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RESUMO

As aplicaces industriais do amido dependem da sua disponibilidade e das caracteristicas fisico-
quimicas, tais como: comprimento e grau de ramificacdo das cadeias de amilose e amilopectina
e do teor de amilose. Para a maioria absoluta das aplica¢Ges esse polimero de ocorréncia natural
passard por processamento térmico justificando, portanto, as caracterizacdes térmicas dos
mesmos. Apesar das caracteristicas térmicas de diversas fontes de amidos nativos ja existirem,
as correlacdes com as propriedades fisico-quimicas sdo inviaveis por conta do comportamento
complexo desse polimero e das diferentes condigdes empregas nas analises térmicas que afetam
os resultados. Com a finalidade de atender a essa demanda, 0 presente estudo teve como
objetivo caracterizar os amidos de diferentes fontes para correlacionar suas propriedades
térmicas com as respectivas organizacGes estruturais. Os amidos de batata, banana, milho e
mandioca foram caracterizados por SEM, XRD, FTIR-ATR, UV-vis, DSC e TG. Os teores de
amilose foram de 20,46;16,36;19,70 e 14,86% para os amido de batata, banana, milho e
mandioca, respectivamente. O amido de banana apresentou maior indice de cristalinidade
(57,3%) comparado aos demais (17,5-37,1%). As razbes das bandas de infravermelho de
regides amorfas/cristalinas (1013/992 cm™) foram similares aos dados XRD para os amidos de
batata e milho. Os teores de amilose foram correlacionados com as medidas de Ty e com as
temperaturas de gelatinizacdo obtidas por DSC, com algumas restricdes. Os experimentos de
TG demonstraram que a matriz cristalina afeta a estabilidade térmica dos amidos, mas o
componente principal é o teor de amilose. Portanto, constatou-se que a complementariedade de
dados obtidos através de diferentes técnicas analiticas sdo essenciais na elucidacdo das
propriedades fisico-quimicas dos amidos, de maneira que os experimentos devem ser realizados
para cada fonte botanica ou de diferentes cultivares pelo fato de apresentarem diferentes

comportamentos e propriedades térmicas.

Palavras-Chave: batata, banana, milho, mandioca, caracterizacdo e propriedades térmicas.



ABSTRACT

The industrial applications of starch depend on their availability and physico-chemical
characteristics, such as: length and degree of branching of the amylose and amylopectin chains
and the amylose content. For the majority of applications, this naturally occurring polymer will
undergo thermal processing, thus justifying its thermal characterization. Although the thermal
characteristics of several sources of native starches already exist, the correlations with the
physicochemical properties are not feasible due to the complex behavior of this polymer and
the different conditions used in the thermal analyzes that affect the results. In order to meet this
demand, the present study aimed to characterize the starches from different sources to correlate
their thermal properties with the respective structural organizations. The potato, banana, maize
and cassava starches were characterized by SEM, XRD, FTIR-ATR, UV-Vis, DSC and TG.
The amylose contents were 20.46, 16.36, 19.70 and 14.86% for potato, banana, maize and
cassava starch, respectively. Banana starch presented higher crystallinity index (57.3%)
compared to the others (17.5-37.1%). The ratios of the infrared bands of amorphous/crystalline
regions (1013/992 cm™) were similar to the XRD data for potato and corn starches. The amylose
contents were correlated with the T4 measurements and with the gelatinization temperatures
obtained by DSC, with some restrictions. TG experiments demonstrated that the crystalline
matrix affects the thermal stability of the starches, but the main component is the amylose
content. Therefore, it was found that the complementarity of data obtained through different
analytical techniques are essential in the elucidation of the physicochemical properties of the
starches, so that the experiments must be performed for each botanical source or of different

cultivars because they present different behaviors and thermal properties.

Keywords: potato, banana, corn, cassava, characterization, thermal properties.



LISTA DE ILUSTRACOES
Figura 1- Micrografias obtidas por microscopia eletrdnica de varredura (SEM) dos granulos de

amido de batata, tapioca, milho, banana, feijao e babacu (adaptado)®.........c.cccoevevvrrrrrvnnne. 23
Figura 2 - Representacdo das estruturas quimicas das frac6es de (A) amilose e (B) amilopectina
(G001 72T (o) OO OO 25
Figura 3 - Representagéo da cadeia de Vamiiose (26 cilcomaltohexaicosaose) com moléculas de
agua desorientadas obtida através de dados espectroscopicos (**C NMR) e de difratometria de
raios X (XRD) aperfeicoado computacionalmente. Cadeia em seccdo transversal (a) e com
visdo lateral (b), imagens obtidas através de software PyMol Viewer®. ................cccccoooeuenee. 25
Figura 4 - Secdo transversal do granulo de amido mostrando a orientacdo das duplas hélices de
amilopectina na lamela cristalina (a linha tracejada indica o caminho seguido para obtencdo do
diagrama de difracdo utilizando a difracéo de raios X micro focal com didmetro de 2 um)...28
Figura 5 — Estrutura cristalina de dupla hélice formadas por arranjos moleculares de
LA 1] [o] o T=Tot T - OSSPSR 29
Figura 6 - Representacdo esquematica da organizacdo do granulo de amido com disposicéo dos
polimeros de amilose (minoritario) e amilopectina (majoritario), adaptado. ...........c.cccceeveunee. 31
Figura 7 - Fluxograma genérico das quatro etapas de separacdo das fracBes de amilose e
amilopectina descrito por Schoch (1942), adaptado™®............ccccovvveeeeeeieeeeeseseeeeee s 36
Figura 8 - Esquema representativo do microscopio de luz polarizada (esquerda) e do
microscopio eletronico de varredura (direita) 22, ..........c.ooovieiieeieee e, 37

Figura 9 - Espectro de raios-X para um alvo de molibdénio em func&o da voltagem aplicada®°.

Figura 10 - Difrac&o de raios X por um cristal, segundo a Lei de Bragg'®...........ccccccovvrvennn. 40
Figura 11 - Padrdes de difratometria de raios X (XRD) dos amidos de cereais (A), tubérculos
(B), frutos, legumes e sementes (C) e de complexos de lipidios com as cadeias helicoidais da
fracdo de amilose (V), adaptadol® . ...........cc.oviriiiiceceee e, 42
Figura 12 - Arranjo de células unitérias de duplas hélices (sec¢do destacada) dos tipos A
(eSqUErda) € B (AIFBITA). ....ccuviiieeiiie ettt ettt et e sr et e re e eree s 42
Figura 13 - Espectros de FTIR obtidos através de pastilhas de KBr dos amidos nativos de milho
(variedades high protein e oil), trigo, batata, milho e milho ceroso (waxy)*®...........c..cccoee.... 44
Figura 14 - Representacdo esquematica do principio de funcionamento de um dispositivo de
ATR a partir do raio infravermelho (radiacéo incidente), cristal de ATR ou ERI (elemento de

reflexdo interna) e amostra em contato com a radiacdo evanescente, adaptado...............c....... 44



Figura 15 - Espectros de FTIR-ATR dos amidos de trigo, batata, milho e milho ceroso (waxy),
A0APTAAOIE, L. ..ottt 46
Figura 16 - Principios da espectroscopia de absor¢do molecular: a) Diagrama exemplificando a
interacdo dos fotons com os elétrons de valéncia dos constituintes do analito, com dois niveis
eletronicos de energia (Eo € E1), cada uma com cinco niveis de energia vibra toria (Vo-Va); b)
Esquema representativo de um espectrofotdmetro de Unico feixe de comprimento de onda... 48
Figura 17 - Estrutura do complexo amilose-iodo, representada por 6 unidades de anidro glicose
contendo um anion penta iodeto na cavidade da hélice vista do topo (imagem de cima) e vista
lateralmente (imagem de DaiX0) 0. .........c.ooiviiieeieeee e, 50
Figura 18 - Perfil de absorcdo das fracGes de amilose e amilopectina de batata em presenca de
solucdo cromofora de iodo (A=Amilose; AP= Amilopectina e lodo= branco do reagente
(oo 01 (=101 [0 T (o) KR 51
Figura 19 — Esquema ilustrativo do funcionamento do mecanismo de separacdo cromatografica
por exclusdo de tamanhos (SEC). Pequenas cadeias enroladas na solugdo podem acessar maior
namero de poros; cadeias grandes acessam menor nimero de pores e cadeias muito grandes
acessam pouquissimos poros dos polimeros da fase estacionaria, adaptado®®®........................ 53
Figura 20 — Esquema ilustrativo da separacao por exclusdo molecular através de sistema de alta
pressdo acoplado aos detectores de indice de refracdo e espalhamento de luz multi angular
(HPSEC-DRI-MALLS). .....ovvoveeveeeeeeeeeetsveesess s sssssesssess s 54
Figura 21 — Exemplo de separagdo cromatografica por HPSEC-DRI (55 °C; 1 mL mint; 25 uL)
dos amidos de mandioca, batata, arroz, trigo, milho ceroso (waxy), milho com alto contetido de
amilose (high amylose) e milho normal (de cima para baixo). Os picos a esquerda e a direita
representam as frages de amilopectina e amilose, respectivamentel??. ..............ccccceceveveveennn. 55
Figura 22 - Esquema ilustrativo da evolugdo e dos componentes das células de (a) DTA classico,
DSC por compensacédo de poténcia (c) e (b) DSC por fluxo de calor (adaptado).................... 58
Figura 23 — Endotérmas de gelatinizacdo de amidos aquecidos em excesso de &gua a
temperaturas especificas (indicadas ao lado direito em °C): (a) batata, (b) milho, (c) milho
ceroso (waxy), (d) trigo, () arroz e (f) tapioca (adaptado)?...........cccvvevevveeeeseeeeeeeeeeeees 60
Figura 24 - Exemplos de curvas DSC obtidas em estudos para avaliagdo da temperatura de
transicdo vitrea (Tg): (a) de amido de trigo nativo em diferentes conteddos de umidade (13,0-
30,0) e (b) padrdo de indio sobre diferentes razdes de aQUECIMENTO. ............ccevvvervrvreeervreeennes 62
Figura 25 - Fundamentos de termogravimetria (TG). Esquema ilustrativo dos componentes de
um instrumento de termogravimetria (a) e representacdo genérica da obtencdo de resultados
oriundos de corrida TG (b) (adaptado) . ...........coveiiiieiecee e 63



Figura 26 - Curvas TG e dTG de amidos nativos de milho (linha preta), banana (linha vermelha),
mandioca (linha azul) e batata (linha verde) nas seguintes condigdes: 5 mg; 5 °C min; fluxo
de N2 50 ML Min, adaptado..........cceeveveiieieiceeee et 64
Figura 27 - Curvas TG de amidos modificados: a) amido de banana nativo e modificado para
obtencdo de ligagdes cruzadas'®?, b) amilose de batata ndo complexada e ¢) complexada com
UG 3 ettt ettt en ettt n ettt s 66
Figura 28 - Curvas TG (linha solida) e dTG (linha pontilhada) do amido de arroz nativo e do

hidrolisado na presenca de 1-butanol, adaptadoi®. ...........c.ccceviviiieieieceeeee e, 67



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Vantagens e desvantagens das técnicas para determinacdo do tamanho dos granulos
AE AMIAO L ...ttt ettt ettt n ettt 20
Tabela 2 — Tipos de granulos e tamanhos dos granulos de amidos de diferentes origens. ...... 21
Tabela 3 - Técnicas empregadas na determinacdo do teor de amilose em amostras de amidos de
AITEIENTES TONTES. ..ttt et bbbt sb ettt enreenes 32
Tabela 4 - Propriedades fisicas e quimicas de alguns elementos de ATR (adaptado) ............. 46
Tabela 5 - Espectroscopia de absor¢do molecular aplicadas ao estudo dos amidos de diferentes

L{0] 0] (= T RSP TRPRPRR 49
Tabela 6 — Massas moleculares das fragdes de amilose e amilopectina de amidos de diferentes
fontes determinadas através da técnica de HPSEC-MALLS-DRI. ........ccccoiiiiiniineneceen, 55
Tabela 7 - Caracterizago estrutural do amido por *H e 3C NMR¥7. ........ccccoviiiiieriennn. 57

Tabela 8 - Temperaturas (To, Tp € Tc) € entalpia (AHger) das endotérmas de gelatinizagdo de

AIMIAOS NALIVOS T . .ottt e et et e e et e e e e et et e e et e et eeeee et eseneatesseseeeseessenearesressereeeens 60



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

20 Angulo Bragg

°C Graus Celsius

pL Microlitro

pm Micrometro

ICNMR Ressonancia Magnética Nuclear de carbono

'H NMR Ressonancia Magnética Nuclear de préton

1P NMR Ressonancia Magnética Nuclear de fosforo

ATR Refletancia total atenuada

Da Daltons

DSC Calorimetria Exploratoria Diferencial

DMSO Dimetilsulfoxido

DMTA Anélise térmica dindmico-mecénica

ERI Elemento de reflexdo interna

FTIR Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier

HPSEC-DRI Cromatografia de Liquida de Alta Performance por Exclusdo de
Tamanho acoplada ao detector de indice de Refracdo

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Performance

IAOM Analise de imagem de microscopia 6tica

LALLS Espalhamento de luz em baixo angulo

MALLS Espalhamento de luz em multi &ngulo

mg Miligrama

min Minuto

mL Mililitro

mm Milimetro

Mw Massa molecular

SEM Microscopia Eletrénica de Varredura

TG/ATG Termogravimetria e Termogravimetria Derivada

Tp Temperatura de pico da endoterma

Tq Transigdo vitrea

UPLC Cromatografia Liquida de Ultra Performance

Uv-Vis Ultravioleta-Visivel

XRD Difratometria de Raios X

AHgel Entalpia da endorterma gelatinizacdo



SUMARIO

1. LN EI0] 5161070 T 12
2. (@] 2] = 1 1V 1T 14
725 R €1 =1 OO 13
2.2 ESPECIFICOS. ....coiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e sees sttt sne s 13
3. CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA......oooviirieeeeeteseeseeies s, 15
31 IMPORTANCIA DO AMIDO EM ALIMENTOS E PROCESSOS INDUSTRIAIS

....................................................................................................................................... 15
3.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DO GRANULO DE AMIDO................... 17
3.3  CARACTERISTICAS QUIMICAS DO AMIDO.......c.cooiieveeieeeeeseersees s 22
34  CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS DO AMIDO........c.oooiieeieeeeeeereeseeesis e, 25
35  TECNICAS EMPREGADAS PARA A DETERMINACAO DO TEOR DE AMILOSE
NO AMIDO......oooiieeeeeeeees e eesee sttt ettt n e en e 29
3.6 OBTENCAO DE AMIDOS AMORFOS, AMILOSE E AMILOPECTINA................. 33
3.7 TECNICAS DE CARACTERIZACAQO DOS AMIDOS.......cccoovieeiereseeseeeereenne. 34
3.7.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (SEM)......ovvivieseeeeeeeereenn. 34
3.7.2 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X (XRD).....c.ooieiieieeieeseeeeseeeeeeseees e sessssseessn e, 36
3.7.3 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR) w..ocoviieieeieieseseeeeeseseeseeseeste s 41
3.7.4 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO MOLECULAR.......cccoooovmeseeeeeeeeeerersen 45
3.7.5 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDA DE ALTO DESEMPENHO POR EXCLUSAO
DE TAMANHO (HPSEC) ...t sn st 49
3.7.6  RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (NMR) .....oviveiiiieeeeeeeeseeeeseeseseenen 54
3.7.7 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)......cvvvevereeeereerereennn. 56
3.7.8  TERMOGRAVIMETRIA (TG).......omuieiieeiiee e, 61
REFERENCIAS. ... ciittvttteeeeeeerrtrnneeeeeeerssssneeeeessssssnnseesessssssnneeeseesssssnnseseseen. 65
4. CAPITULO Il - THE IMPORTANT ROLE OF CRYSTALLINITY AND
AMYLOSE RATIO IN THERMAL STABILITY OF STARCHES........ccvvvueriineennnn. 81
41 INTRODUCTION. ....coiiiiieieeeeeeeee ettt 81
42  MATERIAL AND METHODS........cooiiiiieieieieeieeeeeiseessesssss s snesnessessessen s 82
421 STARCH SAMPLE ..ottt ettt 82

4.2.2 AMORPHOUS STARCHES AND STARCH SEPARATION METHOD................83
4.2.3 SCANNING ELECTRON MICROSCOPY (SEM)....c.oviiiiiiiiiiiiiiiii e 83



424 X-RAY DIFFRACTION (XRD) ...ooviiiiiiiiiiiieiieieie sttt 83
425 ATTENUATED TOTAL REFLECTANCE-FOURIER TRANSFORM INFRARED

SPECTROSCOPY (ATR-FTIR) ..ottt 84
4.2.6 MOLECULAR ABSORPTION SPECTROSCOPY AND AMYLOSE
DETERMINATION. ...t 84
4.2.7 DIFFERENTIAL SCANNING CALORIMETRY (DSC) ....cccviiiiiinieieieieniesiesieaieas 85
4.2.8 THERMOGRAVIMETRY (TG)...ouiiiniiiiii e 85
4.3  RESULTS AND DISCUSSION. ...ttt 86
4.3.1 SCANNING ELECTRON MICROSCOPY (SEM)....cotiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiees 86
4.3.2 X-RAY DIFFRACTION (XRD)....uititiiititit e, 87

4.3.3 SPECTROSCOPY: FOURIER TRANSFORMED INFRARED SPECTROSCOPY —
ATTENUATED TOTAL REFLECTANCE (FTIR-ATR) AND SPECTROPHOTOMETRY

................................................................................................................................................... 88
434 THERMAL ANALYSIS: DIFFERENTIAL SCANNING CALORIMETRY (DSC)
AND THERMOGRAVIMETRY (TG)..eueiiiitiitii e 93
4.4 CONCLUSIONS . .. e e 99
45  ACKNOWLEDGEMENTS. ... 100
REFERENCES. ...cutitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiitititiieittetactassecscimesssscssssssssessoni 100

S. CONCLUSOE E PERSPECTIVAS FUTURAS.......oooooeeeeeeeeereeeees e, 107



14

1. INTRODUCAO

O mercado mundial de amido esta dividido em quatro matérias-primas, sendo quatro
delas origem tropical (milho, batata, batata-doce e mandioca). Destas, o milho é a fonte mais
expressiva atingindo aproximadamente 75% da producdo mundial, concentrando-se
principalmente nos Estados Unidos, com cerca de 99% da produgdo nesse pais. Na Europa,
Asia e no Brasil 0 milho também destaca-se como matéria prima com cerca de 46% da producéo
de amido nas referidas localidades. Apenas a Tailandia e alguns poucos paises da Asia possuem
outras matérias-primas como principal fonte de matéria-prima para a extracdo do amido. A
producéo de amido de batata-doce concentra-se em 95% na China, sendo o restante localizado,
principalmente no Japao®.

O amido é um polimero natural, obtido de fontes renovaveis e biodegradavel produzido
por muitas plantas como fonte de energia armazenada. Encontra-se em raizes de plantas, talos,
sementes e culturas bésicas como arroz, milho, mandioca e batata. E versatil, barato e
amplamente utilizado em aplicacOes alimentares e ndo alimentares?.

Quimicamente, o amido € uma polianidroglucose constituida por dois polimeros
homoélogos: a amilose, com em média 2-12 10° unidades de glicose, um polimero
essencialmente linear composto de D-glicopiranose conectadas com ligagdes glicosidicas do
tipo 0-1,4 e um pequeno nimero de ramificacdes; e a amilopectina, muito maior (0,4-35 10°
unidades de glicose), constituidas por segmentos de glicose a-1,4 ligados por pontos de
ramificagdo glicosidicos do tipo a-1,6 (cerca de 5%), equivalente a 20.000 ramificagcGes em
uma molécula média3*.

A amilopectina possui uma organizagdo “cluster like”. As cadeias dentro de um unico
agrupamento tém um grau modal de polimerizacdo (DP) de 14-18. No entanto, para
interconectar maltiplos clusters, sdo observadas cadeias mais longas (DP de 45-55). Além disso,
as cadeias extra-longas (DP ~ 100) sdo observadas em amidos de cereais regulares®.

A amilose possui estrutura helicoidal. A hélice possui um interior hidrofobico devido a
presenca de grupos hidrofilicos hidroxi nos residuos de glicose na parte externa da hélice.
Portanto, a hidrofobicidade permite que a amilose atue como uma molécula hospedeira e forma
complexo de inclusdo com varias moléculas de massas moleculares relativamente baixas (guest
molecules)®.

Na natureza, a amilose e a amilopectina existem como agregados semicristalinos que
consistem de regides ordenadas e desordenadas. A dupla hélice formada por cadeias menores

de amilopectina esta relacionada a regides cristalinas dispostas regularmente em relacéo a outra
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nos granulos, devido a proximidade dessas cadeias que interagem fortemente®’8, As regides
amorfas estdo relacionadas as ramificagbes das cadeias de amilopectina e a ocorréncia
principalmente da fragdo de amilose, como ja previamente reportado®.

A aplicacdo industrial do amido depende da sua disponibilidade e das caracteristicas
fisico-quimicas® tais como: o comprimento das cadeias de a-glucano, a relagdo amilose:
amilopectina e o grau de ramificacdo, pois esses parametros definem o tamanho, a forma e a
estrutura dos granulos. Essas caracteristicas variam substancialmente entre fontes botanicas®?.

Seja qual for a aplicacdo, o amido, na maioria dos casos passara por processamento
térmico. Assim, as técnicas de analise térmica sdo utilizadas para a sua caracterizagdo com
diferentes finalidades.

A analise termogravimétrica (TGA) é amplamente utilizada para caracterizar a
decomposicdo térmica e determinar a estabilidade térmica do amido!>¥* | Aggarwall &
Dollimore (1996)% propuseram um método baseado em termogravimetria que revelou que o
amido de diferentes fontes se decompde a uma velocidade diferente. Mas eles ndo sugeriram
quais os fatores que causaram a diferenca. Guinesi e colaboradores (2006)® afirmaram que,
apesar das diferencas estruturais, estas tiveram pouca influéncia no processo de degradacao
térmica dos amidos de milho, mandioca, arroz e batata.

A calorimetria exploratdria diferencial (DSC) é utilizada para estudar a transicdo
vitreal” 18, gelatinizacdo!®2%%! ¢ as transicdes de cristalizagio??%3,

Apesar de as caracteristicas térmicas de varios amidos nativos ja estarem bem
documentadas®®>162425 os dados disponiveis na literatura sio dificeis de correlacionar porque o
comportamento térmico deste polimero € muito complexo e as diferentes condi¢Ges de medicao
(massa de amostra, atmosfera , taxa de aquecimento) afetam seus resultados?. Além disso, a
correlacdo entre as propriedades térmicas e as estruturas de amidos, geralmente, é proposta para

cada amido individualmente e ndo de forma comparativa sobre as mesmas condic¢des de analise.
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2. OBJETIVOS
2.1. GERAL

Caracterizar amidos de diferentes fontes para correlacionar suas propriedades térmicas
com as respectivas organizagOes estruturais, buscando identificar qual a fracdo da matriz
associada a determinados parametros experimentais exerce maior efeito na estabilidade térmica

do polimero.

2.2. ESPECIFICOS

— Utilizar as técnicas de espectrometria UV-vis, FTIR-ATR e DRX, associadas a térmicas
DSC e TG, além de morfolégica MEV, para caracterizar amidos de batata, banana,

milho e mandioca;

— ldentificar a influéncia da origem botanica nas propriedades espectrométricas,
morfoldgicas e térmicas de amidos;

— Correlacionar as medidas obtidas pelas técnicas de DSC e TG com a organizacao
estrutural semicristalina composta pelas cadeias de amilose e amilopectina;

— ldentificar a importancia da cristalinidade associada aos teores de amilose nas

estabilidades térmica dos amidos de batata, banana, milho e mandioca.
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3. CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA
3.1 IMPORTANCIA DO AMIDO EM ALIMENTOS E PROCESSOS INDUSTRIAIS

O amido é um polimero natural, renovavel e biodegradavel produzido por muitas plantas
como fonte de energia armazenada. Pode ser encontrado nas raizes de plantas, caules, sementes
de culturas e alimentos basicos, como arroz, milho, mandioca trigo e batatal?’.

Abundante na natureza, o amido é usado em uma variedade de inddstrias, tais como:
alimenticia?®, téxtil?®, cosmética®, de plasticos®!, papel®? e produtos farmacéuticos®>*°, entre
outras.

Na industria de alimentos, é amplamente empregado em formulacbes alimenticias,
especialmente como agente espessante em alimentos processados®:.

Seja como espessante em formulacdes alimenticias®® ou como matéria prima para
panificacdo®, os diferentes amidos pode apresentar comportamentos fisico-quimicos
caracteristicos de cada fonte botanica. Os amidos de diferentes fontes botanicas apresentam
propriedades de uso final diferenciadas, em decorréncia das razdes entre os constituintes,
amilose e amilopectina®. O contetido de amilose influi nas propriedades do amido, tais como:
gelatinizacdo, solubilidade, caracteristicas de pasta, textura® e na formagdo de amido
resistente®, todas de interesse industrial para a producéo de alimentos.

O amido é utilizado no dimensionamento e tingimento na industria téxtil com a
finalidade aumentar o brilho e peso dos tecidos além de servir como agente de endurecimento
nas lavanderias®®.Tais aplicacdes se devem ao fato de que os pequenos granulos de amido
penetram nos tecidos, conferindo brilho e rigidez apos serem passados a quente®.

Na area da producédo de cosméticos, € empregado como importante matéria-prima para
0 po utilizado nas diferentes formulagdes cosméticas®2.

O amido também ganhou atencdo como um plastico biodegradavel para a producéao de
artigos descartaveis®’.

Na producdo de papel, o0 amido de mandioca, &€ empregado como cola para conseguir
brilho e forga3?3°.

Na industria farmacéutica, o amido €é utilizado como aglutinante, diluente ou
desintegrante®®*2- Como exemplo de aplica¢do na producio farmacéutica, tem-se a pasta de
amido. Quando preparada a fresco, em concentracfes de 5-20%, sdo utilizadas rotineiramente
durante a fabricacio de comprimidos®. Na concentracio de 5-15%, a aplicabilidade da pasta
de amido passa a ser de agdo desintegrante nas formulagGes de comprimidos®®. Novas

aplicacdes de amido tém sido exploradas na area das mucosas do nariz*®, periodontal®!, como
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film-based e sistemas drug delivery*? e dos estudos de pré-formulacdo através de analises
térmicas envolvendo o amido como excipiente*?.

Além disso, possui outras utilizacdes, tais como: aditivo no cimento para melhorar o
tempo de solidificacdo; para melhorar a viscosidade de lamas de perfuracdo de pocos de
petroleo; principal matéria-prima em industrias de cola e adesivos e na fabricagdo de sab&o
detergente, mais especificamente, para melhorar a vida de prateleira dos detergentes®,

O Brasil vem se destacando no cenario mundial agricola pela producdo de variados
commodities, tais como: milho, mandioca, banana e batata, enfatizadas na presente reviséo, pelo
contetido amilaceo presente nesses cultivares*.

Na terceira posicédo, na producéo brasileira de commodities, foram produzidas cerca de
79,87 mil toneladas de milho (Zea mays) em 2014%. Ainda que sem o valor estimado sobre a
guantidade de amido extraido dessa commoditie, sabe-se que o amido de milho tem se destacado
na utilizagdo em compositos® e desenvolvimento de materiais termoplasticos, justificados pelo
volume de producio e pelo fato de tratar-se de um substrato biodegradavel“®.

A mandioca (Manihot esculenta) encontra-se na quinta posi¢cdo das commodities mais
produzidos pelo Brasil com cerca de 22,36 mil toneladas*. Em 2014, o Brasil produziu cerca
de 6,45 mil toneladas de amido de mandioca*. O amido de mandioca pode ser empregado na
maioria das funcdes em que os amidos de milho, arroz e de trigo sdo usados atualmente??,

Comumente conhecida como banana, as espécies ou hibridos do género Musa, sdo
produzidas em grande escala em regides tropicais e subtropicais*. Tanto a producdo quanto as
exportacBes e as importacdes de bananas, estdo altamente concentrados em poucos paises.
Dentre 0s dez principais paises produtores de banana, o Brasil apresentou aumento da producédo
de 6,51 mil toneladas*’, em 2003, para 6,89 mil toneladas em 2014**, sem dados sobre 0 amido
extraido dessa fonte. Muito embora o Brasil seja destaque na producdo de banana, esta producao
é seriamente afetada por perdas que chegam a 20% do montante total.

Ainda que com elevado percentual de perdas na producdo de banana, o amido desse
fruto é aproveitado através do cozimento. A relativa baixa digestibilidade do amido de banana
(de cerca de 47%), comparada ao amido de inhame (cerca de 40%)“¢, vem conferindo a este
produto maior empregabilidade nas dietas “low carb”). Por este motivo 0 amido de banana
destaca-se quanto as propriedades de digestdo e funcionais, viabilizando sua aplicagdo em
alimentos processados®*’.

Amplamente conhecida como batata (Solanum tuberosum), esta variedade apresenta-se
na décima terceira posi¢do dentre as vinte commodities mais produzidos pelo Brasil até o ano

de 2014, com cerca de 3,68 mil toneladas** e também n&o foram encontradas informagdes sobre
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a quantidade de amido extraido dessa fonte nesse periodo. O amido de batata apresentam, como
a maiorias das raizes e tuberosas, potencial aplicacdo para industria de alimentos por serem
capazes de formar pastas claras de sabor suave®.

Nesse contexto, aléem da grande insercdo do amido nos processos industriais dos
variados setores de producéo, nota-se, uma grande representatividade na dieta humana e animal,
por constituir uma importante fonte energética®>32. Dessa maneira, a crescente demanda por
esse polimero de ocorréncia natural, justifica o estudo aprofundado da estabilidade térmica dos
amidos de diferentes fontes com a finalidade de aperfeicoar as aplicacdes nos processos

industriais.

3.2 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DO GRANULO DE AMIDO

3.2.1 TECNICAS EMPREGADAS PARA DETERMINACAO DOS TAMANHOS DOS
GRANULOS DE AMIDO

A geracdo de dados de distribuicdo de tamanho de granulos torna possivel comparar 0s
amidos de diferentes origens botanicas e avaliar os pardmetros de processamento,
especialmente a eficiéncia das operacdes de centrifugas®.

Uma técnica de determinacdo de tamanho satisfatoria avalia todos os granulos sem
perder as fracBes de granulos pequenos, mantém os granulos numa forma ndo agregada, e €
capaz de distinguir entre os granulos de amido e as particulas ndo amilaceas®”.

As técnicas de microscopia mais utilizadas para obtencdo de medidas dos
granulos/analises morfoldgicas de amido séo: microscopia de luz, analise de imagem por
microscopia otica (IAOM) e microscopia eletrénica de varredura (SEM). As técnicas
conhecidas como micro peneira (microsieving), resistividade elétrica, espalhamento de luz laser
(LALLS), fracionamento por fluxo de campo (FFF) também tem sido amplamente empregadas
para tal finalidade. Em maior resolugéo, as técnicas de microscopia de forga atdmica (AFM) e
eletronica de transmissdo (TEM) também sdo muito empregadas pelo fato de viabilizarem a
avaliagdo da ultra estrutura granular®, incluindo os “small blocklets” (com cerca de 20-30
nm)>3, os empilhamentos de lamelas cristalinas, e protrusdes na superficie granular atribuidas
as regides finais dos blocklets>*.

Por possuirem principios de funcionamento diferentes entre si, as técnicas empregadas
para determinacgdo das medidas dos granulos de amido possuem vantagens e desvantagens. A

Tabela 1 apresenta, de forma sumarizada, cada uma das técnicas com 0s aspectos positivos e as
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limitacdes em relacdo as determinacdes das medidas e analises morfoldgicas dos granulos.
Dentre todas as técnicas citadas, a SEM tem sido a mais empregada para as andlises dos

granulos nativos ou modificados e sera discutida de forma mais aprofundada na secéo 3.7.1.

Tabela 1 - Vantagens e desvantagens das técnicas para a determinacao do tamanho dos

granulos de amido®Z.

Técnica Vantagens Desvantagens

Microscopia de luz Anadlise in situ Laborioso

Fornece dados morfoldgicos

Analise de imagem de Fornece dados morfolégicos O granulo ndo pode ter sofrido
microscopia ética danos durante o isolamento
(IAOM) Requer amostra homogénea
Microscopia Eletronica Fornece dados morfoldgicos Diferenciacéo limitada de
de Varredura (SEM) detalhados particulas ndo amilaceas
Resistividade elétrica Né&o afetado pela forma dos Limitag&o para determinacdes
granulos menores do que 3 um

Né&o afetado pela densidade

LALLS (Espalhamento Avaliaces até 0,1 um O granulo ndo pode ter sofrido
de luz em baixo angulo) danos durante o isolamento

Afetado pela forma

3.2.2 TAMANHO DO GRANULO

O tamanho e a forma dos granulos de amido estéo relacionados com a fonte bioldgica
da qual € isolado. Em geral, o tamanho dos granulos pode variar desde menores de 1 pum a
maiores de 100 um. Geralmente, o tamanho dos granulos refere-se ao didametro médio dos
granulos de amido. Para isso, assume-se que os granulos sdo esféricos, muito embora essa ndo
seja a forma natural de ocorréncia nas diversas fontes botanicas de amido®®.

As medidas de comprimento médio dos eixos maiores e menores, o didmetro médio, o
volume e a area superficial podem ser utilizados para diferenciar os granulos de amido, gerando

uma classificacdo por tamanho. Desta forma, os granulos podem ser classificados quanto ao
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didmetro médio em: grandes (>25 pm), médios (10-25 pum), pequenos (5-10 um) e muito

pequenos (<5 pum)®. Na Tabela 2, encontram-se compilados alguns dados referentes as

classificacoes.

Tabela 2 — Tipos de granulos e tamanhos dos granulos de amidos de diferentes origens.

Tipo Fonte Diametro (um) Referéncia

Granulos Banana 20-50 %
bimodais Batata 10-100 %0
(grandes e Cevada 2-3;12-32 56
médios) Milho doce 1-5; 10-20 36
Milho 2-32 %
Centeio 2-3; 22-36 57

Trigo <10; 10-35; 2-45 30,58

Mandioca 8-22; 5-35 30,59
Granulos Trigo sarraceno 2-14 €0
pequenos Aveia 2-14 €0
Arroz 2-10 60
Arroz selvagem 2-8 61
Gréanulos Amaranto 1-2 €0
muito Erva amarela 1,5-3,5 62
pequenos Quinoa 0,5-3 60

3.2.3 MORFOLOGIA DO GRANULO

Os granulos de amido de diferentes origens botanicas diferem entre si no aspecto

morfolégico. Para melhor descrigdo, as morfologias foram divididas em quatro grupos: raizes

e tubérculos, cereais, grdos e frutos e sementes. As descri¢cdes apresentadas foram feitas com

base nas micrografias obtidas através de microscopia eletrénica de varredura, pois como ja

descrito na sessdo 1.2.1, fornece dados morfoldgicos detalhados.

Os granulos de amidos de raizes e de tubérculos, por exemplo, sdo ovais, redondos,

esféricos e poligonais, muito embora algumas formas irregulares também possam existir®?.
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As micrografias dos granulos do amido de batata (Solanum tuberosum) (Figura 1 (2))
obtidas por Jane e colaboradores (1994), proporcionaram a descrigdo de forma equivalente aos
de raizes e tubérculos, por possuirem forma lisa, elipsoidal e esférica®”.

Descri¢cBes dos granulos do amido de mandioca mais conhecida como mandioca
(Manihot esculenta), muito cultivada no Brasil, foram reportadas como sendo: lisos, de formato
irregular de tamanho intermediario (Figura 1 (b))®’.

No grupo dos cereais, como por exemplo: milho (Zea mays), milho waxy e trigo
sarraceno, os granulos sdo descritos como de forma irregular com um numero de faces
(poliédricas) e as bordas relativamente afiadas, como pode ser visto na Figura 1(c) para o
granulo do amido de milho®’.

As variedades dos amidos de milho com maior teor de amilose apresentam perda da
forma poligonal (poliédrica) e as suas superficies tornam-se mais suaves, quando comparadas
aos granulos de milho normal®’.

Existem ainda diferencas de forma entre os granulos menores, como os de: trigo, cevada,
centeio e triticale que possuem a morfologia diferente em relagdo aos homologos maiores®..

No caso dos grdos como feijao e ervilha, por exemplo, os granulos de amido sédo
caracterizados como discos espessos, com um “corte™ em torno do meio ou nas extremidades e
uma reentrancia em uma das extremidades®®. Descricdes feitas por Jane e colaboradores, (1994)
através de micrografias, reforcam a morfologia do granulo descrita anteriormente para 0 amido
de feijdo (Phaseolus) apresentados na Figura 1 (e), sendo estes ovais e lisos®’.

Os granulos de amido de frutos e nozes podem variar em relacdo a forma. Alguns
grénulos de nozes apresentam morfologia incomum de meia esfera, embora a maioria apresente
forma redonda®.

O grupo dos frutos e nozes, ndo possui um padrdo morfoldgico tdo definido quanto os
descritos anteriormente. As descricBes dos granulos dos amidos de banana (Musa spp.) e
semente de babacu (Orbygnia martinana), podem ser dadas como exemplo. Os granulos do
amido de banana (Figura 1(d)), foram descritos como formas irregulares e de disco. Os da
semente de babacu (Figura 1(f)), como de uma forma incomum, com estruturas de semelhantes
a de um ovo que parecem ter sido clivadas em vérias posi¢des conferindo a esses formas

semiesféricas com uma superficie plana em uma extremidade®’.
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A

a) Granulo do amido de batata b) Granulo do amido de mandioca
(Solanum tuberosum) (600 X) (Manihot esculenta) (1500 X)

Do
Pl
A

c) Granulo do amido de milho (Zea d) Granulo do amido de banana (Musa
mays) (1500 X) spp.) (1500 X)

e) Granulo do amido de feijdo f) Granulo da semente de babacu
(Phaseolus) (1500 X) (Orbygnia martinana) (1500 X)

Figura 1- Micrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura (SEM) dos
granulos de amido de batata, tapioca, milho, banana, feijado e babacu (adaptado)®’.
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3.3 CARACTERISTICAS QUIMICAS DO AMIDO

Quimicamente, o amido é um polissacarido constituido por unidades repetitivas de
glicose. Estruturalmente, ele é composto de duas fracdes: amilose formada por ligacOes
glicosidicas do tipo a-1,4, sendo uma cadeia linear; e amilopectina, formada por ligacdes do
tipo a-1,4 e 0-1,6, dando origem a uma cadeia altamente ramificada*3"3,

A amilose (Figura 2(A)) é um polimero essencialmente linear, formado por unidades de
a-D-glicopiranose ligadas em a-1,4, com poucas liga¢des a-1,6 (entre 0,1% e 2,2%). Essa
molécula possui nimero médio de grau de polimerizacdo (DP) de 500-5000 unidades de
residuos de glicose, com comprimentos médios de cadeia (CL) de 250-670%. A massa molecular
média é da ordem de 250.000 Daltons (1500 unidades de glicose), mas varia muito entre as
espécies de plantas e dentro da mesma espécie, dependendo do grau de maturacdo. Moléculas
de amilose de cereais sdo geralmente menores do que aquelas de outras origens (ex. tubérculos
e leguminosas)®.

Muitas propriedades da amilose podem ser explicadas pela sua habilidade em formar
diferentes estruturas moleculares tipos A, B (duplas hélices) e V (Unica hélice). Proposta em
1999 através do aperfeicoamento estrutural de dados espectroscopicos (*C NMR) e
difratometria de raios X%, o tipo Vamilese € 0btido sinteticamente através de precipitacio em
solucdo aquosa pela adi¢do de moléculas pequenas (alcoois, cetonas, lipidios e iodo) e encontra-
se representado na Figura 3 (a) e (b), em seccdo transversal e visdo lateral da cadeia,
respectivamente. A maioria dos métodos preconizados para determinacdo do teor de amilose
baseia-se no fato de que, em solucdes aquosas neutras, a estrutura normal de espiral possui a
capacidade de interagir com iodo, produzindo complexo de inclusédo helicoidal com
aproximadamente seis moléculas de glicose por giro, no qual o iodo se encontra na cavidade
central da hélice®.

A amilopectina (Figura 2B) é o componente ramificado do amido. Ela é formada por
cadeias de residuos de a-D-glicopiranose (entre 17 e 25 unidades) unidos em a-1,4, sendo
fortemente ramificada, com 4% a 6% das ligagdes em a-1,6. Apresenta massa molecular

variando em 50-500 x 108 Daltons®%,
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Figura 2 - Representacdo das estruturas quimicas das fracGes de (A) amilose e (B)

amilopectina (adaptado)®.

(@) Cadeia de Vamilose €m se¢éo transversal (b) Cadeia de Vamilose €m Visdo lateral
Figura 3 - Representacdo da cadeia de Vamilose (26 cilcomaltohexaicosaose) com
moléculas de agua desorientadas obtida através de dados espectroscopicos (**C NMR) e de
difratometria de raios X (XRD) aperfeicoado computacionalmente. Cadeia em sec¢éo

transversal (a) e com visdo lateral (b), imagens obtidas através de software PyMol Viewer®.
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A proporgdo relativa de amilose:amilopectina varia consideravelmente ndo so entre
diferentes tipos de plantas, mas dentro de uma mesma espécie de planta, parte da planta e
condicdes de crescimento e de desenvolvimento. Varios estudos tém mostrado que a variacao
desta razdo implica modifica¢fes das suas caracteristicas fisico-quimicas e interacdes com
outras moléculas, o que resulta em diferentes temperaturas de gelatinizacdo, solubilidade em
agua, nas propriedades microscopicas e de barreira e as propriedades mecanicas em filmes de
amid04~25'37'67.

Particularmente para a industria de alimentos, a razdo amilose: amilopectina afeta
algumas propriedades Uteis, como gelatinizagdo, solubilidade, caracteristicas de pasta e textura.
Portanto, o teor de amilose torna-se um parametro de qualidade importante para a area de
aplicacdo de produtos a base de amido®.

Além dos componentes majoritarios (amilose e amilopectina), outros constituintes
quimicos, como: lipidios (fosfolipidios e &cidos graxos livres), fosfato monoéster e
proteinas/enzimas também sdo encontrados na composic¢édo quimica granular do amido e mesmo
que em menor quantidade, exercem efeitos sobre as propriedades fisico-quimicas de interesse®®.

Os lipidios sdo os constituintes de menor quantidade no amido e ocorrem em formas
variadas (4cidos graxos livres ou fosfolipidios) a depender da origem botanica dos granulos®.
De fato, a presenca desses constituintes esta associada a alta retrogradacdo em amidos cerosos
e as diferentes temperaturas de formacao de pasta e viscosidade nas diferentes origens botanicas
dos granulos’™.

O fésforo esta presente na forma inorganica (fosfato) e na forma organica (fosfato
monoéster) sendo encontrado em todas as variedades de amido investigadas até entdo’’2. Sabe-
se que em amidos nativos, como os de batata e arroz, os fosfatos monoéster encontram-se
majoritariamente ligados as moléculas de amilopectina com remanescente nas de amilose’",
O amido de batata apresenta 0 maior conteddo absoluto de fosfato organico em relacdo aos
outros amidos comuns (acima de 0,09%) "2,

Tais ligagbes variam em relagdo aos atomos de oxigénio dos grupos glicosidicos de
coordenadas atdmicas O-6, O-3 e O-2 (61; 38 e 1%, respectivamente). A técnica de ressonancia
magnética nuclear de fosforo, 3'P-NMR (discutida na se¢do 3.6.6), tem sido empregada no
estudo dos fosfolipidios e dos fosfatos organicos e inorganicos na estrutura granular dos amidos.
Atraves dessa técnica, foi possivel reconhecer a inversa relagdo entre o conteudo de fosfato
monoéster com a cristalinidade’| e entalpia de gelatinizagdo’® dos amidos nativos indicando,

portanto, a presenca desses constituintes na regido cristalina.
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3.4 CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS DO AMIDO

A organizagdo estrutural dos granulos de amido pode ser descrita considerando a
organizacdo molecular de estruturas cristalinas, caracteristicas cristalinas ultra estruturais e a
organizagao supramolecular®®,

Ao menor nivel estrutural, estudados por microscopia 6tica, os granulos sdo formados por
regides amorfas e cristalinas alternadas em formato de conchas com cerca de 100-400 nm de
espessura, conhecidas como anéis crescentes® >4,

Em maiores niveis de organizacdo molecular (estudados por XRD e SEM), foi notada a
periodicidade de 9-10 nm dentro do granulo. Tal periodicidade foi interpretada como a
ocorréncia de lamelas cristalinas e amorfas, formadas por aglomerados de cadeias laterais que
se ramificam das moléculas de amilopectina dispostas radialmente. Essa organizacdo parece ser
uma caracteristica universal dos granulos de amido independente da fonte botanica’”.

A organizacdo molecular das estruturas cristalinas foi estudada através da técnica de XRD
precedida por hidrélise &cida dos granulos, com a finalidade de remover as por¢des amorfas
resultando em difratogramas bem resolvidos. Tais estudos forneceram dados referentes aos
padrdes de cristalinidade dos granulos de amido relacionados as estruturas de dupla hélice tipos
A e B, discutidas mais detalhadamente na se¢do 3.6.2. Os avangos nesse campo de estudo
contribuiram para o entendimento das propriedades fisico-quimica dos granulos, como as
temperaturas de gelatinizagdo para os cristais tipos A e B. Nesse aspecto, uma tendéncia de
aumento nas temperaturas de gelatinizacdo diretamente proporcional a cristalinidade total dos
granulos tipo A foi notada, enquanto que inversamente para os granulos dos tipos B,

Os avangos nos estudos estruturais do amido através das técnicas de difratometria ou
espectroscopias em estado solido estavam limitados pela impossibilidade da analise dos
granulos de forma individual®®, pelo fato de serem muito pequenos. Em 195178, a caracterizagio
dos granulos de amido (elipticos, menores do que 100 pm) tornou-se viavel através da nova
proposta de difracao de raios X de microfoco com radiacdo sincrétrona (European Synchrotron
Radiation Facility — Grenble, Fran¢a) que possibilitou 0 mapeamento da ocorréncia das regides
cristalinas granulares sem nenhum preparo de amostra.

Os resultados obtidos através dessa técnica forneceram informacdes chave sobre a natureza
e estrutura cristalina do granulo por meio de padrdes de difracdo bidimensionais orientados,
proporcionando um mapeamento completo dos componentes cristalinos’® (Figura 4). Nesse
contexto, tornou-se possivel a determinagdo da orientacdo das duplas hélices de amilopectina

na lamela cristalina, radialmente orientadas (perpendiculares a superficie do grénulo).
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Figura 4 - Secdo transversal do granulo de amido mostrando a orientagdo das duplas
hélices de amilopectina na lamela cristalina (a linha tracejada indica o caminho seguido para
obtencdo do diagrama de difracdo utilizando a difracdo de raios X micro focal com diametro

de 2 um)”®

A técnica de radiacdo sincrétrona também foi crucial no reconhecimento de um terceiro
padrdo obtido a partir de difratometria de raios X, o tipo C. O mapeamento micro focal de
difracdo sincrotrona em angulo largo, empregado na elucidacdo da estrutura granular de amidos
de ervilha, revelou a coexisténcia das estruturas tipos A e B dentro do mesmo granulo com 60
e 40% de cada uma delas, respectivamente®®. A coexisténcia das duas estruturas ocorre com 0s
cristais do tipo A na parte mais externa do granulo e o tipo B majoritariamente mais distribuido
na regido central®8L,

A proposta da organizacdo supramolecular dos granulos de amido foi explicada através das
regides cristalinas e amorfas alternadas na estrutura lamelar, em concordancia com o modelo
de clusters de amilopectina®?®® e com a periodicidade (a cada 10 nm) revelada pelas técnicas
de difratometria de raios X e microscopia eletronica®*.

O estudo das ligacdes glicosidicas através de modelos computacionais de densidades
eletronicas e torcdes de ligacOes forneceu evidéncias de que as cadeias de amilopectina
poderiam se organizar em forma de duplas hélices através das ligagdes a-1,6 com minima
distor¢do84. Tais evidéncias se integraram facilmente ao modelo de cluster proposto (mais
moderno até entdo), com cadeias lineares curtas das ramificacdes sendo entrelagadas nas duplas
hélices enquanto que os pontos de ramificacdo estdo localizados nas regibes mais amorfas entre
os clusters de duplas hélices®*. A referida estrutura pode ser esquematicamente representada
pela Figura 5.
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5nm

5nm

Figura 5 — Estrutura cristalina de dupla hélice formadas por arranjos moleculares de

amilopectina®.

O entendimento do arranjo estrutural de moléculas de amilopectina em formato de
duplas hélices explica a ocorréncia de ordem estrutural granular, o que néo seria esperado para
um polimero ramificado.

Em 1986%, mais avancos foram alcancados através do estudo da distribui¢ao poli modal
das cadeias de amilopectina por sistema cromatografico de alto desempenho através de exclusado
molecular. As investigacdes da estrutura fina da amilopectina provaram que os amidos do tipo
A tem cadeias constitutivas mais curtas e uma fracdo de cadeia curta maior do que as
amilopectinas do tipo B.

Em 19978, novos avancos revelaram que os amidos do tipo A tinham pontos de
ramificacdo dispersos em regides amorfas e cristalinas, enquanto os do tipo B apresentavam
maior parte das ramificacdes em &reas amorfas. Portanto, a jungéo das evidéncias encontradas
a respeito do padréo organizacional das moléculas de amilopectina provou que os pontos de
ramificagdo desempenham papel fundamental na determinag&o do tipo da linhagem do cristal.
As investigacdes a respeito dos clusters de amilopectina foi incrementada no ano 2000. Através
de linhagens mutantes de amidos de milho dos tipos A e B, foi provado que a zona de
ramificacao dos clusters no tipo A é mais larga, mas com uma distancia pequena entre 0s pontos
de ramificacdo quando comparadas ao tipo B comprovando, portanto, que o comprimento das
cadeias de amilopectina e a distribuigdo das ligagdes glicosidicas a-1,6 séo determinantes nas

caracteristicas dos clusters®.



30

Nesse contexto, percebe-se que a construcdo do modelo estrutural da arquitetura dos
granulos de amido € um tema de alta complexidade sendo oriundo da complementariedade de
evidéncias de diferentes técnicas analiticas. Ainda que complexo, para fins de aplicacéo, o
entendimento da organizacdo supramolecular é um dos fatores determinantes nas propriedades
fisico-quimicas dos granulos além do teor de amilose.

Até entdo, muitos questionamentos a respeito da estrutura granular do amido ja haviam
sido respondidos. Entretanto, a localizagéo e estado da fracdo polimérica de menor tamanho
molecular (a amilose) ainda estava a ser elucidada.

Os estudos a respeito da disposicdo das cadeias de amilose permearam por trés
possibilidades: 1) ocorréncia tangencial a orientacdo radial da amilopectina, de modo a
minimizar as interagdes helicoidais®; 11) ocorréncia radial da amilose em cadeias individuais®
e 111) ocorréncia em cadeias individuais intercaladas entre os clusters de amilopectina tanto nas
regides cristalinas quanto nas semicristalinas®®%°. Apos experimentacdo com reacéo cruzada®,
ficou evidenciada a maior aceitacdo da Il hip6tese. A Figura 6 ilustra a organizacao estrutural
do amido com as fracbes de amilose e amilopectina, sem considerar a presenca de componentes
minoritarios como os lipidios e o fésforo ligados.

Desde entéo, novos estudos foram conduzidos com a finalidade de compreender I) em
quais regides dos granulos as cadeias de amilose estariam preponderantemente localizadas e 1)
qual a conformacao preferencial dessas cadeias nos granulos nativos.

No aspecto da localizacdo das cadeias de amilose, foram constatadas evidéncias
substanciais que indicam maior quantidade de amilose em direcéo a periferia do granulo® e que
essas (localizadas na periferia) possuem comprimentos de cadeia mais curtos quando
comparadas as cadeias localizadas no centro®*. Estudos a respeito da lixiviagio da amilose dos
granulos através da gelatinizagdo demonstraram que a maioria das cadeias lixiviadas estavam
em estado Unico ou single helical state (correspondente ao tipo Vamilose) a0 em vez de dupla
hélice (tipos A e B)®2.

N&o menos curioso e complexo do que a organizagdo das estruturas de amilopectina, o
fato de as cadeias de amilose ocorrerem na periferia granular com determinado tamanho de
cadeia e na regido central com outro tamanho de cadeia, gera por si, um forte impacto
relacionado ao método de determinacgéo do teor de amilose por ligagdo com iodo (discutidos na
secdo 3.5). A lixiviacdo total das cadeias de amilose (localizadas na regido central e periférica)
que demandam de temperaturas acima de 90°C*3, podem gerar determinacdes inconsistentes do
teor dessa fracdo. Além disso, a absortividade pelo método de ligagdo com o iodo é afetada por

alguns fatores, dentre eles o comprimento de cadeia®*.
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Figura 6 - Representacdo esquematica da organizacao do granulo de amido com disposicao

dos polimeros de amilose (minoritario) e amilopectina (majoritario), adaptado®.

3.5 TECNICAS EMPREGADAS PARA A DETERMINACAO DO TEOR DE AMILOSE NO
AMIDO

Como mencionado na sessdo 3.1, o teor de amilose é um parametro de qualidade
importante para 0s produtos que contém amido, tanto na industria de alimentos quanto nos
demais segmentos.

Por este motivo, os estudos para os desenvolvimentos de métodos através de diferentes
técnicas analiticas tém sido feitos, com a finalidade de estimar o teor de amilose em amostras
de amidos de diferentes fontes.

A comparagdo das determinagdes do teor de amilose através de diferentes técnicas
analiticas permite combinar os melhores resultados em nivel de precisdo e exatiddo com os
menores custos, dispéndio de tempo de anélise e em alguns casos presenca ou auséncia de
analistas qualificados.

Dessa forma, a comparagdo das vantagens e desvantagens das diferentes técnicas
analiticas, permite a escolha da melhor opcéo para a determinagdo do teor de amilose em
amostras de amido nas industrias. A Tabela 3, sumariza a aplicacdo das diferentes técnicas com

os resultados obtidos na determinacdo do teor amilose em amidos de diferentes fontes.
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Tabela 3 - Técnicas empregadas na determinacao do teor de amilose em amostras de
amidos de diferentes fontes.

Técnica Origem da amilose Teor estimado (%) Referéncia
HPSEC Trigo 27+0,2 9%
Arroz 23,7+1,4 o7
Feijdo 43,4(CV<5%) %
Batata 28,0+1,0 9
DSC Trigo 46,8+1,0 34
Arroz 28,7+1,9 100
Arroz 13,6 (CV<5%) 101
Arroz 24,944 97
Arroz 24,944 100
Arroz 29,1(CV<5%) 102
Batata 23,3 (CV<5%) 101
Batata 22,840,2 103
Batata 26,0 (CV<5%) 87
Batata 21,0 104
Banana 9,11-17,16 (10 cultivares diferentes) 105
Banana 22,20 £0,74; 24,70 £ 0,01 106
Milho 23,0 1o7
. Milho 28,0 104
Espectrofotometria Milho 21 40 108
Milho 21.0 109
Milho 23.1;24.7 110
Mandioca 18,8 (CV<5%) 101
Mandioca 14,20; 16,62; 16,90; 17,37; 19,03;20,86; 11
25,31% (CV <5%)
Mandioca 18,3; 18,5; 18,8 112
Mandioca 17,0 104
Feijdo 32,3(CV<5%) %
Trigo 40,1+0,3 34
Trigo 22,5 (CV<5%) 101
Trigo 18,1 (CV<5%) 102
Potenciometria Cevada 23,811 13
Trigo 25,840,5 101
'H NMR Batata 27,5+0,5 101
Arroz 21,7+0,5 101
Mandioca 23,4+0,5 101
Mandioca (uso 114
GPC (coluna aberta) industrial) 17,120,25
Mandlqca (consumo 18.040,25 114
alimentar)
Arroz 29,1(CV<5%) 102
Enzimética Batata 26,3(CV<5%) 102
Trigo 23,4(CV<5%) 102
Precipitacdo com
lecitina Arroz 16,9(CV<5%) 115
(Concanavalina A)
Arroz 29,1 (CV<5%) 102
Termogravimetria Batata 26,9 (CV<5%) 102
Trigo 20,9 (CV<5%) 102

HPSEC: Cromatografia liquida de alto desempenho. DSC: Calorimetria exploratéria diferencial. GPC:
Cromatografia de permeacédo em gel.



33

O método mais utilizado para a determinagdo da proporcdo de amilose de amidos € o
método espectrofotométrico. Por ser o método referéncia, este consiste em dispersar os granulos
de amido com etanol e gelatinizar com hidréxido de sodio, seguido pela formacdo de um
complexo azul de inclusdo, devido a reacdo da fracdo de amilose com espécies quimicas
aniodnicas formadas pela solucdo de iodo/iodeto de potéssio.

Este método é descrito na norma ISO (International Organization for Standardization)

para a determinacdo do teor de amilose para o arroz polido’

e também para o arroz
semibranqueado e n&o parboilizado!’. Ambos sdo aplicaveis em amido de arroz a uma fragdo
de mais do que 5% de amilose. No entanto, para uso em outras matrizes, a validagdo é
necessaria.

Algumas desvantagens podem ser citadas no método ISO, como: o valor superestimado
da fracdo de amilose, devido a capacidade do iodo também se ligar a amilopectina, mesmo em
pequenas quantidades; a utilizagdo de reagentes; o tratamento da amostra, que envolve a
gelatinizacéo tornando o método moroso®’ 18,

Além disso, as evidéncias experimentais utilizando o método de ligacdo com o iodo
mostrou que cada fonte de amido diferente necessita da geracdo de uma curva analitica. 1sso
significa que as determinacdes dos teores de amilose em amidos de diferentes origens sao
normalmente dificeis®*1%2,

Outros métodos, como o enzimatico®?, o cromatogréafico®” 18 e o calorimetrico®0119:120,
também tém sido relatados na literatura para a determinacéo da proporcao de amilose. Mas, em
geral, requerem a preparacdo da amostra ou envolvem custos elevados.

Os métodos enzimaticos sdo altamente especificos, mas podem subestimar o teor de
amilose de materiais contendo amido resistente a hidrolise enzimética. Além disso, 0
procedimento é dispendioso e demorado®.

A cromatografia por excluséo de tamanho de alto desempenho (HPSEC), tem sido
amplamente utilizada para estimar a massa molecular (Mw) absoluta e a proporcao das fragoes
de amilose e amilopectina em amido. As faixas de massa molecular estimadas por HPSEC, s&o
usualmente obtidas por filtracdo em gel, atraves de colunas analiticas ligadas em série, mantidas
a temperaturas entre 50-70°C. A deteccdo das fracGes do amido, fundamentada na difracdo da
luz, € realizada pelos detectores de indice de refracdo (IR) e multi angle laser light scattering
(MALLYS).

Além das determinacGes dos intervalos de Mw e da proporcéo entre os polissacarideos
do amido, os dados obtidos por HPSEC provaram a existéncia de diferentes estruturas de
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amilopectina oriundos de diferentes gendtipos do amido de mandioca, que resultam em
granulos de amido com diferentes propriedades quimicas e fisicas?’.

A maioria absoluta dos meétodos de preparacdo de amostra utilizando a técnica de
HPSEC, demanda agentes dispersantes tais como DMSO ou solucédo alcalina forte, como os
hidréxidos de sodio e potassio, por exemplo®**7°2! tornando a referida técnica laboriosa e de
alto custo quando empregada para a determinacgdo do teor de amilose em anélises de rotina.

O método calorimétrico (DSC) é baseado na medicao da entalpia de fusdo ou formacao
de complexos amilose-lipido apds a dispersdo completa da estrutura granular na presenca de
um excesso de fosfolipido ou monoglicérido. Este método também precisa de uma curva
analitica. Assim como os métodos de ligacdo com iodo, tendem a superestimar o teor de
amilose341%,

A termogravimetria (TG) foi aplicada na determinacdo do teor de amilose.
Desenvolvido por Stawski (2008), o método foi implementado com sucesso em amostras de
amido de arroz, batata e trigo. A técnica tem a vantagem de ndo incluir etapas de processamento
da amostra, ser rapida e facilmente adaptavel a analise de rotina. Este método baseia-se na
influéncia da proporcdo de amilose na estabilidade térmica do amido. Assim, uma curva
analitica foi construida a partir da temperatura a perda de massa de 50% (T50%) de misturas
binarias que contém amilose:amilopectinal®,

Através de estudos de NMR, Dunn e Krueger (1999)° encontraram evidéncias da
existéncia de trés tipos de amilopectina, por meio do calculo da razao das ligacdes (a-1,4) /(a-
1,6). A amilopectina cerosa com maior grau de ramificacdo; a amilopectina de batata com um
grau intermédio de ramificacdo e a amilopectina presente em amido de milho com elevado teor
de amilose que tem menor grau de ramificacdo. Estes resultados provam que as diferentes fontes
de amido fornecem diferentes estruturas de amilopectina, o que é importante, pois interferem
na determinacdo do teor de amilose atraves da técnica de RMN.

Desta forma, 0 método termogravimétrico para a determinacéo da propor¢éo de amilose
proposto por Stawski (2008), tem vantagens interessantes sobre 0 método espectrofotométrico
e outros métodos baseados na reagdo com iodo, muitas vezes utilizados para esta finalidade!%.
No entanto, para determinar o teor de amilose em amostras de amido nativo por
termogravimetria atraves da construcdo de curvas analiticas por misturas binarias de amilose e
amilopectina, € necessario separar essas fragdes da respectiva fonte de amido, a fim de verificar
a viabilidade do método termogravimétrico proposto. Tal necessidade é consequéncia dos
diferentes comportamentos térmicos das fracfes do amido observados para cada fonte boténica

analisada.
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3.6 OBTENCAO DE AMIDOS AMORFOS, AMILOSE E AMILOPECTINA

A obtencdo dos amidos amorfos é fundamentada no aquecimento dos granulos nativos
em presenca de plastificantes (normalmente agua pura). O aquecimento acima da temperatura
de gelatinizacdo dos amidos nativos (cerca de 70°C), promove a ruptura do arranjo cristalino
formado majoritariamente pelas fracGes de amilopectina. Ratnayake e Jackson, 2007!22
conduziram estudos empregando diferentes temperaturas para tratamento de amidos nativos em
meio aquoso e comprovaram a ruptura do arranjo cristalino através da avaliagdo da perda
gradual de birrefringéncia dos granulos ao microscopio ético e das modificacfes na endotérmas
de fusdo em ensaios de DSC em excesso de agua.

Portanto, de uma maneira geral, os métodos para obtencéo de amidos amorfos'?3124 sgo
baseados no tratamento térmico dos amidos nativos em meio aquoso, por curto periodo (cerca
de 30 min), e em auséncia de atmosfera oxidativa, com a finalidade de prevenir quaisquer
alteracdes durante o processo de aquecimento.

Os métodos empregados para a obtencao das fracdes de amilose a amilopectina sdo
baseados na formacao seletiva de complexos de inclusdo de alcoois com a fracdo de amilose,
gerando espécies organicas insoluveis em meio aquoso, apds a ruptura da estrutura granular do
amido, seguida por centrifugacéo.

Pioneiramente descrito por Schoch (1942)!%, o método de separagdo do amido por
precipitacdo seletiva com 1-butanol foi realizado com a finalidade de superar dificuldades no
isolamento dos componentes do amido. Essas dificuldades podem ser numeradas: 1) dispersdo
incompleta do amido, 2) métodos de separagao “lentos” como a eletroforese, 0S quais permitiam
a retrogradacdo do amido para uma forma menos soluvel, e 3) interferéncias de impurezas,
especialmente os &cidos graxos. Esses estudos tornaram-se uma tendéncia para que novos
métodos empregassem &lcoois ou outras pequenas moléculas organicas na separagdo dos
constituintes do amido.

Alguns anos depois, Montgomery-Senti (1958)'%® empregaram o mesmo principio de
precipitacdo seletiva avaliando alguns alcoois (dentre eles o 1-butanol) desenvolvendo um
método de separacdo que oferecia as vantagens devido ao amido ser submetido apenas a
condicBes brandas de temperatura, pH e tratamento mecénico, com a proposta de minimizar a
degradacdo ou a modificagdo dos constituintes separados. Além das referidas vantagens, o
método aperfeicoado possui uma etapa de pré-tratamento que consiste em romper a estrutura
cristalina do amido e remover possiveis lipidios complexados.

Em seguida, o mesmo principio de precipitacdo seletiva foi utilizado por outros autores

em diferentes fontes de amido como milho®*, arroz®, batata e trigo em estudos com diferentes
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finalidades®?”. Ainda que com pequenas modificaces tais como: temperatura empregada para
a dispersdo do amido nativo, velocidade e tempo de centrifugacdo e emprego de diferentes
agentes precipitantes, os métodos de separacdo das fracdes de amilose e amilopectina podem
ser genericamente representados em quatro etapas (Figura 7), conforme descrito por Schoch
(1942)1%,
1? etapa Dispersdo do amido em meio
aquoso aquecido (~100°C).

2% etapa Precipitacio seletiva da fracdo de

amilose.
32 etapa Separacio dos produtos obtidos
por centrifugacfo.
4% etapa Purificagéo das fragdes por

lavagem ou nova precipitacao.

Figura 7 - Fluxograma genérico das quatro etapas de separacao das fragdes de amilose e

amilopectina descrito por Schoch (1942), adaptado®?®.

3.7 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DOS AMIDOS

3.7.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (SEM)

Por definigdo, o principio de um microscopio eletrdnico de varredura consiste em
utilizar um feixe de elétrons de pequeno didmetro para explorar a superficie da amostra, ponto
a ponto, por linhas sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma tela catédica cuja
varredura®?® esta perfeitamente sincronizada com aquela do feixe incidente. Por um sistema de
bobinas de deflexdo, o feixe pode ser guiado de modo a varrer a superficie da amostra segundo
uma malha retangular. O sinal recolhido pelo detector é utilizado para modular o brilho do
monitor, permitindo a observagao®?®,

Em nivel morfoldgico, a técnica mais comumente empregada para a visualizacdo da
estrutura granular do amido é a microscopia de luz polarizada que permite a visualizacdo dos
tamanhos, formatos e posi¢do do hilum, muito embora seja a técnica mais antiga®”.

Com os avangos tecnoldgicos, a microscopia eletrénica de varredura (SEM) passou a
ser empregada para as caracterizagcdes mais apuradas dos granulos de amidos nativos. Essa
técnica apresenta duas grandes vantagens sobre microscopia de luz polarizada: Primeiro, tem

profundidade de foco centenas de vezes maior do que o microscopio de luz, e, segundo, tem
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uma ordem muito maior de resolucéo e ampliag&o®’. Por esse motivo, a referida técnica ganhou
mais notoriedade nos estudos de caracterizagdo dos granulos de amidos de diferentes fontes ou
cultivares e dos produtos de modificagdes quimicas ou fisicas desses granulos.

Enquanto os microscopios de luz polarizada permitiam a visualizacdo da estrutura
granular do amido com aumento de cerca de 2000 vezes, o instrumento de SEM passou a
viabilizar as micrografias com aumento de até 300.000 vezes, para a maior parte dos materiais
solidos, com a conservacao da profundidade de campo e a possibilidade de visualizacdo de
superficies rugosas'?®. A maior resolucdo do instrumento de SEM é proveniente da utilizaco
de um feixe de elétrons no lugar dos fotons utilizados no microscopio 6tico convencional, como
(Figura 8).

@ fonte de luz Y ———— fonte de elétrons
lente
<> """condensador -
] lente condensadora
- amostra I I/ deflector

™ g

lente objetiva

< ->—Ilente ocular

- _ ) =

detector

observacgao direta

microscopio dptico microscopio eletrdnico de varredura

Figura 8 - Esquema representativo do microscopio de luz polarizada (esquerda) e do

microscopio eletrdnico de varredura (direita)*2.

O aumento de resolugdo das imagens esta fundamentado na aplicagdo do principio do
dualismo onda particula e na relagdo entre o comprimento de onda de um elétron em funcéo de
sua energia®?®. Portanto, as micrografias com maiores resolucdes sdo visualizadas através da
combinacdo de: 1) campos elétricos com voltagens suficientemente grandes (ex: 50 kV), II)
elétrons de comprimento de onda extremamente curtos (potenciais produtores de alta resolucéo)
e IIl) a possibilidade da focalizacdo dos feixes eletrdnicos produzidos atraves de campos

eletrostaticos'?.
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A obtencdo das micrografias através da técnica de SEM ¢é relativamente simples e
rdpida, mas necessita de uma etapa prévia de metalizacdo das amostras com baixa
condutividade elétrica, como as amostras de amido.

As micrografias dos amidos nativos de batata, banana, milho e mandioca (objeto de
estudo do presente trabalho), de babagu e feijdo (tipicos cultivares brasileiros), estdo

apresentados na Figura 1.

3.7.2 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X (XRD)

Descobertos pela primeira vez em 1985, por Rontgen, os raios X ganharam tal
nomenclatura em consequéncia da natureza desconhecidal®. Cerca de 30 anos apos tal
descoberta, Max von Laue observou o efeito de difracdo da radiagcdo X causada pela natureza
cristalina dos materiais que apds a comprovacao da natureza ondulatéria da radiacdo, deu
origem & um novo método de investigagio da estrutura atdmica dos materiais®3!,

Dentre as emiss@es eletromagnéticas de comprimento curto, encontram-se 0s raios X. A
origem da emissdo dessa radiagdo se da quando uma particula eletricamente carregada colide
com um anteparo. Normalmente, os elétrons sdo utilizados para a emissao, de maneira que, para
este fim deve haver uma minima diferenca de potencial responsavel pela aceleracdo destes
elétrons em direcdo ao anteparo, produzindo raios-X que irradiam em todas as direcdes'®2. A
radiacdo que sai do anteparo € constituida de diferentes comprimentos de onda que por sua vez
sdo dependentes da voltagem aplicada (normalmente expressa em kV). A Figura 9 exemplifica
0s conceitos através do espectro de raios X para um alvo de molibdénio em func¢éo da voltagem
aplicada em relacéo a presenca de dois tipos de radiacdo: caracteristica (representadas por «, €

Kp) € continua.
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Figura 9 - Espectro de raios-X para um alvo de molibdénio em func¢do da voltagem

aplicada®.

No espectro apresentado, a radia¢do continua é causada pela rapida desaceleracdo dos
elétrons, muito embora nem todos sejam desacelerados da mesma maneira. Os elétrons
desacelerados em um Gnico impacto liberam toda energia de uma s6 vez dando origem aos
fotons de maxima energia, correspondentes aos raios X de comprimento de onda minimo
assinalados na Figura 9 como Aswi.

Outros elétrons ndo sdo freados em uma Gnica colisdo, sofrendo impactos que causam
perdas sucessivas de fracdes de energia cinética total, até que esta seja totalmente transformada.
Sendo assim, somente uma fracdo de sua energia é emitida como radiagdo, dando origem a
fotons de energia inferior a maxima, que correspondem aos raios-X com comprimentos de onda
maiores que o comprimento de onda minimo (Aswe). A totalidade destes comprimentos de onda,
maiores que o comprimento de onda minimo, constitui o espectro continuo.

Um movimento ondulatério “deformado” por um obstaculo que possui dimensdes
préximas ao seu comprimento de onda origina o fenébmeno conhecido como difracdo. No caso
dos raios X (que ocupam no espectro eletromagnético de 0,01 a 100 A) a medida comumente

empregada para os comprimentos de onda é o angstrom (A), equivalente a 10°2° m*3°,
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Para efeitos de aplicabilidade, a teoria que descreve o fendmeno de difracdo de raios-X
nos cristais, ou seja, que relaciona os parametros do cristal e da radiagdo incidente é conhecida

como Lei de Bragg, dada a relacdo da Equacao 1:

2d senf = ni (Eq.1)

sendo d (distancia entre os planos da rede cristalina), 0 (dngulo de difragdo ¢ complementar do
angulo de incidéncia), n (nimero inteiro chamado de ordem de difracdo) e A (comprimento de
onda do raio incidente). A Figura 10 representa esquematicamente o principio da técnica de
difracdo de raios X através da Lei de Bragg, que assume que as ondas incidentes sdo refletidas
por planos paralelos de atomos do cristal, e que os raios refletidos a partir dos sucessivos planos
produzem interferéncia construtiva desde que a diferenca de caminho éptico seja um multiplo

inteiro do comprimento de onda do raio incidente.

raio
raio refletido
incidente -
¢
N
4
0 0
/ A
A
‘0 d
). \J
«
dsen 0

Figura 10 - Difrag&o de raios X por um cristal, segundo a Lei de Bragg'®.

Estudos de difratometria de raios-X mostram que os granulos de amido possuem
natureza semicristalina, com indices de cristalinidade que variam em cerca de 15-45%*%. A
regido amorfa é constituida pelas ramifica¢fes das cadeias de amilopectina e pelas fracdes de
amilose dispostas entre essas cadeias. A regido cristalina consiste essencialmente por
amilopectina, mas com algum pequeno conteddo de amilose. Além disso, a técnica permite

classificar os padrdes de cristalinidade dos granulos de amido na forma nativa em trés tipos: A,
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B e C, que dependem parcialmente do comprimento da cadeia da amilopectina, da densidade
de empacotamento dentro dos granulos e da presenca de agua.

Os amidos do tipo A apresentam picos de difracdo correspondente ao angulo de Bragg
20 em aproximadamente 15,3; 17,1; 18,2 e 23,5%. Os amidos do tipo B apresentam picos de
difracdo correspondente ao angulo de Bragg 26 em aproximadamente 5,6; 14,4; 17,2; 22,2 e
24%3. Os amidos do tipo C apresentam picos de difragdo correspondente ao dngulo de Bragg 260
em aproximadamente 5,6; 15,3; 17,3 e 23,55, A estrutura tipo V, apresenta padrdes de difracéo
dependentes da molécula “guest” formadora de complexo com a hélice. Dentre as diversas
possibilidades de formacdo de complexo de inclusdo, estd a V.amilose-1-butanol, COM PiCOS
caracteristicos correspondentes ao angulo de Bragg em: 9,30; 11.95; 21,23 203 (os padrdes de
difracdo podem ser observados na Figura 11).

A cristalinidade do tipo A ocorre na maioria dos cereais. Nesse tipo, a estrutura da
amilopectina possui comprimentos de cadeias de 23 a 29 unidades de glicose. A ligacdo de
hidrogénio entre os grupos hidroxila das cadeias das moléculas de amilopectina resultam na
formacdo de uma estrutura de dupla hélice externa. Entre essas micelas, cadeias lineares de
porcdes de amilose sdo empacotadas para formacdo da ligacdo de hidrogénio com cadeias
lineares externas da amilopectina®%63,

A estrutura do tipo B consiste de uma amilopectina de comprimento de cadeira entre 30
a 44 moléculas de glicose com &gua interdifundida®®.

As estruturas do tipo C possuem comprimento de cadeia de 26 a 29 unidades de glicose,
e é uma combinacéo da cristalinidade do tipo A com o tipo B. Essa estrutura € tipica em ervilhas
e feijoes®s,

As duplas hélices do tipo B possuem orientacdo antiparalela, hexagonal com canal
central rodeado por 6 duplas hélices e sdo caracterizadas por serem preenchidas por 36
moléculas de agua por célula unitaria. Em contraste, as organiza¢des de duplas hélices do tipo
A sdo mais compactas pelo fato de possuirem uma sétima dupla hélice dentro do canal central,
tornando-as, portanto, capazes de acomodar apenas 8 moléculas de agua em cada célula unitaria
(Figura 12)®.

O tipo V distingue-se claramente das estruturas A e B, pelo fato de possuirem uma
estrutural unilateral, colapsada com 6 residuos de glicose que se repetem a cada 8 A. A
designacao “V” ¢ derivada dos primeiros estudos estruturais desse tipo o qual acreditava-se que
0 padrdo de cristalinidade encontrado era referente ao amido gelatinizado, portanto, foi

empregada a primeira letra da palavra Verkleisterungsspektrum, de origem alemé&!34,
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Estudos das transformagdes alomorficas comprovaram que a transicdo do tipo V para o

tipo B é dependente de hidratacdo, ja a transicdo reversa (B para V) requer a presenca de agentes

complexantes como os alcoois lineares e ramificados™*, DMSO*, nitroparafinas®

emulsificantes'®3, &cidos graxos e fosfolipidios*.

Cereais
A
B

Tubérculos
>
! Frutos. legumes e sementes
C S
Complexos helicoidais de
amilose
v
1 L [
10

: 20 30 ;
Angulo de reflexdo 26

Figura 11 - Padr@es de difratometria de raios X (XRD) dos amidos de cereais (A), tubérculos
(B), frutos, legumes e sementes (C) e de complexos de lipidios com as cadeias helicoidais da
fracdo de amilose (V), adaptado®®.
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Figura 12 - Arranjo de células unitarias de duplas hélices (seccdo destacada) dos tipos A
(esquerda) e B (direita)™°.
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3.7.3 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A técnica de FTIR é comumente empregada na avaliagdo de amidos resultantes de
modificacdes estruturais que incluem: 1) succnilacdo Il) acetilacdo, 111) maleinizacdo, que
podem aumentam o valor funcional e a gama de propriedades fisico-quimicas. A deteccéo
destas alteragBes estruturais no amido, devido as modificagcbes quimicas, constitui uma
necessidade industrial importante para determinar a qualidade dos amidos modificados**®.

No caso dos amidos nativos, a referida técnica (quando realizada através da compressao
do pé seco da amostra com KBr, formando uma pastilha) ndo fornece muitas informacdes uma
vez que os perfis espectroscopicos dos amidos nativos sdo muito similares. Tal similaridade é
decorrente das sobreposicdes dos modos vibracionais de glicose, 0s quais dominam o espectro
abaixo da regifo de 1500 cm™ 16,

A regido proxima a 1404 cm™ apresenta bandas que se referem aos modos vibragio das
ligagbes H-C-H, C-H e O-H. As bandas observadas na regido entre 1157 cm™ e 1018 cm™
podem ser atribuidas ao estiramento da ligagdo C-O. A banda correspondente & 933 cm foi
atribuida aos modos de vibracdes do anel D-glicopiranose®. Kizil e colaboradores (2002)!36
atribuiram essa banda as ligagdes glicosidicas a-1,4. Essa a0074ribuicdo foi possivel, pois
estudos simultaneos de FTIR e FT-Raman foram realizados™®’. As regides abaixo de 800 cm™
no espectro de infravermelho exibem modos de vibragdo complexos, com consequente baixa
resolucdo das bandas™®’. As bandas observadas em 3402 cm™ e 2924 cm™ podem ser atribuidos
aos estiramentos das ligacdes O-H e C-H, respectivamente®*®13". A banda observada em 1651
cmt é caracteristica das vibragbes das moléculas de agual®. A Figura 13, exemplifica a
ocorréncia das referidas bandas atraves dos perfis de FTIR obtidos através do método de
pastilhas de KBr para os amidos de milho (variedades high protein e oil), trigo, batata, milho e
milho ceroso (waxy).

Apesar da técnica de compressdo de amostras em pastilhas ser impactada pela
complexidade dos modos de vibragédo de glicose, uma nova abordagem a respeito da elucidagéo
da organizacg&o estrutural dos amidos tem sido reportada através dos dispositivos de refletancia
total atenuada (ATR)*3,
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Figura 13 - Espectros de FTIR obtidos através de pastilhas de KBr dos amidos nativos

de milho (variedades high protein e oil), trigo, batata, milho e milho ceroso (waxy)**.

A teoria do ATR™® descreve o funcionamento do dispositivo quando um feixe de
infravermelho atravessa o prisma de forma que ele seja internamente refletido na parte de tras
do prisma que esta em contato com a amostra (Figura 14).

Amostra em contato com a onda evanescente

.

\ Para o detector

Raio infravermelho Cristal de ATR

Figura 14 - Representacdo esquematica do principio de funcionamento de um
dispositivo de ATR a partir do raio infravermelho (radiagéo incidente), cristal de ATR ou ERI

(elemento de reflexo interna) e amostra em contato com a radiacio evanescente, adaptado®°.

Nessa situacdo, uma onda evanescente penetra a amostra tornando-se apta a interagir
com a mesma logo além da interface prisma-amostra conduzindo a uma absorc¢édo da radiagéo.
A intensidade da absor¢éo depende primeiramente do contato apropriado da amostra com o

prisma e da profundidade da penetracdo da onda evanescente, tornando, portanto, 0o ATR um
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método de analise de superficie®®®. A profundidade da referida penetragdo (dp) é diretamente
proporcional ao numero de onda, portanto, quanto maior o nimero de onda analisado maior a

penetracdo na superficie da amostra, sendo descrita pela Equacéo 2.

2
dp = (Eq.2)

2nnl /senze - (%

sendo, dp (profundidade da penetragdo do raio incidente), A (nimero de onda incidente), nl

(indice de refracdo do ERI), n2 (indice de refracdo da amostra).
A intensidade dos espectros obtidos através da técnica de ATR é afetada por pelo menos
dois parametros relacionados ao ERI: 1) o comprimento (L) e a espessura (t), ambos

relacionados ao numero de reflexdes internas (N), conforme Equacéo 3.

L (Eg.3)
N = ;cos 0

Nesse sentido, a compreensio da teoria do ATR discutida por Harrick (1967)% viabiliza
a escolha do ERI mais adequado para a analise desejada, considerando: a faixa de interesse, a
natureza do solvente utilizado (quando houver), o pH do sistema, as diferentes propriedades
fisico-quimicas dos cristais de ATR disponiveis no mercado e o custo envolvido.
Os polissacarideos, como o amido, absorvem na regido de 1200-800 cm™ %8, Dessa forma, a
combinacdo dos dispositivos de ATR com meétodos de deconvolugdo tem-se mostrado muito
Uteis para obtencdo de espectros sensiveis a organizacdo externa dos granulos de amido e
consequentes elucidagbes das organizagOes estruturais de dupla hélice curtas e longas!®. A
Figura 15 exemplifica alguns espectros de absorcéo obtidos atraves de dispositivo ATR e a
Tabela 4 os tipos de cristais mais comuns para o acessério, com as devidas propriedades de

interesse para a escolha.
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Figura 15 - Espectros de FTIR-ATR dos amidos de trigo, batata, milho e milho ceroso (waxy),

adaptado®3®.

Tabela 4 - Propriedades fisicas e quimicas de alguns elementos de ATR (adaptado)®+!

ERI n1 Dureza Ponto de Solvente de Faixa de
(Koop*)  ebulicdo (°C) ] limpeza transmissdo (cm™)

AMTIR 25 170 300 Alcool, acetona, 1) 54 4 999
tolueno e agua

Germanio 4.0 550 936 Alcool, acetona, 5.000-900
tolueno e agua

Safira 17 1370 2030 Alcool, acetona, 3.300-2.800
tolueno e agua

Silicio 34 1150 1420 A'Cooa!l éi‘;em”a’ 9.500-1.500

KRS-5 2,4 40 415 Metil-etil-acetona 14.000-400

ZnSe 2.4 137 1520 Alcool, acetona, 20.000-700

agua

*Kg mm
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3.7.4 ESPECTROSCOPIA DE ABSORQAO MOLECULAR

Na espectroscopia de absorcdo molecular um feixe de radiacdo eletromagnética
atravessa a amostra. Grande parte da radia¢do passa através da amostra sem que haja perda de
intensidade. No entanto, em comprimentos de onda selecionados, a intensidade da radiacéo é
atenuada. Esse processo de atenuagdo é chamado de absorgio®*.

A atenuacdo na intensidade da radiacdo é decorrente da absorc¢do de fétons por atomos
ou moléculas do analito. No caso das radiacdes ultravioleta e visivel, a absorcdo dos fétons
altera a energia dos elétrons de valéncia dos constituintes do analito, causando uma mudanca
nos niveis de energia (do menor para o maior nivel). Além das mudancas nos niveis de energia,
a absorcéo de fotons também causa mudancas vibracionais nas moléculas'42,

O diagrama da Figura 16 (a) exemplifica a interacdo dos fotons com os elétrons de
valéncia, com dois niveis eletronicos de energia (Eo e E1), cada uma com cinco niveis de energia
vibratoria (Vo-Va4). A absorcdo de radiacdo ultravioleta e visivel (representado por UV/Vis) leva
a uma mudanga nos niveis eletrénicos de energia dos constituintes do analito e possivelmente
na energia vibratoria. A mudanca na energia vibracional sem alteracdo nos niveis eletrénicos
ocorre com a absorcio de radiagdo infravermelha (representado por 1R)42,

Fundamentada na interacdo da radiacdo com os elétrons de valéncia dos atomos e
moléculas, a instrumentacdo analitica viabilizou a obtencdo de informacgdes sobre diversos
compostos. O espectrofotdbmetro, instrumento que usa um monocromador para selecdo de
comprimento de onda encontra-se esquematicamente representado na Figura 16 (b). Na
representacdo esquematica, o instrumento de feixe Unico possui fonte luminosa (source) emite
a radiacdo que seré filtrada por um monocromador para que ocorra a passagem somente do
comprimento de onda selecionado. O feixe atravessa a célula contendo a amostra (sample)
chega ao detector com determinada intensidade, é convertido a um sinal eletronico.

Com os avancos na técnica, sugiram os instrumentos de dois feixes e de arranjo diodos
permitindo a caracterizagdo espectroscopica em multiplos comprimentos de onda. Além dos
avancgos instrumentais, a espectroscopia derivada tem sido aplicada como uma ferramenta
poderosa para a analise quantitativa de misturas multicomponente. Quando derivada, 0s
maximos e minimos da fun¢&o original assumem valores zero, e as inflexdes sdo convertidas

em maximos ou minimos, respectivamente*,
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b) Esquema representativo de um
espectrofotdmetro de Unico feixe de luz'*2.
Componentes: Fonte (source), monocromador
(monochromator), obturador (shutter), amostra
(sample), branco (blank), detector (detector) e
processador de sinais (signal processor).

Figura 16 - Principios da espectroscopia de absorcdo molecular: a) Diagrama
exemplificando a interacdo dos fétons com os elétrons de valéncia dos constituintes do
analito, com dois niveis eletrénicos de energia (Eo e E1), cada uma com cinco niveis de

energia vibra toria (Vo-V4); b) Esquema representativo de um espectrofotdmetro de unico
feixe de comprimento de onda.

a) Exemplo da interagdo dos fétons com os

elétrons de valéncia dos constituintes do
analito, com dois niveis eletrénicos de
energia (Eo € E1), cada uma com cinco
niveis de energia vibratoria (Vo-V4)*4.

Por muitas décadas as solugdes de iodo/iodeto tem sido empregadas para facilitar a
identificacdo de fibras celulosicas, através da técnica de espectrofotometria. A interacdo das
espécies anidnicas formadas nas solucbes de iodo/iodeto com os polissacarideos apresentam
cores diferentes a depender da presenca e natureza de cada polissacarideo*.

Na area de ciéncia de alimentos a espectroscopia de absor¢do molecular conjugada a
derivacdo dos espectros foi aplicada com éxito a: determinacdo de antocianinas em couve
vermelha, amora-preta, cereja e uval®®; determinacdo de vitamina C em frutas e sucos
comerciais'*®; determinacdo de ureia em leite com aumento de resolucio, sensibilidade e
seletividade dentre outras aplicacdes relevantes®’.

No caso do amido, a espectroscopia de absor¢do molecular tem sido empregada na
determinacdo do teor de amilose atraves de métodos que foram aprimorados com o tempo. A
Tabela 5 apresenta algumas publicacdes relevantes a respeito dos avancos através dessa tecnica.

O fundamento da determinagéo consiste no fato de a fracdo da amilose ser capaz de
formar complexo de inclusdo com ions tri iodeto (em meio aquoso) modificando a cor da
solucgéo para azul escuro. A amilopectina interage parcialmente modificando a cor da solugéo,

mas com a coloragdo de menor intensidade.



Tabela 5 - Espectroscopia de absor¢do molecular aplicadas ao estudo dos amidos de diferentes fontes.
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Fonte de T A
amido Principais avangos do estudo Referéncia
Batata Estudo da hidrolise da B-amilase no amido para a preparacéo de amilose e amilopectina de batata e de um método de 148
quantificacdo baseado na intensidade da coloracgdo azul desenvolvida pela formacdo do complexo com iodo.
Batata, Desenvolvimento de um método para determinagdo do teor de amilose em amido com base nas medidas colorimétricas
trigo e formadas pelo complexo com iodo, com apenas um comprimento de onda e sem utilizar dispersantes potencialmente 110
milho destrutivos para o amido.
Batata,
trigo, . , N . . . . .
mﬁho Desenvolvimento de um método para determinacdo do teor de amilose em amidos de cereais, baseado na dispersdo em 108
arroz ' DMSO-ureia prevenindo o erro analitico causado pela complexacdo dos monoacilglicerois com a fracdo de amilose.
feijao
Novo método espectrofotométrico para a determinacdo dos teores de amido total, amilose e amilopectina em amidos
Batata desengordurados. Baseado nos espectros de absorcdo da amilose e amilopectina, 0 novo método utiliza seis 149
comprimentos de onda por meio de um arranjo diodos.
Batata Estudou a extracdo do amido de tecidos foliares atraves de acido percldrico seguido pela quantificacdo do teor de amilose 150
através de um método espectrofotométrico utilizando dois comprimentos de onda simultaneos.
Milho Desenvolveu um procedimento rapido para quantificacdo do teor de amilose em amostras de amido de milho viabilizando 151

analises em menos de 1 hora com teores equivalentes ao do método tradicional.
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Neste complexo, a amilose forma uma estrutura helicoidal com espagamento de 8 A,
com didmetro externo de 13 A e uma cavidade central com 5 A de largura, envolto por 6

mondmeros de glicopiranose®®?, conforme ilustrado na Figura 17.

Figura 17 - Estrutura do complexo amilose-iodo, representada por 6 unidades de anidro
glicose contendo um anion penta iodeto na cavidade da hélice vista do topo (imagem de cima)

e vista lateralmente (imagem de baixo)*°.

O espectro de absor¢do formado pelo complexo depende do comprimento de cadeia da
amilose, do tempo em que essa fragdo fica em contato com a solucdo de iodeto e do teor nos
amidos de diferentes origens!.

A construcdo da curva analitica para determinacéo do teor de amilose esta fundamentada
na direta proporcionalidade entre o valor de absorbancia e quantidade de analito em solucéo,
no comprimento de onda de méxima absor¢do. Por esse motivo, faz-se necesséria a
determinacdo do comprimento de onda mais apropriado para tal finalidade através de uma
varredura em todo espectro UV-Vis.

Os padrbes de absorcdo das fracGes de amilose, amilopectina e branco (contendo

solucéo cromofora de iodo) encontram-se exemplificados na Figura 18. Muito embora existam
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pontos maximos de absorcao entre 0os comprimentos de onda: 288-292 nm e 349-352 nm, esses
ndo sdo adequados para estimar o teor de amilose por ndo apresentarem sensibilidade e
especificidade, respectivamente. Na regido do visivel, as maximas absorcées entre 628-636 nm
foram descritas como viaveis para as determinacfes por apresentar altos coeficientes de
correlagéo linear (r2=0,9994) quando empregadas para a construcéo da curva analitical?®,
Dessa forma, a espectroscopia de absor¢do molecular ainda constitui a técnica mais
empregada para o estudo do amido, mais especificamente, para a determinacdo do teor de
amilose. Apesar dos métodos oficiais, como os dos compéndios da SO sejam
espectrofotométricos, a técnica apresenta uma limitagdo relacionada as origens dos padrdes de
amilose e amilopectina. Evidéncias experimentais sugerem que para a determinacéo dos teores
de amilose de diferentes fontes botanicas é necessario a construcdo de curva analitica
empregando as fracBes de amilose e amilopectina da mesma fonte botanica a que deseja

quantificar o teor de amilose3.
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Figura 18 - Perfil de absorcéo das fracfes de amilose e amilopectina de batata em
presenca de solucdo cromofora de iodo (A=Amilose; AP= Amilopectina e lodo= branco do

reagente contendo iodo)*°.

3.7.5 Cromatografia de Liquida de Alto Desempenho por Exclusdo de Tamanho (HPSEC)

O conceito de separacGes baseadas em tamanho molecular por cromatografia foi

primeiramente especulado por Synge e Tiselius®3, baseado na observacio de que pequenas
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moléculas poderiam ser excluidas dos pequenos poros de zeolitas em fungdo de seu tamanho
molecular®™?,

Com o passar dos anos, Lindqgvist e Storgards reportaram a primeira separacao de
biomoléculas por exclusdo de tamanhos, onde peptideos foram separados numa coluna recheada
com amido®®®. Mais avancos nos recheios de colunas de separacdo por exclusdo de tamanhos
vieram por meio da utilizagdo de outras resinas poliméricas, como: agar e agarose®®%,
poliacrilamida®®® e sephadex*®®. Além dos recheios de coluna, novos adventos como a reducio
de tamanho de poros garantiram o aumento da resolucdo cromatografica nas separacdes por
exclusdo de tamanho®®. O aumento das opgdes de colunas cromatograficas com diferentes
tamanhos de exclusdo promovidos pelos novos recheios, combinados a diminui¢do do tamanho
de particulas, permitiram os avancos nos estudos cromatograficos de polimeros naturais como
0 amido.

A cromatografia liquida tem sido utilizada tanto na determinagdo do teor de amilose
guanto na caracterizacao das fracdes do amido, desde o surgimento dos sistemas de exclusdo
molecular de baixa press&o®’. Entretanto, os avancos nesses estudos so foram viabilizados com
0 advento dos sistemas de separacdo por exclusdo de tamanho com pressdes mais altas,
atualmente conhecidos como HPLC e UPLC. O incremento da presséo nas colunas de filtragéo
em gel foi essencial, pois tornou 0 método muito mais rapido e com melhores resolucdes
cromatograficas.

As colunas de filtracdo em gel mais comumente empregadas para a separacdo de
biopolimero como o amido sdo usualmente conectadas em série e mantidas em forno em
temperaturas que variam de 50 a 70°C. As colunas mais empregadas sdo: TSK gel G3000
SWXL e G4000 SWX!*° Shodex OH Pak SB-803,804,805,806'1%2 Shodex KS
802,803,804,806%", TSK gel G4000,G5000 PW??, Sephacryl S-500 HR'®® e Ultrahydrogel
linear®+1%5 e viabilizam a separacéo das fracdes de amilose e amilopectina mesmo com grande
heterogeneidade nos tamanhos das cadeias.

O esquema ilustrativo (Figura 19) demonstra o funcionamento do mecanismo de
separagdo cromatografico por exclusdo de tamanhos (SEC). Ao serem solubilizadas, as cadeias
poliméricas sdo dobradas e adquirem conformacBes semelhantes a esferas, sendo que 0s
tamanhos das esferas sdo dependentes das massas moleculares das cadeias enroladas entre si.
Dessa forma, as esferas de diferentes tamanhos séo eluidas pela fase mével entre os poros da
fase estacionaria de maneira que as maiores esferas de cadeias poliméricas conseguem adentrar
um menor nimero de poros da fase estacionaria enquanto que as menores esferas sdo capazes

de ocupar um ndimero maior de poros*®,
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Por tratar-se de um mecanismo de separacdo exclusivamente fisico (ou seja, sem a
presenca de interaces quimicas) a interpretacdo da separacao por exclusdo molecular pode ser
vista como o tempo que cada esfera polimérica demanda para percorrer 0s poros da resina da
fase estacionaria. Portanto, as maiores esferas sdo eluidas nos menores tempos de retencéo

(primeiros picos) e as menores nos maiores tempos de retencéo.
-/J\,'\’\'\— Cadeia polimérica

@ Enroladas em solucdo

\J

OO Estrutura porosa das esferas
@@ | poliméricas
P
WO

\j

i

Legenda

* Cadetas pequenas acessam muitos poros.
o Cadetas grandes acessam poucos poros.

£ Cadeias muito grandes acessam pouquissimos poros.

Figura 19 — Esquema ilustrativo do funcionamento do mecanismo de separagao
cromatografica por exclusao de tamanhos (SEC). Pequenas cadeias enroladas na solugéo
podem acessar maior numero de poros; cadeias grandes acessam menor numero de pores e
cadeias muito grandes acessam pouquissimos poros dos polimeros da fase estacionaria,

adaptado®®®.

Pioneiramente, os sistemas de HPLC acoplados aos detectores de indice de refracdo
foram utilizados para determinacdo dos teores médios de amilose através de uma curva
analitica. Com os avangos da técnica, os detectores de baixo (LALLS) e multi (MALLS)
espalhamento foram acoplados ao sistema HPLC-IR permitindo a determinacdo das massas

absolutas das fragdes de amilose e amilopectina oriundas de diferentes fontes de amido®’.
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A auséncia da absorcdo de luz em solucbes poliméricas muito diluidas permite a
obtengdo de informagdes sobre: 1) a massa molecular absoluta de um polimero, a partir da
intensidade da difracdo da luz; 1) o tamanho da molécula, através da dependéncia angular da
luz espalhada, conhecida como raio de giro’>!%, Tal fundamentacio do método de deteccdo
referente ao MALLS, compete a técnica HPSEC-IR-MALLS a independéncia da construgdo de
curva analitica e a obtencédo de informag6es importantes na caracterizacao de polimeros naturais
como o amido®"*%, A Figura 20 ilustra o sistema completo com os principais componentes:
reservatorio de fase mdvel, de gaseificador, bomba analitica, injetor, colunas de separacéo por
exclusdo de tamanho acopladas em série, forno, detector de espalhamento de luz multi angular
(representado no esquema por Dawn), detector de indice de refracdo (RI), interface do sistema,

microcomputador e impressora.

Fzzervatorio

ﬁ Injetor
— Boimba E

Forno

—

szazeficator

Colunas

Interface D Inpressora Lixo
Computador
Figura 20 — Esquema ilustrativo da separacdo por exclusdo molecular através de sistema
de alta pressdo acoplado aos detectores de indice de refracdo e espalhamento de luz multi
angular (HPSEC-DRI-MALLS)®".

A Figura 21 demonstra a aplicacdo da separacdo dos sete amidos nativos de diferentes
fontes por exclusdo de tamanho através de sistema de alta pressdo (HPLC) acoplado ao detector
de indice de refracdo (DRI). O acoplamento de colunas de separacdo molecular em série permite
a separacao das fracGes de amido com resolucdo cromatografica suficiente para avaliacdes de
massa molecular e estimativa de contetdo (atraves da normalizacdo das areas), de cada uma
delas!??. Os dados de massas moleculares das fragdes de amilose e amilopectina de amidos de

diferentes fontes encontram-se sumarizados na Tabela 6.
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Figura 21 — Exemplo de separacgdo cromatografica por HPSEC-DRI (55 °C; 1 mL min;
25 pL) dos amidos de mandioca, batata, arroz, trigo, milho ceroso (waxy), milho com alto
contetdo de amilose (high amylose) e milho normal (de cima para baixo). Os picos a esquerda

e a direita representam as fracdes de amilopectina e amilose, respectivamente'?,

Tabela 6 — Massas moleculares das fragdes de amilose e amilopectina de amidos de
diferentes fontes determinadas através da técnica de HPSEC-MALLS-DRI.

Fonte botanica Massa molecular

Fracdo analisada do amido média (Da) Referéncia
Amilopectina Batata 1,7 x 108 70
Batata cerosa 2,0 x 108 0
Banana verde 1,9 x 108 0
Milho normal 4,8 x 108 0
Milho ceroso 8,9 x 108 70
Mandioca 0,7 x 108 70
Milho normal 19,7 x 107 163
Amilose Batata 9,0 x 10° 167
Batata doce 1,3 x 10° 167
Milho 2,3 x 108 163
Mandioca 2,7 x 10° 167

Trigo 3,7 x 106 167
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3.7.6  RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (NMR).

A técnica de NMR tem sido amplamente utilizada para caracterizar matérias primas
alimentares como 6leos, gorduras, vinhos e bebidas em geral®®, Os fenémenos de NMR tém as
origens dentro do ndcleo de certos atomos, tais como *H, **C e 3!P. Por esse motivo, cada um
desses nucleos pode ser escolhido para que sejam estudados diferentes aspectos das amostras
de amido quer sejam naturais ou industrializadas.

Os efeitos s6 sdo observados em um campo magnético e envolvem a troca de energia
entre pelo menos dois niveis (ressonancia). A forma mais simples de evento de NMR envolve
dois niveis de energia, sendo o caso para H, *C e 3P, os nlcleos de NMR relevantes para o
estudo do amido®,

Em linhas gerais, a P NMR tem sido empregada na determinagdo dos compostos
contendo fosforo em amidos nativos, tais como: fosfato monoéster'’, fosfato, inorganico'’°,
grau de fosforilagdo em C-3 e C-6'! e fosfolipidios. Ja as H, 3C NMR, tem sido aplicada a
caracterizacdo estrutural de amidos nos seguintes aspectos: 1) influéncia da hidratacéo, II)
estrutura fisica, I11) estrutura dos cristais de amilose 1) mobilidade da agua nos granulos de
amido e V) complexos de inclusdo no polimorfo da amilose, tipo —V/*%. A Tabela 7 sumariza
as publicacOes de grande relevancia na caracterizagcdo estrutural do amido indicando as
estruturas alvo, as fontes de amidos estudadas, o tipo de NMR e os achados principais.

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear viabiliza o estudo estrutural do amido
em diferentes aspectos, possibilitando o melhor entendimento do comportamento fisico-
quimico do amido e suas interacfes com demais componentes em sistemas alimenticios e na
producdo de filmes. As informacges estruturais a nivel molecular provenientes dessa técnica
ndo destrutiva tém sido estudadas e comparadas com outras, tais como: XRD, HPSEC, DSC,
FTIR, anélise térmica dinamico mecanica (DMTA) e espectroscopia de absor¢do molecular
(Uv-Vis) através do método de ligacdo com iodo apresentando alta complementariedade nos

achados!®,



Tabela 7 - Caracterizacéo estrutural do amido por 'H e 1*C NMR1%8,
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Estrutura Fonte de amido Tipo de NMR Achados principais Referéncia
13 —
Ordem Milho, batata c CP/MAS, NMR Espectro interpretado em relacdo a cristalinidade do amido pela primeira vez 7
molecular Estado solido
. 13C CP/IMAS NMR — Espectro interpretado em relacéo a cristalinidade do amido pela primeira vez. O espectro 172
Variadas " S ~ . . .
Estado sélido foi interpretado em relacdo aos tipos de polimorfos do amido.
. 13C CP/IMAS NMR — Espectro relacionado ao polimorfo do amido. O pico C-1 foi um tripleto para o polimorfo 173
Variadas " - .
Estado sélido tipo A e um dubleto para o tipo B
Os relativos graus de cristalinidade (37,2-58,9 %) e proporg¢des entre as hélices simples
- 0, Al - 0 i - 0
13C CPIMAS NMR — 1 7,9_/_0), duplas _ht_ellce_s (39,6 61_,8 %) e 0 _mateflal amor_fo (37.2 52_.5 _/o) ,foram -
Arroz " quantificados. Deficiéncias nas enzimas de ramificagdo do amido I e Ilb diminuiram o
Estado solido o . 1 ~ o
grau de cristalinidade e porcéo de duplas hélices, e aumentaram a porcdo de hélices
simples.
. 13C CP/MAS NMR — Um modelo parcial dos minimos quadrados foi produzido para quantificagdo rapida 175
Variadas " . .
Estado sélido estrutura granular do amido via NMR
Temperatura 3C CP/MAS NMR — o , : 0
de transico Milho waxy Estado solido, NMR As temperaturas de transicéo vitrea do amido amorfo foram caracterizadas entre 10-22% 176
: de umidade
vitrea pulsado
Estrutura Amido de batata,  *C CP/MAS NMR, H/*3C
amilose e com transferéncia de Cinco tipos de ligacdo o(1-4) foram descobertos a partir das decomposi¢des das 177,178
amorfa do - : o R
amido amilopectina magnetizagao e 2D V,VI_SE — ressonancias do espectro de C-1.
processadas NMR em estado solido
Taxa de . ) 13 As taxas de a(1-4) e a(1-6) de amidos nativos e degradados foram determinadas (17.5- 179
ramificacéo Variadas HNMR, “C NMR 26). Glicose e terminais redutores podem ser diferenciados por *C NMR
Variadas 'H NMR DB* variou de 1 (amilose de batata) a 4.77 % (amilopectina de milho). 180
CL** variou de 21 (amilopectina de milho) a 100 residuos de glicose (amilose de batata)
AmIdO_S de milho 1 Taxas a(1-4) e a(1-6) foram determinadas para o amido de milho. A relagao a(1-4)/ a(1- 101
com variados teores H NMR .
: 6) variou entre 21,7-83,9%
de amilose.
. * . _— 0 - .
Milho e arroz IH NMR Foram determinados os DB* de amido de milho: 3,34% e de 14 gendtipos de amidos de 181,182

arroz, variando entre 2.7-3.6%

* DB (grau de ramificagdo) = a(1-6) +~ a(1-4) + a(1-6). ** CL: Comprimento de cadeia médio.
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3.7.7 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC).

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) é uma técnica termoanalitica utilizada
com a finalidade de monitorizar as alteracdes nas propriedades fisicas ou quimicas dos materiais
em funcdo da temperatura através da deteccdo das alteracdes de calor associadas a tais
processos®s,

Em DSC, o principio de medicéo € comparar a taxa de fluxo de calor aplicado a amostra
contra a taxa aplicada a um material inerte que sdo aquecidos ou arrefecidos a uma mesma razdo
de aguecimento/resfriamento. AlteracGes na amostra que estdo associadas com a absorcao ou
emissdo do calor causam uma alteracdo no fluxo de calor diferencial que é entdo registrado
como um pico. A area sob o pico € diretamente proporcional & mudanca de entalpia e sua
direcéo indica se o evento térmico é endotérmico ou exotérmico*®?,

Os sistemas de medidas calorimétricas foram evoluindo a partir da célula de anélise
térmica diferencial (DTA). Os primeiros sistemas DTA permitiam o monitoramento das
alteracdes das amostras em fungéo da temperatura de forma qualitativa, uma vez que a referida
célula baseia-se na diferenca de temperatura entre a célula que contém a amostra contra a célula
referéncia.

O primeiro refinamento da célula de DTA foi feito por uma empresa multinacional norte
americana (Perkin Elmer Inc™) que modificou a célula que até entdo realizava medidas
diferenciais das temperaturas da referéncia e da amostra, para medidas de calor. Quando criada,
a primeira célula DSC ganhou destaque por viabilizar a obtencdo de dados quantitativos sobre
as transicbes da entalpia, como: fusdo, ebulicdo e mudancas nas estruturas cristalinas de
amostras de diversas naturezas.

A protecédo de patente norte americana dessa célula acabou forgando outros fabricantes
a procurar uma maneira alternativa de obtencéo de medidas de calor em fungéo da temperatura.
Por meio de uma Unica fonte de calor (como na célula DTA) foi criado o DTA quantitativo ou

de Boersma, conhecido atualmente como célula de DSC por fluxo de calor (Figura 22).

a) DTA Classico
® ® c) DSC de Comp S0 de poténci. b) DTA Quantitative ou de Boersma
DSC de fluxo de calor
SENSORES DE Pt
VNG ,_/\_
|:> r—l a ]—1 —| . I—-1
(Unica fonte de calor) Aquecedores individuais (I:Inicael'::lziem;e calor)
Célula de DTA Primeira célula de DSC = Células de DSC = Shimadzu,
(classica). Patente (Perkin Elmer Inc). Mettler, TA, Setaram, Seiko,

Rigaku dentre outras.
Figura 22 - Esquema ilustrativo da evolugdo e dos componentes das células de (a) DTA
classico, DSC por compensagéo de poténcia (c) e (b) DSC por fluxo de calor (adaptado)®.



=

Endo (sem escala) —

a) Endotermas de gelatinizacdo de amido de batata nativa pré
aquecida em temperaturas especificas (lado direito, °C).
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Essa técnica viabiliza a caracterizacdo de diferentes matrizes como o amido, fornecendo
informagdes muito Uteis aos processos industriais seja para o controle de qualidade ou para o
desenvolvimento de novos produtos a base de amido. Tais informacgdes referem-se
majoritariamente a determinacgdo: 1) da entalpia de gelatinizacdo do amido®® e II) das
temperaturas de transicdo vitrea!®, das endotermas de gelatinizacdo e das associadas a
tratamentos para modificagBes fisicas do amido, como o annealing'®. A técnica de DSC
destacou-se nas ultimas décadas por ter contribuido com informacdes importantes para o
entendimento dos efeitos do processamento do amido, em bases moleculares'®’.

A gelatinizacdo do amido é primordial no setor industrial devido ao impacto na textura
dos alimentos e produtos & base de amido*®®. Tal transformagcéo é avaliada em sistemas amido:
agua com excesso de solvente, em porta amostras proprios para andlise de liquidos. A
endoterma de gelatinizacdo é descrita como a consequéncia do processo de inchamento dos
grénulos do amido causado pela hidratacdo, seguida pelo aumento da mobilidade das cadeias
na parte amorfa do granulo provocando a fuso dos cristais de amido?8318¢,

A caracterizacdo da endotérma de gelatinizacdo é feita normalmente através de trés
medidas obtidas da curva DSC: I) temperatura de inicio da endotérma (Tonset OU To), 1) a
temperatura de pico da endotérma (Tpeak OU Tp), I11) a temperatura de conclusdo da endotérma
(Teonciusion OU Tc) e o valor da entalpia de gelatinizagdo (AHge). A Figura 23 e a Tabela 8
exemplificam os formatos das referidas endotermas e alguns dados experimentais obtidos de
amidos de diferentes fontes, respectivamente. Os dados apresentados mostram claramente que

as temperaturas de pico de gelatinizagéo variam a depender da fonte boténica dos amidos.
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b) Endotermas de gelatinizacdo de amido de milho nativo pré
aquecido em temperaturas especificas (lado direito, °C).
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¢) Endotermas de gelatinizacdo de amido de milho ceroso
(waxy) nativo pré aquecido em temperaturas especificas (lado
direito, °C).
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e) Endotermas de gelatinizagdo de amido de arroz nativo pré
aquecido em temperaturas especificas (lado direito, °C).
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d) Endotermas de gelatinizacdo de amido de trigo nativo pré
aquecido em temperaturas especificas (lado direito, °C).
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f) Endotermas de gelatiniza¢do de amido de mandioca nativa
pré aquecida em temperaturas especificas (lado direito, °C).

Figura 23 — Endotérmas de gelatinizacdo de amidos aquecidos em excesso de dgua a
temperaturas especificas (indicadas ao lado direito em °C): (a) batata, (b) milho, (c) milho
ceroso (waxy), (d) trigo, () arroz e (f) tapioca (adaptado)*?2.

Tabela 8 - Temperaturas (To, Tp € Tc) € entalpia (AHge) das endotérmas de

gelatinizagio de amidos nativos*e,

Temperaturas (°C)

Amido AHge (cal/g)

To Tp TC
Trigo 47 50 68 86
Milho 43 70 78 89
High amylose - - - -
Milho 7,6 50 - 133
Milho ceroso 4.4 68 79 90
Batata 6,6 57 72 93
Mandioca 55 68 78 87

A temperatura de transicdo vitrea (Tg) € um pardmetro muito importante que afeta as

propriedades fisicas dos polimeros. O termo descreve a transi¢ao induzida por temperatura de

um sistema de polimero vitreo amorfo para um estado progressivamente mais elastico quando
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é aquecido (normalmente na presenca de um solvente/plastificante, quando aplicado a
polissacarideos)*e.

No entanto, a medig&o das temperaturas Tq do amido por DSC s&o dificeis uma vez que
a alteracdo da capacidade termica ou o sinal no fluxo de calor é usualmente muito mais fraco
do que o dos polimeros convencionais'®187, A comparacéo do calor de fusdo do polipropileno
(cerca de 80 kcal/g) com o calor de gelatinizagcdo do amido (cerca de 0,95 cal/g) justifica as
dificuldades encontradas na obtencdo dos valores de temperatura e calor associados as
transicdes no amido?®’,

Por esse motivo, muitos esforgos tém sido envolvidos para o desenvolvimento de
métodos que possibilitem a visualizacéo do evento associado & transicéo vitrea, viabilizando a
determinacdo da temperatura associada a tal evento. Nesse sentido, foram estudados dois
aspectos fundamentais na determinagio da Tg: I) 0 teor de umidade nas amostras de amido*®®
1) a razdo de aquecimento empregada no instrumento de calorimetria’®’,

Estudos de amostras de amido de trigo em diferentes condi¢des de umidade provaram a
dependéncia da magnitude do evento associado a transi¢do vitrea com o conteido de agua do
amido. Esse evento é visualizado por uma descontinuidade na linha base (Figura 23 (a)). Essa
relacdo com o conteldo de agua tem sido associada a saida da &gua da regido amorfa e a
consequente formacéo de ligacdes de hidrogénio intra e inter moleculares nessas regifes que
restringem a mobilidade das cadeias, portanto, elevando a magnitude associada ao evento de
transicao vitrea'®,

Além do contetudo de umidade, estudos realizados em instrumentos de calorimetria
capazes de realizar corridas DSC a altas raz6es de aguecimento provaram que 0 aumento na
magnitude do evento de T4 também esta associado a maiores taxas de aquecimento (Figura 24
(b)). O aumento na magnitude da Tg4 esta associado ao aumento das taxas de aquecimento
empregadas, uma vez que o sinal do DSC é uma fungdo da medida de calor (mW), ou seja,
energia por unidade de tempo. A medida que a taxa de aquecimento ¢ aumentada, 0 mesmo
fluxo de calor ocorre em intervalo de tempo mais curto, aumentando a sensibilidade do

instrumento?®’.
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Figura 24 - Exemplos de curvas DSC obtidas em estudos para avaliacdo da temperatura
de transi¢do vitrea (Tg): (a) de amido de trigo nativo em diferentes contelidos de umidade

(13,0-30,0) e (b) padrdo de indio sobre diferentes razdes de aquecimento.

3.7.8 TERMOGRAVIMETRIA (TG)

A técnica de termogravimetria tem sido amplamente utilizada para caracterizar a
decomposicdo térmica (quantidade e taxa de perda de massa), estabilidade térmica e
estabilidade em longo prazo de materiais poliméricos!®®. Por definicdo, a TG trata-se de uma
técnica de analise térmica em que a variacdo de massa da amostra (perda ou ganho) é
determinada como uma funcéo da temperatura e/ou tempo, enquanto a amostra é submetida a
uma programagcéo controlada de temperatura®®. De uma maneira geral, os instrumentos de

termogravimetria podem ser ilustrados pela Figura 25 (a).
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b) Representacdo genérica da obtencao de
medidas oriundos de corrida TG (X=
massa constante associada ao intervalo
de estabilidade térmica; Z= perda de
massa associada a produtos de
decomposicdo térmica em estado gasoso
e Y= massa constante associada a
presenca de produtos finais de reacao
termicamente estaveis).
Figura 25 - Fundamentos de termogravimetria (TG). Esquema ilustrativo dos componentes de

a) Esquema ilustrativo dos componentes de
um instrumento de termogravimetria.

um instrumento de termogravimetria (a) e representacao genérica da obtencao de resultados
oriundos de corrida TG (b) (adaptado)*®.

Os primeiros sistemas possuem montagem vertical (como ilustrado no esquema) e
possuem controladora de fluxo de gas (N2, ar sintético ou alguma mistura de gases), um forno
em formato cilindrico, capaz de controlar minuciosamente o aquecimento dentro da faixa de
temperatura programada (até 1500 °C a depender do instrumento), balanca registradora e um
acessorio para integracdo ao computador. Os sistemas mais modernos possuem disposi¢édo
semelhante, entretanto sdo capazes de obter medidas termogravimétricas e calorimeétricas
simultaneamente.

As medidas obtidas através das curvas TG Uteis na caracterizacdo termogravimétrica do
amido s&o: 1) temperatura de inicio do evento de degradacéo térmica (Tonset), 1) temperatura
em que ocorreu 50% de perda de massa da amostra analisada (T50%), I11) temperatura final do
evento de composi¢do termica (Tendset) € 1V) temperatura de maior velocidade de decomposigéo
térmica da amostra através da primeira derivada da curva TG (Tpico dTG)190191.192.193 " Através
dessas medidas, os materiais poliméricos (como o amido) podem ser caracterizados e

comparados entre si, desde que os dados tenham sido obtidos nas mesmas condicdes

instrumentais (Figura 25 (b)).
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As andlises termogravimetricas do amido sdo descritas, em linhas gerais, como curvas
que possuem duas perdas de massa: a primeira, atribuida a desidratagdo e a segunda, a
decomposicéo térmica e formacao de compostos carbonaceos, respectivamente assinalados em
1, 2 e 3 na Figura 26. Tais atribuicbes ganharam mais notoriedade a partir dos estudos do
mecanismo de decomposicdo térmica do amido através de técnicas hifenadas com a
termogravimetria, como a espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (TG-
FTIR),

Diferencas nas propriedades térmicas foram relatadas tanto para os amidos de diferentes
fontes!®1941% guanto para as fragoes de amilose e amilopectina de milho!®.Posteriormente,
estudos conduzidos por Stawski (2008)1°? provaram a clara dependéncia da estabilidade térmica

do amido em func¢éo do conteudo de amilose.
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Figura 26 - Curvas TG e dTG de amidos nativos de milho (linha preta), banana (linha
vermelha), mandioca (linha azul) e batata (linha verde) nas seguintes condic¢des: 5 mg; 5°C

min’t; fluxo de N2 50 mL min‘t, adaptado®®.

Além de ter se mostrado muito Gtil na caracterizacdo dos amidos nativos em fungédo dos
diferentes teores de amilose, cadeias de amilopectina e cristalinidade, a TG vem sendo muito
empregada na obtencdo de dados termo analiticos provenientes de amidos modificados, como
por exemplo: para formagc&o de ligagdo cruzada através de carboximetilacio'®’ (Figura 27 (a)),

formacdo de complexos de coordenagdo com metais'®® (Figura 27 (b) e (c)) e de complexos de



65

inclusdo com pequenas moléculas orgéanicas capazes de serem acomodadas na estrutura
helicoidal da amilose, conhecidas como “small guests”®419:20 (Eigura 28).

As diferencas nas curvas TG dos amidos modificados por formacéo de liga¢6es cruzadas
e hidrolisados na presenca de 1-butanol (Figura 27 (a) e Figura 28, respectivamente), podem
ser visualizadas através do deslocamento para menores temperaturas dos amidos tratados
guando comparados aos nativos (controle). O complexo de coordenagao formado entre a fragéo
de amilose e o CuCly, causa diminuigdo na estabilidade térmica e modificacdo do perfil de

degradacdo térmica, uma vez que a amilose de batata passou a ter uma decomposi¢do térmica
multi etapas (Figura 27 (c)).
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a) Curvas TG do amido de banana nativo, carboximetilado por POCI3 (CCSA)
e carboximetilado por trifosfato de s6dio (CCSB), adaptado'®’.
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b) Curvas TG, dTG e DSC da fracdo de amilose de batata ndo complexada,

adaptado®®®,
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c) Curvas TG, dTG e DSC da fragdo de amilose de batata complexada com
CuCly, adaptado*®®,

Figura 27 - Curvas TG de amidos modificados: a) amido de banana nativo e modificado para
obtencAo de ligacdes cruzadas'®, b) amilose de batata ndo complexada e ¢) complexada com
CuCI*®,
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Figura 28 - Curvas TG (linha solida) e dTG (linha pontilhada) do amido de arroz nativo e do

hidrolisado na presenca de 1-butanol, adaptado!®®.

Os exemplos citados demonstram que a TG é uma técnica termoanalitica importante na
caracterizacdo do amido e seus constituintes (amilose e amilopectina). Neste sentido, é capaz
de prover dados termoanaliticos que diferenciam os amidos: 1) de diferentes fontes botanicas
(muito embora sejam constituidos essencialmente por unidades de glicose), 1) obtidos através
de modificagdes quimicas, I11) complexados com “small guests” ou com metais de transicéo,
a termogravimetria fornece, informacGes complementares as outras técnicas de caracterizacao

de polimeros.
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4. CAPITULO Il - NEW APPROACHES ON THERMAL STABILITY OF
STARCHES

Abstract
Although the thermal characteristics of several sources of native starches already exist, the
correlations with the physicochemical properties are not feasible due to the complex behavior
of this polymer and the different conditions used in the thermal analyzes that affect the results.
The potato, banana, corn and cassava starches were characterized through different analytical
techniques and their structural characteristics had presented correlated with thermal properties
studied through TGA technique. SEM technique revealed authentic native morphologies of all
starch granules. FTIR-ATR infrared ratios of amorphous/crystalline regions were close to XRD
data for potato and corn starches. The Ty and gelatinization measurements through DSC
technique presented restricted correlations with amylose ratio. TGA assays demonstrated that
the crystalline array and the amylose content affects starch thermal stability with different

magnitudes.

Keywords: thermal stability, polysaccharides, structural, correlation, features.

4.1 Introduction

Starch is a carbohydrate polymer extracted from agricultural raw materials, such as rice,
corn, wheat, cassava, and potato. It is renewable, biodegradable, versatile, cheap and widely
used in food and non-food applications [1,2].

Chemically, the starch is polyanhydroglucose consisting of two homologous polymers:
amylose and amylopectin. Amylose is an essentially linear polymer composed by 2-12 103
glucose units on average, which are linked to each other by a-1,4 glycosidic bond. Amylose
also has a small number of long branches. Amylopectin is much larger, composed by 0.4-35
108 glucose units in o-1,4 glycosidic bonds, connected by a-1,6-linked branch points (about
5%, 20,000 branches in an average molecule) [3,4,5,6].

Amylopectin has a cluster like organization. The chains within a single cluster have a
modal degree of polymerization (DP) of 14-18. However, to interconnect multiple clusters,
longer chains (DP of 45-55) are noticed. In addition, extra-long chains (DP~100) are observed
in regular cereal starches [6].

The amylose is helical. The helix has a hydrophobic interior due to the presence of
hydrophilic hydroxyl groups in the glucose residues in the outer part of the helix. Therefore,



84

the hydrophobicity allows the amylose to act as a host molecule and to form inclusion complex
with various guest molecules of relatively low molecular weight [7].

In nature, amylose and amylopectin exist as semi crystalline aggregates consisting of
ordered and disordered regions. The double helix formed from outer chains of amylopectin are
related to crystalline regions regularly arranged with respect to each other in granule, due to the
proximity of these chains that interact strongly [8,9,10]. The amorphous regions are related not
only to amylose chains, but also to amylopectin branching points [11].

The industrial application of starch depends on its availability and its physicochemical
characteristics [12], such as: the length of the a-glucan chains, amylose:amylopectin ratio and
the branching degree, because these parameters define size, shape and structure of granules.
These characteristics vary substantially among botanical sources [13].

Whatever the application, the starch, very likely, will undergo thermal processing. Thus,
the techniques of thermal analysis have been used for its characterization with different
purposes.

The thermogravimetric analysis (TG) is widely used to characterize thermal decomposition
and determine the thermal stability of starch [14,15,16]. Aggarwall & Dollimore (1996) [17]
proposed a method based on thermogravimetry that revealed that starch from different sources
decompose at different speed but they did not suggest which the factors that caused the
difference. Guinesi & colleagues (2006) [18] affirmed that, despite the structural differences,
these had little influence on the thermal degradation process of the corn, cassava, rice and potato
starches.

The differential scanning calorimetry (DSC) has been used to study the glass transition
[19,20], gelatinization [21,22,23] and crystallization transitions [24,25].

Despite the thermal characteristics of various native starches are already well documented
[17,18,26,27] the available data in literature are difficult to correlate because the thermal
behavior of this polymer is very complex and the different measurement conditions (sample
mass, atmosphere, heating rate) affect its results [28]. Furthermore, the correlation between the
thermal properties and the structures of starches, usually, is carrying out in only one source of
starch.

The aim of this paper was to investigate starches of different sources (potato, banana, corn
and cassava) through different techniques and to correlate their thermal properties with its

structures.
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4.2 Material and methods
4.2.1 Starch Sample

Commercial samples of potato (Solanum tuberosum) and corn (Zea mays) starches were
used. The cassava (Manihot esculenta) and banana (musa spp.) starches were provided by
Embrapa - Cassava and Fruits, Cruz das Almas, BA. The potato amylose and amylopectin

(Sigma-Aldrich) were used to determine amylose ratio by spectrophotometry.

4.2.2 Amorphous starches and starch separation method

In order to treat native potato, banana, corn and cassava starches to obtain amorphous
samples of them, the method described by Ratnayake & Jackson, 2007 [29] was employed with
little modifications. Sample of 6g of each starch source were separately stirred up in a boiling
bath (100 mL of distilled water) for 30 minutes, cooled until -80 °C by an ultra-freezer (Coldlab
CL580-86V) and freeze-dried (Liotop L101; -43 °C) until obtention of the dry powder.

Based on Montgomery & Senti (1958) starch separation method [30], the cassava starch
was initially pretreated to extraction of fat and to facilitate the extraction of the starch using
only water. For this, the starch (5%) was added to a solution of 70% glycerol. The obtained
suspension is stirred slowly while heating to 89°C at a rate of 0,8 °C min*, with N2 sparging.
The temperature was maintained for one hour, cooled, filtered; and washed with ethanol until
the absence of the pretreatment solvent.

The pretreated starch aqueous solution (2%) was adjusted to pH 6.0-6.3 using phosphate
buffer, stirred at 200 rpm and heated to 98°C. Then the solution was cooled using an ice bath
(0-2 °C), and subjected to centrifugation (18.000 rpm) for 1 hour. The resulting supernatant
(amylose) was submitted to the centrifugation (Hitachi CR22G I111) process until no precipitate.
The solid fractions were collected, lyophilized and formed the cassava amylopectin.

Supernatants were mixed, combined with 1-butanol (1:3 v/v) and maintained at rest for 8
hours. Then, the solution was centrifuged (6.000 rpm) for 10 minutes. The obtained solid

fraction was freeze-dried (Liotop L101) and the sample consisted of cassava amylose.

4.2.3 Scanning Electron Microscopy (SEM)
Starch granules micrographs were obtained using a Tescan — Vega Lmu field emission
scanning electron microscope (Oxford Instruments X-Act). Images of gold coated samples were

obtained at 15kV, the morphology was evaluated at 1200 times.

4.2.4 X-ray diffraction (XRD)
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The XRD patterns of starches were obtained on an X-ray diffractometer Shimadzu
XRD-6000 model with graphite monochromator operating with CuK radiation (A= 1,5405 A)
at 40kV, 30mA, 0.02 (slit) in the region of 5 to 80 26.

The crystalline index related to alpha quartz (CI) of the samples were taken using the
software OringinPro 8.1, by determining the area under the peaks in the range between 3 and
30 26, region of higher concentration of common peaks of starch samples [31].

The CI was also obtained as described by Nara, Mori & Komiya (1978) [32],
considering the treated starches as the 100% amorphous area and the alpha quartz as 100%

crystalline, following the Equation 1:
%CI=(> |Is-la]+>|lc-1a)x100 (Ea.1)

where, |Is - laj= absolute difference between the sample [Is] and amorphous [la]
intensities, and |Ic - la|= absolute difference between the crystalline (quartz) [Ic] and amorphous
[la] intensities.

4.2.5 Attenuated Total Reflectance-Fourier Transform Infrared Spectroscopy (ATR-
FTIR)

The FTIR spectra of starches were obtained in absorbance mode using a Perkin Elmer
Spectrum Two equipped with ATR reflectance cell containing a diamond crystal. The
acquisitions were performed at room temperature, accumulating 64 scans, Happ-Genzel
apodization and resolution of 2 cm 2.

The infrared ratios (1044/1013 cm™ and 1013/992 cm™) of starches were obtained
following the method described by Huang and colleagues, 2015 [33] with some modifications.
The absorbance spectra of starches ranging 1200-800 cm™ were deconvoluted and fitted by

OriginPro 8.1 assuming a Lorentzian shape.

4.2.6 Molecular Absorption Spectroscopy and Amylose Determination.

Sample characterization by molecular absorption spectroscopy were carried out based
on the method described by Zhu, Jackson, Wehling & Geera (2008) [34] with some adaptations.
Samples containing 200 mg of mass previously dried at 40°C for 24 hours were transferred to
a 100 mL volumetric flask followed by an addition of 1 mL of ethanol, 10 mL of NaOH 1 N.
After the solution was kept standing for 1 hour, the balloon volume was completed with distilled
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water. A 2 ml aliquot was transferred to a 100 mL volumetric flask and 50 mL of distilled water
were added. This solution was neutralized with 0.1 N HCI using pH indicator strip. Then 2 mL
solution of iodine-iodide 2% (m/v) were added to the neutral solution and the volume was
completed with distilled water. The final solution was allowed to stand for 30 minutes for color
development and subsequently measured on a Shimadzu spectrophotometer UV-Vis Model
1650 PC, in quartz cuvettes with optical path of 1 cm in a wavelength range of 400 - 900 nm.

The amylose content of potato, banana, corn and cassava starches were
determined, in triplicate, by the iodine binding reaction by spectrophotometry. Two analytical
curves were constructed using amylose and amylopectin from potato (Sigma-Aldrich;
r2=0.9998) and those from cassava (obtained the starch separation method; r2=0.9999). The
potato, banana, corn and cassava starches were prepared and carried to Shimadzu
spectrophotometer UV-Vis Model 1650 PC, in quartz cuvettes (1 cm) and the absorbance values
were obtained at 630 nm, following the 1SO 6647-1/2 procedure [35,36].

4.2.7 Differential Scanning Calorimetry (DSC)

Experiments were conducted on a differential scanning calorimeter (TA-60, Shimadzu
Corp.), previously calibrated.

To detect the incremental change in heat capacity (Cp) associated to glass transition
(Tg), samples (10 mg) were stored into a vial containing 2 pL of distilled water, carefully
homogenized and kept for 72 h to complete moistened, as suggested by Yu (2001) [28]. The
moistened samples (2mg) were sealed in aluminum pans and typically heated at 15°C min™
from 25°C to 270°C. This first scan was performed to erase the thermal memory of starches.
After cooling, a second scan was performed with the same heating rate, starting from -50°C to
270°C. All scans were performed at a N2 flow rate of 50 mL min™.

In order to evaluate the gelatinization of starches the method of Carmona-Garcia,
Aguirre-Cruz, Yee-Madeira & Bello-Pérez, 2009 [37] was used with an adaptation on the water
amount. A mass (2 mg) of each sample was separately placed in aluminum pans followed by
the addition of 10 pL of distilled water. The DSC pan was sealed and allowed to rest for one
hour, to complete hydration of starches. The hydrated samples were heated in the calorimeter
from 20°C to 110°C at a heating rate of 10°C min. The DSC parameters as: the onset
temperature (To); the peak temperature (Tp); the conclusion (Tc) and the gelatinization
enthalpy (AHgel) of the endotherms were obtained through TA-60® software. All scans were

performed at a N2 flow rate of 50 mL min™.
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4.2.8 Thermogravimetry (TG)

The measurements were performed using a Perkin Elmer thermogravimetric analyzer,
Pyrisl TGA, previously calibrated.

Based on Stawski (2008) method [5], a platinum crucible was used under the following
conditions: sample mass of approximately 5 mg, N2 flow rate of 40 mL mint, heating rate 15
°C min! and temperature range of 25 to 650°C.

The moisture of the samples was calculated by Pyris 1 TGA software, by measuring the
mass loss of the first thermal event of each TG curve. Measurements related to degradation
events as: Tonset DTG, T50% and Tpeak DTG were calculated by the same software. The slopes
were calculated by the Tonset DTG (left limit) to T50% (right limit) both on TG curves.

4.3  Results and Discussion
4.3.1 Scanning electron microscopy (SEM)

SEM micrographs of native starches are presented in Figure 1. Frequently, tuber and
root starches have smooth, oval and round morphologies of relatively large size with axes of
10-100 pum [38,39], this description fits the morphology presented on Figure 1 (a). Banana
starch granule has extended irregularly shaped granules that are disk shaped with a long axis of
15-45 pum and a short of 10-20 um [38,39], which fits the measurements presented on Figure 1
(b). Corn starches can present many morphologies and sizes. In general, normal corn has
irregularly shaped granules with a number of polyhedral faces and relative sharp edges, as can
be seen in Figure 1 (c) [38,39]. Cassava starch granule have smooth, irregularly shaped and

intermediate size of 5-40 um [38,39] and it can be confirmed on Figure 2 (d).

(b)
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(©)

Figure 1 - SEM micrographs of native starches of different sources (1200X

magnified): (a) potato, (b) banana, (c) corn and (d) cassava.

4.3.2 X-Ray diffraction (XRD)

Studies of X-ray diffraction have showed that the starch granule is a semi-crystalline
material. The amorphous region consists mainly of amylopectin branching chains and amylose
while the crystalline region consists in majority of amylopectin but also with some amylose
[40]. The starch granules, depending on their botanical source, show three types of crystallinity
patterns: A (Bragg angle 20 at about 15.3; 17.1; 18.2 and 23.5), B (Bragg angle 20 at
approximately 5.6; 14.4; 17.2; 22.2 and 24) and C (Bragg angle 26 at approximately 5.6; 15.3;
17.3 and 23,5). The C-type crystallinity is a combination between A and B-type [41,42]. The
main difference between A and B polymorph is in the packaging of double helix, which
consequently also differs in the content of intra-helical water [40].

The Figure 2 shows the XRD diffractogram obtained for potato, banana, corn and
cassava starch samples. A-type crystallinity is commonly found at cereals [40]. However, the
cassava starch granule, despite of being a tuber, has presented A-type crystallinity [40], as corn
starch granule. The potato starch granule has presented B-type crystallinity [40], while banana
starch granule has presented a C-type crystallinity [41-43].

The degree of crystallinity, which can be interpreted as long-range order (packing of
double helices into ordered arrays), in a semi-crystalline biopolymer [44,45], were calculated
and normalized to alpha quartz for all samples, as described on method session. The Figure 2,
shows native starches (black line) and the amorphous (light gray line) employed to calculate
%CI of each starch botanical source.

As can be seen in Table 1, the crystalline index (%CI) decreases following the order

banana>potato>corn>cassava.
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Figure 2 - XRD diffractogram of native (black) and amorphous obtained by water

boiling bath (gray) for potato, banana, corn and cassava starches.

Table 1 - %CI for native potato, banana, corn and cassava starches

Sample of starch %Cl Peaks (degrees)

Potato 37,1 5.7;15.2; 16.9; 22.3; 24.0
Banana 57,3 5.6; 14.4; 16.9; 17.7; 22.9; 23.7
Corn 27,6 15.0; 16.9; 17.8; 22.8
Cassava 17,5 15.0; 16.9; 18.0 23.0

Using the same method for %CI calculation, the results found for potato and corn

starches were close to other reports [29,46]. However, higher differences were found for

cassava [29,47] and banana starches [48,49]. These differences can be attributed to the cultivars

variations and to the starch extraction method of each one.

4.3.3 Spectroscopy: Fourier transform infrared — Attenuated total reflectance (FTIR-

ATR) and spectrophotometry:

The FTIR spectrum obtained by KBr pellet method from native starch samples (not

showed) has presented similar profiles among them. This similarity is due to the overlapping
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of the glucose vibration modes [50]. Thus, this technique did not offer any elucidation
considering the different botanical origin.

Meanwhile, the FTIR spectroscopy coupled with ATR can be used in order to evaluate
the short-range ordered structure, defined as the double-helical order [33] (supposed to be the
double helix content in starch) present in external region of starch granules [33,44,47]. This
understanding of structure at the surface of starch granules is important to establish the
relationship between the starch granule and its surrounding environment [45].

Thereby, the 1044/1013 cm™ absorbance ratio was used to evaluate the degree of order
in starch samples; while the 1013/992 cm™ to estimate the proportion of the amorphous to
ordered carbohydrate structure in the starch [33]. The ATR spectrum ranging 1200-800 cm™ of
all starches is presented in Figure 3 (a) and a typical deconvoluted and fitted spectra of potato
starch on Figure 3 (b). The infrared ratio presented in Table 2 refers to the absorbance obtained

by the fitted spectra of potato, banana, corn and cassava starches.
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Table 2 - Infrared absorbance ratios measured on deconvoluted spectra of potato,

Infrared ratio/cmt

Sample of starch

1044/1013 1013/992
Potato 1.23 0.39
Banana 1.28 0.34
Corn 1.04 0.44
Cassava 1.06 0.47

Figure 3 - FTIR-ATR of (a) potato, banana, corn and cassava starches and (b) a typical

The following decreasing order was found for degree of order in starch external region:

banana>potato>cassava>corn; whereas the decreasing order for proportion of amorphous to

ordered structure was: cassava>corn>potato>banana. In spite of FTIR-ATR technique is

applied to estimate short-range ordered structure and XRD to assess and quantification of long-

range crystalline order in starch, high correlation inversely proportional (r=-0.9888) was

verified between infrared absorbance ratios on 1013/992 cm™ and %Cl calculated by XRD.

Spectrophotometry technique was employed to evaluate potato, banana, corn and

cassava starches through iodine binding and also determine the amylose ratio. The amylose is

able to form helical complex with iodine, which exhibit a blue color, and can be detected in the
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visible region (about 630 nm) [51]. However, the iodine also forms a complex of red color due
to complexation with long chain amylopectin polymers (about 540 nm) [34].

Because the contribution to absorption of amylopectin complex is much smaller than
amylose complex [52], the absorption of starch-iodine depends mainly of amylose fraction. The
factors that primarily influence the absorption is the degree of helix formation (number of
helical turns), besides the Is™-I, ratio, iodide concentration and the length of the 1,4 a-glucan
chains [53].

The molecular absorption spectra at visible region obtained from the starch samples of
different sources are presented on Figure 4. All the profiles have showed the typical absorbance
spectrum for iodine-starch, presenting peaks not symmetrical around the maximum, but skewed
toward higher wavelengths [53].

The wavelengths of maximum absorbance (Amax) Of different sources of starch are

presented in Table 3. The Amax Were quite similar, suggesting that the degree of polymerization
among these samples also is similar [53]. In spite of method used to estimate the amylose
content to use a wavelength of 630 nm, it is suitable because the samples have very broad peaks
[52].
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Figure 4 - Profile of visible spectral scan of iodine binding with starches from potato,

banana, corn and cassava.



94

Table 3 - Wavelengths of maximum absorbance (Amax) and amylose content obtained for

starches from different sources.

% amylose by ISO 6647-1/2
(analytical curve generated from
potato amylose)

Maximum

Starch Amax(NM) absorbance(dimensionless)

Potato 599 0.462 20.46 + 0.66
Banana 598 0.418 16.36 + 0.27
Corn 602 0.447 19.70 £ 0.89
Cassava 599 0.334 14.86 + 0.78

The results of amylose content followed the decreasing order:
potato>corn>banana>cassava, either in the curve generated by the potato or by cassava
amyloses. The analytical curve generated from potato amylose provided comparable values of
amylose content (Table 3) for potato [52,54,55,56], banana [57-59] and corn [52,56,60,61]
starches but not for cassava, when compared to other reports.

Some authors had already reported some differences on the amylose content
determinations in consequence of: I) differences on the absorptivity of amylose fractions of
different botanical sources, caused by the effect of the polymerization degree of the
complexation of iodine with amilose. This polymerization degree effect is related to the number
of iodine molecules into the amylose cavity. The quantity of iodine molecules, on its hand,
increases as the length of the glucan chains increase, as a consequence, the iodine binding
capacity increases [53]; 11) the unavailability of high purity commercial amyloses employed to
generate the analytical curves by spectrophotometry [53].

In this sense, as the cassava starch presented less amylose content (11.19 + 0.80%) than
it usually occurs for normal starches (~15-30%) [4,62], it was newly determined by the ISO
6647-1/2 method [34,35] with cassava amylose and amylopectin fractions separated and
purified in the laboratory by selective precipitation method with 1-butanol [30], in order to
verify this discrepancy. The amylose ratio of the cassava starch after the new determination
with fractions of the same botanical source was 14.86 + 0.78%, becoming closer to at least four
varieties of other reports [63-65].

Although some authors have found that the crystallinity usually decreases with
increasing amylose content [19,66], there was no relationship between crystallinity and amylose
concentration for the samples studied in this work. This occurred, probably, due to the
differences in botanical sources that present granules of different structures. Moreover, Zhu,
Jackson, Wehling & Geera (2008) [34] have already mentioned the differences presented in

analytical curves when different patterns of amylose and amylopectin is used in iodine binding
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method. The amylose content, meantime, has been correlated with the width of granule growth
rings [67].

4.3.4 Thermal analysis: Differential scanning calorimetry (DSC) and Thermogravimetry
(TG):

The starch, being a semi crystalline polymer exhibits physicochemical changes that
occur during its heating. In this work, the glass transition and gelatinization were evaluated for
starches of potato, banana, corn and cassava.

The glass transition temperature (Tg) refers to the temperature at which the amorphous
domains of the starch granule are transformed from a rigid glassy to a mobile rubbery state
when heated in the presence of solvents such as water or glycerol (plasticizers) [68]. It is
typically marked as a little variation in ACp on DSC curves and is noticeable as the starches
have more amorphous regions [69]. As the magnitude of ACp and T, temperatures of starches
are affected by moisture content [69,70], the samples were moistened as described in DSC
method section. The values of moisture for potato, banana, corn and cassava starches are
presented in Table 4 (Moisture® (%)).
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Figure 5 - DSC profile of starches: (a) glass transition temperatures and (b)

gelatinization endotherms.

The Ty results (Table 4, Figure 5 (a)) were not similar to those reported on literature for

potato [71], banana (no comparable data), corn [19,71] and cassava [72]. These differences

were attributed to small deviances (at about 5 %) on sample moisture content obtained by each

author and mostly due the difference in instrumental conditions.

Table 4 - Moisture, Tonset DTG, T50%, Tpeak DTG, slope, glass transition temperature (Tg),
gelatinization peak temperature (T,) and gelatinization enthalpy (4Hger) of starch samples.

. . T T Slope
Moistt Moist Ty  Tp  TeTo  AHge st T5000 PO .

Starches @ @) 0 (O (O 0g) wy Oy e
Potato 7.8 248 160 649 83 11.7 3324 3674 3518 -1.0
Banana ... 84 208 155 765 9.8 8.1 3372 3689 3670 -1.3
Corn 8.7 362 161 697 95 9.8 3444 3747 3677 -12
Cassava 7.1 183 152 67.0 132  10.6 3499 380.8 3740 -11
Potato 10.4 - - - - - 3236 3548 3509 -15
Banana Amorp 9.3 - - - - - 331.2 3640 3630 -14
Corn T 95 - - - - - 3256 3634 3619 -15
Cassava 11.9 - - - - - 348.4 3805 3779 -1.0

Amorp. = Amorphous samples.

Moist. = Sample moisture.

3values obtained for thermogravimetric method of previously dried starches.
bvalues obtained by thermogravimetry after water content adjusted for T4 evaluations.
Tc-To = difference between the conclusion and onset temperatures of gelatinization

endotherms.
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When the temperatures were compared between them (with very close moisture values),
the decreasing sequence: corn> potato > banana > cassava were quite similar to the amylose
content observed by the iodine affinity in Table 3. In spite of the iodine affinity sequence is
truly: potato>corn>banana>cassava, was considered that the absorbance values between potato
and corn starches were very small. The increases of Tq with increases of amylose content was
noticed on other reports and two explanation were used for justify this fact.

Bizot and colleagues (1997) [73] considered that the interactions among linear chains
of amylose in crystalline zones as an equivalent to crosslinking, inducing to partial crystallinity
and reducing the mobility in the interfacial or interlamellar rigid amorphous fraction bordering
crystallites. On the other hand, branched chains have flexibility effect.

Liu and colleagues (2010) [19], however, used the unique gel-ball structure of
gelatinized amylopectin which consists to the formation super globes and gel-ball structures by
the amylopectin chains in the presence of plasticizers, as water. The entangled gel-ball system
requires less energy to move than linear chains and explains why high amylopectin starches
exhibit lower Tg. This interpretation, which considers the crystal structure and microstructure
of gelatinized starch, seems to be more plausible.

Although some authors have evidenced that Tg is elevated by increasing crystallinity
[70] when starch from same source compared, the results obtained in this work could not be
related to crystallinity. This can be attributed to the respective size and distribution of crystalline
and amorphous domains when the matrix is mobilized at the glass transition [73].

The Ty is a transition concerns to amorphous phase of starch and is influenced by
hydration of starch [70,71]. The gelatinization, in contrast, is ascribed to crystalline phase [29]
and is measured in a suspension of starch.

The starch gelatinization, that is accompanied by the loss of birefringence, has been
interpreted in terms of a non-equilibrium melting process controlled by the plasticization of the
amorphous regions of the starch, which prior to gelatinization were a glass [74]. Therefore, as
the starch granules become less rigid due to Ty and able to hydrate. Hereafter, swell occurs
followed by collapse of molecular arrangement due to melting crystallites, unwinding of double
helices, and breaking of hydrogen bonds [62]. Thus, in order for gelatinization to take place,
glass transition must be at least partially underway, so the two are interrelated.

In contrast with Tg measurements, the gelatinization peak temperatures (Tp) were all in
accordance with literature for all starch sources (Table 4). The gelatinization temperatures (Tp)
of starches followed the order: banana>corn>cassava>potato. The same decreasing order was

found by Jane and colleagues (1999) [8] for the samples studied with small differences of
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temperatures. The T, shows directly proportional and high correlated (r=0.9994) with %ClI
(Table 2), except for potato starch. The Tp has been represented by the measure of the double
helix lengh [26,75]. Thus, the results of T, suggest that the length of branch-chain of
amylopectin decreases in the same order to Ty, except for potato. The potato starch, although
presents B-type polymorphism (has higher branch-chai than A-type polymorph), exhibited low
Tp. This can be attributed to the presence of negative charges from monoester derivatives, which
destabilize the double-helical [8,75].

The gelatinization enthalpy (AHger) of native starches followed the decreasing order:
potato>cassava>corn>banana (Table 4). Similar decreasing order was found by Jane and
colleagues, 1999 [8], except to banana starch. However, the AHgel (Table 4) shows inversely
proportional and high correlated (r=0.9974) with %CI (Table 2), except for potato starch. The
AHgel is the energy necessary for dissociation of crystalline double-helices (measured by XRD)
in the granules [26,46,75]. Thus, enthalpy should increase with the increases of %CI. The
absence of relationship between AHge and %C1 were noticed [46] for starches of true yam, taro,
new cocoyam, cassava and potato. Thus, others factors, such as: interaction between adjacent
amylopectin double helices within the crystalline domains [46], granule shape, percentage of
large and small granules, distribution of amylopectin shorter chains, and presence of phosphate
ester should be affecting the AHgel [26].

The DSC runs also provided the information about the crystallites heterogeneity within
the starch granules. As the endotherm shape becomes broader, it indicates that the crystallites
contained high heterogeneity, meaning various sizes and degrees of perfection [76]. The
difference between the conclusion and onset temperatures of starches endotherms (Tc-To,
presented on Table 4) were used to evaluate these differences between the crystals of each
starch source. The values were comparable for potato starch with less than 2°C of difference
[77,78]. The banana starch presented differences (about 9°C) when compared to other reports
[79,80]. Corn starch presented similar values (about 10°C) when compared to nine varieties of
native corn starches studied [81]. The cassava starch also presented small differences (less than
3°C) when compared to other reports [82,83].

The decreasing order of T¢-To: cassava>banana>corn>potato was inversely proportional
and high correlated (r=-0,8684) to the amylose ratio (Table 3), because the gelatinization

endotherm refers to the melting of crystalline region.
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Two thermal events can be observed in the TG curves of the starch samples (Figure 6

(@)) and evidenced in the DTG typical curve of potato starch (Figure 6 (b)).
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Figure 6 - TG curves of native and amorphous (a) potato, banana, corn and cassava

starches and (b) typical DTG curve of potato starch.

The first event may be attributed to the water evaporation/desorption [84]. This event
starts after the increase in temperature and ends around 160 °C. The moisture values (Table 4)
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calculated from mass loss referring this event for the starches studied followed the decreasing
order: potato>corn>cassava>banana. The potato presents the highest amount of absorbed water.
This is according to B-type pattern granules, which can hold more water molecules as compared
with A-type pattern granules [85]. For the other starch samples, the resultant of amylopectin
content and crystallinity can be considering for explain water sorption. Although the hydroxyl
groups of glucose units and the water molecules interact by hydrogen binding with both
amylose and amylopectin, the bind is stronger for amylopectin due to its branched chain nature
[86,87]. However, this hypothesis can be overcome when the crystallinity of the polymer is
considered. The extensive secondary intermolecular bindings with hydroxyl groups on adjacent
glucose units interact with one another, reducing then the sites available for adsorption of water
molecules. Thus, the higher degree of crystallinity could be reducing the moisture sorption
[85,86].

The second event corresponds to thermal decomposition, which starts at about 300°C
(Figure 6(b)). The decomposition event involves elimination of polyhydroxyl groups,
accompanied by depolimerization and decomposition, with final production of carbon [84]. The
decomposition products are gaseous compounds formed by hydrogen, oxygen, and carbon
according to the composition of the amylose and amylopectin that form the structure of the
starch granule [88]. As the water evaporation/desorption ends before of decomposition event,
the water content did not affect the decomposition temperature.

The mass loss ranges of the decomposition events of the four different starches studied
were quite similar to each other, ranging between 67% of mass loss (Figure 6(a)). Four
measurements were obtained from each TG curve of starch in order to characterize and compare
them: (i) Tonset DTG, (ii) T50%, (iii) Tpeak DTG (temperature of highest decomposition rate),
and (iv) slope (decomposition rate).

The Tonset dTG, T50% and Tpeak dTG showed the following decreasing order:
cassava>corn>banana>potato. An inversely proportional relationship was noticed between
amylose content and thermal stability (except for corn starch), for all temperatures indicator,
with high correlation (r = -0.9823) for Tonset dTG. This same proportionality has already been
prior [5,89]. Including, the T50% was plotted against amylose content for construct an
analytical curve in order to determine amylose in potato, rice and wheat starches [5]. These
findings are supported by the greater thermal stability of amylopectin. Because amylopectin
fraction has a higher molecular mass due to the large amount of a-1,6 bindings, a higher

activation energy is required to decomposition process [19].
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The same temperature indicators were correlated to %CI. An inversely proportional
relationship was noticed between %CI and thermal stability (except for banana starch), high
correlated (r=-0.9976) for T50%. There are no previous studies relating thermal stability with
crystallinity.

To understand how the crystallinity influences the thermal stability, the amorphous
starches were analyzed. The same TG profile of natives was found to amorphous starches
(Figure 6 (a)). However, it was verified that the amorphous starches decompose faster and at
lower temperatures than semicrystalline starches (Table 4). This shows that crystallinity has an
important role in thermal stability of starches. In fact, the crystallinity must be considered and
evaluated before the construction of the analytical curve based on starch thermal stability,
proposed by Stawski, 2008 [5]. As can be seen, at T50% the potato and corn starches presented
the highest differences attributed to the loss of crystallinity (at about 12°C).

When the effect of crystallinity on the thermal stability measurements was excluded
(amorphous starches), a new order inversely proportional to amylose content was established,
with r=-0.9039 for Tonset DTG, r=-0.8649 for T50% and r=-0.8797 for Tpeak DTG.

Finally, these results show that the thermal stability of starch is dependent of both,
amylose content and crystallinity. On the samples studied, the corn starch was the most
dependent of crystallinity and banana starch was the most dependent of amylose content. The
cassava starch has presented shortly dependence of crystallinity. Although the amylose ratio
determinations are truly affected by the purity and absorptivity values as demonstrated and
discussed for the cassava starch, the correlations with the thermal measurements remained high.

4.4 Conclusions

The structural features and amylose content influences the thermal properties of potato,
banana, corn and cassava starches leading high or less thermal stability of these polymers. It
was noticeable that the botanical source truly changes the starch features, which implies in
differences on the thermal behavior as demonstrated by TG and DSC experiments. Therefore,
these differences must be studied for the industry applications and to the amylose determination
method by TG.

Differences on TG measurements between natives and amorphous starches lead to
conclude that the crystalline array participates as the minor component of their thermal stability.
Despite it had a less contribution than the amylose ratio (the major component), it must be

considered for the applications of starch product based and to the TG method for amylose
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determination, because the loss of crystallinity promotes shifts on TG curves to less

temperatures.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

As caracteristicas estruturais dos amidos nativos de batata, banana, milho e mandioca
apresentam-se intimamente correlacionadas com as propriedades térmicas dos mesmos,
avaliadas pelas técnicas de TG e DSC.

A compreensdo da complexa organizacao estrutural dos granulos de amido demanda a
realizacdo de experimentos através de diferentes técnicas analiticas para que sejam constatadas
evidéncias complementares sobre a disposicdo das cadeias de amilose, amilopectina e 0s
componentes minoritarios dentro do granulo. A complementariedade entre tais evidéncias no
presente trabalho viabilizou a inferéncia do efeito do teor de amilose e da cristalinidade na
estabilidade térmica dos amidos estudados, atraves do estabelecimento de correlacGes lineares.
O teor de amilose exerceu efeito de forma mais expressiva em relacdo a cristalinidade em todas
as fontes de amido estudadas.

Os efeitos do conteudo de amilose e da cristalinidade na estabilidade térmica dos amidos
avaliados no presente estudo apresentam potencial aplicacdo em diferentes areas de
conhecimento com énfase para os campos de ciéncia de materiais, ciéncias farmacéuticas e de
alimentos.

Por tratar-se de um insumo de baixo valor agregado e com diferentes caracteristicas
fisico-quimicas que variam para cada fonte boténicas estudada, o amido é um produto com
potencial aplicagdo para compor matrizes alimenticias, blendas poliméricas e excipiente em
formulacgdes farmacéuticas.

Visando o referido potencial de aplicacdo, as novas perspectivas encontram-se na
caracterizacdo de outras fontes de amido convencionais, ndo convencionais e das fracbes de

amilose e amilopectina isoladas, com enfoque termoanalitico.
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