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Resumo

BARTZ, Josiane. Estrutura interna de granulos de amido de batata
modificados por tratamento térmico em baixa umidade e sintese de fenil
carbonatos de amido para obtencao de derivados funcionalizados. 2017.
98f. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Programa de
Pos-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas.

No capitulo 1 e 2 deste trabalho foi investigada a estrutura interna do granulo
de amido modificado por tratamento térmico em baixa umidade (TTBU) em
diferentes teores de umidade a partir de gelatinizagdo quimica de superficie
com solucao salina de LiCl concentrada para remoc¢ao de parte da superficie
dos granulos. No capitulo 1 foi estudado as propriedades morfoldgicas,
estruturais, térmicas e algumas propriedades fisico-quimicas dos amidos antes
e apos a remogao de 30 e 50% da superficie granular. No capitulo 2 foi
investigado as propriedades de pasta, morfolégicas e suscetibilidade
enzimatica dos granulos. Os amidos modificados por TTBU a 15 e 21% foram
submetidos a remogao granular de 50% da superficie, bem como o TTBU
também foi realizado em granulos remanescentes do amido nativo sob as
mesmas condi¢des. A umidade de TTBU influencia na morfologia, organizagao
estrutural, hidrélise, propriedades de pasta, térmicas e fisico-quimicas de amido
de batata, assim como as modificagcbes observadas ocorrem de forma
diferenciada ao longo das diferentes por¢cées do granulo. A remocao de
camadas dos granulos mostrou que as alteragdées promovidas pela modificacao
hidrotérmica ocorre em toda a porcéo granular e ndo apenas em determinadas
partes isoladas. O capitulo 3 deste estudo aborda a sintese e caracterizagao de
fenil carbonatos de amido com cloroformato de fenila em diferentes solventes e
a subsequente conversao destes produtos com aminas para obter carbamatos
de amido funcionalizados. Carbonatos de amido organossoluveis foram obtidos
em N,N-dimetilformamida/LiCl e N,N- dimetilacetamida/LiCl e o GS de
carbonatos foi facilmente controlado pela quantidade de reagente utilizado. A
obtencdo de produtos soluveis a partir de cloreto de 1-butil-3-metilimidazdlio
(BMIM Cl) como solvente alternativo para a esterificacdo do amido com
cloroformato de fenila nao foi possivel. A estrutura dos carbonatos foi elucidada
por RMN e FTIR, ndo sendo observado qualquer indicio de reticulacdo. A
conversao de fenil carbonatos de amido em carbamatos foi demonstrada a
partir de reacdes de deslocamento nucleofilico com diferentes aminas. Os
carbamatos correspondentes foram soluveis em agua e solventes organicos.

Palavras-chave: Amido de batata, Gelatinizacdo quimica de superficie,
Tratamento térmico em baixa umidade, fenil carbonatos de amido, esterificacao
homogénea, amindlise.



Abstract

BARTZ, Josiane. Internal structure of potato starch granules modified by
heat treatment in low humidity and synthesis of phenyl carbonates of
starch to obtain functionalized derivatives. 2017. 98f. Thesis (Doctoral in
Food Science and Technology) — Programa de Pés-Graduagédo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

In Chapter 1 and 2 of this work was investigated the internal structure of low
moisture heat treatment modified starch granule (TTBU) at different moisture
contents by chemical surface gelatinization in concentrated LiCl solution to
reveal the internal structure of the granules. In chapter 1 the morphological,
structural, thermal and some physical-chemical properties were studied before
and after the removal of 30 and 50% of the starch granular surface. In chapter 2
the morphological, pasting properties and enzymatic susceptibility of the
granules were investigated. Starches modified by TTBU at 15 and 21% were
subjected to 50% of granular surface removal, as well as TTBU was also
performed on remaining native starch granules under the same conditions.
TTBU moisture influences the morphology, structural organization, hydrolysis,
pasting, thermal and physicochemical properties of potato starch. The removal
of granular layers showed that the changes promoted by HMT occur throughout
the whole granule and was pronounced at the core or peripheral region
depending of the moisture content applied during HMT. Chapter 3 of this study
focuses on the synthesis and characterization of starch phenyl carbonates
obtained by conversion of starch with phenyl chloroformate in different solvents.
In a subsequent conversion of the products with amines functionalized starch
carbamates are available. Organo-soluble starch carbonates were synthesized
in  N,N-dimethylformamide/LiCl and N,N-dimethylacetamide/LiCl and the
carbonate DS was easily controlled by the amount of reagent used. Obtaining
soluble products from 1-butyl-3-methylimidazolium chloride (BMIM CI) as an
alternative solvent for the esterification of the starch with phenyl chloroformate
was not possible. The structure of the carbonates was elucidated by NMR and
FTIR, with no evidence of crosslinking being observed. The conversion of
phenyl carbonates intocarbamates has been demonstrated from nucleophilic
displacement reactions with different amines. The corresponding carbamates
were soluble in water and organic liquids.

Keywords: Starch potato, Chemical surface gelatinization, Heat moisture
treatment, starch phenyl carbonates, homogeneous esterification, aminolysis.
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1 Introducgao

O amido é um dos biopolimeros renovaveis mais abudantes na natureza,
o qual encontra ampla aplicagao em diversas areas da ciéncia de alimentos e
polimeros (BULEON et al., 1998; HOOVER, 2010). A modificacdo de amidos
pode ser obtida a partir de tratamentos quimicos, fisicos, enzimaticos e
genéticos (SINGH; KAUR; McCARTHY, 2007) e consiste na alteracdo de
caracteristicas funcionais com consequente ampliacdo das possibilidades de
uso.

O tratamento térmico em baixa umidade (TTBU) é uma modificacao
fisica na qual suspensdes de amido sdo aquecidas em condi¢cdes de umidade
reduzida (< 35 %) e altas temperaturas (80-130°C), o que preserva a estrutura
granular mas pode alterar as propriedades do amido (JACOBS; DELCOUR,
1998). Apesar de uma ampla descricdo na literatura das alteragbes nas
propriedades fisico-quimicas de amidos de diferentes origens botanicas
modificados por TTBU, os mecanismos de acao desse tratamento dentro dos
granulos permanece pouco esclarecido.

A estrutura dos granulos de amido € complexa e consiste de varios
niveis de organizagdo: granulos, anéis de crescimento, bloquetes, lamelas
amorfa e cristalina, e cadeias de amilose e amilopectina (PEREZ; BERTOFT,
2010). Portanto mudancas em diferentes niveis estruturais também podem
ocorrer durante o TTBU. No entanto, a maioria das conclusdes atuais sobre a
organizagao estrutural e os mecanismos que sao desencadeados durante a
modificacdo de amidos por TTBU é apoiada em resultados embasados na
totalidade do granulo e ndo a partir de regides especificas. Nesse sentido, a
técnica de gelatinizagdo quimica de superficie (GQS) é uma técnica que pode
ser utilizada para o estudo da estrutura interna de granulos de amido. Solugdes
concentradas de cloreto de litio (LiCl) promovem uma gelatinizagdo lenta do
amido a partir da periferia granular do amido, permitindo obter fragcdes de
granulos remanescentes com diferentes niveis de remogao das partes mais
externas (PAN; JANE, 2000; KUAKPETOON; WANG, 2007).
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Visando contribuir para a compreensao da estrutura interna do granulo
de amido modificado por TTBU e um melhor entendimento do mecanismo de
acao desse tratamento, o amido de batata nativo e modificado por TTBU em
diferentes teores de umidade foi submetido a gelatinizacdo quimica de
superficie com solucéo salina de LiCl concentrada para remocao de parte da
sua superficie granular. As propriedades morfologicas, estruturais, térmicas e
algumas propriedades fisico-quimicas dos amidos apos a remogao de 30 e
50% da superficie granular estdo abordadas no capitulo 1 desta tese. No
capitulo 2, os amidos foram submetidos a remog¢ao granular de 50% da
superficie dos granulos, bem como o TTBU também foi realizado em granulos
remanescentes do amido nativo sob as mesmas condi¢cdes para efeito de
comparagao. As propriedades de pasta, morfolégicas e suscetibilidade
enzimatica dos granulos também foram investigadas.

Paralelamente, como parte do periodo sanduiche realizado na Friedrich-
Schiller-Universitat Jena, Alemanha, foi estudado a sintese de fenil carbonatos
a partir de diferentes fontes de amido e solventes, visando a obtengao de um
composto de plataforma na obtencao de derivados funcionalizados.

Os carbonatos de polissacaridos tém sido estudados como um tipo de
derivado reativo, uma vez que sdo um composto de plataforma promissor, a fim
de obter derivados multifuncionais deste biopolimero (ELSCHNER; GANSKE;
HEINZE, 2013; ELSCHNER; HEINZE, 2015). A preparacado de carbonatos de
amido foi mencionada em patentes, as quais reivindicaram a sintese de diéster
carbonato de amido ligado intermolecularmente utilizando etil carbonato de
etileno como reagente (OPIE, 1956), bem como a conversao de amido com
ésteres de acido clorocarbénico (JAROWENKO; WURZBURG, 1966). No
entanto, nenhuma destas patentes proporciona qualquer caracterizacido dos
produtos obtidos.

Nesse sentido, a sintese de fenil carbonatos de amido apresentada no
capitulo 3 teve por objetivo uma investigagdo elaborada de um mecanismo
homogéneo e eficiente de sintese de fenil carbonatos de amido como um
composto base, bem como a sua subsequente conversdo com aminas para

obter carbamatos de amido funcionais.



2 Revisao de Literatura

2.2 Amido

2.2.1 Composicao e organizagao estrutural

O amido € um dos biopolimeros mais abundantes e amplamente
distribuidos no mundo, de baixo custo e naturalmente renovavel, o qual
encontra ampla aplicagdo em diversas areas da ciéncia de alimentos e
polimeros em geral (TESTER; MORRISON, 1990; HOOVER, 2010). O amido é
armazenado nas plantas na forma de granulos semicristalinos de diferentes
tamanhos e formas, os quais sob luz polarizada sao birrefringentes,
apresentando o modelo tipico da cruz de Malta (GALLANT; BOUCHET;
BULEON; PEREZ, 1992; BULEON et al., 1998).

Na maioria das fontes amilaceas os percentuais em massa de amilose e
amilopectina variam entre 72 e 82% de amilopectina, e 18 e 33% de amilose.
Outros componentes como proteinas, lipidios, fosforo e fibras também séao
encontrados em quantidades minoritarias. Na figura 1 sdo apresentadas as
unidades estruturais de amilose e amilopectina. A amilose é definida como uma
molécula linear formada por unidades de D-glicose unidas por ligacdes a(1—4)
e difere em tamanho e estrutura, dependendo da origem botanica. Apresenta
massa molecular entre 1x10° e 1x10°g.mol’ (BULEON et al., 1998;
BILIADERIS, 1991), e atualmente é bem estabelecido que certas moléculas
sado ligeiramente ramificadas por ligagdes a(1—6). Em solugdo aquosa a
amilose adota uma estrutura em forma de espiral aleatdria, pouco estavel e
tende a formar complexos simples de inclusdo helicoidal com agentes
complexantes apropriados (lipidios, iodo). Dependendo do tamanho desses
agentes complexantes, a cadeia de amilose pode assumir uma estrutura
helicoidal, com 6, 7 ou 8 unidades de glicose. O conteudo restante de amilose
estda disposto livremente dentro dos granulos em uma conformagao
desordenada (PEREZ; BERTOFT, 2010).
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Figura 1 - Unidades estruturais de amilose (a) e amilopectina (b).
Fonte: PEREZ; BERTOFT, 2010.

A amilopectina constitui uma estrutura intensamente ramificada unida
por aproximadamente 95% de ligagdes a(1—4) e por 5% de ligagbes a(1—6),
sendo uma molécula muito maior do que a amilose (massa molecular entre
1x10" e 1.10°g.mol")  (BULEON et al., 1998; BILIADERIS, 1991). A
composig¢ao estrutural da amilopectina consiste de uma cadeia C principal (a
qual carrega o grupo redutor da molécula) e de numerosas cadeias ramificadas
conectadas por ligagdes a(1—6), constituidas pelas cadeias curtas A (sem
ramificagédo) e por cadeias longas B (ramificadas por uma ou mais cadeias A ou
B) (Figura 2). Os pontos de ramificagcdo nado sao distribuidos aleatoriamente
nas moléculas de amilopectina, mas estdo agrupados em clusters. Por
participarem em mais do que um cluster cristalino de cadeias laterais, as
cadeias B s&o classificadas de acordo com o numero de clusters de cadeias
laterais em que participam. As cadeias B sao classificadas em B1, B2, B3 ou
B4, dependendo do seu comprimento e do numero de clusters que abrangem.
Cadeias B1 sdo cadeias curtas, as quais compoem um cluster, enquanto as
demais sdo cadeias longas que agem como cadeias de ligagdo entre dois ou
mais clusters (Hizukuri, 1986). De acordo com esse modelo, as longas cadeias
B sdo parte dos segmentos cristalinos e amorfos. Clusters compostos por
cadeias lineares curtas sdo considerados mais cristalinos do que as regides

com ramificagdo e formam lamelas cristalinas mais finas (5-7 nm de espessura)
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que se alternam com lamelas menos cristalinas (3-4 nm de espessura) das

regides compostas por pontos de ramificagao.

Figura 2 - Cadeias formadoras da molécula de amilopectina. (Circulos
representam os residuos de glicose, linhas horizontais e curvas correspondem
as ligagdes a(1—4) e a(1—6), respectivamente, e o residuo final a direita
constitui a extremidade redutora da molécula).
Fonte: Adaptado de PEREZ; BERTOFT, 2010.

Os granulos de amido estdo organizados em camadas alternadas
amorfas e semicristalinas oriundas da organizagdo radial dos anéis de
crescimento a partir do hilo (ponto original de onde o grénulo se desenvolve).
Os anéis de baixa densidade amorfos consistem de amilose e amilopectina
numa conformagao desordenada, enquanto os anéis semicristalinos densos
séo formados por uma estrutura lamelar com alternancia de regides cristalinas
(formadas principalmente por duplas hélices de cadeias laterais de
amilopectina dispostas radialmente) e amorfas (amilose, longas cadeias de
amilopectina e pontos de ramificagcdo da amilopectina) (GALLANT; BOUCHET;
BALDWIN, 1997; BULEON et al., 1998; TESTER; KARKALAS; QI, 2004;
PEREZ; BERTOF, 2010). A Figura 3 mostra um esquema proposto para a

organizagao estrutural dos granulos de amidos.
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Figura 3 - Representacdo esquematica da estrutura lamelar de um granulo de
amido. [Onde A: pilhas de lamelas microcristalinas separadas por anéis de
crescimento amorfos; B: vista ampliada das regides amorfas e cristalinas; C:
estruturas helicoidais duplas formadas por cadeias adjacentes de amilopectina,
dando origem as lamelas cristalinas (os pontos de ramificagdo constituem as
regides amorfas)].

Fonte: Adaptado de TESTER; KARKALAS; Ql, 2004.

As duplas hélices de amilopectina sao formadas por enrolamento de
duas cadeias ramificadas de amilopectina, as quais se agrupam nas lamelas
cristalinas dos granulos de amido e formam as estrututas polimorficas do tipo A
ou do tipo B (Figura 4), os quais podem ser distinguidos a partir de
difractogramas de raios-X. Em amidos de cereais, as cadeias exteriores
relativamente curtas de amilopectina favorecem a formacao de polimorfos
cristalinos do tipo-A, as cadeias mais longas exteriores predominantes em
amidos de tubérculos favorecem a formagdo de polimorfos do tipo-B
(HIZUKURI et al., 1985; ZOBEL, 1988; GIDLEY; BULPIN, 1987). As duplas
hélices para ambas as formas polimoérficas sao essencialmente idénticas no
que diz respeito a estrutura helicoidal, ou seja, dispostas em pares e as
cadeias empacotadas em arranjos paralelos. (GIDLEY; BULPIN, 1987;
IMBERTY; PEREZ,1988). No entanto, o agrupamento destas duplas hélices
dentro da estrutura polimérfica do tipo-A é relativamente compacto, e cristaliza-
se em uma ceélula unitaria ortogonal com empacotamento hexagonal levemente

distorcido com quatro moléculas de agua por célula unitaria, enquanto que o
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polimorfo do tipo-B tem uma estrutura hexagonal mais aberta, com um nucleo
helicoidal hidratado por 36 moléculas de agua. Além disso, o centro dos amidos
A é ocupado por uma hélice de amilose em vez de uma coluna de agua. O
padrao polimérfico do tipo-C também pode ocorrer em amidos e consiste na
mistura dos padrdes polimorficos A e B em proporgdes variaveis (ZOBEL,
1988).

b

Figura 4 - Estruturas dos polimorfos cristalinos do tipo-A e tipo-B. [Onde (a):
visdo 3D das duplas hélices presentes em ambos polimorfos; (b):
empacotamento cristalino em polimorfo do tipo-A, contendo quatro moléculas
de agua (circulos fechados) para cada célula unitaria; (c): polimorfo do tipo-B,
contendo trinta e seis moléculas de agua). Linhas tracejadas representam
ligagdes de hidrogénio.

Fonte: PEREZ; BERTOFT, 2010.
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Imagens de microscopia eletronica de varredura (GALLANT et al., 1992;
GALLANT et al., 1997) e de microscopia de for¢ca atdmica (BALDWIN et al.,
1998; JIRANUNTAKUL et al., 2013) mostraram forte evidéncia visual de um
outro nivel estrutural denominado "bloquete”.

O bloquete constitui uma ultraestrutura semicristalina e geralmente
consiste de varias moléculas de amilopectina, constituindo as unidades basicas
que constroem granulos de amido. Os bloquetes sdo similares no formato
(alongado) mas diferem em tamanho de acordo com a fonte botanica e
localizagdo dentro do granulo (20-400 nm), e sugere-se que € principalmente
organizado por lamelas cristalinas e amorfas de amilopectina (GALLANT et al.,
1997). Tang, Mitsunaga e Kawamura (2006) propuseram que geralmente ha
dois tipos de bloquetes em um mesmo amido, os quais denominou de “normal”
e “defeituoso” (Figura 5) Estes construiriam conchas duras e conchas macias

nos granulos.
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Figura 5 — Esquema com as estruturas de bloquetes normal e defeituoso.
Fonte: Adaptado de TANG; MITSUNAGA; KAWAMURA, 2006.

De acordo com os autores, um bloquete normal seria construido

principalmente por lamelas cristalinas e amorfas formadas pelos aglomerados
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de moléculas de amilopectina, enquanto um bloquete defeituoso poderia
ocorrer pela participacao de moléculas pouco ramificadas de amido, as quais
tem desvantagem para cristalizar, tais como amilose e material intermediario.
No entanto, a maior parte das moléculas pouco ou ndo ramificadas poderiam
estar localizadas entre os bloquetes e contribuir para a resisténcia e
flexibilidade dos granulos de amido.

Gallant et al. (1992) propuseram que os granulos de amido séao
formados por conchas heterogénas (duras e macias). Em conchas
heterogéneas, tanto conchas duras quanto macias ndo sdo estruturas
continuas e, por esta razdo, na superficie de granulos de amido ha muitas
regides macias com bloquetes defeituosos. Estes bloquetes defeituosos se
agrupam fragilmente e podem ocasionar a formagédo de poros nos granulos,
proporcionando fraca resisténcia as enzimas. Quanto as conchas homogéneas,
os bloquetes normais e defeituosos seriam continuos, sem zonas que se
cruzam mutuamente nas conchas, logo, esse tipo de concha teria uniforme
resisténcia as enzimas. Granulos de amido de batata nativo sdo desse tipo
(GALLANT et al., 1992; TANG et al., 2006).

Na figura 6, Gallant et al., (1997) propdem uma visdo geral dos
diferentes niveis de organizagao da estrutura granular, na qual a formagao de

clusters e o conceito de estruturas bloquetes séo incluidos.
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Figura 6 — Visdo geral dos diferentes niveis de organizagdo da estrutura do

granulo de amido.
Fonte: Adaptado por GALLANT et al., 1997.

2.2.2 Propriedades funcionais
As propriedades funcionais dos amidos s&o determinadas pelas

alteragdes que ocorrem durante o processamento (aquecimento, cisalhamento)

e subsequente armazenamento. Inchamento granular, gelatinizagao, formagéao
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de pasta e retrogradagdo sao aspectos importantes da funcionalidade dos
amidos, e determinam as suas propriedades nos alimentos processados.

Quando uma suspenséo de amido nativo é submetida ao aquecimento
progressivo em temperaturas acima de 60°C, as moléculas de agua presentes
formam ligacbes de hidrogénio com os grupos hidroxila de suas
macromoléculas, promovendo o inchamento irreversivel dos granulos e a
consequente ruptura da estrutura granular, a qual € chamada de “gelatinizacdo”
dos granulos (TESTER; MORRISON, 1990). Conforme os autores, em seu
sentido mais restrito, a gelatinizagdo constitui o desordenamento térmico das
estruturas cristalinas nos granulos de amido (ruptura de ligagées de hidrogénio
intra e intermoleculares) com consequente perda de birrefringéncia, mas num
sentido mais amplo engloba eventos relacionados, tais como o inchamento
granular e a lixiviagao de polissacarideos soluveis, principalmente de amilose,
conduzindo a formagao de uma pasta viscosa.

A gelatinizagdo do amido, por constituir um processo de absorcao de
energia, pode ser monitorada e caracterizada a partir de curvas endotérmicas
obtidas por calorimetria exploratéria diferencial (DSC), pelo desaparecimento
da cruz de Malta em microscopio otico e/ou pela perda da cristalinidade
observada por difracao de raios-X (CEREDA, 2002). Tester e Morrison (1990) e
Cereda (2002) salientam que a gelatinizacdo dos granulos, e a consequente
formacgado de pasta, dependem de varios fatores, tais como o tipo de amido,
concentracdo da dispersdo, temperatura utilizada, e intensidade de
cisalhamento durante o aquecimento.

Ao ocorrer o resfriamento da pasta, algumas cadeias de amilose e
amilopectina solubilizadas comegam a se reassociar, formando um gel. Este
processo € denominado como retrogradagdo do amido, o qual pode ser
acompanhado pelo fendbmeno caracterizado como sinerese (expulsdo de agua
das moléculas de amido formadoras do gel) (BILLIADERES, 1991; CEREDA,
2002). De acordo com Sandhu et al. (2007), dentre os principais fatores que
influenciam a retrogradacdo em géis de amido estdo a concentragdo e
comprimento de cadeia das moléculas de amilose presentes e o estado de
dispersao das cadeias lineares. O comportamento de pastas de suspensodes de
amido durante o aquecimento e resfriamento pode ser medida a partir de

curvas geradas em equipamentos especificos como o viscoamildégrafo
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Brabender e o RVA (Rapid Visco Analyser). Na figura 7 estao apresentados os
eventos decorridos em suspensdes de amido durante o aquecimento,

resfriamento e armazenamento das mesmas.

Figura 7 - Representacdo esquematica das alteragdes ocorridas em uma
suspensao de amido em excesso de agua durante o aquecimento, resfriamento
e armazenamento.

Fonte: Adaptado de GOESAERT et al., 2005.

2.2.3 Modificagao de amido

Amidos modificados sdo ingredientes comuns em alimentos e em outras
aplicacbes industriais. Condi¢cdes de cisalhamento, temperatura, pH e
refrigeragdo comumente aplicados durante o processamento costumam ser
aspectos limitantes na utilizagdo de amidos nativos. Dessa forma, a
modificagdo deste polimero € uma alternativa para atingir uma determinada
funcionalidade ou mesmo para ampliar as suas possibilidades de aplicagao.

A modificagdo de amidos pode ser obtida a partir de tratamentos
quimicos, fisicos, enzimaticos e genéticos (SINGH; KAUR; McCARTHY, 2007)
ou pelo uso combinado de um ou mais meétodos de modificagcao
(GUNARATNE; CORKE, 2007; DEETAE et al., 2008; LIN et al., 2011; KAUR et

al., 2012). No entanto, existe um interesse consideravel em modificagdes
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fisicas, as quais permitem uma abordagem isenta de produtos quimicos e
agentes bioldgicos, e portanto o amido assim obtido continua considerado
natural e seguro (JACOBS; DELCOUR, 1998).

2.3.1 Tratamento térmico em baixa umidade

O tratamento térmico em baixa umidade € uma técnica de modificacédo
fisica que consiste na exposicdo dos granulos de amido a temperaturas
superiores a de gelatinizagdo por determinado periodo de tempo e em
condicbes de umidade reduzida. As temperaturas do tratamento geralmente
variam entre 80-130°C, por periodos de 15 min a 16h e teor de umidade nao
superior a 35% (JACOBS; DELCOUR, 1998).

Os efeitos do TTBU sobre a estrutura e as propriedades fisico-quimicas
variam com a fonte botanica, caracteristicas do amido (como a proporgao
amilose:amilopectina) e com as condicdbes de TTBU aplicadas (tempo,
temperatura, teor de agua) (JACOBS; DELCOUR, 1998; HOOVER, 2010;
ZAVAREZE et al., 2011). Redugdes nos parametros de viscosidade, poder de
inchamento e lixiviagdo de amilose, assim como aumento das temperaturas de
gelatinizacdo e ampliagdo da largura das curvas endotérmicas de fusao
(PERERA et al., 1997; LIM; CHANG; CHUNG, 2001; HORMDOK;
NOOMHORM, 2007; CHUNG; LIU; HOOVER, 2009; VARATHARAJAN et a.,
2010; JIRANUNTHAKUL et al., 2011) e transi¢ao do polimorfo cristalino do tipo-
B para o tipo-A ou para uma mistura de ambos os padrdes (GUNARATNE;
HOOVER, 2002; HOOVER, 2010; VARATHARAJAN et al., 2011), tém sido
relatadas. Além disso, alteragbes morfolégicas como a formagdo de areas
escuras, ou espagos vazios na regiao central dos granulos préxima ao hilo,
também foram reportadas a partir de microscopia o6tica (KAWABATA et al.,
1994; VERMEYLEN et al., 2006; VARATHARAJAN et al., 2011).

Possiveis explicacdes para os efeitos causados pelo TTBU nas
propriedades dos amidos foram reunidos por Jacobs e Delcour (1998) e
incluem alteragcdes na cristalinidade (como crescimento de novos cristalitos ou
recristalizacdo de cristalitos ja existentes, alteragdo no arranjo do
empacotamento de duplas hélices nos cristalitos dos amidos do tipo B

ocasionando a transicdo para o tipo A, formagdo de novos cristalitos nas
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regides amorfas, como cristalitos de amilose ou de cristalitos oriundos de
complexos de amilose e lipidios), alteragbes na fragdo amorfa resultando em
um aumento da ordem sem aumento da cristalinidade (aumento nas interagdes
entre as cadeias de amilose ou entre cadeias de amilose e amilopectina, e
transformacédo de amilose amorfa em uma hélice), e alteragdes das interacdes
entre os cristalitos e as partes amorfas.

Jiranuntakul et al. (2013) relataram, a partir de observagcdo por
microscopia de for¢ga atébmica, que a superficie granular do amido de arroz,
milho e batata comuns e cerosos foi visivelmente afetada por TTBU (30% de
umidade, 100°C, 16h). Protusdes de formato oval (atribuidas as estruturas
bloquetes da amilopectina) presentes na superficie dos granulos nativos foram
ausentes apdés o TTBU em amido de arroz e milho e sensivelmente menores
em amido de batata (diminuiu de 56 para 28 nm e de 51 para 23 nm em amido
de batata comum e ceroso, respectivamente). Os autores sugerem que as
condicoes de umidade e temperatura durante o TTBU possam favorecer a
gelatinizagédo das estruturas bloquetes na superficie de amido de arroz e milho,
enquanto em amido de batata uma gelatinizacdo parcial ou compressao das
duplas hélices de amilopectina (atribuido ao empacotamento mais denso das
hélices pela transicdo do polimorfo cristalino do tipo B para o tipo A)
ocorreriam, ocasionando o encolhimento de bloquetes nessa regiao (Figura 8).
Essas alteragcdes na superficie promoveriam uma espécie de barreira a
penetragcdo de agua para dentro dos granulos e estariam associadas ao
inchamento limitado e aumento da temperatura de gelatinizagdo em amidos
modificados por TTBU. O encolhimento de bloquetes também poderia estar
associado ao desenvolvimento de uma cavidade oca dentro dos granulos como
observado por estudos de microscopia ética e de microscopia eletronica de
varredura em outros artigos (KAWABATA et al., 1994, LEE et al.,, 2012,
VERMEYLEN; GODERIS; DELCOUR, 2006).
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Figura 8 - Diagrama esquematico mostrando (A) a fusdo de bloquetes na
regido superficial de um granulo de amido durante TTBU, e (B) a redugdo no
tamanho de bloquetes bem como o desenvolvimento de uma cavidade no
centro de um granulo de amido de batata apos TTBU.

Fonte: Adaptado de JIRANUNTAKUL et al., 2013.

Além das alteracbes descritas, outras mudangas em nivel molecular,
nano ou microestrutural, os quais ndo foram ainda identificados, podem
também estar envolvidos nas mudancas fisico-quimicas em amidos
modificados por TTBU.

2.2.4 Gelatinizagao quimica de superficie

Determinadas solugdes salinas sdo conhecidas por promoverem a
gelatinizagdo do amido a temperatura ambiente (EVANS; HAISMAN, 1982,
GOUGH; PYBUS, 1973, OOSTEN, 1982, OOSTEN, 1983). ions de elevada
densidade de carga apresentam forte interagdo eletrostatica com a agua,
reduzindo a fracdo de agua livre em solugdo, ocasionando um aumento da
viscosidade. Por conseguinte, esse aumento da viscosidade retarda a difusao

da solugdo salina para dentro dos granulos. Além disso, a repulsdo gerada
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entre os grupos hidroxila do amido e os ions carregados positivamente provoca
uma resisténcia a gelatinizagao do amido (EVANS; HAISMAN, 1982, GOUGH,;
PYBUS, 1973, JANE, 1993).

Gough e Pybus (1973) estudaram o efeito da interacao de diferentes
cations metalicos com amido de trigo a partir de microscopia 6tica. Os autores
observaram que o comportamento do amido foi variavel com o tipo e a
concentragcao de ions em solugdo, sendo que solugbes de LiCl 14 mol.L™" e
CaCl, 2,5 mol.L™ promoveram a gelatinizagdo do amido a partir da periferia
granular dos amidos mesmo a temperatura ambiente.

Posteriormente, Jane (1993) monitorou o processo de gelatinizagdo de
amido de milho em solugcbes salinas de LiCl e CaCl, em diferentes
concentracbes, a partir de microscopia otica e calorimetria diferencial
exploratéria (DSC). Em concentragdes inferiores a 4 mol.L™", o LiCl ocasionou
um aumento da temperatura de inicio e da entalpia de gelatinizagao, indicando
que a interagéo eletrostatica entre os grupos hidroxilas do amido e os ions Li"
nao foi significativa e, portanto, apenas um efeito de solvatagcao da agua pelos
jons Li* foi predominante. Quando a concentracéo de LiCl excedeu a 4 mol.L™",
no entanto, os valores de inicio e da entalpia de gelatinizagdo reduziram em
decorréncia de interagdes do tipo ion-dipolo (formagdo do complexo amido-
céation). Os autores sugerem que como a difusdo de Li* nos granulos de amido
foi impedida pela viscosidade da solugédo, o aquecimento gerado a medida que
os ions Li* se complexaram com os grupos OH periféricos dos granulos, a
gelatinizacdo do amido a partir da periferia para dentro dos granulos foi iniciada
a temperatura ambiente. A autora sugere que a gelatinizagdo do amido em
solucdes salinas neutras seria controlada por dois efeitos principais,
relacionados a alteragdo na estrutura da agua decorrente da elevada
concentragao de ions (aumento da viscosidade) e por complexagao entre as
hidroxilas presentes no amido e os cations.

Além disso, Koch e Jane (2000), observaram que amidos de diferentes
origens botanicas interagem diferentemente com solu¢cdes salinas
concentradas. Os autores conduziram a gelatinizacdo quimica de diferentes
fontes de amido em solugado de CaCl, (4 e 4,4 mol.L™") a temperatura ambiente.
Com base nas diferencas de comportamento dos granulos durante a

gelatinizacdo, os amidos foram divididos em granulos que gelatinizaram
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uniformemente a partir da periferia granular (batata comum e ceroso, batata
doce e milho comum e de alta amilose), granulos que gelatinizaram
desuniformemente a partir da periferia granular (trigo, cevada e cevada de alta
amilose), e granulos em que a gelatinizagao ocorreu demasiado rapida sem ser
possivel um controle do processo (cevada ceroso, milho ceroso e arroz).

A técnica de gelatinizacado quimica de superficie pode ser utilizada como
uma ferramenta util e barata na pesquisa da estrutura interna de granulos de
amido nativos e modificados a medida que permite estudar fragdes de granulos
remanescentes com diferentes niveis de remocao das partes mais externas
(PAN; JANE, 2000; KUAKPETOON; WANG, 2007; 2008; HUANG et al., 2010).

Utilizando esta técnica, Jane e Shen (1993) e Pan e Jane (2000),
puderam verificar que a amilose em amido de batata e milho, respectivamente,
encontrava-se mais concentrada na periferia granular, assim como uma maior
propor¢cdo de longas cadeias de amilopectina estavam mais concentradas na
regido central dos granulos. Em amido de arroz com diferentes teores de
amilose (ceroso, 10,0, 14,5 e 23,4 %), a distribuicdo de amilose ao longo das
regides granulares foi varidvel enquanto que a temperatura e a entalpia de
gelatinizacdo foram reduzidas em todos os tipos de amido de arroz com o
aumento da remocéao granular (WANG et al., 2007).

Em granulos de amido de batata acetilado remanescentes (ceroso e
comum de diferentes cultivares) apds a remocao de aproximadamente 30 e
40% de superficie com CaCl, 4 mol.L™", Huang et al. (2010) observaram que
maior proporcao de grupos acetila estava concentrado na regido periférica dos
granulos enquanto maior cristalinidade relativa e temperaturas de gelatinizagéo
foram observadas nas por¢cdes mais centrais.

Kuakpetoon e Wang (2008) utilizaram LiCl 13 mol.L™" para remover 10,
20, 30 e 40 % da superficie de amido de milho oxidado com hipoclorito com
diferentes teores de amilose e puderam obsevar que a localizagao das fragdes
oxidadas e as propriedades fisico-quimicas dos amidos oxidados foi variavel e
afetada pelo arranjo molecular dentro dos granulos dos diferentes amidos. De
forma geral, a oxidagao foi maior na periferia dos granulos, ainda que o nivel de
oxidagao nas regides granulares tenha sido também suficiente para aumentar o
poder de inchamento dos amidos modificados, em detrimento dos nativos,

independentemente do grau de remog¢ao das camadas granulares. Os autores



30

também observaram que a despolimerizacdo de amilose na periferia de amido
de milho comum foi mais intensa do que nos amidos com teores altos de
amilose (50 e 70 %), o que demonstra a diversidade no arranjo molecular entre

os tipos de amido.



3 CAPITULO 1 - Amido de batata modificado por tratamento térmico em
baixa umidade: estudo da estrtura interna dos gréanulos por gelatinizagao

quimica de superficie

3.1 Introducgao

O tratamento térmico em baixa umidade (TTBU) é uma modificagao
fisica na qual os granulos de amido séo expostos a temperaturas superiores a
temperatura de gelatinizagdo por determinado periodo de tempo e em
condigcbes de umidade reduzida (JACOBS; DELCOUR, 1998). O tipo e a
intesidade das alteracbes reportadas em amidos submetidos ao TTBU séao
variaveis de acordo com a fonte amilacea e as condi¢cdes aplicadas durante o
tratamento (HOOVER, 2010; ZAVAREZE; DIAS, 2011; VARATHARANJAN et
al., 2011).

Tem sido sugerido que o TTBU promove um rearranjo na estrutura
granular pela alteragdo na conformacdo das estruturas de amilose e
amilopectina, bem como pelo fortalecimento de interacbes entre as cadeias.
Nesse sentido, Gunaratne e Hoover (2002) e Hoover e Manoel (1996)
afirmaram que o TTBU permite que a amilose localizada nas regides amorfas
reaja com segmentos ramificados de amilopectina nas regides cristalinas,
propiciando um refor¢o da estrutura granular. No mesmo sentido, Lim et al.
(2001) propuseram que um rearranjo estrutural apés TTBU seria decorrente da
transformagéo das regides intercristalinas amorfas para fases amorfas, o que
propiciaria maior liberdade para cadeias curtas presentes na estrutura cristalina
se movimentarem e rearranjarem-se dentro do granulo.

Entretanto, a elucidagcdo das alteragdes estruturais em amidos
submetidos ao TTBU em nivel intragranular ainda nido é bem clara. A
gelatinizagdo quimica de superficie pode ser utilizada como uma ferramenta util
e de baixo custo na pesquisa da estrutura interna de granulos de amido. Jane
(1993) estudou o mecanismo de gelatinizagdo do amido em solugbes salinas
neutras e observou que solucdes salinas concentradas de cloreto de calcio
(CaCly) e cloreto de litio (LiCl) promovem uma gelatinizagao lenta do amido a

partir da periferia dos granulos, sendo possivel obter fracbes de granulos
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remanescentes com diferentes niveis de remogao das partes mais externas. A
estrutura interna de diferentes fontes de amido nativo e em alguns amidos
modificados quimicamente foram estudadas a partir desta técnica (PAN; JANE,
2000; KUAKPETOON; WANG, 2007; 2008; HUANG; ZHANG; CHEN, 2010).
Dessa forma, ainda que amidos de diferentes fontes botanicas
modificados em diferentes condicdes de temperatura, umidade e tempos de
TTBU tenham sido estudados, a maioria das respostas para 0s processos
desencadeados durante a modificagao granular baseiam-se principalmente nos
granulos inteiros sem explorar os seus efeitos nas regides internas do granulo.
Neste estudo, granulos de amido de batata nativo e modificado por
TTBU em diferentes teores de umidade foram submetidos a gelatinizagéo
quimica de superficie com solucao salina de LiCl concentrada para remocao de
aproximadamente 30 e 50 % da superficie granular. Os granulos intactos e
remanescentes foram avaliados quanto as propriedades morfologicas,

estruturais, térmicas e algumas propriedades fisico-quimicas.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Material

Amido foi extraido a partir de batatas da cultivar BRS IPR-Bel
(Solanum tuberosum L.) conforme método proposto por Liu, Weber, Currie e
Yada (2003). As batatas foram descascadas manualmente e imersas em
bissulfito de sédio 0,1 %, cortadas em cubos, trituradas em liquidificador
doméstico e submetidas a sucessivas lavagens seguida de filtragdo em sacos
de algodao e peneiras (80, 150 e 200 mesh). Apos decantagdo, o amido
sedimentado foi lavado e seco a 40 °C. Os reagentes quimicos utilizados foram

de grau analitico.
3.2.2 Tratamento térmico em baixa umidade (TTBU)
O tratamento térmico em baixa umidade (TTBU) foi realizado em amido

de batata com umidade ajustada para 12, 15, 18, 21 € 24 % b.u. (TTBU 12 %,
TTBU 15 %, TTBU 18 %, TTBU 21 % e TTBU 24 %, respectivamente). Os
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teores de umidade foram escolhidos com base em testes preliminares para
obter amidos modificados com maior amplitude de variagdo nas propriedades.
Os amidos foram armazenados em recipientes de vidro hermeticamente
fechados e mantidos sob refrigeracao (= 4°C) durante 16 h para equalizagao da
umidade. Apds, as amostras foram autoclavadas a 110 °C, por periodo de 1 h.
Decorrido o tempo de tratamento, o amido foi mantido na autoclave (desligada
e semi aberta) até se atingir temperatura ambiente (para evitar uma possivel
condensagado de agua nas paredes do vidro) e seco a 40 °C até a umidade
entre 10-11 %, b.u.

3.2.3 Gelatinizagado quimica de superficie dos granulos de amido

Para o estudo da estrutura interna, os granulos de amido foram
submetidos a gelatinizagdo quimica de superficie (GQS) em solugao de LiCl 13
mol L™ para remover aproximadamente 30 e 50% da superficie granular, sendo
as fragbes granulares remanescentes denomidanas de regides intermediaria e
central dos granulos, respectivamente. Os resultados obtidos para os granulos
intactos (0% de remocéao granular) em comparagdo com os resultados para as
demais fragdes, foram designados como referentes a regido periférica dos
granulos. O processo foi baseado no método proposto por Pan e Jane (2000),
em que o amido (5 g), foi suspenso em 37,5 mL de solugdo de LiCl
concentrada (13 mol.L™") sob agitacdo durante diferentes periodos de tempo
(pré-estabelecidos em testes para cada amido em particular). A reagao foi
acompanhada a partir da observagcdo dos granulos em microscopio sob luz
polarizada até se observar o nivel de gelatinizagdo superficial desejado. O
processo de gelatinizacao foi interrompido pela adigdo de agua gelada (= 4 °C)
e a solugéo de LiCl imediatamente separada por centrifugacao (5000 g, 2 min).

A separagao dos granulos remanescentes do amido gelatinizado foi
realizada em liquidificador doméstico a partir da agitagdo mecanica do amido
em 250 mL de agua destilada por periodo de 10 min. O sobrenadante contendo
o amido gelatinizado foi descartado e os granulos remanescentes
ressubmetidos a agitagcdo mecanica em agua. Este procedimento foi repetido
em torno de 5 vezes, até o sobrenadante ndo apresentar turbidez e ndo ser

visivel a presenca de amido gelatinizado ao microscopio o6tico. Os granulos
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remanescentes foram lavados com alcool etilico absoluto e secados a 40°C. O

grau de remocao da superficie foi calculada de acordo com a equacgao 1.

100 Eq. (1)

SR(%) = % y
l

SR (%) é o percentual de superficie removida dos granulos de amido
(%); GAi é a massa de granulos de amido integros (g; base seca (b.s.)); GAr é
a massa de granulos de amido remanescentes apds a remocdo do amido

gelatinizado (g; b.s.).
3.2.4 Birrefringéncia e morfologia

A morfologia e a presenga de birrefringéncia (presenca da cruz de malta)
nos granulos foi observada em microscopio 6tico (Olympus, modelo BX 51),
sob luz polarizada. As laminas foram preparadas com uma gota de suspenséao
de 2 mg de amido em 1mL de solugdo 1:1 de glicerol:agua. Para a obtencéo
das micrografias em campo claro, o amido foi corado com solugdo 0,2 % de
1o/KI.

As caracteristicas morfologicas dos granulos também foram examinadas
por microscopia eletrbnica de varredura (Shimadzu, SSX-550). As amostras
foram espalhadas diretamente sobre a superficie de stubs e revestidas com
ouro, sendo posteriormente examinadas ao microscopio eletrbnico de

varredura a uma tenséo de aceleragao de 15 kV.
3.2.5 Teor de amilose

O teor de amilose foi determinado por método colorimétrico com iodo,
conforme método de McGrance, Cornell e Rix (1998) com modificagdes
sugeridas por Hoover e Ratnayake (2001).

Aproximadamente 20mg de amido desengordurado (b.s) juntamente
com de 8 mL de DMSO (dimetilsulféxido) a 90 % foram agitados durante 20
min e posteriormente condicionados em banho a 85 °C por 30 min. Apds

arrefecimento, o conteudo foi transferido para baldao volumétrico de 25 mL e
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homogeneizado. A uma aliquota de 1 mL da solucao foi adicionado 5 mL de
solucdo de Iy/Kl (0,0025 mol.L”" de I, e 0,0065 mol.L™'de KI) e o volume
completado para 50 mL. A solugao resultante foi homogeneizada e mantida em
repouso por 15 min previamente a leitura da absorbancia em 600 nm. Para a
construgao da curva de calibracéao foi utilizado 20 mg de amilose de batata pura
submetida ao mesmo processo descrito para o amido, sendo retiradas

aliquotas de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mL para determinac&o da absorbancia.
3.2.6 Poder de inchamento e lixiviagao de amilose

O poder de inchamento dos amidos foi obtido pelo aquecimento de
suspensdes de amido em agua (0,5 g em 30 mL) na temperatura de 90°C por
30 min. Apds rapido resfriamento as suspensdes foram centrifugadas e o poder
de inchamento foi obtido pela relacdo da massa final intumescida pela massa
inicial de amido e expressa em g.g”"' (KUAKPETOON; WANG, 2007). Para a
determinacdo da lixiviacdo de amilose, uma aliquota do sobrenadante
resultante apdés a centrifugacédo das suspensdes foi avaliada quanto ao

conteudo de amilose, conforme descrito anteriormente.

3.2.7 Cristalinidade relativa e difracao de raios-X

Difratogramas de raios-X dos amidos foram obtidos com um
difratbmetro de raios-X (X'pert PRO Multi-Purpose, PanAnalytical) em que a
regido de varredura da difragcéo variou de 5° a 30°, com uma tensao alvo de 30
kV, uma corrente de 30 mA e velocidade de varredura de 1°.min”" A
cristalinidade relativa (CR) dos granulos de amido foi calculada como descrito
por Rabek (1980), segundo a equacao CR (%) = (Ac / (Ac + Aa)) * 100, onde
Ac é a area da fracao cristalina e Aa é a area da fracdo amorfa no difratograma

de raios-X.

3.2.8 Propriedades térmicas

As propriedades térmicas de gelatinizagdo dos amidos foram

determinadas em calorimetro diferencial de varredura (DSC, TA-60WS,
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Shimadzu, Kyoto, Jap&o). As amostras de amido (aproximadamente 2,5 mg,
b.s.) foram pesadas diretamente em cadinhos de aluminio (Mettler, ME-27331),
adicionadas de agua destilada (1:3 m/m) e posteriormente seladas
hermeticamente e deixadas estabilizar durante 16 h antes do procedimento. Os
cadinhos contendo as amostras foram aquecidas, juntamente com um cadinho
vazio como referéncia, sob atmosfera de nitrogénio de 20 a 120°C com uma
rampa de aquecimento de 10°C por minuto e fluxo de nitrogénio de 50 mL.min"
'. A temperatura inicial (To), pico de temperatura (Tp), temperatura de
conclusdao (Tc) de gelatinizagdo e a entalpia requerida durante a transicao
térmica (AH), foram computados automaticamente, e a variacdo de temperatura

(Tc-To) foi calculada.

3.2.9 Analise estatistica

As determinagdes analiticas foram realizadas em triplicata, exceto os
difractogramas de raios-X e a analise de DSC. A comparagdo das médias foi
realizada pelo teste de Tukey a 5 % de significancia a partir de andlise da
variancia (ANOVA).

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Birrefringéncia e morfologia

Na figura 9 estao apresentadas as micrografias sob luz polarizada dos
granulos de amido de batata nativo e modificados por TTBU nas umidades de
12, 15, 18, 21 e 24 %. Os granulos de amido de batata nativo exibiram alta
birrefringéncia, observado pela presenga da cruz de Malta, a qual indica a
orientacio radial das estruturas helicoidais.

Apos o TTBU os granulos se mantiveram altamente birrefringentes,
exceto na regido do hilo onde se observa o desenvolvimento de uma area
escura circular na maioria dos granulos. Nos tratamentos sob maiores teores
de umidade (21 e 24 %) essas areas escuras tornaram-se mais alargadas,

evidenciando a formacao de um espaco vazio nessa regidao do granulo. A
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formacao de areas escuras pode ser resultado da perda da orientacdo radial
das moléculas na regido do hilo, como resultado da ruptura de duplas hélices
de amilopectina durante o TTBU. Além disso, € possivel que a energia térmica
durante o TTBU, associada a um maior teor de umidade, possa atribuir certa
mobilidade as cadeias de amido o que poderia ocasionar uma compressao
destas em torno das areas vazias formadas e ocasionar o deslocamento destas
para regides mais periféricas do granulo.

Vermeylen, Goderis e Delcour (2006) também relatam o aparecimento
de areas escuras apdés TTBU. Os autores avaliaram o efeito do TTBU sob
diferentes teores de umidades e temperaturas em amido de batata, e
concluiram que ambos fatores conduziram a formacao de areas escuras. Em
estudo similar, Varatharajan et al. (2010) também observaram que apés TTBU
as micrografias de campo claro em amido de batata normal e ceroso (27 % de
umidade sob 80, 100, 120 e 130 °C/16 h) passaram a apresentar “espacgos
vazios” na area dos granulos proxima a regido do hilo. Segundo os autores, tal
efeito foi intensificado com a elevagao da temperatura no amido ceroso e indica
que esta regido é substancialmente afetada pela temperatura aplicada no
tratamento hidrotérmico, assim como o observado neste estudo.

Alteracbes no formato dos granulos, bem como aparecimento de
fissuras e fragmentos também foram visiveis a partir de 18 % de umidade de
tratamento (Figura 9). Esses sinais de degradacao térmica foram acentuados
com o aumento da umidade de tratamento, sobretudo em TTBU a 24 % de
umidade, no qual a ruptura granular foi mais intensa como destacado na figura
9 para o TTBU 24 % (seta).
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Figura 9 — Micrografias de luz polarizada dos amidos de batata nativo e
modificados por tratamento térmico em baixa umidade (TTBU) sob as
umidades de 12, 15, 18, 21 e 24 %. Escala = 50 ym. Seta mostra ponto de

ruptura granular.
3.3.2 Gelatinizagao quimica de superficie

Para obter grau semelhante de gelatinizagdo quimica de superficie
entre os tratamentos, os amidos foram expostos a solugdo de LiCl 13 mol.L
por diferentes periodos de tempo. Os amidos nativo e tratados termicamente
com até 12 % de umidade n&o variaram em tempo para se obter graus
semelhantes de gelatinizagdo quimica de superficie, no entanto, a partir do

tratamento a 15 % de umidade o tempo necessario para obter graus
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semelhantes de remogao granular foram menores (Tabela 1). Outros autores
também reportam diferencas no tempo necessario para a gelatinizagdo de
diferentes tipos de amido, o que foi variavel em funcido do conteudo de amilose
e do grau de modificagdo do amido, quando o caso (WANG et al., 2007;
KUAKPEETON; WANG, 2007; 2008; HUANG et al., 2010).

Tabela 1 — Tempo e grau de remocéo da superficie de granulos de amido de

batata nativo e modificados apds tratamento com solugao de LiCl 13 mol.L™

Tempo de tratamento em solugéo Grau de remogao da
de LiCl 13 mol L (min) superficie (%)
Nativo 90 28,8
140 48,8
TTBU* 12 % 90 30,1
140 50,6
TTBU 15 % 65 28,8
130 47,5
TTBU 18 % 70 32,0
110 53,0
TTBU 21 % 55 31,6
95 49,2
TTBU 24 % 50 35,0
100 52,1

* TTBU: tratamento térmico em baixa umidade

O processo de gelatinizagao quimica de superficie em solugéo de LiCl
(13 mol.L™") para o amido de batata submetido ao TTBU a 15 % de umidade é
apresentado na figura 10. Exceto pelas diferengas no tempo requeridas, a
gelatinizagdo ocorreu com pouca variagdo para a maioria dos granulos em
todos os amidos (nativo e modificados). Os granulos foram gelatinizados
lentamente a partir da sua periferia, sendo verificada a formacao de uma
crescente camada gelatinizada nessa regido com o avanco do tempo de

reacdo com LiCl 13 mol.L™".
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Figura 10 — Micrografias de luz polarizada do amido de batata TTBU a 15 % de
umidade durante o processo de gelatinizacdo quimica de superficie com

solugao de LiCl 13 mol.L™

A diversidade de tamanho granular ndo tornou o processo de
gelatinizagdo desigual e, portanto, a remocgao superficial das camadas
granulares pode ser considerada representativa da populacédo de granulos
presente em cada amido. Similarmente, Kuakpetoon e Wang (2007) também
reportaram consideravel homogeneidade na gelatinizagdo quimica de
superficie (= 40 %) em granulos grandes e pequenos de amido de milho
comum, ceroso e de alto teor de amilose (50 e 70 %).

No entanto, independentemente do tamanho ou formato dos granulos,
foi possivel visualizar que alguns granulos gelatinizaram mais rapidamente do
que outros. Isto demonstra que dentro de uma mesma populacdo de granulos
ha diferentes graus de ordenacao estrutural.

A figura 11 apresenta o processo de remogao da camada gelatinizada
na superficie de granulos de amido de batata nativo durante o processo de
purificacdo por agitacdo em agua. Na figura 11 (A1, A2), a camada
gelatinizada, antes disposta uniformente como um halo ao redor dos granulos
(Figura 10), se desestrutura e se dispersa ao redor dos mesmos como um
grande envoltério. A medida que o procedimento de agitagdo em agua foi
repetido mais vezes, mais dispersa e menor foi a quantidade de amido

gelatinizado presente no sedimento centrifugado (Figura 11 B1, B2 e C1, C2).



Figura 11 — Micrografia otica dos granulos de amido de batata nativo
gelatinizados superficialmente apds sucessivas etapas de agitagdo em agua. 12
(A1, A2), 22 (B1, B2) e 32 (C1, C2) lavagens.

Os granulos remanescentes, apos a remog¢ao da camada gelatinizada
superficial, continuaram a apresentar cruz de malta o que indica que a estrutura
semicristalina do amido nao foi afetada durante o processo. Além disso, nao foi
perceptivel nenhuma outra alteragdo nos granulos decorrente das etapas de
agitacdo mecéanica dos granulos em agua. Os granulos remanescentes do
amido TTBU a 24 % de umidade podem ser vistos na figura 12 (a-c). Nesta
imagem é possivel observar o efeito da intensa remocdo das camadas

granulares (= 50 %) pela aumento proporcional da area escura na regiao do
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hilo, sendo que em alguns grénulos a remog¢ao das camadas alcangou essas

areas, promovendo ruptura granular nessa regiao (setas).

Figura 12 - Micrografias de luz polarizada dos grénulos remanescentes de
amido de batata TTBU a 24 % de umidade apds remocao da superficie

gelatinizada. Setas destacam a abertura granular na regido do hilo.

A morfologia dos amidos também foi avaliada por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e esta apresentada na figura 13 (A-E). Os
granulos de amido de batata nativo apresentaram tamanho variavel,
predominantemente na forma elipsoidal, juntamente com alguns granulos
pequenos mais arredondados (Figura 13 A).

Na figura 13 (B e C) pode-se comparar os granulos de amido de batata
nativo com a superficie gelatinizada e apds a remocéao da camada gelatinizada
superficial (granulos remanescentes), respectivamente. Alguns granulos de
amido nativo remanescentes apresentaram superficie granular mais irregular
(rugosa). Além disso, nao foi observado residual de amido gelatinizado na
superficie granular ou disperso entre os granulos de amido remanescentes, o
que evidencia a eficiéncia da remog¢do das camadas gelatinizadas pela
agitacao mecanica (Figura 13 C).

De igual modo Wang, Kuo, Wang e Patindol (2007) nao observaram
nenhuma evidéncia de ruptura granular apés a remogdo da camada
gelatinizada em granulos de amido de arroz por mistura mecanica. Os autores
reportaram que os granulos de amido de arroz apresentaram superficie mais
lisa e esférica (diferente da forma angular e poligonal comuns ao amido nativo),
mas nenhuma fissura evidente ou fragmentos foram observados. Pan e Jane
(2000) avaliaram o efeito da agitacdo mecanica em agua na remocgao das

camadas gelatinizadas sobre a integridade granular a partir de analise da
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distribuicdo da massa molecular em amido de batata. Os autores observaram
que os perfis dos amidos antes e apos a agitagcdo mecanica foram idénticos,
indicando que as moléculas de amido no granulo permaneceram intactas
mesmo apos a realizacdo desta. No entanto, Kuakpetoon e Wang (2007)
relataram que apés a remocédo do material gelatinizado em amido de milho, a
maioria dos granulos remanescentes passou a apresentar aparéncia rugosa e
com indicios de erosdo. Além disso, os autores destacaram que apos o
processo de purificagdo alguns granulos apresentaram resquicio de material
gelatinizado. Neste estudo, para todos os amidos, a remo¢do das camadas
gelatinizadas gerou apenas alguns granulos com a superficie irregular.

De modo geral os granulos de amido intactos apés o TTBU
apresentaram uma superficie mais irregular, ranhuras e abaulamento na regido
do hilo, o que foi mais evidente conforme se aumentou a umidade de TTBU. Os
granulos remanescentes apds a remogao da camada gelatinizada (= 50 %) dos
amidos modificados por TTBU nas umidades de 21 e 24 % podem ser
visualizados na figura 13 (D e E), respectivamente.

Nestes amidos é possivel visualizar o aparecimento de cavidades na
regido do hilo em alguns gréanulos, o que provavelmente esta relacionado as
areas escuras observadas no microscopio otico (Figura 9). Lee, Kim, Choi e
Moon (2012) examinaram por MEV cortes transversais de granulos de amido
de batata modificados por TTBU sob diferentes temperaturas, umidades e
tempos. Os autores verificaram uma grande regido central vazia em muitos
granulos, a qual gradualmente aumentou com o aumento da umidade de
tratamento, o que sugere que esta variavel influencia de forma mais
significativa na formagédo dessas cavidades do que a temperatura e o tempo
durante TTBU.
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Figura 13 — Imagens de microscopia eletrénica de varredura dos granulos de
amido de batata nativo (A), superficialmente gelatinizados em solugéao de LiCl
(B), e ap6s remocgéao da superficie gelatinizada (C). Granulos remanescentes
dos amidos modificados por TTBU a 21 % (D) e 24 % (E) de umidade apds a

remocao da superficie gelatinizada.
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3.3.3 Teor de amilose, poder de inchamento e lixiviagao de amilose

O teor de amilose dos amidos foi influenciado tanto pelo tratamento
hidrotérmico quanto pelo grau de remocgao das camadas granulares (Tabela 2).
O amido de batata nativo apresentou teor de amilose de 35,3 %, comparavel
aos valores de 33,5 e 34,0 % descritos por Varatharanjan et al. (2010) e
Mbougueng et al. (2012), respectivamente, mas superior ao reportado por
outros autores em que o teor de amilose foi entre 20,2 e 29,0 % (JANE; SHEN,
1993; JIRANUNTAKUL et al, 2011; HUANG et al., 2014).

Apds o TTBU o teor de amilose aumentou com o incremento do teor de
umidade dos tratamentos. A partir de 15 e 18 % de umidade de tratamento
houve um aumento de aproximadamente 2,2 % no teor de amilose, e sob as
umidades de 21 e 24 % o teor de amilose aumentou em 6,8 e 11,8 %,
respectivamente. Um aumento nos teores de amilose apés TTBU também
foram relatados em amido de arroz (SUN; WANG; XIANG; ZHAO, 2013), em
amido de milho (MIYOSHI, 2002) e em amidos de tuberculos e raizes
(GUNARATNE; HOOVER, 2002). A degradagdo de cadeias de amilopectina
bem como a interagdo entre as cadeias de amido dentro da regiao amorfa do
granulo durante o TTBU estdo entre os principais fatores atribuidos a um
aumento da capacidade das cadeias de amilose em complexar com iodo
(GUNARATNE; HOOVER, 2002, SUN et al., 2013).

No amido de batata nativo a amilose estava mais concentrada na
regido central e igualmente distribuida nas regides intermediaria e periférica
dos granulos (Tabela 2). Este resultado é oposto ao obtido para amido de
batata por Jane e Shen (1993) e por Pan e Jane (2000) em amido de milho, no
qual a amilose encontrava-se mais concentrada na periferia. Em contrapartida
Wang et al. (2007) observaram variacao na distribuicdo de amilose em amidos
de arroz com diferentes teores de amilose, sendo que nas cultivares com teor
de amilose entre 0 e 14,5 % a amilose estava ligeiramente mais concentrada
no nucleo dos granulos enquanto que no amido de arroz com maior teor de
amilose (23,4 %) a distribuicdo da mesma foi superior na periferia. Do mesmo
modo, Kuakpetoon e Wang (2007) reportaram que a amilose foi predominante

na periferia dos granulos de amido de milho com alto teor de amilose (50 % e



46

70 %), enquanto estava ligeiramente concentrada na regido central em amido
de milho comum (26,1 % de amilose).

Assim como para o amido de batata nativo, a distribuicdo radial de
amilose granular para todos os amidos modificados por TTBU foi heterogénea,
estando predominantemente concentrada nas regides intermediaria e central
dos granulos, exceto para o amido modificado sob maior umidade de TTBU

(TTBU 24 %) em que a amilose estava concentrada na regido periférica.

Tabela 2 - Teor de amilose, poder de inchamennto (PI) e lixiviagdo de amilose
(LAM) dos amidos de batata nativo e modificados por tratamento térmico em
baixa umidade (TTBU) e de seus respectivos granulos remanescentes apds
remocao de 30 e 50 % da superficie

Nativo TTBU12% TTBU 15% TTBU 18% TTBU 21% TTBU 24%

Amilose (%)

0% 353° 346°P° 37,6 °¢ 37,6 < 42,2 B 47,2 3

30% 355° 388° 40,7° 41,9° 47,92 46,2 °

50 % 38,3° 39,22 40,6 2 48,02 45,7° 43,9°
Pl(gg™)

0% 596 44,0 21,2 ¢ 15,3 2° 11,9 % 11,6 °¢

30% 57,0° 53,92 24,12 14,12 11,02 11,02

50 % 49,7° 312° 21,4° 14,32 10,52 11,02
LAM (%)

0% 58°% 9,4 " 3,12 2,1 4,3°¢ 3,9°¢

30% 8,7° 9,12 2,1° 2,0° 552 51°2

50% 10,4° 6,2° 1,5° 4,32 47" 4,0°

¥ Todos os dados estdo apresentados em base seca e representam a média de trés
determinagdes. Valores seguidos de letra minuscula na mesma coluna e maildscula na mesma

linha, diferem estatisticamente (p < 0,05).

O poder de inchamento (PI) e a lixiviagdo da amilose (LAM) dos amidos
de batata nativo e modificados por TTBU estdo apresentados na tabela 2. O
poder de inchamento granular reduziu com o aumento da umidade de TTBU
exceto para o TTBU 12 %. Em TTBU realizado a 15 e 21 % de umidade, o
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poder de inchamento dos amidos reduziu em torno de 3 e 5 vezes em
comparacao ao amido nativo, respectivamente.

Na regido central dos granulos foi possivel observar que o Pl diminuiu
para o amido nativo e para o TTBU realizado sob a menor umidade de
tratamento (TTBU 12 %). Isto sugere que a regido central nesses amidos pode
ter um arranjo estrutural mais compacto ou ser menos suscetivel a penetracdo
de agua, necessaria a hidratacdo e consequente inchamento granular. A
remog¢ao de camadas granulares nao afetou o Pl dos amidos modificados sob
maiores teores de umidade de tratamento (18, 21 e 24 %), provavelmente
porque o efeito do TTBU no PI, sob essas condi¢coes, foi mais intenso e
homogéneo ao longo de todo o granulo. As mudangas no Pl foram mais
variaveis em TTBU 12 %, o qual teve um acréscimo no Pl de 44,0 g.g” para
53,9 g.g" e entdo uma drastica redugado para 31,2 g.g”' nas regides granulares
periférica e central, respectivamente.

Um consideravel aumento no Pl apés a remogao de aproximadamente
50% da superficie granular foi reportado em amido de arroz ceroso (WANG et
al., 2007) e em amido de milho ceroso (KUAKPETOON; WANG, 2007), no
entanto, ambos os autores descrevem apenas um ligeiro aumento ou a
constancia do Pl para amidos de arroz e milho comuns, respectivamente. Nao
ha disponivel na literatura dados sobre Pl em diferentes regides granulares
para amidos modificados por TTBU. Tester e Morrison (1990) propuseram que
a amilopectina contribui para o inchamento, enquanto a amilose o restringe.
Dessa forma, é possivel que a redugcdo no inchamento granular observada
neste estudo apés a modificacao por TTBU, assim como para o amido nativo e
TTBU 12% na regido central dos granulos, possa estar relacionada com o
maior teor de amilose obtido para os mesmos (Tabela 2) ou a um efeito de
maior compactagdo ou enconlhimento das moléculas apés o TTBU como
sugerido por Jiranuntakul et al. (2013), o que acosionaria uma restricdo a
penetragcdo da agua para o inteiror dos granulos.

A lixiviacao de amilose foi reduzida apés o TTBU, exceto sob para
TTBU 12 %, no qual a lixiviagdo aumentou de 5,8 % para 9,4 % (Tabela 2). Nos
demais tratamentos, a redugao na lixiviagao foi maior em TTBU 15 e 18 %, nos
quais a reducdo chega a metade do obtido para o amido nativo, e menos

drastica em TTBU 21 e 24 %. A redugéo na lixiviagado de amilose ap6s TTBU
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tem sido descrita na literatura (HOOVER; MANOEL, 1996, GUNARATNE;
HOOVER, 2002; ZAVAREZE et al., 2010; VARATHARAJAN et al., 2010) e é
atribuida a ocorréncia de interacées adicionais entre as cadeias de amilose e
de amilose e amilopectina (Varatharanjan et al., 2011), ao aumento na
formagao de complexos entre amilose e lipidios (TESTER; MORRISON, 1990),
bem como redugdo na capacidade de hidratacdo e consequente inchamento
dos granulos (HOOVER; MANOEL, 1996).

Apds a remogao de camadas granulares por gelatinizagdo quimica em
solucao de LiCl, a lixiviagao de amilose no amido de batata nativo em TTBU
18% aumentou com o aumento do grau de remogéo da superficie, enquanto
que para os amidos modificados por TTBU esse comportamento foi
dependente da umidade de tratamento aplicada (Tabela 2). Em TTBU a 12 e
15 % de umidade, houve reducdo da lixiviagdo de amilose na regido central
granular enquanto que para TTBU 21 e 24 % houve um acréscimo da mesma

entre as regides intermediaria e central dos granulos.

3.3.4 Cristalinidade relativa e difracao de raios-X

Os difractogramas de raios-X dos amidos de batata nativo e
modificados por TTBU, bem como de suas respectivas regides granulares
intermediaria e central remanescentes estdo apresentados na figura 14. O
amido de batata nativo apresentou padrao de raios-X tipico de tipo B, com pico
de difragao forte em 17° (2 0) e picos de difragdo medianos em 5,6 °, 15 °, 20 °,
22 ° and 24 ° (26). Apos o TTBU a intensidade do pico em 5,6 ° e 20 ° foi
consideravelmente reduzida, e os picos em 17 °, 22 ° e 24 ° mostraram-se
menos resolvidos. Tais alteragdes indicam a mudanca no padrdo de raios-X
bem como a presenca presencga de células unitarias do tipo A e do tipo B nos
amidos modificados por TTBU. Essas alteragcbes foram gradualmente
pronunciadas a partir do TTBU a 18 % de umidade. Em TTBU a 24 % de
umidade, esses picos foram inexistentes e o padrao de raios-x do tipo A pode
ser confirmado pela detec¢do dos picos em 15 °, 20 ° e 23 ° (28) e O
caracteristico dubleto em 17 ° e 17,8 ° (2 8). Nao houve alteragdo no padrao de

raios-X apos a remogao das camadas de amido granular.
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Nativo

Intensidade
Intensidade

T T T T
5 10 .15 20 25 30
Angulo de difragdo (26)

TTBU 15 % SasT CR™

Intensidade
Intensidade

T T T T

.15 20 25 5 c 13 20
Angulo de difracio (20) Angulo de difragdo (23

TTBU 21 % TTBU 24 %%

Intensidade
Intensidade

M T T T T T
5 10 15 20 25 30 5 10 135 20
Angulo de difragao (28) Angulo de difracdo (23

Figura 14 - Difratogramas de raios-X dos amidos de batata nativo e
modificados por TTBU e seus respectivos granulos remanescentes em
diferentes regides granulares. Onde: *GQS = gelatinizagcdo quimica de
superficie (0, 30 e 50 % de remocdo da superficie granular); **CR =

cristalinidade relativa.

A extensao da transformacao polimérfica em amido de batata tem sido
atribuida a desidratagao das 36 moléculas de agua presentes no canal central

da célula unitaria do tipo B, bem como pelo movimento de um par de duplas
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hélices dentro desse canal central anteriormente ocupado pelas moléculas de
agua (GUNARATNE; HOOVER, 2002). De acordo com Varatharajan et al.
(2010) uma redugéo da intensidade de pico em 5,6 ° em amido de batata apds
o TTBU pode ser advinda de reorientagcdo dos cristais e perda da ordem de
empacotamento desses cristais dentro da matriz cristalina do amido. Além
disso, os autores sugeriram que reducao da intensidade de pico em 20° pode
ser um indicativo de reorientacédo de hélices simples de amilose e amilopectina
ou interagbes entre essas hélices. Neste estudo, a gradual redugdo das
intensidades destes picos de difracdo e mudanca de estado polimdrfico (tipo B
— tipo A+B ou tipo A) com o incremento da umidade de TTBU, pode ser
consequéncia de um aumento na mobilidade das cadeias de amido dentro da
estrutura granular advindo do maior conteudo de agua presente dentro dos
granulos durante o tratamento.

A cristalinade relativa do amido de batata reduziu apés o TTBU nas
umidades de 12 e 15 %, enquanto foi consideravelmente maior apdés os
tratamentos realizados sob maiores teores de umidade (Figura 14). A reducéao
da cristalinidade relativa apés TTBU é comum e tem sido reportada por outros
autores (CHUNG; LIU;HOOVER, 2009, VARATHARAJAN et al., 2010,
GUNARATNE; HOOVER, 2002) e tem sido atribuida ao colapso da fase
cristalina de amilopectina pelo excesso de calor e de umidade aplicados
durante o tratamento hidrotérmico (CHUNG et al., 2009). Contudo, um aumento
da cristalinidade relativa ap6s o TTBU é menos comum (HOOVER; MANOEL,
1996; HOOVER; VASANTHAN, 1994; VERMEYLEN et, 2006), e pode estar
associado a um possivel deslocamento de duplas hélices dentro dos cristalitos
de amido no sentido de formar uma estrutura cristalina mais ordenada
(HOOVER; VASANTHAN, 1994).

Vermeylen et al. (2006) modificaram amido de batata por TTBU (90-
130 °C, 23 % b.u., 24 h) e observaram uma redugao da cristalinidade relativa
nos amidos modificados até 120 °C, enquanto que a temperatura de 130 °C ou
mais, foi obtido um material altamente cristalino. Os autores verificaram que o
amido modificado a 130 °C apresentou elevado numero de cadeias de
amilopectina curtas (grau de polimerizagao < 6), indicando possivel degradagao
térmica do material. Portanto, o aumento da cristalinidade nesse amido foi

atribuido a formacédo de novos cristalitos, em decorréncia de um rearranjo
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cristalino promovido pela maior mobilidade das cadeias ap6s rompimento de
ligacdes entre as duplas hélices e posterior reorganizagao durante o TTBU.
Apds a remogao da superficie granular, os granulos remanescentes do
amido nativo e modificados por TTBU nas menores umidades de tratamento
térmico (12 e 15 %) apresentaram um aumento da cristalinidade relativa,
sobretudo na regido intermediaria dos granulos (remogao de 30 % da superficie
granular). Em TTBU a 18 e 21 % de umidade o percentual de CR ao longo do
granulo foi variavel, mas superior nas porgdes central e periférica,
respectivamente. Ja para o TTBU a 24 % de umidade a cristalinidade relativa
foi inferior na regido central, o que esta de acordo com as micrografias desses
amidos, nas quais o aparecimento de areas escuras observadas na regiao do
hilo por microscopia dtica (Figura 9) e de cavidades na regido central dos
granulos vistos nas imagens de MEV (Figura 13) sugerem menor organizagao

granular nessa regiéo.

3.3.5 Propriedades térmicas

As propriedades de gelatinizagcdo dos amidos apds o TTBU foram
variaveis e dependentes do percentual de umidade aplicado durante o
tratamento (Tabela 3). De modo geral, o TTBU antecipou a temperatura de
inicio da gelatinizagdo (exceto para TTBU 24 %) e ocasionou redugéo da
entalpia de gelatinizagdo em todos os amidos, a qual foi mais expressiva com o
aumento da umidade de tratamento. Os amidos modificados por TTBU sob os
menores teores de umidade (12 e 15 %) apresentaram redugéo na temperatura
de pico (Tp) e temperatura de concluséo (Tc) de gelatinizagdo, enquanto que
sob as maiores umidades de tratamento (21 e 24 %) um aumento dessas
temperaturas foi observado, especialmente na Tc, as quais aumentaram 10 e
17 °C, respectivamente. O TTBU a 18 % de umidade apresentou temperaturas
de gelatinizagdo intermediarias entre os amidos modificados, sendo a Tp
ligeiramente inferior e a Tc superior do que o observado para o amido de batata

nativo.
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Tabela 3 - Propriedades térmicas dos amidos de batata nativos e modificados

por tratamento térmico em baixa umidade (TTBU) em diferentes regides

granulares
Superficie Temperaturas de gelatinizagédo (°C)?
Amido removida AR
(%) To Tpt Tp2 Tc TeTo (Jg7)
0 61,7 653 - 71,3 9,5 14,8
Nativo 30 61,3 654 - 71,5 10,2 13,3
50 60,9 65,3 - 71,6 10,7 12,8
0 57,7 62,6 - 70,0 12,3 10,6
TTBU 12 % 30 57,2 62,5 - 69,4 12,2 10,9
50 58,1 63,7 - 70,9 12,8 12,2
0 55,7 62,0 - 69,4 13,7 11,2
TTBU 15 % 30 55,7 62,1 - 69,5 13,9 12,1
50 55,7 62,3 - 70,3 14,6 13,6
0 56,2 63,8 - 72,3 16,0 8,0
TTBU 18 % 30 56,1 64,6 - 74,5 18,4 8,8
50 54,1 67,2 - 74,3 20,2 6,1
0 604 678 752 81,6 21,1 7,6
TTBU 21 % 30 60,6 672 76,5 81,6 21,0 7,0
50 61,8 696 774 83,2 21,4 7.4
0 62,7 709 798 883 25,6 6,4
TTBU 24 % 30 63,7 70,2 80,2 86,7 23,0 9,2
50 646 724 816 879 23,3 7,2

@ To = temperature de inicio; Tp = temperatura de pico; Tc = temperatura de conclus&o. Tc-To =
faixa de temperatura de gelatinizagéo; ® AH = entalpia de gelatinizagdo em J g ™.

Um aumento da Tp e Tc em amidos modificados por TTBU tem sido
atribuido a fusao de cristalitos do tipo B presentes no amido nativo e a fusado de
cristalitos do tipo A formados durante a transformacao polimdrfica, e pela
interacdo entre cadeias de amilose e de amilopectina (HOOVER, 2010,
VARATHARAJAN et al., 2010; JIRANUNTAKUL et al., 2011). De acordo com

Vermeylen et al. (2006), a reorientacdo ou a formacéo de novos cristalitos s&o
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fatores que podem contribuir para um aumento nas temperaturas de
gelatinizacdo e da cristalinidade relativa em amidos modificados por TTBU.
Neste estudo, a maior Tp e a mudanga gradual no padrao de difragéo de raios-
X (Figura 14), em combinagdo com o aumento do percentual de cristalinidade
relativa, observados nos amidos modificados por TTBU sob maiores umidades
de tratamento (21 e 24 %) é consistente com esta hipétese.

A ndo convencional reducdo na temperatura de gelatinizagdo
observada nos amidos modificados sob menores percentuais de umidade (12,
15 e 18 %) ndo é clara, mas coerente com a redugdo da entalpia de
gelatinizagdo e da cristalinidade relativa nesses amidos, as quais sugerem a
ruptura de duplas hélices presentes em regides amorfas e cristalinas. Logo, &
possivel que, sob as condigbes de TTBU aplicadas (1 h, 110 °C), o conteudo
de agua presente nesses amidos foi suficiente para enfraquecer ou romper
ligagdes de hidrogénio inter e intramoleculares dentro dos granulos de amido,
mas nao para promover o rearranjo da estrutura de modo a aumentar o refor¢o
das interagcbes das moléculas.

Na figura 15 pode-se observar que o TTBU promoveu um alargamento
das endotermas de gelatinizacdo em todos os amidos, o qual foi crescente com
o aumento da umidade de tratamento. Além disso, em TTBU a 21 e 24% de
umidade foi observado o aparecimento de um segundo pico de gelatinizacao
(pequeno pico a direita do pico principal) (Figura 15), o qual tem sido descrito
como transicao bifasica e atribuido a formagao de novas fases cristalinas com
diferentes estabilidades térmicas (JIRANUNTAKUL et al., 2011).

Apds a remogado das camadas, os granulos remanescentes do amido
de batata nativo nao apresentaram alteracdo da Tp, mas a faixa de
temperatura de gelatinizagéo foi aumentada (To reduziu e Tc aumentou) e a
entalpia reduzida. J&4 nos amidos modificados por TTBU, a remocao das
camadas granulares proporcionou aumento da Tp e o alargamento das
endotermas de gelatinizagdo em todos os amidos. Nas umidades de 12 e 15 %
de TTBU, To e Tp reduziram, enquanto que em TTBU a 18, 21 e 24 % de
umidade o oposto ocorreu. Uma redugdo da Tp também foi observada em
amido de arroz comum e ceroso (WANG et a., 2007) e em amido de milho
comum e ceroso (KUAKPETOON; WANG, 2007) apos a remogéao de 10, 20 e

50 % da superficie granular. O aumento na entalpia de gelatinizagdo em TTBU
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a 12 e 15 % de umidade apds a remogéo de 30 e 50 % da superficie granular
concorda com 0s maiores percentuais de cristalinidade relativa nessas porc¢des
granulares, no entanto, ndo foi possivel visualizar uma tendéncia no

comportamento de AH para os demais amidos modificados por TTBU.

eyl

TTBU 21 % TTBU 24 %

Fugura 15 — Curvas de calorimetria diferencial exploratéria (DSC) dos amidos
de batata nativo e modificados por tratamento térmico em baixa umidade
(TTBU) e seus respectivos granulos remanescentes apés remocao de 30 e 50

% de superficie.
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3.4 Conclusao

A modificagdo do amido de batata por TTBU afeta a morfologia e a a
estrutura granular do amido de batata. A formagéo de areas escuras na regido
do hilo e a transformagao no padrao polimorfico do tipo B para uma mistura dos
tipos A + B foi obtida por TTBU. Reducdo do poder de inchamento e lixiviagao
da amilose, bem como maiores teores de amilose concentrada nas regides
mais internas dos granulos, ocorre com o aumento do percentual de umidade
no TTBU.

O TTBU em umidade de 12 e 15 % confere menor cristalinidade
relativa e reducdo nas temperaturas de gelatinizacdo do amido de batata,
enquanto em maior umidade (21 e 24 %), um aumento dessas propriedades &
observado.

Este estudo € o primeiro que aborda uma caracterizacdo detalhada
sobre as regides internas de granulos de amido modificado por TTBU utilizando
a técnica de gelatinizacdo quimica de superficie. A remocao de camadas dos
granulos mostrou que as alteragdes promovidas pela modificacdo hidrotérmica
ocorre em toda a porgao granular e nao apenas em determinadas partes

isoladas.



4 CAPITULO 2 - Propriedades de pasta, morfologia e suscetibilidade
enzimatica de amido de batata modificado por TTBU: estudo de granulos
inteiros e remanescentes apos gelatinizagao quimica de superficie

4.1 Introdugao

O amido é um polissacarideo abundante na natureza, relativamente
barato e naturalmente renovavel, o qual encontra ampla aplicagdo na industria
de alimentos e polimeros. A composi¢do e as caracteristicas da organizagao
granular sdo o que determinam a funcionalidade nos amidos e,
consequentemente, a sua aplicacdo posterior (BULEON et al., 1998; HOOVER,
2010). Contudo, a utilizacao de amidos na forma nativa apresenta limitacoes
em determinados tipos de processamentos, sendo a modificacdo deste
polimero uma alternativa para atingir uma determinada funcionalidade ou
mesmo para ampliar as possibilidades de aplicagao.

O tratamento térmico em baixa umidade (TTBU) tem se mostrado uma
alternativa altamente promissora para a geragdao de aditivos alimentares ou
ingredientes com propriedades especificas (HOOVER et al., 2010; ZAVAREZE;
DIAS, 2010).

Os principais efeitos observados apés o TTBU incluem alteragdes no
padrdo polimérfico, no grau de cristalinidade relativa, no inchamento e na
lixiviacdo de amilose granular, nos perfis térmicos e de viscosidade e na
suscetibilidade enzimatica dos granulos (GUNARATNE; CORKE, 2002). A
extensdo das alteragdes provocadas pelo TTBU ¢é influenciada pela
composi¢ao do amido, organizacdo das cadeias de amilose e amilopectina no
interior dos granulos e pelas condicbes (temperatura, umidade e tempo)
prevalecentes durante o tratamento (HOOVER, 2010; ZAVAREZE; DIAS,
2011). A arquitetura granular e, mais especificamente, a organizacdo dos
granulos na superficie, tém sido apresentada como um fator determinante nas
propriedades de pasta e na suscetibilidade enzimatica (cinética e grau de
hidrélise) de amidos modificados por TTBU.

Inumeros estudos relatam os efeitos do TTBU sobre a estrutura e as
propriedades fisico-quimicas de amidos de diferentes fontes botanicas
(HOOVER, 2010; ZAVAREZE et al., 2010; VARATHARAJAN et al.,, 2011),
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entretanto, poucos sao os estudos que fornecem alguma compreensdo das
alteracbes estruturais ocorridas em amidos submetidos ao TTBU em nivel
intragranular. Dessa forma, a maioria das respostas para 0s processos
desencadeados durante essa modificacdo permanecem pouco esclarecidos.
Neste estudo, a técnica de gelatinizacdo quimica de superficie a partir
de solugao de LiCl concentrada foi utilizada para remover 50 % da superficie
granular a fim de estudar a estrutura interna dos granulos de amido de batata
modificado por TTBU. Além disso, o TTBU também foi realizado em gréanulos
remanescentes do amido nativo sob as mesmas condicbes para efeito de
comparagao. As propriedades de pasta, morfolégicas e suscetibilidade

enzimatica dos granulos foram investigadas.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Material

Amido de batata foi extraido a partir de batatas (Solanumtuberosum L.)
da cultivar BRS IPR-Bel, conforme método proposto por Liu, Weber, Currie e
Yada (2003). Para a realizagado da hidrélise enzimatica foi utilizada a enzima a-
amilase pancreatica (A3176) adquirida da Sigma-Aldrich Ltda. (St Louis, USA).

4.2.2 Tratamento térmico em baixa umidade (TTBU)

O tratamento térmico em baixa umidade (TTBU) foi realizado em amido
de batata com umidade ajustada para 12, 15, 18, 21 e 24 % b.u. (TTBU 12 %,
TTBU 15 %, TTBU 18 %, TTBU 21 % e TTBU 24 %, respectivamente). O
procedimento esta descrito no capitulo 1 (item 2.2). TTBU também foi realizado
em granulos remanescentes do amido nativo, obtidos por gelatinizacdo quimica
de superficie apos remogao de 50 % da superficie (item 2.3), sob as mesmas
condicbes de temperatura e tempo nas umidades de 15 e 21 % (estes
tratamentos foram escolhidos por apresentarem propriedades intermediarias

entre os amidos modificados).



58

4.2.3 Gelatinizagao quimica de superficie

Para o estudo da estrutura interna os granulos de amido foram
submetidos a gelatinizagdo quimica de superficie (GQS) em solugéo de LiCl 13
mol.L™ para remover aproximadamente 50 % da superficie granular. O
processo foi baseado no método proposto por Pan e Jane (2000) e a descricao
detalhada das condi¢cbes utilizadas durante a gelatinizacdo, bem como a
separacio do amido gelatinizado dos granulos remanescentes, esta descrita no

capitulo 1 (item 2.3).
4.2.4 Morfologia

Os granulos originais e remanescentes foram analisados por microscopia
eletrénica de varredura (Shimadzu, SSX-550). As amostras foram espalhadas
diretamente sobre a superficie de stubs e revestidas com ouro, sendo
posteriormente examinadas ao microscopio eletrdnico de varredura a uma

tensdo de aceleragao de 15 kV.
4.2.5 Propriedades de pasta

As propriedades de pasta dos amidos foram avaliadas por RVA - Rapid
Visco Analyser (modelo RVA-4, Newport Scientific, Australia), através do perfil
Standard Analysis 1 utilizando 2,5 g de amostra corrigida para 14 % de
umidade. As amostras foram aquecidas a 50 °C em 1 min, e posteriormente a
95 °C em 3,5 min. Foram mantidas a 95 °C durante 2,5 min e entdo foram
resfriadas a 50 °C em 3,8 min, e mantidas a 50 °C por 2 min. A velocidade de
rotacdo foi mantida em 960 rpm durante 10 s e entdo, mantida a 160 rpm
durante o restante do processo. A partir do viscoamilograma obtido foi avaliada
a temperatura de inicio da formacao de pasta, pico de viscosidade, viscosidade

inicial, quebra da viscosidade, viscosidade final e a tendéncia a retrogradacao.
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4.2.6 Suscetibilidade enzimatica

A hidrélise enzimatica foi baseada no método proposto por Varatharajan et
al. (2011) com algumas modificagbes. Uma amostra de 0,5 g de amido foi
dispersa em 40 mL de solu¢gdo tampéo com pH 6,9 contendo 0,02 mol.L™" de
CaCl, e mantido a 40 °C sob agitagao constante. Apos 10 min, 1200 U de a-
amilase foi adicionada e o inicio da reagao definido. Aliquotas de 1 mL foram
retiradas nos intervalos de tempode 15e 30 mine 1,2, 3,4,5,6, 24 e 32 hde
digestdo. A reacao foi interrompida pela adicdo de 1 mL de etanol 95% e a
amostra foi centrifugada (5 min, 1000 g). A taxa de hidrdlise (%) para cada
intervalo de tempo foi determinada pelo método DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico)
e defida como a quantidade de agucares redutores gerados no sobrenadante,
expressos em mg de equivalentes de maltose liberados por 100 mg de amido
(b.s.).

4.2.7 Analise estatistica

As determinacdes analiticas foram realizadas em ftriplicata, e a
comparagdo das médias foi realizada pelo teste de Tukey a 5 % de

significancia a partir de analise da variancia (ANOVA).
4.3 Resultados e discussao
4.3.1 Morfologia

A morfologia dos amidos de batata nativo e modificado por TTBU a 12,
15, 18, 21 e 24 % de umidade foi obtida por microscopia eletrbnica de
varredura e pode ser visualizada na figura 16. Apds o tratamento térmico em
baixa umidade os amidos mantiveram morfologia granular semelhante a do
amido nativo, no entanto, a partir de 15 % de umidade de tratamento, alguns
pontos de aglomeragao, ranhuras e abaulamento na regido do hilo em alguns
granulos foram observados, o que foi mais evidente com o aumento da

umidade de tratamento. Fragmentacédo granular com evidéncia de cavidade na
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regidao do hilo também foi verificada em alguns granulos dos tratamentos sob

as maiores umidades (21 e 24 %).

TTEU 11%

TTaU 16%

Figura 16 — Imagens de microscopia eletrénica de varredura dos amidos de
batata nativos e modificados por tratamento térmico em baixa umidade (TTBU)
nas umidade de 12, 15, 18, 21 e 24 %.
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A remocgao de 50 % da superficie granular prévia ou apds a realizagéo
do TTBU a 15 e 21 % de umidade n&o alterou as caracteristicas dos granulos
dos amidos como pode ser evidenciado por imagens de MEV apresentadas no
Capitulo 1, Figura 13.

4.3.2 Propriedades de pasta

O perfil viscoamilografico dos amidos de batata nativo e modificados por
TTBU estao apresentados na figura 17. As propriedades de pasta do amido de
batata nativo foram siginificativamente alteradaa pelo TTBU e dependentes da
umidade de tratamento aplicada (Tabela 4).

Tabela 4 - Propriedades de pasta dos amidos de batata nativo e modificados
por tratamento térmico em baixa umidade (TTBU)

TP** PV Quebra VFf Retrogradacao

(°C) (cP) (cP) (cP) (cP)
Nativo 51,0*° 5799,7% 324432 28320° 271,0¢
TTBU 12 % 51,2°  42523° 1360,7° 3173,3° 279,3 ¢
TTBU 15 % 53,5% 1808,7°  310,3° 4386,3° 2885,3 °
TTBU18%  50,1°  5763°  229,0° 1032,0° 684,7 °
TTBU 21 % 51,4°  256,7° 105,7¢  539,3° 386,3 °
TTBU24% 5242 1157 20,3 236,3 " 141,0 ©

* Médias aritméticas seguidas por letras minusculas diferentes na mesma coluna, diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5 % de significAncia. **TP: temperatura de pasta; PV: pico de

viscosidade; Vf: viscosidade final.

O pico de viscosidade e a quebra foram reduzidas nos amidos conforme se
aumentou a umidade de tratamento hidrotérmico. Adicionalmente, um aumento
no tempo para o pico de viscosidade (Figura 17) & coerente com a redugao no
pico de viscosidade dos amidos submetidos ao TTBU. A temperatura de pasta

nao apresentou variagao significativa apés a modificagdo, ainda que muitos
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estudos demonstrem um aumento dessa propriedade ap6és TTBU (HOOVER,
2010).
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Figura 17 - Viscoamilograma de amido de batata nativo e modificados por

tratamento térmico em baixa umidade (TTBU) em diferentes umidades.

Pastas menos viscosas e mais estaveis ao aquecimento e cisalhamento
sao caracteristicas em amidos modificados por TTBU em diferentes tipos de
amido sob diferentes condicbes de temperatura e umidade de tratamento
(HOOVER; VASANTHAN, 1994; GUNARATNE; HOOVER, 2002;
ADEBOWALE et al.,, 2005; VATHARAJAN et al., 2010; KLEIN et al., 2013;
JIRANUNTAKUL et al., 2011). O decréscimo no pico de viscosidade em pastas
de amido submetido a TTBU tem sido atribuida ao reforco de interagcbes entre
as cadeias de amidom o que proveria rigidez a estrutura granular e dificultaria o
inchamento em agua (HOOVER; VASANTHAN, 1994). Jiranuntakul et al.,
(2011) também sugeriram que uma restricdo a penetracdo de agua nos
granulos de amido de batata apés o TTBU pode estar relacionada a
gelatinizagdo parcial ou encolhimento das estruturas bloquetes na superficie

granular, como evidenciado por microscopia de forga atémica.
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Em TTBU 12 e 15 % houve um crescente e expressivo aumento da
viscosidade final, a qual reduziu gradativamente a partir de TTBU 18 %. A
tendéncia a retrogradacao foi maior apdés a modificagdo em todos os amidos,
exceto em TTBU 24 %, o qual reduziu de 271 cP para 141 cP.

A viscosidade final e a tendéncia a retrogradacdao podem ser
influenciadas pela lixiviagdo da amilose, tamanho do granulo e presenca de
granulos intumescidos nao fragmentados na pasta, além disso a origem
botanica, cultivar, conteido de amilose e outras caracteristicas quimicas e
estruturais também podem influenciar o comportamento das pastas apos
modificagdo por TTBU (HOOVER et al.,, 2010; ZAVAREZE; DIAS, 2011). A
reducdo na viscosidade final e a tendéncia a retrogradagcdo sdo comumente
descritas em amidos modificados por TTBU e tém sido atribuidas a um reforgo
nas interagdes entre as cadeias de amido (ZAVAREZE et al.,, 2010,
VARATHARAJAN et al. 2010). A menor tendéncia a retrogradagdo observada
para TTBU 24 % é coerente com a expressiva redugao da lixiviagcido de amilose
também observada para esse amido.

A tendéncia a retrogradacdo observada nos amidos modificados por
TTBU nao apresentou um padrao dependente do aumento de umidade durante
o tratamento (TTBU 15 % > TTBU 18 % > TTBU 21 % > TTBU 12 % > Nativo >
TTBU 24 %). O elevado valor para retrogradacéo obtido para o TTBU a 15 %
de umidade foi discrepante entre os amidos, mas coerente com a elevada
viscosidade final também observada para o mesmo.

Uma maior tendéncia a retrogradacéo e viscosidade final é atipico em
amidos modificados por TTBU, mas podem ser reflexo do aumento na
proporgado de granulos intactos inchados, os quais conferem maior resisténcia
ao cisalhamento durante o ciclo de resfriamento no RVA (VARATHARAJAN et
al., 2010). De acordo com Adebowale et al., (2005) uma maior viscosidade final
pode indicar a presenca de moléculas de amido que se dissolvem em
proporcdées maiores a medida que as solucdes sdo arrefecidas. Nao foram
encontrados estudos que descrevam um comportamento similar em amido de
batata modificado por TTBU.

Amido de pinhdo foi modificado por Pinto et al., (2012) por 1 h em
autoclave sob as umidades de 15, 20 e 25 % e temperaturas de 100, 110 e 120

°C. Em todos os casos, os amidos apresentaram reducdo no pico de
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viscosidade e na quebra bem como aumento da viscosidade final e da
tendéncia a retrogradacio, similar ao observado neste estudo. De acordo com
os autores, os resultados para essas propriedades de pasta nao apresentaram
uma tendéncia em relacdo a temperatura ou umidade aplicados durante o
TTBU, mas antes, foi variavel entre os tratamentos. Klein et al. (2013) também
relataram aumento da retrogradacéao e viscosidade final em amido de mandioca
e pinhao modificados por TTBU (100 e 120 °C, 1 a 2 h). Os autores atribuiram
a maior viscosidade final nesses amidos a maior dureza de gel observada nas
pastas dos mesmos. Adebowale et al. (2005) avaliaram as propriedades de
pasta em amido de sorgo vermelho modificado por TTBU (16 h, 100 °C) e
observaram que a viscosidade final e a tendéncia a retrogradagao aumentaram
quando o TTBU foi realizado a 24 e 27 % de umidade, mas se mantiveram
inalteradas ou foram levemente superiores quando o TTBU foi realizado a 24 e
27 % de umidade.

Para compreender a contribuicdo da porgao interna dos granulos nas
propriedades de pasta, os amidos de batata nativo e modificados por TTBU
foram submetidos a gelatinizagdo quimica de superficie para remogao de 50 %
da superficie granular. Além disso, o TTBU também foi realizado em granulos
remanescentes de amido de batata nativo (50 % de remogdo da superficie
granular) nos teores de umidade de 15 e 21 % para avaliar o efeito da
modificagao realizada diretamente nessa fragao dos granulos. As propriedades
de pasta dos granulos inteiros e remanescentes dos amidos nativo e
modificados estdo descritas na tabela 5 e as curvas viscoamilograficas estao
apresentadas nas figuras 18 e 19.

Os granulos remanescentes do amido de batata nativo apds
gelatinizagdo quimica de superficie apresentaram redugdo do pico de
viscosidade, da quebra e da viscosidade final, mas aumento na temperatura de
pico e na tendéncia a retrogradacgao. A partir viscoamilograma de RVA (Figura
18) € possivel observar a curva marcadamente menor e deslocada para a
direita, reflexo da maior dificuldade dos granulos remanescentes em inchar e

formar uma pasta viscosa.
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Tabela 5 - Propriedades de pasta dos amidos de batata nativo e modificados
por tratamento térmico em baixa umidade (TTBU) antes e apds a remogao de

50 % da sua superficie

TP** PV Quebra VFf Retrogradacéao

(°C) (cP) (cP) (cP) (cP)
Nativo 51,0° 5799,72 32443° 2832,0° 271,0°
Nativo/GQS*** 55,5 1502,3° 96,7° 2220,0° 816,72
TTBU15 % 53,5% 1808,7° 310,3° 4386,3° 2885,3 °
TTBU/GQS15% 55,52 1004,7° 197,7° 1665,0° 858,0 °
GQS/TTBU15% 51,3° 204,0° 47,7° 3303,0° 174,0 °
TTBU 21 % 51,4° 90,3° 350° 19507 194,0°
TTBU/GQS21% 51,0° 256,7% 10572 539,3° 386,3 °
GQS/TTBU21% 5592 121,3% 21,0° 248,0° 94,3°

* Médias aritméticas seguidas por letras minusculas diferentes na mesma coluna, diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5 % de significancia.. **TP: temperatura de pasta; PV: pico de
viscosidade; Vf: viscosidade final. ***GQS: gelatinizagdo quimica de superficie a 50 % de

remoc¢ao granular.

Os granulos remanescentes de TTBU a 15 % apresentaram aumento da
temperatura de pasta e reducao de todas as viscosidades de pasta (Figura 18),
enquanto que em TTBU a 21 %, todas as viscosidades de pasta aumentaram
nos granulos remanescentes e a temperatura de pasta nao foi afetada (Figura
19). Esse comportamento indica que a contribuigdo da regido interna dos
granulos de amido de batata nativo e modificado a 15 % de umidade para o
desenvolvimento de pastas viscosas foi significativamente menor do que em
TTBU a 21 %, no qual a regidao central dos granulos foi mais disponivel a
difusdo e absorgdo de agua para o inchamento granular e consequente

desenvolvimento de viscosidade.
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Figura 18 - Viscoamilograma de amido de batata nativo e modificados por
tratamento térmico em baixa umidade (TTBU) a 15 % de umidade antes e apos

remocéao de 50 % da superficie granular.

Figura 19 - Viscoamilograma de amido de batata nativo e modificados por
tratamento térmico em baixa umidade (TTBU) a 21 % de umidade antes e apos

remocgao de 50 % da superficie granular.
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O TTBU realizado nos granulos remanescentes de amido de batata
nativo (remogao de 50 % da superficie) apresentaram caracteristicas de pasta
marcadamente diferentes das obtidas quando o TTBU foi realizado nos
granulos intactos. O TTBU realizado tanto prévio como posteriormente a
remocéao de 50 % da superficie granular ocasionou reduc¢ao das propriedades
de pasta em TTBU a 15 %. No entanto, a intensidade de reducado foi
drasticamente maior quando o TTBU a 15 % de umidade foi realizado
diretamente na fragdo remanescente dos granulos (Figura 18).

Para TTBU a 21 % prévio ou posterior a remogao granular houve uma
maior variabilidade no comportamento das pastas (Tabela 5). O TTBU
realizado diretamente nessa fragdo granular ocasionou aumento de
viscosidade (inicial e final) e temperatura de pasta mas menores valores de
quebra e retrogradacdo quando comparados aos granulos remanescentes do
TTBU relizado nos granulos inteiros. Além disso, é possivel observar uma
menor variagao no perfil viscoamilografico das curvas dos amidos modificados
a 21 % de umidade (granulos inteiros e remanescentes antes e apods
modificagdo por TTBU) do que a 15 % de umidade. Isto € um indicativo de que
a maior umidade permitiu maior homogeneidade do tratamento ao longo do
granulo.

Huang et al. (2014) apresentam o unico estudo disponivel na literatura
sobre as propriedades de pasta em amido submetido a fracionamento por
gelatinizagdo quimica de superficie. Os autores avaliaram amido de batata
ceroso e comum (26 % de amilose) na forma nativa e submetidos a acetilacéo
antes e apos remogao aproximada de 70 % da superficie granular. Assim como
observado neste estudo, os granulos remanescentes de amido de batata

ceroso e comum apresentaram redug¢ao no pico de viscosidade.

4.3.3 Hidrolise enzimatica

A investigagéo da hidrdlise enzimatica do amido é uma forma de refinar
a compreensdo da estrutura dos granulos, uma vez que diferencas de
susceptibilidade podem ser um reflexo de caracteristicas estruturais (ZHANG;
DHITAL; GIDLEY, 2013). A taxa de hidrélise (%) dos amidos de batata nativo e
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submetidos ao tratamento térmico em diferentes teores de umidade durante 32

h de digestdo com a-amilase pacreatica pode ser visualizada na figura 20.
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Figura 20 — Hidrdlise enzimatica (%) dos amidos de batata de nativo e

modificados por tratamento térmico em baixa umidade (TTBU).

Os amidos modificados sob as menores umidades de tratamento (12 e
15 %) apresentaram menor digestibilidade entre os amidos modificados por
TTBU, sendo que até 4 h de digestado, a taxa de hidrolise nesses amidos foi
equivalente ou similar a obtida para o amido nativo. Nos amidos modificados
sob umidades mais elevadas (18, 21 e 24 %), a digestibilidade foi maior e
gradual com o aumento da umidade de TTBU durante as primeiras 6 h de
digestao.

A partir de 5 h de digestdo, dois comportamentos distintos e
controversos puderam ser observados para os amidos modificados sob
umidades mais baixas. O amido modificado a 12 % de umidade passou a
apresentar uma taxa de hidrélise maior do que o amido nativo (6 h de digestao)

enquanto que no amido modificado a 15 % de umidade, a taxa de hidrélise foi
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reduzida (5 e 6 h) ou foi igual (24 e 32 h) ao observado para o amido nativo. No
amido TTBU a 18 % de umidade houve um aumento gradual na taxa de
hidrolise apds 6h de digestédo, o qual ultrapassou os valores obtidos para TTBU
21 % e TTBU 24 % durante o restante da digestao.

Além disso, ao se observar as curvas de hidrolise para os amidos
modificados sob umidades mais altas de TTBU, é possivel perceber uma
diferenga no comportamento da curva de hidrélise de TTBU a 21 e 24 % de
umidade dos demais amidos em relagcado a velocidade de reacdo. Durante as
primeiras 5 h de digestdo, a cinética de hidrolise nesses amidos foi maior,
enquanto que a partir de 5 h de reacdo a taxa de hidrolise parece ter sido
sensivelmente reduzida (independentemente do percentual de hidrolise nesses
amidos ter sido maior ou ndo). Ao final da reagéo, os amidos foram hidrolisados
a uma extensao entre 48,4 % (amido nativo) e 65,3 % (TTBU 18 %).

A maior suscetibilidade enzimatica observada em TTBU 18, 21 e 24 %
pode estar relacionada com a maior alteracdo na morfologia desses granulos
como observado por MEV (Figura 16). A maior incidéncia de fissuras e
irregularidas da superficie granular, assim como a formacao de cavidades na
regido central de alguns granulos, pode ter ocasionado a maior acessibilidade
da enzima e por consequéncia, uma maior hidrélise desses amidos.

A partir de imagens de microscopia confocal de varredura a laser,
Varatharajan et al. (2011) analisaram os granulos de amido de batata nativo e
ceroso submetidos ao TTBU (100 e 130 °C, 27 % de umidade, 16 h) apds 24 h
de hidrolise. Os autores observaram um aumento na intensidade de
fluorescéncia nas regides externas dos granulos tanto no amido nativo quanto
no ceroso ap6s TTBU, indicando que a ordem molecular nessa regido dos
granulos foi afetada pelo TTBU e, portanto, tornou os granulos mais acessiveis
a acao da a-amilase. Além disso, a area ao redor do hilo também apresentou
sinais de intensa degradacdo enzimatica apés TTBU a 130°C em ambos os
amidos.

Em polimorfos cristalinos do tipo A, os pontos de ramificagdo das
cadeias estdo dispersos em ambas as regides amorfas e cristalinas, assim
como ha uma quantidade relativamente maior de cadeias curtas derivadas
dessas ramificagdes localizadas dentro da regiao cristalina. Ao passo que em

polimorfos cristalinos do tipo B, mais pontos de ramificacdo estdo agrupados na
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regiao amorfa. Por conseguinte, é sugerido que polimorfos cristalinos do tipo A
seriam mais suscetiveis a hidrélise por a-amilase do que polimorfos do tipo B
devido a sua menor organizagdo estrutural na fase cristalina (GUNARATNE e
HOOVER, 2002; SHIN et al., 2005; VARATHARANJAN et al., 2010). Nesse
sentido, a gradual transicdo polimérfica gradual do tipo B para o tipo A,
observada nesse estudo apés o TTBU, sobretudo a partir de TTBU a 18% de
umidade (Capitulo 1, Figura 14), poderia ser um dos motivos da maior
intensidade no aumento da extens&o da hidrolise em TTBU 18, 21 e 24 %.

Varatharajan et al. (2011) estudaram amido de batata comum e ceroso
submetidos a TTBU sob diferentes temperaturas (80, 100, 120 e 130 °C, 27 %
de umidade, 16 h), nos quais foi observado transigdo do polimorfo cristalino do
tipo B para A, bem como redugdo da organizagdo estrutural na regido
superficial granular (avaliado por espectroscopia de infravermelho). No entanto,
o0 aumento na taxa de hidrélise, como esperado, ocorreu quando TTBU foi
conduzido a 100 °C e mais intensamente a 120 e 130 °C, mas a 80 °C foi
observado uma redugédo na taxa de hidrdlise. Os autores atribuiram a maior
resisténcia a a-amilase observada nesse amido a uma maior interacao entre as
cadeias de amido, o que teria dificultado o acesso da enzima na direcdo da
hidroxila glicosidica. Nesse sentido, a desorganizacdo estrutural da regido
cristalina teria sido suprimida por um reforgco das interagdes nas regides
amorfas e cristalinas.

Além dos fatores acima mencionados, Zhang, Dhital e Gidley (2013)
também destacam que a taxa de hidrolise em amidos pode ser grandemente
afetada pelos produtos da digestéo liberados em solugéo ao longo do processo
hidrolitico. Os autores destacam que a extensdao de cadeias de amilose
hidrolisadas disponiveis para interagir entre si durante o periodo de digestao
poderiam resultar em uma reducdo na taxa de hidrolise em determinados
periodos do processo.

Neste trabalho, apds a remogao de 50 % da superficie granular, o amido
de batata nativo passou a apresentar digestibilidade maior nas primeiras 2 h de
reacao, mas a partir de 3 h do processo, o oposto foi observado (Figura 21). As
diferengcas na suscetibilidade enzimatica a a-amilase observadas entre o
granulo inteiro e remanescente sdo um indicativo de que ha variacdo na

organizagao e distribuicdo das regibes amorfas ao longo dos granulos de
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amido de batata nativo. Nao foram encontrados na literatura estudos sobre a
suscetibilidade enzimatica em amidos submetidos a gelatinizacdo quimica de

superficie.
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Figura 21 — Hidrdlise enzimatica (%) em amido de batata nativo e modificado
por tratamento térmico em baixa umidade (TTBU) a 15 % de umidade antes e

apos remogao de 50 % da superficie granular.

A remocgéo de 50 % da superficie granular ndo afetou a hidrdlise de
TTBU 15% durante os primeiros 30 min de digestdo, mas a partir de 1 h é
possivel notar uma maior acessibilidade dessa fracdo granular ao ataque
enzimatico, sendo que em 3 h de reacao a diferenca no percentual de hidrdlise
entre os amidos é de 7,1 % (como observado pelo crescente distanciamento
das curvas de hidrolise entre os amidos no decorrer da digestdo). A maior
suscetibilidade enzimatica da fragdo remanescente sugere maior
heteregeneidade no efeito do TTBU 15 % de umidade ao longo do granulo.

O efeito do TTBU 15%, quando realizado diretamente na fragao
remanescente granular (Figura 21), foi mais intenso sobre o aumento da taxa

de hidrolise do que o observado nos granulos em que o TTBU foi realizado
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previamente a remogao granular (GQS/TTBU 15% > TTBU 15%/GQS),
sobretudo durante as primeiras 3 h de digestio.

Diferentemente de TTBU 15 %, os granulos remanescentes de TTBU 21
% de umidade, ainda que com algumas variagbes durante o periodo de
digestao, apresentaram perfil de hidrélise semelhante ao observado pelos seus
respectivos granulos inteiros (Figura 22). Isto € um indicativo de que em TTBU
21 % os dominios amorfos mais acessiveis a agdo da a-amilase estédo
alocados e organizados de forma mais homogénea ao longo dos granulos do
que em TTBU 15 % (Figuras 21 e 22).
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Figura 22 — Hidrdlise enzimatica (%) em amido de batata nativo e modificado
por tratamento térmico em baixa umidade (TTBU) a 21 % de umidade antes e

apos remogao de 50 % da superficie granular.

Em relagdo ao efeito do TTBU a 21 % de umidade, realizado
diretamente na fragdo remanescente ap6és a remocao de 50 % da superficie

granular (Figura 22), o comportamento observado foi similar ao de TTBU a 15
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% de umidade, ou seja, a taxa de hidrélise nesses amidos foi expressivamente
maior durante o periodo de digestao.

A maior suscetibilidade enzimatica em ambos os amidos em que o TTBU
foi realizado diretamente nos granulos remanescentes apés a remocao de 50
% da superficie, independentemente da umidade de tratamento aplicada,
reflete a maior intensidade do tratamento hidrotérmico quando realizado nessa
fracao isolada dos granulos.

Com base no que foi observado nesse trabalho e nos estudos citados,
pode-se inferir que a suscetibilidade a acdo da a-amilase em amidos
modificados por TTBU é complexa e dependente de diversos fatores, que
associados irdo definir a taxa de hidrdlise dos amidos durante o periodo de
digestao.

Nesse sentido, a taxa de hidrdlise pode ser influenciada tanto por
caracteristicas morfolégicas (formagédo de fissuras e fendas na superficie
granular) quanto da estrutura interna (ruptura ou reorientacédo de cristalitos,
mudanca na forma polimérfica, interacao entre as cadeias de amido e formacao
de complexos entre amilose e lipidios) dos granulos de amido, bem como por
fatores inerentes ao proprio processo de hidrélise, tais como a extensido de
cadeias de amilose hidrolisadas que interagem entre si durante o periodo de
digestdo (GUNARATNE; HOOVER, 2002; WATCHARATEWINKUL et al., 2010;
ZAVAREZE et al., 2010; VATARATHARAJAN et al., 2011; ZHANG; DHITAL;
GIDLEY, 2013).

4.4 Conclusao

A umidade de TTBU influencia nas propriedades de pasta e hidrolise
enzimatica do amido, de forma diferenciada nas diferentes porgdes granulares.

A redugdo no desenvolvimento da viscosidade e uma maior tendéncia a
retrogradacéo foram observados na maioria dos amidos de batata apds o
TTBU. A analise das fragdes remanescentes revela que a regido periférica dos
granulos em amido nativo e TTBU a 15 % de umidade sdo mais disponiveis a
difusdo e absorcdo de agua para o inchamento granular e o consequente
desenvolvimento de viscosidade, enquanto que para TTBU a 21 % a regiédo

central dos granulos é mais efetiva.
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Maior umidade de tratamento proporciona aumento na hidrdlise
enzimatica nas primeiras horas de digestdo, o que condiz com a maior
incidéncia de alteragdes na morfolégia e na organizagao de cristalitos com o
aumento da umidade de TTBU. A regido central dos grénulos de amido
modificado por TTBU é mais suscetivel a hidrélise enzimatica enquanto no
amido nativo, essa porgcdo granular apresenta maior resisténcia a a-amilase
apoés 3 h de digestéo.

A maior suscetibilidade enzimatica da fragcdo remanescente sugere
maior heteregeneidade no efeito do TTBU 15 % de umidade no granulo integro
ao longo das diferentes por¢des granulares.

Menor variabilidade no comportamento das pastas e de hidrdlise
enzimatica observado entre as regides periféricas e central dos granulos em
TTBU a 21 % sugere que o maior conteudo de agua proporciona maior
homogeneidade do tratamento hidrotérmico nas diferentes porgbes granulares

em amido de batata.



5 CAPITULO 3 - Sintese de fenil carbonatos de amido como precursor

para a obtengao de derivados funcionalizados

5.1 Introducao

Os carbonatos de polissacaridos tém sido estudados como um tipo de
derivados reativos, uma vez que sao compostos base promissores para a
obtencao de derivados multifuncionais de biopolimeros. Como um precursor de
carbonato, em principio, qualquer tipo de molécula que possui um grupo
funcional nucleofilico, tal como aminas, alcoois ou tidis, poderia se ligar a
cadeia de um polissacarideo (ELSCHNER; GANSKE; HEINZE, 2013;
ELSCHNER; HEINZE, 2015). Estudos mais detalhados sobre a sintese
homogénea de carbonatos com variado grau de substituicido (GS) foram
realizados predominantemente com celulose e de dextrana (GS) (ELSCHNER
et al.,, 2013; ELSCHNER; KOTTERITZSCH; HEINZE, 2014; ELSCHNER;
WONDRACZEK; HEINZE, 2013; WONDRACZEK; ELSCHNER; HEINZE, 2011;
ELSCHNER; WONDRACZEK; HEINZE et al, 2016). Produtos
regiosseletivamente modificados também puderam ser obtidos variando-se o
meio reacional, a temperatura e o tempo de sintese (ELSCHNER et al., 2016b).
No caso da celulose, foi observada uma seletividade preferencial no carbono 6
enquanto que para a dextrana uma selectividade no carbono 2 foi
predominante (ELSCHNER et al., 2016 b).

O amido é um dos biopolimeros renovaveis de maior ocorréncia na
natureza e desempenha um papel importante em diversas aplicagdes, tanto na
forma nativa como modificada. (TESTER; KARKALAS; Ql, 2004; FORSSELL,
2004; MASON, 2009; MAURER, 2009). A preparagao de carbonatos de amido
€ mencionada em patentes, as quais reivindicam a sintese de carbonato diéster
de amido ligado intermolecularmente utilizando etil carbonato como reagente
(OPIE, 1956), bem como a conversdao de amido com ésteres de acido
clorocarbénico (JAROWENKO; WURZBURG, 1966). No entanto, nenhuma
destas patentes proporciona qualquer caracterizacido dos produtos obtidos.

Mais recentemente, a ciclodextrina, um oligossacaridio ciclico formado por
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unidades de glicose unidas por ligagdes a-1,4, foi utilizada em conjunto com
carbonato de dialquil para obter carbonatos com solubilidade adequada para
aplicagdes farmacéuticas e cataliticas (GAN et al., 2001; HUANG; ZHANG;
ZHANG, 2013).

Fenil carbonatos de diferentes polissacarideos foram preparados pela
conversao dos polimeros com cloroformato de fenila (ELSCHNER; GANSKE;
HEINZE, 2013; ELSCHNER; WONDRACZEK; HEINZE, 2013; ELSCHNER,;
HEINZE, 2015; POURJAVADIet al., 2011). Verificou-se que o GS dos fenil
carbonatos diminuiram na ordem pululana> dextrana> celulose> amido sob
condigdes reacionais similares (ELSCHNER; GANSKE; HEINZE, 2013). No
entanto, estas investigagdes incidiram principalmente sobre a modificagdo da
celulose. A unica investigacao detalhada para amidos foi relatada no estudo de
Hampe e Heinze (2016), no qual os autores apresentam a sintese e
caracterizagao de etil carbonatos de amido soluveis utilizando éster etilico de
acido clorocarbonico e 1H-imidazole-1-carboxilato de etila como reagentes.

Neste estudo, a sintese de fenil carbonatos de amido Vvisa,
preferencialmente, a obtengdo de uma metodologia de sintese homogénea
eficiente, visto que reagcbes homogéneas proporcionam uma via para a sintese
de materiais a base de biopolimeros de elevado valor agregado uma vez que
possibilita maior controle das caracteristicas do produto final, tais como
solubilidade, GS e regiosseletividade da substituicao (em uma mesma unidade
de anidroglicose bem como ao longo das cadeias do polimero). Assim,
objetivou-se com o estudo elaborar uma investigacdo elaborada de uma
metodologia de sintese eficiente para a obtencgéo de fenil carbonatos de amido
como um composto base para reagdes subsequentes. Também foi estudada
uma subsequente conversdo destes compostos com aminas para obter

carbamatos de amido funcionais.
5.2 Material e métodos
5.2.1 Material

Amido de mandioca (M, - massa molecular numérica média = 3321

g-mol'1, M., - massa molecular ponderal média = 9302 g-mol'1), amido de milho



77

(M,, 56921 g-mol'1, M,, = 342700 g-mol'1), e Hylon VII (amido amilomaize,
contetido de amilose > 70 %, M, = 33739 g-mol™’, M,, = 535160 g-mol™"), foram
fornecidos pela National Starch & Chemical GmbH (Neustadt, Alemanha). O M,
e o M,, dos amidos foi obtido por cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC)
conforme descrito por Hampe, Heinze (2016). Os amidos e o LiCl foram secos
sob vacuo por 4 h a 100 °C previamente as reacgoes.

Os demais reagentes foram obtidos da Sigma-Aldrich e utilizados sem

tratamento adicional.
5.2.2 Grau de susbtituigdo (GS)

O GS dos carbonatos de amido foi obtido a partir de espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H realizada & temperatura ambiente
a partir de 16 varreduras de cada amostra (50 mg de amostra por mL de
solvente). Os espectros de RMN foram obtidos em espectrometro de RMN da
marca Bruker, modelo Avance Il 250 MHz. Para calculo do GS foi utilizada a
razdo das integrais espectrais dos hidrogénios aromaticos pertencentes ao
grupo fenila (7,00-7,90 ppm) e dos hidrogénios da AGU (unidade de
anidroglicose) (2,80-6,00 ppm). As amostras foram dissolvidas em DMSO-d6 (5
%, m/m) e adicionadas de quatro gotas de acido trifluoroacético (com o
propdsito de deslocar os sinais pertencentes a agua e aos grupos hidroxila
restantes da AGU para fora da regido de interesse do espectro, evitando
sobreposicao dos sinais) (HAMPE; HEINZE, 2016).

A determinagdo do GS dos carbamatos de amido foi obtida a partir de
analise elementar (carbono, nitrogénio e hidrogénio), a qual foi realizada em
analisador CHNS 932 (Leco) a partir da combustdo a 1000 °C de 1 mg de

amostra.
5.2.3 Caracterizacao dos produtos
Os produtos obtidos foram caracterizados por espectroscopia de RMN

de *C e espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrdbmetro de RMN da marca
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Bruker, modelo Avance lll 400 MHz a partir de 20.000 varrreduras a 70 °C
utilizando-se até 100 mg de amostra por mL de solvente (DMSO-d6).

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
foram registados em espectrofotdmetro da marca Nicolet, modelo AVATAR 370
DTGS na regido de 4000 — 400 cm™. Para as leituras foram preparadas
pastilhas a partir da mistura das amostras com KBr em uma proporcéo de
1:100 (amostra:KBr).

Os carbonatos e carbamatos também foram caracterizados quanto a sua
organosolubilidade, determinada numa concentracdo de 5 % em diferentes
solventes  orgénicos, tais como DMSO (dimetilsulféxido), DMA

(N,N-dimetilformamida), DMF (N,N-dimetilacetamida), acetona e agua.
5.2.4 Sinteses
5.2.4.1 Sintese de fenil carbonato de amido em DMF/LiCl ou DMA/LiCI

O processo de sintese foi adaptado de procedimentos relatados
previamente (HAMPE; HEINZE, 2016; ELSCHNER et al., 2013; ELSCHNER,;
HEINZE, 2015; HAYASHI, 2002). O amido (2,5 g, b.s.) foi dissolvido em 75 mL
de DMF ou DMA e aquecido a 120 °C durante 2 h sob atmosfera de N,. Apos
arrefecimento a 90 °C, 0,75 g de LiCl foi adicionado (para auxiliar a dissolugcao
do amido no solvente) e a suspensdo foi agitada até a obtengdo de uma
solucao limpida (aproximadamente 1 h). A solugao foi entao transferida para
um balado de parede dupla e arrefecida a 0 °C. Piridina e cloroformato de fenila
foram utilizados em diferentes razdes molares de reagentes por AGU,
conforme especificado para cada reagao na tabela 6. Piridina foi utilizada como
uma base com a finalidade de tornar os grupos OH mais reativos e capturar o
acido cloridrico liberado durante a reagao com cloroformato de fenila Piridina foi
adicionada previamente e a reacao foi iniciada pela adicao de cloroformato de
fenila (adicionado lentamente para evitar formacéo de gas e precipitagdo do
reagente) (Figura 23). A reacgao prosseguiu por 4 h a 0 °C sob agitacao e foi
interrompida pela adicdo de 800 mL de agua gelada. O precipitado foi filtrado e

lavado duas vezes com 200 mL de agua e duas vezes com 200 mL de etanol.
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A purificagao foi finalizada por reprecipitacdo em 10 mL de DMF ou DMA em

agua, e subsequente filtracdo e lavagem com 200 mL de etanol.

5.2.4.2 Sintese de fenil carbonato de amido em 1-butil-3-metilimidazdlio
(BMIM CI)

Diferentes teores de amido de milho (2, 5 e 10 %) foram dissolvidos em
9,8 g de BMIM CI a 80 °C durante 24 h sob atmosfera de N,. Piridina e,
subsequentemente, cloroformato de fenila foram adicionados a solugao nas
razdes molares de 2, 3 e 5 mols por mol de AGU. A reagao prosseguiu por
diferentes periodos de tempo (1-4 h) a 80 °C antes do produto ser precipitado
em 150 mL de agua gelada. O precipitado foi filtrado e lavado duas vezes com
100 mL de agua e subsequentemente duas vezes com 100 mL de etanol. Na
figura 23 esta apresentado o esquema de sintese proposto e o detalhamento

de cada reacao realizada em BMIM CI pode ser visualizado na tabela 7.
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Figura 23 - Esquema de sintese de fenil carbonato em N,N-dimetilformamida
(DMF)/LICI, N,N-dimetilacetamida (DMA)/LICl, ou cloreto de 1-butil-3-
metilimidazélio (BMIM CI).

5.2.4.3 Aminolise de fenil carbonato de amido em carbamatos

Fenil carbonato de amido (1 g) foi dissolvido em 7,5 mL de DMF,
aquecido a 60 °C e adicionado (rapidamente sob forte agitacdo) de 2 mols de
amina por mol de AGU de carbonato (Figura 24). As aminas
p-aminobenzilamina, propargilamina, etanolamina ou (2-metoxietil)-metilamina

foram dissolvidas em 7,5 mL de DMF. Apds 4, 8 ou 24 h de reacado a 60 °C, a
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mistura reacional foi precipitada em 200 mL de isopropanol e o produto foi
isolado por filtracdo. O precipitado foi lavado duas vezes com 100 mL de
isopropanol, duas vezes com agua (200 mL) e duas vezes com 100 mL de
etanol previamente a secagem em estufa (40 °C). As condi¢cdes reacionais

estipuladas foram baseadas em resultados prévios (ELSCHNER et et al,

2013).
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Figura 24 — Esquema de sintese de carbamato de amido por amindlise de fenil

carbonato de amido em N,N-dimetilformamida (DMF).
5.3 Resultados e discussao
5.3.1 Sintese de fenil carbonato de amido

As condicbes reacionais e os resultados obtidos para a sintese de fenil
carbonatos de amido em DMF/LiCI e DMA/LICI estdo sumarizadas na tabela 6.
Amido de milho, Hylon VII (amido de milho com alto teor de amilose) e amido
de mandioca foram utilizados na conversdo com cloroformato de fenila. Os
espectros de RMN 'H foram utilizados para determinar os valores de GS, os
quais foram obtidos sem etapa de peracetilacdo adicional, a partir da
correlagéo entre as integrais correspondentes dos hidrogénios do grupo fenila e
dos hidrogénios de AGU (Figura 25). Um GS acima de 2,25 pode ser obtido
utilizando excesso do reagente (Tabela 6, amostra 5), no entanto, sob razdes
molares mais baixas a reagao foi mais eficiente (Tabela 6, amostras 1-3). Os

valores de GS alcangados foram similares ao obtido para a sintese de fenil
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carbonato de celulose sob condicbes semelhantes de reacdo (ELSCHNER et
al., 2013; ELSCHNER; HEINZE, 2015).

Tabela 6 — Sintese de fenil carbonato de amido pela reacdo do amido com

cloroformato de fenila e piridina por4 ha 0 °C

Amido? Solvente® Razio molar, Amostra Rem:(i)/n;ento cs’
b
Milho DMF/LICI 1:1 1 79 0,60
Milho DMF/LICI 2:1 2 80 1,26
Milho DMF/LICI 3:1 3 78 1,47
Milho DMF/LICI 10:1 4 68 1,85
Milho DMF/LICI 20:1 5 73 2,25
Hylon VII DMF/LICI 2:1 6 83 1,35
Mandioca  DMF/LICI 0,5:1 7 69 0,42
Mandioca  DMF/LICI 1:1 8 73 0,83
Mandioca  DMF/LICI 2:1 9 70 1,48
Mandioca DMAJLICI 2:1 10 86 1,46
Milho DMAVJLICI 2:1 11 43 1,25

2 Milho, M,=56921 g-mol™”; Hylon VII, M,=33739 g-mol™’; Mandioca, M,=3321 g-mol™; °
DMF - N,N-dimetilformamida, DMA - N,N- dimetilacetamida; © Mol de cloroformato de
fenila por mol de unidades de anidroglucose; * GS — Grau de substituicido médio,
determinado por espectroscopia de RMN "H.
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Figura 25 — Espectro de RMN "H de fenil carbonato de amido de mandioca (GS
1,48, amostra 9) em DMSO-d6.

O GS do fenil carbonato de amido de milho aumentou com a quantidade
de reagente utilizado de 0,60 (razdo molar 1:1) para 2,25 (razdo molar 1:20)
(Tabela 6, amostras 1 e 5, respectivamente). A mesma tendéncia foi observada
para o amido de mandioca, onde o GS aumentou de 0,43 (razdo molar 1:0,5)
para 1,48 (razdo molar 1:2) (Tabela 6, amostras 7 e 9, respectivamente).
Contudo, o amido de mandioca mostrou marginalmente maiores valores de GS
do que o amido de milho sob as mesmas condi¢cdes reacionais (Tabela 6,
amostras 1, 2 vs. 8, 9). Também o amido Hylon VIl apresentou GS ligeiramente
superior ao de milho (Tabela 6, amostra 6 vs. 2). Ambos, amido de mandioca e
Hylon VII apresentam menor massa molecular que o amido de milho. Por
conseguinte, as solugdes apresentaram menores viscosidades, o que permite
uma maior transferéncia de calor e massa e, dessa forma, o gradiente de
concentracao resultante poderia ter aumentado a eficiéncia da reacao.

A mudancga no meio reacional para DMA/LICI ao invés de DMF/LiCl nao
resultou em significativa mudanga do GS para o amido de mandioca e milho,
como pode ser visualizado pela comparacdo das amostras 9 e 10 vs. 2 e 11,
respectivamente (Tabela 6). Foi reportado que em DMA ocorre uma reagao

secundaria mais pronunciada com cloroformato de fenila (WONDRACZEK et
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al., 2011), o que pode ter ocasionado os menores valores de GS na sintese
com celulose, conforme reportado pelo autor. Uma vez que neste trabalho nao
se observou uma diminuicdo da atividade dos reagentes em DMA em
comparagdao com DMF para a esterificagdo de amido de mandioca (9, 10), a
concentragcado do ion cloreto na solugéo (solugdo de amido: 1,0 % de LiCl
enquanto que solugéo de celulose: 7,5 % de LiCl) teve grande influéncia na
reatividade do cloroformato de fenila, o que esta de acordo com a literatura
(KEVILL; WEITL, 1968). Contudo, n&o foi possivel sintetizar fenil carbonatos de
amido soluveis em DMA, além do obtido com amido de mandioca.

Recentemente foi reportado que tricarbonato de celulose (GS = 3) pode
ser sintetizado de forma eficiente no liquido idbnico BMIM CI (ELSCHNER et al.,
2014). A fim de se obter fenil carbonatos de amido com valores de GS
superiores a 2,25, investigou-se a esterificagdo do amido de milho com
cloroformato de fenila no liquido iénico (Tabela 7). Primeiramente foi estudado
o efeito da concentragcao de amido em solugdo, o qual variou de 2 para 10%
em massa, enquanto os demais parametros reacionais permaneceram
inalterados (Tabela 7, amostras 11 e 13). Apds 1h de reagao e sob razdo molar
do reagente por AGU (unidade de anidroglicose) de 2:1 foi possivel obter um
GS de 1,71. Este resultado mostra que a reagdo em BMIM CI foi mais eficiente
do que em DMF/LIiCIl sob condi¢des similares (Tabela 6, amostra 2, GS = 1,26).
O aumento da concentragdao de amido, no entanto, conduziu a menores valores
de GS (Tabela 7, amostras 12, GS = 1,51, e 13, GS = 1,16).

A fim de excluir um possivel efeito cinético decorrente da maior
viscosidade do meio, o tempo de reacgao foi gradualmente aumentado para 4 h
e o amido ultilizado numa concentracdo de 10 % em massa (Tabela 7,
amostras 14-16). No entanto, os valores de GS permaneceram inalterados. E
possivel que a acessibilidade dos grupos OH do amido em BMIM CI tenha sido
inferior sob as concentragdes de amido mais elevados, advindo da dissolugao
incompleta do amido em contraste com, por exemplo, solucdes de celulose em
BMIM CI. Nao foi possivel isolar os pordutos obtidos quando sob maior razao
molar de reagente por AGU, ndo sendo possivel determinar o GS dos mesmos
(Tabela 7, amostras 17 e 18). No entanto, nenhum dos fenil carbonatos de

amido obtidos no liquido ibnico apresentou organossolubilidade, essencial para
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a utilizacdo destes amidos como compostos base para a conversdo em

produtos funcionalizados por reagdes subsequentes, tal como por amindlise.

Tabela 7 - Sintese de fenil carbonato de amido pela reagcdo de amido de milho
com com cloroformato de fenila em cloreto de 1-butil-3-metilimidazdélio (BMIM
Cl)/piridina (1:1) a 80 °C

Razdo Concentragdao de amido Tempo Rendimento b

molar® (%, b.s.) reacional (h) Amostra (%) GS
2:1 2 1 11 73 1.71
2:1 5 1 12 74 1.51
2:1 10 1 13 86 1.16
2:1 10 2 14 88 1.18
2:1 10 3 15 73 1.19
2:1 10 4 16 76 1.21
3:1 2 1 17 - -
5:1 2 1 18 - -

® Mol de cloroformato de fenila por mol de AGU; ° GS — grau de substituicdo médio,

determinado por espectroscopia de RMN H.
5.3.2 Caracterizacao estrutural dos fenis carbonato de amido

A estrutura molecular dos carbonatos de amido foi estudada por meio de
FTIR e espectroscopia de RMN C'. Os espectros de FTIR dos fenil carbonatos
de amido apresentaram um estiramento da ligagdo C = O devido ao grupo
carbonato em 1765 cm™', como pode ser visualizado na Figura 26. Uma vez
que nao foram encontrados sinais adicionais na regidao do grupo carbonila do
espectro ou um desdobramento da banda em 1765 cm’’ (detalhe ampliado,
Figura 26), pode-se excluir a reticulagdo inter ou intramolecular, como

previamente reportado para carbonatos de dextrana (WONDRACZEK et al.,
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2011). A expressiva reducdo na banda em 3400 cm-1 no espectro do
carbonato também confirma o envolvimento dos grupos OH na conversao do

amido nativo em fenil carbonato.
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Figura 26 — Espectro de FTIR de amido de milho nativo (abaixo) e de fenil

carbonato de amido de milho (GS 1,47, amostra 3) (acima).

O espectro de RMN "*C do fenil carbonato do amido de mandioca com
GS de 1,48 (Tabela 6, amostra 9) esta apresentado na figura 27. Os sinais do
substituinte carbonato puderam ser claramente atribuidos. Os carbonos
aromaticos aparecem em um conjunto de 3 picos entre 121 e 130 ppm e um
outro pico unico em 151 ppm. O carbono carbonilico foi observado em 153
ppm. Um pequeno ombro ao lado direito deste pico (seta na ampliagéo do pico
na Figura 27) é um inidicativo de que, além do grupo hidroxila do C primario na
posicao 6, um dos grupos OH dos carbonos secundarios nas posig¢des 2 ou 3
também foram substituidos. O aparecimento de dois sinais para o C1 em 101
ppm e C1’ em 96 ppm confirma a substituicdo parcial na posicao 2 da cadeia
de AGU. A auséncia de sinal em 60 ppm, o qual indica o carbono do grupo

hidroxila primario nao substituido (posicdo 6), revela uma funcionalizagcao
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completa nesta posi¢céo. Para polissacaridos tais como amido ou celulose, é
bem conhecido que os grupos OH de carbonos primarios sao mais reativos e
mais facilmente acessiveis em comparagdo com os grupos OH de carbonos
secundarios nas posicoes 2 e 3. O pico para o C na posigdo 6 completamente

substituido aparece em 67 ppm.

Figura 27 - Espectro de RMN *C (62,5 MHz, DMSO0-d6) do fenil carbonato de
amido, GS = 1,48 (amostra 9).

A dissolugao dos fenil carbonatos de amido foram testadas em DMSO,
DMF, DMA e acetona. Todos os derivados de amido sintetizados em DMF/LiCl
apresentaram elevada solubilidade nos solventes organicos testados (Tabela
6). Mesmo apdés uma semana de armazenamento as solu¢des se mantiveram
translucidas. Nao foi observada a ocorréncia de gelificacdo, agregagcéo ou
formagao de precipitados, o que esta de acordo com os resultados obtidos nos
espectros de FTIR, ou seja, de que n&do houve reticulagdo indesejada durante a
sintese dos fenil carbonatos de amido.

Todos os fenil carbonatos de amido sintetizados em BMIM CI foram
insoluveis em acetona. Com excecdo da amostra 11 (Tabela 6), os demais
apresentaram certo grau de intumescimento em DMSO, DMF e DMA.
Nenhuma das amostras foi claramente soluvel nos solventes organicos
testados, diferentemente do que foi observado para os carbonatos obtidos em
DMF/LICI. Estes resultados indicam uma distribuigdo nao uniforme ao longo da

cadeia polimérica.
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Uma explicagao razoavel pode ser um estado diferente de dissolugéo do
amido em liquido iébnico do que em DMF/LICl, isto &, apenas uma dissolugao
parcial do polimero em BMIM CI. Essa dificuldade de solubilizagdo pode ter
reduzido a acessibilidade dos grupos OH em BMIM CI e a reacédo ocorreria
preferencialmente nas regides dissovidas. Nesse sentido, a sintese dos fenil
carbonatos de amido em BMIM CI foi mais eficiente em comparagdao com a
sintese em DMF/LiCl (amostras 11 e 2, Tabela 6), no entanto, conduz a
formagdo de produtos insoluveis e, portanto, menos uteis em termos de

modificagado adicional posterior.
5.3.3 Amindlise e caracterizagao dos amido carbamatos de fenila

A amindlise foi escolhida como exemplo para possiveis reacdoes de
deslocamento nucleofilico com os fenil carbonatos de amido. Os fenil
carbonatos de amido de mandioca (GS 1,48) e milho (GS 0,60 e 1,47) obtidos
em DMF/LICl foram utilizados para avaliar a conversdo em carbamatos
mediante amindlise com diferentes aminas (Figura 6). Foram utilizadas quatro
diferentes aminas com grupo funcional adicional, nomeadamente p-

aminobenzilamina, propargilamina, etanolamina e (2-metoxietil)metilamina

(MEMA).
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Figura 28 - Estrutura dos carbamatos de amido com diferentes grupos
funcionais terminais obtidos a partir de um procedimento simples de duas
etapas: esterificacdo do amido com cloroformato de fenila e subsequente

aminolise.
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O GS dos carbamatos correspondentes obtidos a partir de analise
elementar estdo apresentados na tabela 8. A substituicdo nucleofilica aciclica
do grupo fenil pela p-aminobenzilamina proporcionou um carbamato com GS
de 1,06 apds 24 h de reagao, o que equivale a 70 % de eficiéncia de sintese
(coeficiente do GS carbonato /GS carbamato). A amindlise com propargilamina
(amina menos reativa) mostrou uma eficiéncia de apenas 50 %. A introdugao
de um novo grupo OH na cadeia polimérica pela utilizacdo de etanolamina
pode ser realizada com eficiéncia em torno de 70 %. Foi possivel obter
carbamato de amido soluvel em agua e em solventes organicos quando se
utilizou amido de mandioca como material de partida. A conversao com MEMA
apresentou a menor eficiéncia de reagdo (13 a 19 %) e apenas carbamatos
com baixos valores de GS foram obtidos. A baixa reatividade desta amina
secundaria e a maior basicidade inerente pode ter conduzido a reticulagao inter
e intramolecular do carbonato, ocasionado a insolubilidade dos produtos nos
solventes organicos testados.

Os carbamatos de amido também foram caracterizados por
espectroscopia de FTIR (dados ndo mostrados) e por RMN de "*C. Na Figura
29 esta apresentado RMN 3¢ tipico obtido para o carbamato de amido de p-
aminobenzila (GS = 1,06), no qual pode-ser ver claramente a estrutura e
pureza do produto. O sinal em 45 ppm referente ao grupo metileno introduzido
prova que o substituinte esta ligado covalentemente ao polimero. Os atomos de
carbono aromaticos aparecem entre 114 e 148 ppm. O grupo C = O do
carbamato (157 ppm) foi deslocado para a esquerda no espectro em

comparagao com o carbonato correspondente (153 ppm).
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Tabela 8 — Sintese dos carbamatos de amido por amindlise dos fenil carbonatos de amido com aminas utilizando 2 mols de amina

por mol de AGU de carbonato (2,0) em DMF a 60 °C

T c
Carbonato Amina Tempo reacional (h) GSP Solubilidade

Amido GS? agua DMSO DMA DMF
Mandioca 1.48 p-aminobenzilamina 4 0.84 - + + +
Mandioca 1.48 p-aminobenzilamina 8 1.03 - + + +
Mandioca 1.48 p-aminobenzilamina 24 1.06 - + + +
Mandioca 1.48 Propargilamina 24 0.75 - + + +

Milho 1.47 Etanolamina 24 0.97 - + + +
Mandioca 1.48 Etanolamina 24 1.08 + + + +

Milho 0.60 MEMA® 24 0.08 - - - -

Milho 1.47 MEMA 24 0.28 - - - -
Mandioca 1.48 MEMA 24 0.18 - - - -

2GS - Grau de substituicdo médio, determinado por espectroscopia de RMN "H; ° GS determinado por andlise elementar; ° + soltvel, - insoluvel; * MEMA -

(2-metoxietil)metilamina.
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Figura 29 — Espectro de RMN "*C (DMSO-d6) do p-aminobenzilamido

carbamato, GScarbamato = 1,06.
5.4 Conclusao

Carbonatos de amido organosoluveis foram obtidos em DMF/LICl e
DMAJ/LICI e o GS dos carbonatos foi facilmente controlado pela quantidade de
reagente utilizado. BMIM CI pode ser utilizado como solvente alternativo para a
esterificagdo do amido com cloroformato de fenila, no entanto, apenas produtos
insoluveis foram isolados. A estrutura dos carbonatos foi elucidada por RMN e
FTIR, ndo sendo observada qualquer reticulacdo em contraste com outros
polissacaridos. Foi possivel obter carbonatos de amido soluveis em solventes
organicos, o que os torna ideais na aplicacdo de processos tais como
revestimentos de superficie e modificagdo subsequente para introduzir outras
funcionalidades especificas. A conversao de fenil carbonatos de amido em
carbamatos foi demonstrada a partir de reagdes de substituicdo nucleofilica
com diferentes aminas. Os carbamatos correspondentes foram solluveis em
agua e liquidos organicos. A conversdo simultdnea de carbonatos com
nucledfilos, de modo a obter derivados de carbamato multifuncionais a partir de

polissacarideos é viavel.
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