagao e leve rompimento das cadeias na regido amorfa e um colapso nas
duplas hélices da amilopectina facilitando o acesso do acido para realizar a hidrélise.
Este pré-tratamento pode ser uma alternativa para diminuir o tempo de hidrdlise na
producao de nanocristais de amido.

O pré-tratamento ENZ promoveu um aumento na hidrdlise de
aproximadamente 5% em relagdo ao amido nativo. Diferentemente dos resultados
verificados neste trabalho, Lecorre et al., (2012b) avaliaram a hidrélise do amido por
trés enzimas amiloliticas para serem empregadas como pré-tratamento na producao
de nanocristais de amido. A enzima glucoamilase apresentou a melhor performance
e foi selecionada para a produgdo dos nanocristais. Os autores verificaram a
formacdo de nanocristais depois de 6h de hidrdlise acida e um rendimento de
hidrélise de 15%, geralmente encontrado apds 5 dias pela hidrélise convencional,
em apenas 45h (1,8 dias) de reacdo. Eles concluiram que as enzimas a-, 3- e gluco-
amilase foram eficientes na formagédo de microporos nos granulos de amido e que o
pré-tratamento enzimético pode ser uma alternativa na redugéo do tempo envolvido
na producao dos nanocristais.

Algumas possibilidades podem ser indicadas para as divergéncias dos
resultados verificados na literatura e os encontrados neste estudo. A conducao da
hidrélise enzimatica foi realizada em grandes volumes (3 L de suspensédo de amido)
e submetidas a agitacao constante. O aumento de escala (RIOS et al., 2004) e o
emprego da enzima a-amilase e nao glucoamilase (LECORRE et al., 2012b) podem

ter sido responsaveis pela baixa eficiéncia do tratamento enzimatico.
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Apesar da baixa eficiéncia, o pré-tratamento TTBU, confirma a hipétese de
que utilizar pré-tratamentos fisicos na producdo de nanocristais pode aumentar o

rendimento do residuo recolhido apés a hidrélise.

4.3.2 Estrutura molecular

A distribuicdo das cadeias dos nanocristais hidrolisados por 5 e 7 dias foi
verificada por GPC depois de desramificadas (Figura 22 eFigura 23) e a
porcentagem de cada fracdo (F1, F2 e F3) estd relacionada na Tabela 14. A
separacgao por GPC revelou a presenga de duas fragdes apenas, que incluem uma
pequena porcentagem de materiais intermediarios (F2) e uma grande quantidade de
cadeias curtas (F3).

O desaparecimento da fracdo F1, verificada quando comparamos estes
mesmos amidos antes da hidrélise acida (Figura 10), representa a remocao de boa
parte das cadeias longas da amilopectina (F2) e das cadeias de amilose (F1) pela
acao do 4cido sulfurico (Tabela 14). Estas cadeias ficam localizadas
preferencialmente na regido amorfa dos granulos (HOOVER et al., 2010) (ATKIN et
al.,, 1999). As fragbes remanescentes podem ser classificadas como as cadeias B
longas (B2), cadeias B curtas (B1) e cadeias A da amilopectina, conforme a Figura
21, proposta por Hizukuri, (1986).
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Figura 21 Modelo das cadeias de amilopectina que formam os clusters. Cadeias tipo
A, B1; B2 e B3; ¢ terminal redutor; — cadeias D-glicose a,(1-4) e — ligacdes a,(I-

6). Fonte: (HIZUKURI, 1986)
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Kim et al., (2012) produziram nanocristais de amido de milho ceroso, normal e
de alta amilose (0,26%; 26,25%; 60,95%), bem como amido de batata (22,83% de
amilose) e de feijao Mung (30,11% de amilose) e verificaram que, no amido de milho
ceroso, a proporcao de cadeias curtas (B1 e A) aumentou e as cadeias longas (B2)
diminuiram com a hidrélise acida. Os autores concluiram que as longas cadeias da
amilopectina tais como as B2 foram mais susceptiveis a hidrélise acida. Ao passo
que, os amidos com amilose apresentaram um aumento nas duas fracées (B2 e B1
+ A) e que o pico referente a amilose desapareceu com a hidrélise acida.

Com isso, concluiram que as cadeias de amilose e as longas cadeias de
amilopectina sdo mais susceptiveis a hidrélise acida, provavelmente porque estas
cadeias estéo localizadas principalmente na regidao amorfa dos granulos, enquanto
que as cadeias curtas da amilopectina que compdem a regido cristalina, mais

organizada e de dificil acesso pelo acido.

Tabela 14 Fracdes moleculares dos nanocristais de pinhdo desramificados com 5 e
7 dias de hidrélise

FM dos nanocristais 5 dias FM dos nanocristais 7 dias
Treatmentos
F1 (%) F2 (%) F3 (%) F1 (%) F2 (%) F3 (%)
Nativo 0 0,6 99.4 0 0 100
TTBU 0 1,2 99,3 0 1,7 98,3
ANN 0 2,3 97,7 0 2,5 97,5
SNT 0 0,2 99,8 0 0,3 99,7
ENZ 0 0,1 99,9 0 0 100

Com a analise do perfil de distribuicdo das cadeias em GPC nao é possivel
determinar o DP das cadeias remanescentes. No entanto acredita-se que a hidrélise
acida ocorreu de maneira semelhanto ao verificado por Kim et al., (2012), sendo
necessario um estudo mais detalhado utilizando cromatografia de alta performance
para esclarecer o comportamento das amostras de amido de pinhdo sob hidrdlise
acida.
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Figura 22 Cromatografia de exclusdao de tamanho em gel (GPC) Sepharose CL 6B
CL (GPC) dos amidos de pinhdo nativo, e modificados por tratamento térmico de
baixa umidade (TTBU), annealing (ANN), ultrassom (SNT) e hidrélise enzimatica
(ENZ), apo6s hidrolise acida de 5 dias, ap6s a desramificacdo com pululanase e

isoamilase.

No entanto, analisando a Figura 22, apds 5 dias de hidrélise acida é possivel
verificar que todas as amostras tiveram o mesmo comportamento quanto a
distribuicdo de cadeias diante da hidrolise. Na Figura 23, é possivel verificar que a
curva deslocou-se para a direita, nos amidos pré-tratados. Este comportamento
demostrou que aos 7 dias de hidrdlise, o acido comeca a degradar a regido cristalina
do amido, e que os tratamentos realizados antes da hidrélise favoreceram este

ataque nas cadeias curtas da amilopectina.
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Figura 23 Cromatografia de exclusao de tamanho em gel (GPC) Sepharose CL 6B
CL (GPC) dos amidos de pinhdo nativo, e modificados por tratamento térmico de
baixa umidade (TTBU), annealing (ANN), ultrassom (SNT) e hidrélise enzimatica
(ENZ), apds hidrélise acida de 7 dias, ap6s adesramificagdo com pululanase e

isoamilase.

Com base no perfil de distribuicdo das cadeias, conclui-se que a hidrolise
acida mantida até o quinto dia é mais apropriada para a produgao de nanocristais de
amido de pinh&o, pois promoveu a remocgao da regido amorfa, com menor

degradacgao nas regides cristalinas de interesse.

4.3.3 Cristalinidade

A critaslinidade relativa (CR) foi determinada pela difragdo de raio-X dos
nanocristais de amido de pinhdo apés 7 dias de hidrélise e esta apresentada na
Tabela 10.

Em teoria, a hidrélise acida remove a regidao amorfa dos granulos de amido na
fase rapida da reacdo e ataca a regiao cristalina em condigcbes reacionais
prolongadas (HOOVER, 2000; KONG et al., 2012; LIN et al., 2011; WANG et al.,
2001). Além disso, a taxa de hidrélise ndo € constante durante a reacao, variando
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conforme a origem botanica do amido empregado (WANG et al., 2001). Baseado
nisso, pode-se verificar que a hidrélise acida no amido de pinhdo promoveu a
remocao das cadeias de amilose que formam a regido amorfa dos granulos (Tabela
14) e aumentou a cristalinidade dos SNCs formados, em todos os tratamentos
utilizados (Tabela 15). Dentre os pré-tratamentos empregados no amido antes da
hidrélise, o tratamento que menos afetou a CR foi o ANN e o que promoveu a maior
perda foi o ENZ (Tabela 15).

Lecorre; Bras; Dufresne, (2011) avaliaram a influéncia da origem botanica e o
contetudo de amilose de diferentes amidos nativos na producao de nanocristais. Os
autores verificaram o aumento da cristalinidade de 29 a 34% dos SNCs com a
hidrélise acida. Para as amostras com 0 mesmo contetdo de amilose (milho, batata
e trigo), os SNCs resultantes apresentaram tamanho e cristalinidade semelhantes,
provando que a origem botanica apresenta restrita influéncia. Por outro lado, para a
mesma origem botéanica (milho), mas com conteudo de amilose diferentes (0, 25 e
70%), foram obtidos cristais com diferentes tamanhos. Este resultado indica que a
amilose apresenta grande influéncia na producao dos SNCs.

A pequena redugdo ou manutengdo da CR nas amostras pré-tratadas com
ANN pode ser consequéncia da reorganizagdo das cadeias de amilopectina,
induzidas pelo ANN no amido. Com isso, se obteve SNCs com cristalinidade

semelhante aos SNCs obtidos do amido nativo (Tabela 15).

Tabela 15 Cristalinidade relativa (CR) dos nanocristais obtidos a partir de amido de
pinhdo com hidrolise &cida de 7 dias de hidrélise

Tratamento Cristalinidade Relativa (%)
Nativo 42.00
TTBU 35,95
ANN 40,96
SNT 34,18
ENZ 29,68

Kim et al., (2013) verificaram que a regido amorfa foi removida de forma
seletiva com o emprego da a-amilase. Esta remogéo induziu a fragmentacao do

amido em particulas ou blockets cristalinos. No entanto, estas particulas se
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apresentaram instaveis, rapidamente solubilizdveis por forgas fisicas, como
ultrassom, formando agregados. Os autores verificaram uma redugdo da
cristalinidade do amido de arroz, com o aumento da hidrdlise enzimatica.

O pré-tratamento enzimatico foi anteriormente proposto por Lecorre et al.,
(2012b) como uma alternativa para a reducao do tempo requerido na obtencédo dos
nanocristais de amido. Os autores verificaram que o pré-tratamento ndo alterou a
estrutura cristalina do amido de milho, bem como, ndo alterou a cristalinidade dos
SNCs depois de 2 dias de hidrélise acida. Os autores concluiram que a reducgéo do
tempo de hidrélise é limitada pela taxa de hidrélise da lamela amorfa, que
permaneceu inalterada apdés 2 dias de reagdo. Também verificaram, que o
mecanismo de hidrolise enzimatica pode ter causado cristalitos com defeitos,
refletindo na duragéo da hidrélise acida.

Na Figura 24 estdo representados os padrbes de difracdo de raio-X dos

nanocristais de amido de pinh&o.

Intensidade

s 10 15 2 25 30 35

2 theta
Figura 24 Difratogramas de raio-X dos nanocristais de amidos de pinhdo nativo e
modificados por tratamento térmico de baixa umidade (TTBU), annealing (ANN),

ultrassom (SNT) e hidrélise enzimatica (ENZ) hidrolisados por 7 dias.
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Os SNCs obtidos a partir de amido de pinhdo apresentaram padrdo de
difracao de raio-X tipo-A, com a presencga de picos no angulo de difracdo 26 em 15°,
17°, 18° e 23° (Figura 24). O amido de pinhdo nativo apresenta um padrdo de
difragé@o de raio-X tipo-C (A+B).

O desaparecimento do pico no angulo de difracdo 26 em 5,7° sugere que a
organizagao cristalina caracteristica da difragao tipo-B foi removida com a hidrolise
acida. Este comportamento esta em acordo com o verificado por Kim et al., (2012),
que verificou o desaparecimento do pico em 5,6° na producdo de SNCs de amido de
batata e de milho com alto teor de amilose (tipo-B) e feijao Mung (tipo-C). Os autores
citados concluiram que a organizagdo cristalina dos amidos tipo-B é mais
rapidamente destruida com a hidrélise acida do que a organizagao cristalina tipo-A.

Os pre-tratamentos SNT e ENZ promoveram uma redugao na intensidade dos
picos. Baseado na teoria de que hidrolise enzimatica preferencialmente ocorre no
material amorfo, bem como, nas evidéncias quanto a remocao das cadeias longas,
aumento na CR e entalpia ap6s a hidrélise acida, a reduzida CR e intensidade dos
picos nestas amostras (SNT e ENZ), pode-se inferir que ambos os tratamentos
favoreceram a agédo do 4acido na regido cristalina dos granulos de amido de pinhao,

formando assim particulas com menor cristalinidade.
4.3.4 Morfologia

Na Figura 25 estad apresentado um exemplo dos nanocristais obtidos com
amido de pinhdo nativo apés 5 dias de hidrélise. E possivel verificar que as
particulas sdo pouco homogéneas, necessitando de exames mais detalhados do
tamanho e da morfologia das mesmas para conclusdes precisas sobre a influéncia
dos pré-tratamentos quanto aos parametros morfoldgicos.

Durante o experimento verificou-se a presenga de contaminantes, como
fendis remanescentes na extragdo do amido de pinhdo, bem como uma grande
formacgéo de aglomerados resultante da centrifugacao e liofilizacdo dos nanocristais.
Na tentativa de desfazer estes aglomerados, foram empregados homogeneizador
ultraturrax (10 min) e ultrassom (2 mim), mesmo assim, ndo foi suficiente para a
completa ruptura da aglomeragéo das particulas.
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Figura 25 Nanocristais obtidos ap6s hidrolise acida por 5 dias do amido nativo de
pinh&o.

4.3.5 Propriedades térmicas

O comportamento térmico dos nanocristais de amido de pinhdo foram
avaliadas por DSC e as curvas obtidas estdo representadas na Figura 26 a-b, bem
como os paramentros de temperatura de fusdo dos cristais (To, Tp, Tc, Tc-To) e a
entalpia obtidos estdo apresentados na Tabela 16. As amostras foram analisadas
com umidade reduzida (< 5%) prevendo-se a aplicagdo das mesmas como
enchimento em embalagens elaboradas por extrusdo e com excesso de agua, sendo
que nesta ultima ndo apresentaram picos até a temperatura de 150°C.

A fusdo ocorre em baixas umidades (menor que 11%) e elevadas
temperaturas (geralmente superiores a 180°C), onde o cisalhamento e o
aquecimento promovem a formagdo de um material viscoelastico fundido
(VERGNES; VALLE; COLONNA, 2003). A temperatura teérica de fusédo dos cristais
perfeitos sem agua esta entre 160 e 210 °C, com uma entalpia correspondente entre
160 e 875 J mg™', dependendo da origem botanica do amido (COLONNA; BULEON,
2010).
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Os nanocristais de amido de pinh&o obtidos apds a hidrélise acida por 7 dias
apresentaram dois picos endotérmicos, sendo que o primeiro pico foi observado
entre 140,83 e 160,72 °C e o0 segundo pico endotérmico entre 159, 69 e 179,62 °C.
Poucos estudos foram verificados na literatura sobre as propriedades térmicas dos
nanocristais de amido (LECORRE; BRAS; DUFRESNE, 2012; THIELEMANS;
BELGACEM; DUFRESNE, 2006). Nestes estudos dois picos endotérmicos também
foram verificados nos SNCs, e as explicagcbes envolvendo o aumento na
temperatura de fusdo dos cristais ap6s a hidrélise &cida foram atribuidas

considerando uma abordagem polimérica classica.
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Figura 26 DSC dos amidos de pinhao nativo, e modificados por tratamento térmico
de baixa umidade (TTBU), annealing (ANN), ultrassom (SNT) e hidrélise enzimética
(ENZ), apés hidrolise acida de 7 dias, (a) com destaque entre as temperaturas 120-
160°C e (b) 140-200 °C.

No ponto de vista polimérico, os dois picos verificados podem ser atribuido a
transicao esmética (estado de gel), definido por (WAIGH et al., 2000) para amidos
com reduzido conteudo de agua contendo tamanhos de cristalitos. Com isso o
primeiro pico (corresponde ao pico a 160,72 °C no amido nativo) pode ser atribuido a
fusdo dos cristais menos estaveis e o segundo pico (corresponde ao pico a 179,62
°C no amido nativo) a fusdo dos cristais mais estaveis remanescentes (LECORRE;
BRAS; DUFRESNE, 2012). Os mesmos autores ressaltam que € necessario
confirmar os mecanismos de degradacao ou despolimerizagao que ocorrem nestas

condigdes.
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Com base nisso, Lecorre; Bras; Dufresne, (2012) propuseram entdo que
fatores como o aumento na cristalinidade, cristais mais perfeitos e a reducdo do
conteudo de plastificante podem ser o0s responsaveis pelas alteragbes nas
propriedades térmicas do primeiro pico. No caso dos SNCs de amido nativo de
pinhdo todas possibilidades podem igualmente ter promovido o aumento nas
temperaturas do primeiro pico. De fato, ja foi demostrado que os SNCs sdo mais
cristalinos que os amidos antes da hidrélise acida (Tabela 5 e Tabela 15). Também,
devido ao processo de liofilizacao, é possivel que os nanocristais, ou pelo menos a
parte cristalina das particulas, se tornem bem empacotados e ligados via ligacdes de
hidrogénio, formando assim cristais mais perfeitos (LECORRE; BRAS; DUFRESNE,
2012a).

Tester; Morrison, (1990) sugeriram que a amilose age como plastificante
(diluente) nos granulos de amido. Com isso, depois de uma hidrélise a maior parte
da regido amorfa é removida, limitando assim o efeito plastificante da amilose e
aumentando a temperatura de fusédo dos cristais (LECORRE; BRAS; DUFRESNE,
2012). Podemos confirmar este efeito pela remocao da amilose quando o amido foi
hidrolisado para a produgdo dos SNCs (Tabela 14) e aumento nas temperaturas de
fusdo dos SNCs de amido nativo de pinhao (Tabela16).

Por outro lado, os pré-tratamentos térmicos (TTBU e ANN) promoveram o
efeito inverso que o verificado nos nanocristais de amido nativo. Estes pre-
tratamentos diminuiram as To, Tp, Tc de fusao dos cristais (segundo pico) quando
comparados aos seus respectivos amidos antes da hidrélise (Tabela 6) e também
quando comparados aos SNCs originados do amido nativo de pinhao (Tabela 16).

A reducdo das temperaturas envolvidas na fusdo dos nanocristais podem
estar relacionadas com o tamanho das particulas, e pelo reduzido DP das cadeias
de amilopectina remanecentes. Lecorre; Bras; Dufresne, (2012a) verificou
temperaturas de fusdo elevadas, em excesso de 4gua, pela presenca de particulas
com grande superficie de contato e a presenga substancias na superficie dos
nanocristais, como grupos sulfato.

Noda et al., (1998) apresentou em estudos com amido de batata doce e trigo
sarraceno, que os parametros de DSC séao influenciados pela arquitetura molecular
da amilopectina. Os mesmos autores sugeriram que valores baixos de To, Tp, Tc e
AH reflete a presenca abundante de amilopectina curtas (DP 6-12). O comprimento
das cadeias de amilopectina com DP 6-12 sdo muito curtas para formar duplas
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hélices estaveis e podem requerer menor energia para desenovelar e se fundir
durante a gelatinizacdo (CHUNG; LIU; HOOVER, 2009; SRICHUWONG et al.,
2005).

Os pré-tratamentos empregados reduziram a To, Tp e Tc de fusdo e
promoveram um aumento de pelo menos 15% (TTBU) na entalpia quando
comparados aos SNCs derivados do amido de pinhdo nativo. Este aumento na
entalpia significa uma maior estabilidade quando os nanocristais sdo submetidos a

elevadas temperaturas.

Tabela 16 Temperatura inicial (To), temperatura de pico (Tp), temperatura final (Tc),
diferenca de temperaturas (Tc-To) e entalpia (AH) dos amidos de pinhdo nativo e
modificados apos a hidrolise de 7 dias.

Tratamentos To (°C) Tp (°C) Tc (°C) Tc-To (°C) AH (J/9)

Nativo

1° pico 152,72 160,72 169,46 16,74 2,53

2°pico 178,59 179,62 183,77 5,18 92,30
TTBU

1°pico 130,82 144,58 159,36 28,54 12,73

2°pico 162,15 163,53 169,38 7,23 107,71
ANN

1°pico 131,60 140,83 156,95 25,35 6,92

2° pico 159,69 159,69 164,99 7,14 156,42
SNT

1°pico 148,67 155,14 160,51 11,84 1,67

2°pico 169,34 170,66 176,27 6,93 128,82
ENZ

1°pico - - - - -

2°pico 167,35 167,35 172,34 6,34 118,90

Pode-se destacar o pré-tratamento ANN, que favoreceu a formagédo de SNCs
com elevada entalpia de fusdo (Tabela 16). Este resultado sugere que o ANN
promoveu um empacotamento nas cadeias de amilopectina, fazendo com que os

nanocristais fossem termicamente mais estaveis.
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Ao verificar as propriedades térmicas da amostra com pré-tratamento ENZ,
apenas um pico endotérmico foi detectado (Figura 26a-b). Este comportamento
sugere a presenca homogénea de cristais com temperaturas de fusdo e estabilidade
térmica elevadas (Tabela 16).

4.3.6 Concluséo

O TTBU e SNT se mostram como pré-tratamentos eficientes no aumento do
rendimento de nanocristais em 5 dias de hidrélise, comparados com o amido nativo.

Os cristais tipo-A presentes no amido de pinhdo pareceram ser mais
resistentes a hidrélise acida que os cristais tipo-B.

O pré-tratamento ANN promove a formagéo de nanocristais com cristalinidade
relativa (CR) semelhante aos nanocristais do amido nativo e com elevada
estabilidade térmica.

4.4 Estudo 4 - Producao dos nanocristais de amido de feijao Carioca

Os resultados do Estudo 3 apresentados a seguir sdo referente a producao
de nanocristais de amido utilizando as modificacbes empregadas no Estudo 2 como

pré tratamento.
4.4.1 Rendimento e cinética da hidrdlise

As amostras de amido de feijao nativo e pré-tratadas com TTBU, ANN, SNT e
ENZ foram submetidas a hidrolise acida com H>SO, 3M a 40°C por 7 dias. O
comportamento desta hidrolise foi monitorado a cada 24 horas e esta representado
na Figura 27. E possivel observar que todas as amostras de amido de feijao
apresentaram o mesmo perfil de hidrélise, com dois estagios, conforme ja discutido
na Secao 4.3.1 Ao final dos processos, obteve-se o rendimento da hidrélise, que
esta descrito na Tabela 17.

As amostras de amido nativo e pré-tratados apresentaram redugdo no
rendimento de hidrélise de 5 para 7 dias de reacao (Tabela 17). Foi possivel verificar
também que o amido de feijao Carioca apresentou elevado rendimento apoés a
hidrélise (Tabela 17), sendo 180% a mais do percentual normalmente encontrado
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nos estudos de produgéo de nanocristais até agora (ANGELLIER et al., 2004; KIM et
al., 2012; LE CORRE et al., 2012a; LECORRE; BRAS; DUFRESNE, 2011). Este
fator faz com que o amido de feijao Carioca ganhe destaque e desperte interesse na
producéao destas particulas.

Apds o pré-tratamento com TTBU, o rendimento da hidrolise foi maior dentre
todos os tratamentos, sendo 18% maior que o rendimento do amido nativo, seguido
do pré-tratamento com SNT (10%), sendo que depois de 7 dias ndo foi possivel

verificar diferenca entre todos os tratamentos.
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Figura 27 Curvas de hidrélise acida dos amidos de feijao nativo e pré-tratado com
tratamento térmico de baixa umidade (TTBU), annealing (ANN), ultrassom (SNT) e
hidrolise enzimatica (ENZ).

Este comportamento diferenciado, aos 5 dias de hidrélise, entre os amidos se
deve as alteragcdes na organizacdo molecular do amido causado pelos pré-
tratamentos, comportamento este, verificados também para o amido de pinh&o.
Também, pode estar relacionado com a menor acessibilidade do ataque dos prétons
hidroliticos na lamela cristalina (HOOVER, 2000) refletindo as interagdes entre as
mudangas na orientagdo dos cristalitos, tamanho do cristal e realinhamento das
dupla hélices ap6s o TTBU no amido de leguminosas (AMBIGAIPALAN et al., 2014).

Ambigaipalan et al., (2014) n&do verificaram diferenca significativa durante os
primeiros nove dias de hidrélise com HCI entre os amidos de fava, feijao preto, feijao
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pinto, nativos e modificados por TTBU. Eles concluiram que as interagdes entre
amilose-amilose, amilose-amilopectina ocorridas durante o TTBU nao foram
suficientes para dificultar a acdo dos ions H30O" nas regido amorfas. Porém, depois
do 9° dia, a hidrélise diminuiu em todos os amidos com TTBU. Os autores
concluiram que a redugao da hidrélise depois do nono dia refletiu as alteragdes
interplanérias entre a orientacao cristalina, o tamanho dos cristais e o realinhamento

das duplas hélices.

Tabela 17 Rendimento de hidrélise das amostras de amido de feijao nativo e com

pre-tratamento.

Rendimento de hidrdlise

Tratamentos'
5 dias 7 dias
Nativo 35,90+0,63*bc 30,13+0,87a
TTBU 42,31+£0,79*a 33,60+0,67a
ANN 35,23+0,10%c 31,33+0,93a
SNT 39,60+0,47*ab 32,0010,50a
ENZ 36, 30+0,40*bc 31,10+0,57a

'Os resultados sdo a média de duas determinagdes. Os valores com diferentes letras letras
minUsculas na mesma coluna diferem entre si (p<0.05). * e ns na mesma linha representam diferenga e
nao diferencga significativa, respectivamente, entre as médias submetidas ao teste de t a 5% de probabilidade de
erro.

4.4.2 Estrutura molecular

A distribuicdo das cadeias dos nanocristais hidrolisados por 5 e 7 dias foi
verificada por GPC depois de desramificadas (Figura 28 eFigura 29) e a

porcentagem de cada fragdo F1, F2 e F3 esta apresentada na Tabela 18.
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Figura 28 Cromatografia de exclusdao de tamanho em (GPC) gel Sepharose CL 6B
CL dos amidos de feijao nativo, e modificados por tratamento térmico de baixa
umidade (TTBU), annealing (ANN), ultrassom (SNT) e hidrélise enzimatica (ENZ),
apods hidrélise acida de 5 dias, desramificados com pululanase e isoamilase.
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Figura 29 Cromatografia de exclusao de tamanho em gel (GPC) Sepharose CL 6B
CL dos amidos de feijao nativo, e modificados por tratamento térmico de baixa
umidade (TTBU), annealing (ANN), ultrassom (SNT) e hidrélise enzimatica (ENZ),
apoés hidrélise acida de 7 dias, desramificados com pululanase e isoamilase.
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Pode se verificar que a separacdo por GPC revelou a presenca de duas
fracoes apenas, que incluem uma pequena porcentagem de materiais intermediarios
(F2) e uma grande quantidade de cadeias curtas (F3) (Tabela 18). O
desaparecimento da fragdo F1, verificada quando compararmos estes mesmos
amidos antes da hidrélise acida (Tabela 8), representa a remogao de boa parte das
cadeias longas da amilopectina (F2) e das cadeias de amilose (F1) pela acao do

acido sulfdrico.

Tabela 18 Fragdes moleculares dos nanocristais de feijao desramificados com 5 e 7
dias de hidrolise

FM dos nanocristais 5 dias FM dos nanocristais 7 dias
Treatmentos F1 F2 (%) F3 (%) F1 (%) F2 (%) F3 (%)
(%)

Nativo 0 3,9 96,1 0 3,2 96,8
TTBU 0 3,8 96,2 0 3,7 96,3
ANN 0 3,9 96,1 0 3,3 96,7
SNT 0 3,8 96,2 0 3,2 96,8
ENZ 0 3,4 96,6 0 3,3 96,7

Pode-se verificar uma pequena redugdo da fracdo F2 apods 7 dias de
hidrélise, quando comparada com 5 dias de reagao, sendo que o pré-tratamento
com ENZ foi o que apresentou a menor quantidade de F2 com 5 dias (Tabela 18).
Este comportamento pode ser atribuido a agdo enzimatica que promoveu uma
hidrélise leve (Figura 16) de 3% nos granulos do amido de feijdo, favorecendo o
ataque &cido nas cadeias de amilose e amilopectina (LECORRE et al., 2012).

4.4 .3 Cristalinidade

A cristalinidade relativa (CR) foi determinada pela difragdo de raio-X dos

nanocristais de amido de feijao e esta apresentada na Tabela 19.
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Pode-se verificar que a hidrélise acida no amido de feijao promoveu a
remocao das cadeias de amilose que formam a regido amorfa dos granulos (Tabela
18) e aumentou a cristalinidade dos SNCs formados, em todos os pré-tratamentos
utilizados (Tabela 19). Dentre os pré-tratamentos empregados no amido antes da
hidrélise, o tratamento que menos afetou a CR foi 0 ENZ e o que promoveu a maior
perda foi o TTBU (Tabela 15).

O efeito do TTBU na cristalinidade nao foi positivo, mesmo que este pré-
tratamento tenha favorecido o rendimento de hidrélise, com 5 dias de reacao, pois o
interesse é a obtencao de nanocristais com elevada cristalinidade.

Observando a CR, pode-se confirmar que o pré-tratamento ENZ n&o foi
suficiente para prejudicar a lamela cristalina do amido de feijao promovendo uma
reducdo. E possivel confirmar que o amido de feijdo tem maior resisténcia ao ataque
enzimatico que o amido de pinh&o (Figura 9), hidrolisados nas mesmas condi¢des

reacionais.

Tabela 19 Cristalinidade relativa dos amidos de feijao Carioca nativo e modificados

apoés a hidrélise de 7 dias

Tratamentos CR (%)
Nativo 42,14
TTBU 36,84

ANN 40,63
SNT 40,31
ENZ 42,06

Os picos verificados no padrdo de difracdo de raio-X dos nanocristais de
amido de feijdo no angulo de difragcdo 26 foram em 15°, 17°, 18° e 23°. Isso indica
que a hidrélise acida promoveu uma alteracdo do padrdo de difracao do tipo-C
(amido nativo de feijao) para o tipo-A (SNCs) (Figura 30).

Este comportamento também foi verificado no amido de pinh&o e concluiu-se
que os cristais tipo-A presentes no amido pareceram ser mais resistentes a hidrélise

acida que os cristais tipo-B, ressaltando que tanto o amido de pinhdo, quanto o
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amido de feijao apresentam cristalinidade tipo-C (A+B), conforme sugerido por
Zhang; Ao; Hamaker, (2006) e Zhang; Venkatachalam; Hamaker, (2006)

Nativo

TTBU

Intensidade

5 | 10 ' 15 I 20 25 ' 30 ' 35

2 theta
Figura 30 Difratogramas de raio-X dos nanocristais de amidos de feijao nativo e
modificados por tratamento térmico de baixa umidade (TTBU), annealing (ANN),
ultrassom (SNT) e hidrélise enzimatica (ENZ) hidrolisados por 7 dias.

4.4.4 Morfologia e tamanho de particulas

Na Figura 31a observa-se a presenca de aglomerados formados apds a
centrifugacao e liofilizacdo do residuo insoluvel da hidrélise acida do amido de feijao.
Enquanto que, na Figura 31b o foco do microscépio foi aproximado para a superficie
dos aglomerados e estdo apresentados os nanocristais obtidos com amido de feijao
nativo apés 7 dias de hidrélise. E possivel verificar que as particulas sdo pouco
homogéneas, necessitando de exames mais detalhados do tamanho e da morfologia
das mesmas para conclusdes precisas sobre a influéncia dos pré-tratamentos

quanto aos parametros morfoldgicos.
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Figura 31 (a) Aglomerados e (b) nanocristais obtidos apos hidrélise &cida por 7 dias
do amido nativo de feijéo.

4.4.5 Propriedades térmicas

O comportamento térmico dos nanocristais de amido de feijao foram
avaliadas por calorimetria diferencial de varredura (DSC) sendo que as curvas
endotérmicas obtidas estdo representadas na Figura 32 a-b e os paramentros de
temperatura de fusdo dos cristais, bem como a entalpia requerida no processo estao
apresentados na Tabela 20. As amostras foram analisadas com umidade reduzida (<
5%) prevendo-se a aplicacdo das mesmas como enchimento em embalagens
elaboradas por extrusdo e com excesso de agua, sendo que nesta ultima nao
apresentaram picos até a temperatura de 150°C.

A designacao de fusdo do amido inclui a perda da cristalinidade e estrutura
granular (COLONNA; BULEON, 2010). A fus@o ocorre em baixas umidades (menor
que 11%) e elevadas temperaturas (geralmente superiores a 180°C), onde o
cisalhamento e o aquecimento promovem a formacado de um material viscoeléstico
fundido (VERGNES; VALLE; COLONNA, 2003).

Os nanocristais de amido de feijao obtidos apds 7 dias de hidrélise acida
apresentaram dois picos endotérmicos, sendo que o primeiro pico foi observado
entre 151,90 e 162,90 °C e o segundo pico endotérmico entre 151, 61 e 171,66 °C
(Figura 32 a-b). Os relatos encontrados na literatura sobre propriedades térmicas
dos nanocristais de amido descrevem dois picos endotérmicos, sendo o primeiro
pico (corresponde ao pico a 142,38 °C no amido nativo) atribuido a fusdo dos cristais
menos estaveis e 0 segundo pico (corresponde ao pico a 155,08 °C no amido nativo)
a fusdo dos cristais mais estaveis remanescentes (LECORRE; BRAS; DUFRESNE,
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2012b). As explicagdes envolvendo o aumento na temperatura de fusdo dos cristais
apds a hidrolise acida foram atribuidas considerando uma abordagem polimérica
classica (LECORRE; BRAS; DUFRESNE, 2012b; THIELEMANS; BELGACEM,;
DUFRESNE, 2006),

Nos nanocristais obtidos a partir de amido sem pré-tratamento (nativo) de
feijdo a hidrélise acida promoveu um aumento nas temperaturas dos dois picos
endotérmicos e uma reducdo na entalpia necessaria para a fusdo dos cristais
(Tabela 20).

O pré-tratamento SNT nao apresentou o primeiro pico endotérmico, levando a
crer, que a agao da cavitagdo durante a modificagdo do amido, antes da hidrdlise,
facilitou a acdo do acido na remocgao dos cristais menos estaveis durante a producao
dos SNCs. Baseado neste comportamento, pode-se afirmar que o ultrassom auxiliou
na formagéo de cristais mais homogéneos e com elevada estabilidade térmica, visto
que, a entalpia de fusdo dos cristais remanescentes foi maior que a verifica na
amostra sem pré-tratamento (Tabela 20).

O aumento na cristalinidade, cristais mais perfeitos e a reducao do contetudo
de plastificante podem ser os responsaveis pelas alteragdes nas propriedades
térmicas do primeiro pico (LECORRE; BRAS; DUFRESNE, 2012a).

Tester; Morrison, (1990) sugeriram que a amilose age como plastificante
(diluente) nos granulos de amido. Com isso, depois de uma hidrélise a maior parte
da regidao amorfa é removida, limitando assim o efeito plastificante da amilose e
aumentando a temperatura de fusdo dos cristais (LECORRE; BRAS; DUFRESNE,
2012a). Podemos confirmar este efeito pela remocao da amilose quando o amido foi
hidrolisado para a producdo dos SNCs (Tabela 14) e aumento nas temperaturas de
fusdo dos SNCs de amido nativo de pinh&o (Tabela 20 e Figura 32b).

Dentre os pré-tratamentos aplicados, apenas o ANN promoveu aumento e 0
ENZ n&o alterou as temperaturas de fusdo dos nanocristais, descritos como sendo
segundo pico (Tabela 20). Este aumento pode estar relacionado ao efeito do ANN
na corre¢cao dos defeitos fisicos da amilopectina (VAMADEVAN et al., 2013),
promovendo um empacotamento mais denso das cadeias, preservando a regiao
cristalina da acao acida.

Por outro lado, a redugdo das temperaturas envolvidas na fusdo dos
nanocristais podem estar relacionadas com o tamanho das particulas, e pelo
reduzido DP das cadeias de amilopectina remascentes. Lecorre; Bras; Dufresne,
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(2012) verificou temperaturas de fusdo elevadas, em excesso de &gua, pela
presenca de particulas com grande superficie de contato e a presenca substancias
na superficie dos nanocristais, como grupos sulfatos.

Tabela 20 Temperatura inicial (To), temperatura de pico (Tp), temperatura final (Tc),
diferenca de temperaturas (Tc-To) e entalpia (AH) dos amidos de feijao nativo e

modificados ap6s a hidrélise de 7 dias

Tratamentos To (°C) Tp (°C) Tc (°C) Tc-To (°C) AH (J/g)

Nativo

1° pico 149,67 162,90 166,27 16,60 0,94

2°pico 170,21 171,66 176,51 6,30 102,40
TTBU

1° pico 151,61 155,11 158,89 7,28 2,84

2°pico 166,44 167,99 173,68 7,24 105,99
ANN

1° pico 154,50 156,97 160,19 14,69 0,36

2°pico 166,31 167,62 173,19 6,88 116,06
SNT

1°pico - - - -

2°pico 150,22 151,61 157,25 7,03 112,21
ENzZ

1° pico 143,21 151,90 156,51 13,30 0,38

2° pico 163,95 165,75 171,64 7,69 91,57

Também, devido ao processo de liofilizacado, é possivel que os nanocristais,
ou pelo menos a parte cristalina das particulas, se tornem bem empacotados e
ligadas via ligagbes de hidrogénio, formando assim cristais mais perfeitos
(LECORRE; BRAS; DUFRESNE, 2012), influenciando nas propriedades e na
estabilidade térmica.

Na amostra com pré-tratamento ENZ foi verificado uma mudanc¢a na linha de
base (Figura 32a), indicando a presenca da transicao vitrea destes nanocristais. Em
geral a transi¢éo vitrea (Tg) € sobreposta pelas temperaturas de fusdo, ndo sendo
possivel detectar as alteracbes de Tg em amido por DSC (LECORRE; BRAS;
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DUFRESNE, 2012a). Neste caso, € possivel constatar que a combina¢ao de um pré-
tratamento enzimético e a hidrolise acida do amido de feijao promoveram uma

reducéo na Tg dos SNCs obtidos.

a b Nativo

N
TTBU
\l/‘:rsu ]
ANN
1 ANN
\ ENZ
SNT

\L/—L_\ENZ

T T T 1
160 140 160 180 200

Fluxo de calor
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Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 32 DSC dos amidos de feijao nativo, e modificados por tratamento térmico de
baixa umidade (TTBU), annealing (ANN), ultrassom (SNT) e hidrélise enzimatica
(ENZ), apés hidrélise acida de 7 dias, (a) com destaque entre as temperaturas 120-
70°C e (b) 140-200 °C.

4.4.6 Conclusao

O amido de feijao apresentou um rendimento de SNCs, apds a hidrolise
elevado, em relacdo aos estudos ja realizados na producao de nanocristais.
O TTBU e SNT se mostram como pré-tratamentos eficientes no aumento do

rendimento de nanocristais em 5 dias de hidrélise, comparados com o amido nativo

de feijao Carioca.
Os cristais tipo-A presentes no amido de feijao Carioca pareceram ser mais

resistentes a hidrolise &cida que os cristais tipo-B.
O pré-tratamento ANN promove a formagdo de nanocristais com elevada

estabilidade térmica..
5 CONCLUSOES E CONSIDERAQOES FINAIS

As modificagcbes com tratamento térmico de baixa umidade (TTBU),

annealing (ANN), ultrassom (SNT) e hidrélise enzimatica com a-amilase (ENZ)
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influenciam as propriedades dos amidos de pinhdo e de feijdo, bem como, na
producdo e nas caracteristicas dos nanocristais (SNCs).

O TTBU e o SNT aumentam o rendimento dos SNCs (de 18 a 44%) mas
promovem perdas na cristalinidade relativa dos mesmo, enquanto que, o ANN
promove melhor estabilidade térmica dos SNCs.

A decisao pela aplicacao de um pré-tratamento, que promova alteracées nos
nanocristais resultantes, dependera da aplicacdo dos mesmos.

O amido de feijao Carioca se mostrou promissor para a producao de SNCs,
principalmente pelo elevado rendimento (35,23 a 42,31%) apdés a hidrélise com
acido sulfurico, sendo 180% maior do que o verificado na literatura até entdo. No
entanto estudos buscando amidos com outras fontes, bem como, com granulos
menores, pode facilitar a redugdo do tamanho das particulas para escalas

nanomeétricas.
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