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RESUMO

Amidos nativos de arroz com diferentes teores de amilose foram tratados com a-amilase,
amiloglucosidase e sua mistura a 50 °C utilizando tempos de reacdo de 3, 6 e 12 horas. O
tempo de reacdo de 6 horas foi 0 mais adequado dentre os estudados. As técnicas utilizadas
para caracterizar os amidos porosos revelaram uma distribuig@o de porosidade, possibilitando
identificar a presenca de macroporos (microscopia eletronica de varredura), mesoporos
(porosimetria de nitrogénio) e microporos (capacidade de adsorcdo). A morfologia, estrutura,
cristalinidade e estabilidade dos amidos porosos foram investigadas e relacionadas. Os
resultados mostraram que o tipo de enzima e a classe de amilose do amido de arroz conferem
um impacto substancial nas propriedades funcionais dos amidos porosos, sendo
independentes ao tempo de reacdo. Os coeficientes de correlacdo e determinacdo revelaram
correlacdo forte e positiva entre didmetro médio e cristalinidade relativa e temperaturas de
gelatinizacdo; entre contetido de amilose e entalpia de gelatinizacdo; entre amido danificado e
temperaturas de pico e de conclusdo; entre cristalinidade relativa e temperaturas de
gelatinizacdo. Uma correlacdo forte e negativa foi identificada entre diametro médio e
entalpia de gelatinizacdo; entre conte(do de amilose e cristalinidade relativa e temperaturas de

gelatinizacdo; entre cristalinidade relativa e entalpia de gelatinizacao.

Palavras-chave: Amido de arroz; Amilase; Amiloglucosidase; Amilose; Correlagéo;

Hidrdlise Enzimatica; Porosidade hierarquica.
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ABSTRACT

Rice starches with different amylose content were treated with a-amylase, amyloglucosidase
and their mixture at 50 °C for reaction times of 3, 6, and 12 h. The reaction time of 6 h was
found to be the more appropriate among those studied. The techniques used to characterize
the porous starches revealed a porosity distribution. It was possible to identify the presence of
macropores (scanning electron microscopy), mesopores (porosimetry of nitrogen) and
micropores (adsorption capacity). The morphology, structure, crystallinity, and stability of
porous starches were investigated, and their relationships were studied. The results showed
that the type of enzyme and starch amylose class have a substantial impact on the functional
properties of the porous starches obtained, been independent of reaction time. Correlation and
determination coefficients revealed the following strong and positive correlation; medium
diameter with relative crystallinity and gelatinization temperatures; amylose contend with
gelatinization enthalpy; damaged starch with peak and conclusion temperatures; relative
crystallinity with medium diameter and gelatinization temperatures. A strong and negative
correlation was identified between medium diameter and gelatinization enthalpy; amylose
contend and relative crystallinity and gelatinization temperatures; relative crystallinity and

gelatinization enthalpy.

Keywords: Amylase; Amyloglucosidase; Amylose; Correlation; Enzymatic hydrolysis;

Hierarchical porosity; Rice starch
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1 INTRODUCAO

O amido é amplamente usado em aplicacdes alimentares e industriais. Modificacdes
fisicas, quimicas ou enzimaticas sdo na maioria das vezes adotadas para alcancar as propriedades
funcionais que ndo sdo encontradas em amidos nativos. No processo enzimatico convencional,
solugdes aquosas de amidos nativos sdo gelatinizadas ocorrendo a ruptura fisica do granulo e a
abertura da estrutura cristalina para posterior acdo da enzima. Recentemente, a hidrolise direta do
amido em temperaturas de sub-gelatinizacdo tem sido conduzida; entretanto, a acdo das enzimas
em granulos de amido nativo ndo é tdo eficiente quanto em amidos gelatinizados.

O amido poroso pode ser obtido por hidrélise das regides amorfas de granulos de amidos
nativos com enzimas. Isto ocorre porque a regido amorfa é relativamente exposta e acessivel na
superficie dos granulos. As enzimas mais comuns utilizadas para a modificacdo de amido
incluem a-amilase, B-amilase, glucoamilase, pululanase e isoamilase. A utilizagdo de um Unico
tipo de enzima pode ndo hidrolisar o amido eficiente e completamente. Estudos demonstram que
hd um efeito sinérgico quando utilizadas duas enzimas simultaneamente no processo.
Geralmente, dependendo do tipo de enzima, ocorre corrosdo na superficie do granulo todo ou
parte dele (exocorrosdo) ou digestdo de canais pontuais selecionados sobre a superficie em
direcdo ao centro do granulo (endocorroséo).

Alguns autores reportaram varia¢do substancial nas propriedades de amido poroso
associada a diferencas quanto aos fatores extrinsecos utilizados na rea¢do enzimatica, como a
razdo da massa adicionada de a-amilase para a massa adicionada de amiloglucosidase (Mg-amitase /
Mamiloglucosidase), & razdo da massa total adicionada de enzimas para a massa utilizada de amido
(Menzima / Mamido), @ razdo do volume adicionado de solucdo tampdo para a massa utilizada de
amido (Vsolugio / Mamido), PH, temperatura e tempo da reacdo enzimatica. Por outro lado, outros
pesquisadores focaram na influéncia de fatores intrinsecos nas propriedades dos amidos porosos,
por exemplo, os amidos do tipo B sdo mais resistentes a hidrélise enzimatica do que os amidos
do tipo A. Outro fator frequentemente discutido € que granulos de amido da mesma espécie, mas
diferindo na relacdo amilose/amilopectina, sdo conhecidos por apresentarem diferentes
comportamentos de resisténcia enzimatica. Em outras palavras, a maioria dos estudos mostrou os
efeitos desses fatores separadamente. Além disso, poucas tentativas se concentraram na reducao
do tempo de reacdo enzimatica associado a contribuicao individual e combinada de enzimas para
a producdo de amido poroso relacionando com as caracteristicas especificas da matéria-prima

utilizada.



Comparado ao amido nativo ou a outro amido modificado, 0 amido poroso tem excelente
propriedade de adsorcdo devido a sua grande &rea superficial especifica. Ele pode ser usado
como um adsorvente em alimentos, medicamentos, cosméticos, produtos quimicos e outros. Este
bioadsorvente de recurso renovavel apresenta vantagens distintas como atoxicidade,
biodegradabilidade e impacto ambiental positivo. Além disso, 0 amido de arroz é hipoalergénico
devido as proteinas presentes em sua composi¢do. Entretanto, varios trabalhos utilizam amido de
milho, sendo muito pouco explorado o0 amido de arroz.

Um subproduto que ultimamente tem recebido especial atencdo é o arroz quebrado,
facilmente encontrado em diversas agroindustrias da regido sul do Brasil, que pode ser inserido
em varios projetos e mercados potenciais. No beneficiamento do arroz branco s&o produzidos em
média 14 % de grdos quebrados, um problema econdmico para a indUstria arrozeira porque seu
valor de venda representa apenas a quinta parte daguele obtido na comercializacdo do grao
inteiro. Porém, é uma fonte rica em amido, aproximadamente 88 %. Este bioproduto do arroz
pode ser processado tecnologicamente, incentivando a transformacdo de fragdes consideradas
residuos em produtos altamente funcionais.

De forma geral, os residuos do processamento de produtos de origem vegetal (frutas,
oleaginosas, fibrosas, madeireiras, etc.) e origem animal (laticinios, avicultura de corte,
aquicultura, etc.) apresentam em suas composi¢cdes diferentes constituintes, que propiciam
muitas oportunidades através da aplicagdo do conceito de biorrefinaria. A biorrefinaria é uma
unidade produtiva que integra a geracdo de energia e produtos de valor agregado elevado a partir
de biomassa. E fundamentada na conversdo integral de recursos renovaveis como fonte de
macromoléculas a exemplo da celulose, hemicelulose, lignina, pectina, taninos, amido, acidos
graxos, colageno, quitosana, corantes naturais e outros constituintes quimicos, em produtos
processados com valor agregado (energia, produtos quimicos, biomateriais e alimentos).

Neste contexto, os biopolimeros, principalmente os originarios de polissacarideos de
residuos agricolas, envolvem materiais derivados de biomassa, ou seja, materiais de origem
bioldgica. Sao vistos como polimeros de monémeros derivados de qualquer sistema biolégico ou
organismo vivo, condicionados por trés parametros basicos: producdo a partir de matérias

renovaveis, utilizacdo de processos amigos do ambiente e biodegradabilidade.

O objetivo deste estudo foi desenvolver um bioadsorvente a base de amido de arroz
hidrolisado enzimaticamente, investigando o efeito da a-amilase, da amiloglucosidase e da
combinacdo destas duas enzimas no tratamento enzimatico a temperatura de sub-gelatinizacdo

utilizando os tempos de reacédo de 3, 6 e 12 horas e duas variedades de amido de arroz nativo. As



investigacbes foram conduzidas com especial énfase na microscopia eletronica de varredura
(MEV), capacidade de adsorcdo de corantes (violeta de metila e azul de metileno), porosimetria
de nitrogénio, granulometria por difracdo a laser, espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raio X (DRX), espalhamento de raio X a baixos
angulos (SAXS), calorimetria diferencial de varredura (DSC) e potencial zeta, indicando as
interacOes entre os fatores intrinsecos e extrinsecos envolvidos no processo de obtencdo do

amido poroso.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ADSORVENTES

O fendbmeno da adsorcdo / dessorcdo foi descoberto ha mais de dois séculos por Carl
Wilhelm Scheele em 1773 e por Felice Fontana em 1777. Em 1785, os pesquisadores
descobriram que ao aquecer o carvdo contido em um tubo de ensaio este dessorvia gases. Os
gases entdo eram absorvidos quando o carvao era resfriado. A natureza da adsorcdo / dessorcao
sempre foi controversa ao longo do século XIX. Faraday (1834) discutiu a possibilidade de os
gases serem retidos na superficie por uma forca elétrica e sugeriu que 0s mesmos poderiam
reagir mais facilmente quando estivessem no estado adsorvido. No entanto, Berzelius (1836)
observou que os melhores adsorventes eram materiais altamente porosos. Portanto, Berzelius
prop6s que a adsorcdo seria um processo em que a tensdo superficial ou alguma outra forca fazia
com que o gas fosse condensado nos poros de um meio poroso. A ideia de que a maioria dos
processos de adsorgéo / dessorgdo eram realmente apenas poros de condensacdes foi ativamente
debatida na literatura nas décadas de 1850 a 1920. Magnus (1825, 1853) e Magnus (1929)
mostraram que a condensacdo nos poros ocorre. No entanto, outros pesquisadores descobriram
que havia alguns dados que ndo estavam de acordo com a ideia de que a condensacdo de poros
sozinha explicava o fenémeno da adsorcao / dessorcéo 2.

Os materiais adsorventes sdo substancias naturais ou sintéticas, s6lidos amorfos ou
cristalinos com estrutura altamente porosa, capacidade de adsorcdo e elevada area superficial

especifica >*.

Um bom material adsorvente apresenta seletividade, eficiéncia, resisténcia
mecanica, menor perda de carga possivel, inércia quimica e baixo custo, além da possibilidade

de regeneracéo das propriedades absortivas, reversao da adsorcao, ou seja, dessorcao °.

A capacidade de adsorcdo de um adsorvente depende de sua textura (distribuicdo dos
tamanhos de poros, volume de poros e area superficial especifica) e das interagdes com o
adsorvato (fisissorcdo e quimissorcéo) ®’. A fisissorcdo ocorre como resultado de forcas de
coesdo, forcas de van der Waals, dipolo-dipolo e ligacbes de hidrogénio. As moléculas
adsorvidas se sujeitam a um movimento de translagcdo dentro da interface, ndo se fixando em
locais especificos da superficie, fenémeno reversivel. A adsor¢éo fisica é caracterizada por uma
energia relativamente baixa, atingindo rapidamente o equilibrio. Na quimissor¢édo ha a formacao
de uma ligacdo quimica entre a molécula do adsorvato e a superficie do adsorvente, sendo

caracterizada por altas energias de adsor¢do ocasionando as seguintes caracteristicas: formacao



de uma unica camada sobre a superficie sélida, irreversibilidade e liberacdo de uma quantidade

de energia consideravel (da ordem de uma reacéo quimica) ®

Os adsorventes possuem propriedades especificas, dependendo do campo de aplicacéo.
Dentre os adsorventes mais empregados industrialmente destacam-se o carvdo ativado, a silica

gel, a alumina e as peneiras moleculares °

As isotermas de adsorcao representam as relacdes de equilibrio entre a concentracdo de um
componente na fase fluida e nas particulas do adsorvente, em determinada temperatura. S&o
determinantes na selecdo do material, uma vez que descrevem a forma como o adsorvato
interage com o adsorvente. As isotermas podem ser representadas por meio de modelos teoricos,
empiricos ou pela combinacdo destes, que, através de equacdes, relacionam a massa adsorvida
com a concentracdo do adsorvato restante na fase fluida '***. As quatro curvas tipicas que

caracterizam um processo especifico de adsorcdo sao exemplificados na Figura 1.

Irreversivel

Favoravel

Linear

4 (2 adsorvido/g sélido)

Desfavoravel

-1
C (mg.L )

Figura 1: Representacdo esquemética das isotermas de adsorcéo ®.

A isoterma linear que sai da origem indica que a quantidade adsorvida é proporcional a
concentracdo do fluido, ndo indicando uma capacidade maxima de adsorcdo. Ja a isoterma
irreversivel, caracterizada por um aumento inicial muito abrupto, traduz uma elevada afinidade
do adsorvente para o soluto. As isotermas concavas sdao chamadas favoraveis, por representarem
processos que extraem quantidades relativamente altas mesmo em baixos niveis de concentragdo
de adsorvato no fluido. Por fim, as isotermas convexas sdo denominadas desfavoraveis, devido a
pequena capacidade de remogédo em baixas concentracdes e ao desenvolvimento de longas zonas

de transferéncia de massa no leito. Isotermas desfavoraveis sdo raras, mas sdo importantes para



descrever o processo de regeneracgdo, isto €, a transferéncia de massa do solido de volta para a
fase fluida, quando a isoterma é favoravel ®.

A determinacdo da &rea especifica da superficie, do volume de poro, da distribuicdo do
volume e tamanho do poro faz com que haja uma grande utilizacdo das isotermas de adsorcéo
para substratos sélidos. Foram feitas numerosas tentativas no sentido de desenvolver expressoes
matematicas a partir dos mecanismos de adsorcdo propostos, que se adaptassem as diferentes
isotermas experimentais. As duas equagdes de isotermas usadas com mais frequéncia sdo aquelas

devidas a Langmuir e a Brunauer, Emmet e Teller 2.

As seguintes consideragdes foram feitas para que se obtivesse uma isoterma o mais simples

possivel:
1. As condi¢Oes de adsor¢do das demais camadas acima da primeira sdo iguais;

2. Em todas as camadas, exceto a primeira, a energia de adsorcdo € igual a energia de

condensacao;
3. Quando P = Py, a multicamada tem espessura infinita.

Brunauer, Emmett e Teller (BET) fizeram estas consideracbes e foram hébeis ao
simplificar o somatdrio das quantidades adsorvidas em todas as camadas e chegar em sua

primeira e mais Util forma de equacao:

[P/ X*(P-Py)l=(L-Xm*C)+[(C-1)/(Xm*C)* (P/Po)] (1)

Onde: P = pressao parcial do gas (pascal).
Po = presséo de vapor de saturacdo do adsorvato (pascal).
X = quantidade de gas adsorvido (mL).

Xm = quantidade de gas correspondente a monocamada de moléculas
adsorvidas (mL).

C = constante relacionada com a energia de interacdo entre o adsorvato (gas) e
0 adsorvente (s6lido) .

Através do método de BET a adsorcdo de nitrogénio pode ser relacionada a area
superficial. A &rea da superficie especifica, SABET (m?/g), de um sélido poroso é igual a soma

de suas areas de superficie interna e externa. A area de superficie interna origina as paredes do



poro. Para a maioria das amostras, mais de 97 % da area de superficie especifica é a area de
superficie interna devido aos poros. A &rea de superficie pode ser calculada pela seguinte

equacao:
SABET = Xm *am * N @)
Onde: Xm = quantidade de gas adsorvido quando a monocamada é completa

(mol/m?).

am = érea ocupada por uma molécula de gés (0,162 nm? por molécula de
nitrogénio).

N = nimero de Avogadro (6,02 x 10% moléculas/mol) **.

Para se obter a curva de distribuicdo de mesoporos a partir da adsorcdo de nitrogénio foram
propostos procedimentos computacionais diferentes e tém sido desenvolvidos varios modelos
para estimar a distribuicdo do tamanho de poro baseados nos diferentes modelos de poro
(cilindrico, esferas compactadas,...). Eles estdo baseados na equacdo de Kelvin e todos estdo

relacionados ao conhecido procedimento Barret, Joyner e Hallenda (BJH).

O método permite a utilizacdo da curva de adsorcao ou dessorcdo da isoterma. A isoterma
de dessorcdo é preferida porque esta isoterma corresponde a mais baixa energia, portanto, um

estado mais estavel *°

. Quando é usada a curva de dessor¢do da isoterma, a quantidade
dessorvida do gas é devida a evaporacao do liquido, ou dessor¢do de uma multicamada. A partir
dos valores de volume de gas adsorvido ou dessorvido, Va, da pressdo relativa, P/Py, obtidos
experimentalmente, e do diametro de poros calculado a partir da equacdo de Kelvin, podem-se
construir as curvas de distribuicdo de tamanho de poros. O modelo de BJH pode ser aplicado na
faixa de 0,42 até 0,995 P/Py da isoterma e ndo se aplica aos microporos. Nao se pode avaliar
macroporos com suficiente precisdo a partir das isotermas de nitrogénio. Isso quer dizer que a
aplicacdo da equacdo de Kelvin nas isotermas de nitrogénio é experimentalmente limitada para a
faixa do tamanho de mesoporos. Os calculos envolvem algoritmos pelo fato da condensacgéo
capilar e espessura das multicamadas serem consideradas na mesma faixa de P/Py *°. O volume
especifico de poro, sV (mL/g) é a quantidade de vapor adsorvido na pressdo relativa de 1,

assumindo que os poros sdo cheios com liquido adsorvido, que preenche o volume total dos



poros por grama de adsorvente. A distribuicdo do volume de poro pode ser feita através de

tratamentos matematicos complexos.

Em relacdo aos processos que ocorrem nos limites de fase: sélido-gas e sélido-liquido, a
superficie especifica é entendida como a superficie acessivel as moléculas de gés ou liquidos e
engloba a superficie externa de um corpo so6lido, bem como a sua superficie interna produzida
por sua porosidade. E definido como a superficie real do adsorvente por unidade de massa e é
geralmente expressa em m?/g. A area de superficie especifica e o raio médio dos poros sdo
inversamente proporcionais. Uma grande superficie especifica indica a presenca de pequenos
poros, enquanto pequenos valores de superficie especifica sdo caracteristicos de macroporosos e

materiais ndo porosos *.

Os chamados adsorventes amorfos — carvdo ativado, silica gel e alumina - apresentam
areas especificas entre 200-1000 m?/g, e uma faixa de distribuicdo de tamanho de poros bem
ampla, enquanto que as peneiras moleculares, em sua maioria zeoélitas, apresentam um tamanho
de poro de ordem de grandeza molecular definido pela estrutura cristalina, que praticamente néo
varia, podendo ser seletivo para moléculas especificas **%. Atualmente, a fim de reduzir custos,
aumentar a capacidade de adsorcdo e regenerar os adsorventes, a silica gel, zedlita e carvao

ativado tornaram-se os adsorventes porosos mais utilizados, Figura 2.

Figura 2: Micrografias e estruturas basicas dos adsorventes porosos mais comuns utilizados 2.



A capacidade de adsorcdo do vapor de adgua da silica gel é devido a sua estrutura porosa
fisica e a grande area superficial. Pode absorver 50 % da sua massa de vapor sem alterar a sua
massa inicial. A capacidade da adsorcdo da silica gel aumenta quando a polaridade aumenta.
Uma hidroxila pode adsorver uma molécula de dgua. Cada tipo de silica gel tem apenas um tipo
de poro, que geralmente é confinado em canais estreitos. Os didmetros de poros da silica gel
comuns sdo de 2 a 3 nm (Tipo A) e 7 nm (Tipo B), e a area superficial especifica é de cerca de
100-1000 m?/g. A silica gel Tipo A é um gel de silica de poro fino que possui uma grande &rea
de superficie interna. Possue uma alta capacidade de adsorcdo de 4gua em baixa umidade e €

utilizada como um adsorvente no sistema de resfriamento de adsorgéo 2.

O Tipo B contém poros grandes, adsorvendo vapor de agua em baixas temperaturas e
libera em calor elevado, sendo mais indicado para sistemas projetados para dessorver vapor de
agua em alta umidade e adsorver em baixa umidade. A silica gel do tipo C é conhecida como
silica gel de poros amplos disponivel em esferas, este tipo também funciona como um bom
adsorvente em sistema de refrigeracdo de adsorcdo. E importante comparar a capacidade de
adsorcéo de diferentes tipos de silica gel, pois isso ajuda a determinar qual silica gel apresenta o

melhor desempenho para as diferentes aplicacdes %.

A zedlita é um material adsorvente altamente poroso, que pertence a classe dos silicatos de
alumina. Esses adsorventes sdo caracterizados por uma estrutura tridimensional de poros. A
correspondente estrutura cristalografica é formada por cristais de 6xido de aluminio (AlO,) e
oxido de silicio (SiO,). Estes cristais sdo a base estrutural para varias zeolitas, como as zedlitas
A e X, comuns adsorventes utilizados na aplicacdo do sistema de refrigeracdo por adsorcdo. A

porosidade da ze6lita é entre 0,2 e 0,5 nm. Existem cerca de 40 tipos de zedlitas %.

A estrutura do carvao ativado é mostrada na Figura 2. A area especifica do carvéo ativado
esta entre 500 e 1500 m?/g, com valores de porosidade menores que 2 nm até maiores que 50
nm. A estrutura da rede de poros do carvdo ativado é composta de canais irregulares, que tém
maior area de poros na superficie do grdo e area de poros estreitos dentro do grdo. A diferenca
entre o carvdo ativado e outros tipos de adsorvente é a caracteristica da superficie. Toda a
superficie do carvao ativado & coberta por uma matriz de Oxido e por alguns inorganicos
materiais e, portanto, é apolar ou tem uma polaridade fraca. O calor de adsor¢do de pares de

carbono ativado é menor que o de outros tipos de pares adsorventes fisicos **°.



2.2 POROSIDADE

Porosidade refere-se a fracdo de volume de poros ou espagos vazios, podendo este espaco
vazio ser preenchido com um ou mais fluidos. Basicamente, 0s poros em materiais porosos

podem ser divididos em trés grupos como ilustrado na Figura 3.
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Figura 3: Tipos de poros encontrados em materiais porosos 2%,

O estagio final do processo de adsorcdo, envolvendo condensacdo nos poros, também
fornece algumas informacdes sobre o formato dos poros. Onde os poros sdo cilindricos, um
menisco cuja forma € desenvolvida a partir da superficie da esfera seria formada na extremidade
do capilar. No instante em que a condensacéo capilar inicia, o nivel de liquido aumenta enquanto
0 raio da curvatura do menisco permanece inalterado. Todo o capilar € preenchido com o liquido
a pressao constante, que é visto como uma se¢do de linha reta da isoterma paralela ao eixo que
representa o volume do adsorvato e perpendicular ao eixo de pressdo relativa. Neste caso, a parte
final da isoterma de adsorcdo é paralela ao eixo determinando os valores de pressao relativa, o
que resulta do fato de que um aumento na pressdo ndo causa qualquer aumento adicional do

volume de adsorvato 8.

As isotermas de adsor¢cdo dos granulos de amido ndo apresentam semelhante
comportamento, assim pode-se supor que 0s poros dos granulos de amido ndo possuem formato
cilindrico, e sim formato conico, Figura 4. Como resultado da adsorcéo de vapores na superficie
adsorvente, uma camada de adsor¢do com superficie concava serd formada nas paredes dos
poros conicos. A curvatura maxima desta superficie serd encontrada na extremidade mais estreita
do capilar. Um menisco com a sua forma desenvolvida a partir da superficie da esfera é entdo
formado, como no caso de poros cilindricos. A condensagdo capilar comega quando a pressao
dos vapores do adsorvato sobre a superficie atinge determinado valor. Como resultado, o

menisco € deslocado para 0 segmento capilar mais amplo e seu raio se torna maior. Os vapores
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de adsorcdo se condensardo novamente desde que a pressdo é aumentada. E por isso que a
porcao isotérmica representando a condensacao capilar apresenta comportamento de uma curva
onde o volume de adsorvato é aumentado com o aumento da pressao relativa. O mesmo

processo, embora em ordem inversa, é observado durante a dessorcéo 2.

L3 ¥
w
PiPo PIPo PlPo
(a) (b) (c)

Figura 4: Relacdo entre as isotermas de adsor¢éo e dessor¢édo e a estrutura capilar adsorvente: (a)
poros conicos, (b) poros cilindricos, (c) ambas as extremidades dos poros abertos 2.

Quanto ao tamanho de poros, estes podem classificar-se em trés categorias, conforme

sugere a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), Tabela 1%,

Tabela 1: Classificacdo dos poros conforme seu tamanho *°.

Tipo de poro Diametro médio Funcéo principal

Microporos <2nm Contribuem para a maior parte da area
superficial que proporciona alta
capacidade de adsorcdo para moleculas
de dimensdes pequenas, como gases.

Mesoporos 2nma50nm Sdo importantes para a adsorcdo de
moléculas médias, corantes.

Macroporos >50 nm Sdo normalmente considerados sem
importancia para a adsorcao.
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A distribuicdo do volume de poros em fungéo do raio dos poros mostra como o grupo de
poros contribui & porosidade total do sistema. Devido & sua diversidade e desempenho, estruturas
hierarquicamente porosas tém atraido consideravel atencdo como uma importante familia de
materiais funcionais nos Gltimos anos. Geralmente, os materiais hierarquicamente porosos sao
altamente porosos, com alta area superficial, grande espacgo acessivel, baixa densidade, variavel
composi¢do quimica e porosidade interconectada em diferentes escalas de comprimento. Estas
caracteristicas sdo muito favoraveis para a retencédo de luz, transporte de elétrons, ions e cargas e
difusdo de massa, conferindo-lhes importancia tecnoldgica no armazenamento e conversdo de

energia, catalise, fotocatalise, adsorcao, separacio, deteccio de gés e biomedicina 3.

A natureza vem produzindo materiais inorganicos e compdsitos hibridos com uma
eficiéncia notavel por milhdes de anos fazendo uso de estruturas hierarquicas. A construcdo de
materiais que apresentam estruturas hierarquicas complexas € um desafio particularmente
interessante para os cientistas de materiais. O imperativo desenvolvimento de novas abordagens
para fabricar sistemas hierarquicos bi, ou mesmo sistema tri-modais porosos revela possiveis

procedimentos e métodos para preparar este tipo de material 2.

O termo "zedlitas hierarquicas" € geralmente empregado para se referir a materiais
zeoliticos de porosidade hierarquica com pelo menos dois niveis de poros. Isso significa que as
zellitas hierarquicas possuem, além dos microporos zeoliticos tipicos e uniformes, uma
porosidade secundaria. Este ultimo pode consistir em poros com diferentes tamanhos que se
estendem de supermicroporos a mesoporos ou mesmo macroporos. No entanto, na maioria dos
casos, a porosidade secundaria encontra-se dentro do intervalo mesoporo, com o tamanho do
poro dependendo fortemente da estratégia de sintese que esta sendo empregada. De modo geral,
as zeolitas hierarquicas exibem vantagens quando comparadas com as convencionais. Este fato é
especialmente notavel no caso de reacBes que ocorrem com a participacdo de grandes
compostos. Isso pode ser realmente considerado como a consequéncia geral de uma série de

efeitos derivados da presenca dessa porosidade secundaria, que sao listados da seguinte forma:
1) Redugdo das limitacGes estéricas para converter moléculas volumosas;
2) Aumento na taxa de difusdo intracristalina;
3) Variacdo da seletividade para os produtos-alvo;

4) Diminuicéo do efeito de desativacéo do coque **.
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2.3 BIOPOLIMEROS PARA O “FOOD DESIGN”

Os biopolimeros ndo sdo materiais recentes, foram pesquisados e desenvolvidos nos anos
de 1930 e 1940, porém nessa época sua utilizacdo para fins comerciais era muito restrita. Os
biopolimeros podem ser divididos em dois grupos: polimeros naturais e polimeros produzidos

por sintese quimica; e assim classificados de acordo com sua origem 3, Tabela 2.

Tabela 2: Classificacdo dos biopolimeros *.

Origem do Exemplos de
biopolimero biopolimeros
Fontes renovaveis | Polissacarideos: amido,

celulose

Proteinas e lipideos:
animal (colageno,
caseina), vegetal (soja,
glaten)
Microorganismos Polihidroxialcanoatos
(PHAs), ex. PHB, PHBV

Biotecnologia Poliactides, Poli(acido
latico) (PLA)
Petroquimicos Policaprolactona (PCL),

poliesteramida (PEA) e
copoliéster alifatico e
aromatico

Segundo a norma ASTM D883-99 da American Society for Testing and Materials,
biopolimeros ou polimeros biodegradaveis sdo plasticos que podem ser convertidos em gas
carbdnico, metano e componentes celulares microbianos entre outros produtos, quando em
presenca de micro-organismos de origem natural tais como bactérias, fungos e algas. Neste

36

contexto, para Stevens *° a definicdo de biopolimeros € condicionada por trés parametros

basicos: producdo a partir de matérias renovaveis, utilizacdo de processos amigos do ambiente e

biodegradabilidade. J& Vilaplana, Strémberg & Karlsson '

consideram que a definicdo de
biopolimeros envolve materiais derivados de biomassa, ou seja, materiais de origem bioldgica.
Desta maneira, sdo vistos como polimeros de mondmeros derivados de qualquer sistema
biolégico ou organismo vivo. Geralmente sdo unidades repetidas de glicose ou aminoacidos ou

produtos fermentativos (poliésteres alifaticos) de residuos agricolas.

Polissacarideos e proteinas, como o amido, o colageno, a gelatina, o alginato, a celulose e a
quitina, sdo as duas maiores classes de biopolimeros alimenticios. Biopolimeros naturais
renovaveis sdo compostos atrativos, principamene baseados em polissacarideos, pois podem

reduzir e, até mesmo, substituir o uso de produtos sintéticos, Figura 5 %,
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Figura 5: Biopolimeros naturais renovaveis %,

Para exibir a funcionalidade desejada no produto final, estes biopolimeros devem ser
cuidadosamente projetados e manufaturados, os chamados materiais feitos “sob encomenda” 39
Ha uma tendéncia crescente em direcdo ao desenvolvimento racional de produtos inovadores
para a industria alimenticia. A principal justificativa para este cenario é o nimero limitado de
ingredientes legalmente permitidos para utilizacdo em alimentos. Para o design de ingredientes
biopoliméricos novos, pesquisadores devem selecionar um biopolimero apropriado e as
metodologias a serem seguidas para realizar modificacdes na estrutura da matéria, ou seja, sdo
projetados para usos especificos, assim, podem proporcionar solu¢bes com maior intensidade de

desempenhos *#4°,

Além disso, atencdo especial tem sido voltada a minimizagdo ou reuso de residuos e ao
estabelecimento de novos usos de produtos e subprodutos agropecuérios em substituicdo aos
recursos nao renovaveis. Em razdo disso, a quimica verde, quimica limpa ou quimica
autossustentavel ja é realidade, especialmente em paises com industria quimica bastante

desenvolvida e que apresentam controle rigoroso na emiss@o de poluentes. Um bom exemplo € a
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adocgdo crescente do conceito de biorrefinaria, cuja ldgica é anéloga as refinarias de petréleo e
integra processos visando a valorizacao total da matéria-prima *.

Biorrefinaria € uma unidade produtiva que constitui a geracdo de energia e produtos de
valor agregado elevado a partir de biomassa. O conceito de biorrefinaria € fundamentado na
conversdo integral de recursos renovaveis como fonte de macromoléculas a exemplo da celulose,
hemicelulose, lignina, pectina, taninos, amido, acidos graxos, colageno, quitosana, corantes
naturais e outros constituintes quimicos, em produtos processados com valor agregado (energia,
produtos quimicos, biomateriais e alimentos). Esse conceito preconiza ainda a minimizagao dos
impactos ambientais e maximizagdo do uso do recurso renovavel, considerando o ciclo de vida
dos produtos obtidos .

A biomassa é convertida em uma variedade de produtos, com pouco desperdicio e
emissdes, trazendo novas oportunidades de ganho. O processo envolve um conjunto de rotas
tecnoldgicas capazes de fracionar, extrair, separar e converter a matéria-prima em diferentes
produtos intermediarios ou finais, incluindo alimentos, produtos quimicos, biomateriais e
energia, maximizando os ganhos econdmicos, minimizando 0s aspectos ambientais negativos, e
melhorando a eficacia e sustentabilidade das cadeias agroindustriais.

O uso da analise do ciclo de vida (ACV) no desenvolvimento de produtos auxilia nos
empreendimentos, baseando-se no conceito de biorrefinaria por facilitar a identificacdo de
pontos criticos e a escolha de rotas tecnolégicas com menor potencial de impacto. O
conhecimento advindo com estudos de ACV em biorrefinarias permite a identificacdo de
materiais e fontes de energia, a escolha de processos de producdo, o design de produtos e a
identificacdo de estratégias de disposicdo de residuos que acarretam em menor impacto
ambiental. De forma geral, os residuos da agroindustria de processamento de produtos de origem
vegetal (frutas, oleaginosas, fibrosas, madeireiras, etc.) e origem animal (laticinios, avicultura de
corte, aquicultura, etc.) apresentam em suas composicdes diferentes constituintes, que abrem
muitas oportunidades de agregacéo de valor pela aplicacéo do conceito de biorrefinaria *.

A Politica Nacional dos Residuos Solidos (PNRS) que, por meio da Logistica Reversa
(LR), objetiva maximizar o uso dos recursos a partir da producéo sustentavel e revalorizacao de
residuos por meio da reinser¢do destes aos ciclos de producgdo. Se o residuo for reinserido em um
ciclo produtivo distinto do original, um ciclo reverso aberto é definido. Por tratar do retorno de
materiais, a LR relaciona-se a satisfacdo dos clientes, com garantia de sustentabilidade
empresarial. Nas empresas, gestores percebem o impacto da LR na relacdo com clientes e

pUblico geral, pelo reflexo de sua imagem .
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2.4 AMIDO DE ARROZ

Segundo Brondani et al. *°

o arroz foi, provavelmente, o principal alimento e a primeira
planta cultivada na Asia, ha cerca de 5.000 anos com as mais antigas referéncias do arroz
encontradas na literatura chinesa. Existem na literatura duas formas silvestres do arroz cultivado:
a espécie Oryzarufipogon, procedente da Asia Ocidental, originando a Oryza sativa e a
Oryzabarthii, derivada da Africa Ocidental, dando origem & Oryzaglaberrima. O género Oryza é
0 mais rico e importante da tribo Oryzeae e representa 23 espécies, espalhadas pelas regides
tropicais da Asia, Africa e Américas.

No continente americano, o Brasil é apontado por alguns autores como o primeiro pais a
cultivar o arroz. Os tupis guaranis chamavam o arroz de “milho d’agua” (abatiuaupé), e colhiam
nos alagados proximos ao litoral. Isso antes mesmo de conhecer o0s portugueses. Dizem que na
expedicdo de Pedro Alvares Cabral, apds uma peregrinacdo em solo brasileiro, traziam amostras
de arroz das grandes areas alagadas da Amazonas. A literatura afirma que em 1587, j& havia
lavouras arrozeiras na Bahia, e em 1745 no Maranhdo. Em 1766 surgiu a primeira descascadora

de arroz no Brasil na cidade do Rio de Janeiro, autorizado pela Coroa Portuguesa “.

A produtividade do arroz este ano estava estimada em 6.114 kg/ha, a segunda melhor da
série historica, inferior apenas a safra 2016/17, tendo em vista que apesar das condicbes
climaticas préximas do normal, elas ndo foram totalmente favoraveis no pais todo, como foi na

safra passada, Figura 6 *'.
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Figura 6: Evolucéo da producdo, utilizacdo e estoques do arroz

O Brasil é 0o maior produtor de arroz fora da Asia. Apesar de o arroz ser uma cultura

comum em quase todo o pais, a maior parte da producéo ocorre em 5 estados. O Rio Grande do

48

Sul destaca-se como 0 maior estado produtor de arroz no Brasil, sendo que a colheita da safra

2017/208 ja foi concluida, Figura 7. Com a confirmacdo dos resultados da safra 2017/18, a

produtividade média nesse levantamento foi ajustada para 7.851 kg/ha (3,2 % superior ao

levantamento anterior), seguindo tendéncia j& verificada desde margo, quando a expectativa que

era de produtividade ligeiramente inferior & média histdrica foi substituida por produtividade

superior. Assim, esse resultado é um dos melhores ja verificados no estado *'.
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(mil Toneladas)
Producdo Nacional 11532 100,0
Principais estados produtores
Rio Grande do Sul 7.947 68,9
Santa Catarina 1.135 9,8
Tocantins 688 6,0
Mato Grosso 469 41
Maranhao 312 2,7
Total 10.552 91,5
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Figura 7: Mapa da producgéo do arroz no Brasi

A producéo projetada para 2027/28 é de 11,9 milhdes de toneladas, e um consumo de 12,2
milhGes de toneladas. Projeta-se um aumento pequeno da producdo de arroz nos préoximos 10
anos, 0,4 % de crescimento anual. Segundo técnicos da Embrapa os nimeros da projecdo de
producéo sdo realistas. Podendo aumentar de forma mais significativa se o Brasil conseguir uma
inser¢do mais expressiva no mercado internacional deste produto, no qual atualmente apenas 8 %
da producdo global é exportada. O consumo de arroz nos préximos anos deve manter-se
constante ou diminuir. Para os especialistas do setor, 0 consumo projetado parece adequado a
realidade atual, ainda que os célculos de consumo aparente per capita tenham demonstrado
quedas nos ultimos anos. Para mudar essa tendéncia de longo prazo, somente se o Brasil
conseguir desenvolver novas formas de utilizacdo e consumo de arroz (produtos elaborados a
partir de grdos de arroz, o que depende de pesquisa e desenvolvimento e, sobretudo da industria

se interessar pelo assunto, fato que n&o se percebe hoje) *.

O gréo de arroz antes de ser entregue ao consumidor passa por um processo de
beneficiamento. Existem trés formas de beneficiamento do arroz, que s&o: branco, parboilizado e

integral *°. A primeira etapa de beneficiamento é a separacéo da casca do resto do gréo, obtendo-
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se 0 arroz integral, que é removido aproximadamente 20 % da casca; esse processo é o que
menos prejudica o grdo em termos nutricionais >*. Apés a retirada da casca ocorre a brunicéo e o
polimento, que é um complemento da brunicdo. Nesta etapa sdo retirados o embrido total ou
parcial, e uma parte da pelicula que recobre o grdo integral. No polimento ocorre a formagéo do
farelo do gréo, provocando a separacdo do gérmen e das camadas por abrasdo para se obter o
arroz branco. Com isso o produto ganha aspecto de maior cotacdo comercial, com uniformidade
e brilho nos gréos. Segundo Castro et al. *?, Figura 8, o farelo corresponde a aproximadamente 8
% do volume do produto em casca. Logo apds, ocorre a separacdo das fracbes de graos
quebrados (aproximadamente 14 %) e inteiros (em torno de 58 %), bem como a classificacdo dos

grdos quebrados em grandes, médios e quirera >3

Arrozem Casca
[lm Ke)
Casca Arroz Integral
(20 Kz) Iﬂﬂ Kz)
Arroz Brunlr.io Farelo
(72 Kz) (8 Kg)
Arroz Inteiro Arroz Quehrado
{53 Kz) (14 Kg)

[ Quebrado Médio ] [ Quebrado Grande J [ Quirera J

{5 Kz} {6 Kg) (2 kg

Figura 8: Quantidades aproximadas de produtos e coprodutos obtidos a partir do beneficiamento
do arroz em casca 2

Os coprodutos do beneficiamento sdo a casca, o farelo e os grdos quebrados. De acordo
com a Instrucdo Normativa n° 6, 16 de fevereiro de 2009, a quirera é o fragmento do arroz que
pode passar pela peneira de furos circulares de 1,60 mm de didmetro, e o gréo quebrado é uma

parte do gréo de arroz descascado e polido que fica retido na mesma peneira. Faz parte desta
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categoria (arroz quebrado ou quirera) todo o produto que na sua forma original apresenta mais de

50 % de fragmentos de arroz da categoria predominante **,

A preferéncia do consumidor de arroz é obter um produto uniforme com baixo conteudo de
grios quebrados ou danificados *2. A quebra durante o processo afeta o valor do produto no
mercado, que é um fator determinante de aceitacdo. E de grande interesse comercial que o
beneficiamento tenha obtencdo de um maior nimero de grdos inteiros para que seu valor

econdmico seja maior.

Um dos critérios determinantes para o beneficiamento do arroz é o brunimento, etapa
determinante para conferir qualidade ao arroz. Essa etapa se da por abrasao, pelo contato dos
grdos contra uma superficie aspera em movimento. Quase a metade desses graos quebrados
provem dessa operacéo de brunimento *°. A quebra do arroz durante o brunimento pode ocorrer
por diversos fatores tais como, grdos gessados, secagem muito rapida, grdos imaturos,

distribuicdo da umidade nos gréos e fissuras ocorridas antes da colheita °.

Atualmente, a quirera de arroz é muito usada na alimentacdo animal *’. O continuo
aperfeicoamento das condic@es higiénicas de recolhimento e armazenagem de coprodutos para a
padronizacdo, normatizacdo e regulamentacdo das caracteristicas de qualidade e identidade
comercial, incentiva o aproveitamento para o setor produtivo. Isto é importante para as entidades

que trabalham com pesquisas e novas tecnologias aperfeicoar essas condi¢des higiénicas.

O arroz é constituido principalmente de amido, apresentando quantidades menores de
proteinas, lipideos, fibras e cinzas. Entretanto, a composicdo do grdo e de suas fracbes esta
sujeita a diferencas varietais, variacbes ambientais, de manejo, de processamento e de
armazenamento *°. Silva et al. > relatam que o arroz quebrado e a quirera de arroz contém uma
composi¢cdo nutricional bem proxima aos valores nutricionais do arroz branco polido. A
composicdo nutricional do arroz branco em 100 gramas de amostra é composta de 11,1 % de
umidade; 7,5 % de proteinas; 0,3 % de lipidios; 2,1 % de fibras; 78,9 % de carboidratos; 2,1 %
de cinzas e 349 kcal.

O amido vem sendo muito estudado pelas industrias de alimentos que estdo interessadas
no desenvolvimento de espécies que produzam amidos nativos com caracteristicas fisico-
quimicas especiais. O amido pode conferir textura, facilitar o processamento, servir como
espessante, fornecer sélidos em suspensdo e proteger os alimentos durante o processamento. O
amido de arroz é utilizado como ingrediente em varios alimentos e produtos industriais, tais

como, sobremesas, produtos de panificagdo e substituto de gorduras ®°.
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O procedimento para isolar amido de arroz depende principalmente das diferencas no
contetdo de proteinas e propriedades do amido proveniente de cada fonte boténica, portanto, é
diferente do procedimento para extrair amido de milho, trigo e batata. As proteinas presentes no
grdo de arroz estdo fortemente associadas com a superficie do granulo de amido dificultando
assim sua remocdo, podendo ser observada sua especificidade morfoldgica na Figura 9 quando

comparado com outros cereais °*.
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Figura 9: Micrografias de microscopia eletronica de varredura de granulos de diferentes amidos
nativos, (a) amido de arroz, (b) amido de trigo, (c) amido de milho, (d) amido de mandioca, (e)
amido de batata ®.

A separacdo das proteinas do amido nativo de arroz pode ser conduzida através de
tratamento quimico (alcalino) ou enzimatico (protease) *. Para o processo de extragdo do amido
ser eficiente, as substancias como lipidios, proteinas e sais minerais devem estar em pequenas
quantidades na sua composicdo. Quanto menor o teor dessas substancias, mais eficiente sera o

método de extracdo e purificacdo do amido e melhor a qualidade do produto ®*

O amido € uma substancia de alta massa molar, cuja capacidade hidrofilica é determinada
pela presenca de grupos hidroxila (OH) fortemente polares. Um homopolissacarideo composto
por cadeias de amilose (massa molar tipicamente da ordem de 250000 Daltons) e amilopectina

(massa molar varia entre 50 e 500 x 10° Daltons) ®* Figura 10.
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Figura 10: Estrutura quimica da amilose (A) e da amilopectina (B) ®

A amilose é um polimero linear em que as unidades de a-D-glicose séo conectadas através
de ligagdes glicosidicas o (1,4), ja a amilopectina ¢ uma macromolécula ramificada contendo
seguimentos lineares ligados através de ligagdes glicosidicas a (1,4) e pontos de ramificagdo
através de ligacdes glicosidicas a (1,6) ° . Os angulos torcionais @ (phi), ¥ (psi) e Q (dmega)
das ligacdes glicosidicas definem a conformacdo da complexa estrutura do amido, Figura 11.
Esses polimeros, em funcdo de aspectos fisico-quimicos e da sua relacdo amilose/amilopectina,
podem alterar a digestibilidade, o grau de cristalinidade, o tipo de processamento e as interacfes
com outros constituintes "* Normalmente a proporcdo de amilose/amilopectina em cereais é de
1/3 ",
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Figura 11: Estrutura molecular da amilose (esquerda) ¢ da amilopectina (direita). @, ¥ e Q
representam os angulos torcionais das ligagdes glicosidicas .

O teor de amilose é usado para avaliar a qualidade dos gréos de arroz. As proporc¢des em
que estas cadeias aparecem diferem entre gendtipos, podendo-se classificar os grdos como ceroso
(0-2 % de contetido de amilose) e regular ou comum com contetdo de amilose muito baixo (2-12
%), baixo (12-20 %), intermediério (20-25 %) e alto (>25 %) " '®.

A amilopectina é, estrutural e funcionalmente, a mais importante das duas fracdes, pois
sozinha é suficiente para formar o granulo. Quanto a amilose, acredita-se que esteja localizada
entre as cadeias da amilopectina e aleatoriamente entremeada entre as regides amorfas e
cristalinas, Figura 12. As moléculas de amilose maiores estdo concentradas no centro do granulo
e, provavelmente, participam das duplas hélices com a amilopectina, enquanto as moléculas
menores presentes na periferia ”°. A refracdo das regides cristalinas resulta no modelo tipico de
Cruz de Malta, o que caracteriza a orientacdo radial das macromoléculas. Essa propriedade de
birrefringéncia € devida ao alto grau de orientacdo molecular interna, ndo tendo qualquer relacéo
com a forma cristalina em particular. Geralmente os granulos de amido nativos contém entre 15

% e 45 % de material cristalino /"
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Figura 12: Representacio esquematica da organizacao interna do granulo de amido .

Enquanto amidos com alto contetdo de amilose sdo habeis na formacdo de gel ou manter
sua estrutura quando moldados, amidos sem amilose intumescem, mas ndo formam gel. Amidos
com alto percentual de amilopectina espessam uma mistura, porém ndo conseguem formar um
gel porque, ao contrario da amilose, as moléculas de amilopectina ndo se associam
impossibilitando o surgimento de ligacGes quimicas. Assim, conteudo alto de amilopectina
resulta em pasta de amido mais viscosa (ndo gel) e contetdo alto de amilose resulta em forca de
gel °.

Além da sua importancia nutricional, 0 amido apresenta importante papel tecnoldgico em
alimentos processados. Na forma nativa o0 seu uso é mais restrito devido a algumas propriedades
indesejaveis, tais como: insolubilidade em 4&gua fria, instabilidade frente a ciclos de
congelamento e descongelamento e tendéncia a retrogradacdo. Porém, estas podem ser
melhoradas através de métodos biolégicos, fisicos, quimicos e enziméticos 2*®. Como os
processadores de alimentos preferem ndo usar a designacdo no rétulo de amido modificado
quando séo utilizados amidos alterados quimicamente, ha um interesse consideravel em fornecer

amidos com funcionalidades desejadas que ndo foram quimicamente modificados 2.

Em termos simples, a modificagdo quimica envolve a introducdo de varios grupos
funcionais na estrutura do amido, tais como carboxila, acetila, hidroxipropila, amina e amida.

Geralmente, a modificacdo quimica pode ser classificada como reticulacdo, enxerto, oxidacao,
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esterificacdo, eterificacdo e assim por diante. A presenca de grupos funcionais especificos
aprimora e atende as diferentes demandas de aplicacdes ®. J&4 a modificagdo quimica por
tratamento acido rompe as ligagdes glicosidicas das cadeias a-glucanas afetando desse modo a

estrutura e as propriedades do amido nativo, Figura 13.
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Figura 13: Modificacdes realizadas no granulo de amido nativo .

A modificacdo fisica inclui pré-gelatinizacdo, moagem, extrusdo, solubilizacdo, etc. O
tratamento através do controle da umidade e calor leva a interagdes e reassociacdes das cadeias
de amilose e amilopectina, que afetam as propriedades do amido nativo. O ultrassom também
pode ser usado como método fisico para modificar as propriedades dos amidos nativos . Por ser
um material heterogéneo apresentando microestrutura sofisticada com transi¢cdes multifasicas, o
processamento téermico de materiais a base de amido é muito mais complexo quando comparado
aos polimeros convencionais ®. J&4 os amidos biologicamente modificados sdo amidos que
sofreram ateragcdes nas condic¢des de crescimento da planta, selecdo da variedade da semente ou

expressdo genética e rota bioquimica &'

No processo convencional enzimatico, solugdes aquosas contendo concentragdes de 15 a

35 % de amido sdo gelatinizadas a 105 °C ocorrendo a ruptura fisica do granulo e a abertura da
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estrutura cristalina para posterior acdo da enzima, Figura 13. A hidrdlise direta do amido em
temperaturas de sub-gelatinizacdo tem sido conduzida como uma maneira de reduzir os
problemas com viscosidade e custos associados com as altas temperaturas requeridas para o
processo de gelatinizacdo %%, Entretanto, a acdo das enzimas em granulos de amido nativo ndo
é tdo eficiente quanto em amidos gelatinizados *. Recentemente, Benavent-Gil & Rosell *
observaram que os amidos a base de cereais sdo mais suscetiveis a hidrélise enzimética do que

os amidos de tubérculos.

2.5 AMIDO POROSO

Amido poroso pode ser obtido por hidrélise das regides amorfas de granulos de amidos
com enzimas. Isto ocorre porque a regido amorfa é relativamente exposta e acessivel na
superficie dos granulos ">#°929 Geralmente, as enzimas podem corroer a superficie do granulo
todo ou parte dele (exocorrosao) ou digerir canais de pontos selecionados sobre a superficie em
direcdo ao centro do grénulo (endocorrosdo). Além disso, cinco padrdes de ataque de enzimas ja
foram identificados até o0 momento: buracos de alfinete, erosdo esponjosa, numerosos buracos de
tamanho médio, distintos locais levando a buracos Unicos em granulos individuais e erosdo de
superficie 294%,

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos derivados de organismos vivos, tais como fungos e
bactérias e sdo muito especificas em suas rea¢es. Em 1816, Kirchoff descobriu que as enzimas
poderiam converter amido em “actcar”, desta maneira o uso de enzimas ndo € novo para a
indUstria do amido. As enzimas mais comuns para a modifica¢do de amido incluem a-amilase, -

amilase, glucoamilase, pululanase e isoamilase ®.

A a-amilase é uma endoamilase, hidrolisando randomicamente as ligacdes glicosidicas
a(1,4) internas das cadeias polissacarideas e a B-amilase é uma exoamilase, clivando as ligacoes
glicosidicas o (1,4) das extremidades ndo redutoras da cadeia de amido. A glucoamilase
(amiloglucosidase) ¢ uma exoamilase, podendo ndo somente hidrolisar as ligagcdes glicosidicas
a(1,4) como também as ligagdes glicosidicas a (1,6) das extremidades nao redutoras da cadeia do
amido e as pululanases e isoamilases sdo enzimas desramificantes que hidrolisam

exclusivamente a (1,6) ligacdes glicosidicas, deixando os polissacarideos lineares longos, Figura
14 %6-98

26



C ‘2—-\ ; u — a-, -, y-
I\_JC\ 1, (;) ;‘;’J A ciclodextrinas
/ ’;’) C_JI A c
N Q% /
Kj)-\ Q\ Ciclodextrina
~C Ay g licosiltransferase
N o000 9
. s (O
NMOIONG)
r‘Q_JT RON O
p— '4(- N
R O T B .
- --x._\__j_'fr-\_ = @) /,/ Oy ® (@@ Panose
Endoamilases ) e D . Maltose
- L . - Y
— P [ (C) Enzima ,..-"’7 (3_(;*
\_) / \&_ 4 fioad T - Isopanose
(A) a-amilase — T esramincadora Hidrolase pululano C-q\ .
(A) il — e,
. e _— Tipo | Il el -
a-(1,4)ligaces / Exoamilases > gy PO ® ’%ﬁ
; \\~ P T e - Maltotriose
| — ) | T
i _” '\ E”Z_']:”E‘ S | ( Puliitanase I1
[ (B) - : = 'S
/ B) p-amilase Glucoamilase ramineadora f f \'“‘x_$ ‘-—)C—\
N o a-(1,4)ligacdes 4 olucosid I ; g
- ) glucosidase | _ .
OO0 / a-(1,4) e a-(1, 6)ligaces ']|I f —~ A<. Maltotriose
O a-{1,8)ligacies ~4
:_. / | ? gac . Maltose
- —Y [
) () - \' |
: limi Ny {lsoamilase ) . G
Dextrina a- limitante o Y .'I || er-) Glucose
T
N L ’ Mqllose e Glucose ~ A @)
> (} 90 Dextrina B-limitante \_/(\') .
N ')
R R

Oligossacarideos lineares

@ O®

Glucose Maltose

Oligossacaridens lineares .

Figura 14: Representacdo esquematica da acdo das amilases, circulos pretos indicam agucares

redutores *°.

O grau de hidrdlise da glucoamilase é baixo quando comparado ao da a-amilase,

entretanto, a utilizacdo de um Unico tipo de enzima pode ndo hidrolisar o amido eficiente e

completamente. Varios estudos demonstram que ha um efeito sinérgico entre estas duas enzimas

689 A Figura 15 apresenta micrografias obtidas através de microscopia eletronica de varredura

de alguns amidos nativos € os mesmos apos tratamento com a-amilase e amiloglucosidase.
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.‘E;deonaﬂvooeugu (h) Amidgo hidrolisado de sagu

Figura 15: Micrografias de amidos nativos e hidrolisados utilizando mistura de a-amilase e
amiloglucosidase & 35°C por 24 horas .

A utilizagdo de uma mistura de o-amilase e amiloglucosidase com tempos de reacéo
enzimética variando de 12 a 30 horas demonstrou aumento na eficiéncia da hidrélise do amido
nativo de mandioca, milho, feijdo, batata doce e sagu, devido a acdo sinérgica destas duas

enzimas #1%°7% Zhang et al. 1% e Li et al. *®

estudaram sistematicamente as condicOes da
reacdo, incluindo a razdo da massa adicionada de a-amilase para a massa adicionada de
amiloglucosidase (Mq.amitase / Mamiloglucosidase), & razdo da massa total adicionada de enzimas para a
massa utilizada de amido (Menzima / Mamido), @ razéo do volume adicionado de solugdo tampdao
para a massa utilizada de amido (Vsolucao / Mamido), PH, temperatura e tempo da reagdo enzimatica.

Os autores concluiram que o tempo 6timo de reacdo enzimatica foi de 10 e 12 horas para amido
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de milho e mandioca, respectivamente. No entanto, poucas tentativas se concentraram na
reducdo do tempo de reacdo enzimatica associado a contribuicdo individual e combinada de

enzimas para a producao de amido poroso.

Gao et al. '™, Malucelli et al. 1% e Dhital et al. *® também identificaram variagdo
substancial nas propriedades dos amidos porosos em termos dos fatores extrinsecos, ou seja, as
condicdes especificas utilizadas na hidrélise enzimatica. Por outro lado, alguns pesquisadores
relataram a influéncia de fatores intrinsecos nas propriedades dos amidos porosos, por exemplo,
os amidos do tipo B sdo mais resistentes & hidrélise enzimatica do que os amidos do tipo A **"
10 Qutro fator também muito discutido é que granulos de amido da mesma espécie, mas
diferindo na relacdo amilose/amilopectina, sdo conhecidos por apresentarem diferentes
comportamentos de resisténcia enzimatica ***'****, Em outras palavras, a maioria dos estudos

mostrou os efeitos desses fatores separadamente.

2.6 APLICACOES DO AMIDO POROSO

Comparado com o amido nativo ou outro amido modificado, o amido poroso tem excelente
propriedade de adsorcdo devido a sua grande area superficial especifica. Pode ser utilizado, por
exemplo, como carreadores de aromas ***, probiéticos '*° e bioflavonoides *'°, como adsorventes
para fons de metais pesados '’ e corantes organicos *'® e como pré-tratamento para a preparagdo

119

de nanocristais de amido **° e esferas de carbono porosas *%.

Neste contexto, este bioadsorvente de recurso renovavel apresenta vantagens distintas
como atoxicidade, biodegradabilidade e impacto ambiental positivo **'%121122 Caracteristicas
importantes ja que o carvdo ativado e a silica sdo produtos severamente controlados pela
legislacdo de alimentos 2,

Além disso, o amido de arroz € hipoalergénico devido as proteinas presentes em sua
composicdo . Os produtos sem gliten sdo importantes para pessoas que sofrem de doenca
celiaca, uma enteropatia mediada pelo sistema imunoldgico que causa inflamagdo no intestino
delgado. E desencadeada pela ingestdo de prolaminas presentes no trigo, centeio e cevada em
individuos geneticamente suscetiveis. A doenga celiaca &€ uma das mais comuns intolerancias
alimentares e um disturbio comun ao longo da vida, afetando aproximadamente 1 % da
populacdo em geral *?°.

Em situagbes onde um aroma ou um oOleo essencial necessitam ser incorporados em

misturas em po para bebidas, bolos e biscoitos, um meio sélido é preferivel a uma forma liquida
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126 Por exemplo, aromas s&o de grande importancia na satisfacdo do cliente e afetam diretamente

no consumo de produtos alimenticios.

InteracBes entre compostos aromaticos e alimentos envolvem trés mecanismos: a
distribuicdo das moléculas arométicas entre as diferentes fases do produto alimenticio, a difusdo
das moléculas aromaticas através da matriz e as ligacdes das moléculas aromaticas com 0s
componentes do alimento. As ligacdes dos volateis com amidos sdo classificadas em dois tipos:
formacdo de complexo de inclusdo onde o composto aromatico fica aprisionado na dupla hélice
da amilose através de ligagbes hidrofobicas e interacbes polares envolvendo ligacGes de
hidrogénio entre os grupos hidroxil do amido e volateis *’.

A preservacao dos aditivos aromaticos € muitas vezes uma das principais preocupacoes dos
fabricantes de alimentos porque aromas sdo geralmente caros, volateis e dificeis de manusear. A
técnica de encapsulacdo proporciona uma eficaz protecdo contra reacdes indesejaveis e
evaporacdo durante o armazenamento e processamento. Tem havido uma crescente demanda por
amidos na encapsulagdo de aromas uma vez que podem ser facilmente modificados em derivados
com varias propriedades, como as ciclodextrinas, os amidos hidrolisados, os amidos OSA

(tratados com anidrido octenil succinico) e os amidos porosos *%.

Existem vérias vantagens na aplicagdo de amidos porosos na encapsulagdo de aromas. Em
primeiro lugar, o custo do processo de revestimento é baixo quando comparado com 0 processo
de secagem por atomizacdo (spray-dryer). Em segundo lugar, os aromas podem ser revestidos
para dissolver em solventes, 0 que ndo pode ser realizado em processo de secagem por
pulverizagdo .

No estudo de Buttery et al. **°

, 0 sucesso da adsorcdo de varios compostos aromaticos
volateis (limoneno, hexanal, octanol e benzaldeido) pelo amido poroso demonstrou que este
amido comestivel é potencialmente Util no transporte de aromas para aplicacdo em alimentos.
Além disso, Weirong & Huiyuan **° investigaram a adsorc&o de aroma de café em amido poroso.
A capacidade de adsor¢do do amido poroso para o 6leo de café atingiu o ponto de saturagdo apos
30 minutos em contato a 70 °C, enquanto que o 6leo de café adsorvido foi completamente
liberado apds aquecimento a 130 °C durante 10 minutos. Aproximadamente 80 % de aroma de
café ficou retido no amido poroso quando exposto ao ar a temperatura ambiente durante 2

semanas, o que foi muito mais lento do que o amido natural

Belingheri et al. *%®

compararam o diacetil encapsulado em amido poroso comercial na
presenca de solventes com varias polaridades, ao processo de secagem por pulverizacdo. Alta

eficiéncia de carregamento inicial foi observada para todos os solventes utilizados, variando de

30



63 a 90 %, percentuais maiores do que 0s 53 % apresentados pelos produtos secos por
pulveriza¢do. O aroma encapsulado foi liberado segundo um padrdo continuo ao longo de um
longo periodo de armazenagem, com retencdo do aroma de 15 a 40 % em 60 dias. Observou-se
também que os solventes mais polares, propilenoglicol e etanol proporcionaram as menores
perdas de aroma durante 0 armazenamento, indicando que a polaridade do solvente é um fator
critico na determinacédo da eficiéncia de encapsulacdo de aromas.

Pure-Dent B730 produzido pela Grain Processing Corporation é um amido modificado de
milho. Em 2011 quando foi lancado no setor alimenticio era o Gnico amido modificado com alta
absortividade de materiais aquosos e ndo aquosos, sua estrutura apresentava maior area de
superficie, sendo o material adsorvido internalizado nos granulos de amido. A Figura 16 mostra

a aparéncia de trés adsorventes apds adsorcéo de lecitina de soja ™.

Figura 16: Lecitina (33 %) em contato com (a) maltodextrina, (b) amido nativo de milho e (c)
Pure-Dent B730 3%,

Maltodextrinas sdo, por definigdo, hidrolisados amilaceos que consistem de unidades a-D-
glicose ligadas primariamente por a (1,4) ligagdes glicosidicas com um DE (equivalente de
dextrose) menor que 20 e formula geral [(CsH100s), H20]. Em termos de massa molecular, estdo
posicionados entre o amido e agUcar. O DE reflete o poder de reducdo do material, indicando
estabilidade e funcionalidade. De intensa aplicacdo na industria alimenticia devido ao baixo
custo, aroma neutro, alta solubilidade em &gua (75 %) e baixa viscosidade das soluges

formadas, a maltodextrina néo é considerada um adsovente e sim um agente de volume 32134,
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o0 amido poroso obtido através de hidrolise enzimética direta em temperaturas de

sub-gelatinizagdo a partir de amido de arroz e com vistas a sua potencialidade como

bioadsorvente.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Caracterizar dois amidos de arroz nativos comerciais com teores de amilose
diferentes através de microscopia eletrdnica de varredura (MEV), composicdo
centesimal (umidade, proteinas, lipidios, fibra bruta, carboidratos, cinzas), contetudo
de amilose, amido danificado, temperatura de gelatinizacdo (DSC), cristalinidade

relativa (DRX), potencial hidrogenidnico (pH) e potencial zeta;

Definir os parametros mais adequados da reacdo enzimatica para o desenvolvimento
dos poros no amido de arroz nativo (Menzima1/ Menzimaz € teMpo de reagdo) utilizando o
amido de arroz nativo ceroso comercial através da microscopia eletronica de
varredura (MEV), capacidade de adsorcdo de corantes (violeta de metila e azul de
metileno), porosimetria de nitrogénio, granulometria por difracdo a laser,
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), espalhamento
de raio X a baixos angulos (SAXS), calorimetria diferencial de varredura (DSC) e
potencial zeta;

Relacionar as metodologias analiticas utilizadas para a caracterizacdo da porosidade
obtida nos granulos de amido ap6s hidrélise enzimética direta em temperaturas de

sub-gelatinizagcdo com a hierarquia de poros;

Verificar a influéncia da classe de amilose do amido utilizando as duas amostras de
amidos de arroz nativos comerciais caracterizadas e do tipo de enzima e tempo de
reacdo na formacdo dos poros nos granulos de amido através da microscopia
eletronica de varredura (MEV), contetdo de amilose, amido danificado, difracdo de

raio X (DRX), espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),
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espalhamento de raio X a baixos angulos (SAXS), calorimetria diferencial de
varredura (DSC) e potencial zeta, determinando o valor da probabilidade;

Indicar interacdes entre os fatores intrinsecos (classe de amilose do amido) e fatores

extrinsecos (tipo de enzima e tempo de reacdo) através da determinacdo de
coeficientes de determinagéo e correlacéo.
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4 PARTE EXPERIMENTAL
4.1 MATERIAIS

Foram utilizadas duas amostras de amido de arroz, grau alimenticio, fornecidas pela
Clariant produzidas pela Beneo-Remy (Leuven, Bélgica); o produto comercial Remyline AX-DR
(amido nativo de arroz ceroso, ndo modificado e ndo-transgénico) e Remy DR (amido nativo de

arroz regular, ndo modificado e ndo transgénico), denominadas como C e R respectivamente.

Enzimas, a-amilase produzida por Aspergillus oryzae (Fungamyl 800L), 800 FAU/g e
amiloglucosidase produzida por Aspergillus niger (AMG 300L), 300 AGU/g fornecidas pela
Novozymes (Bagsvaerd, Dinamarca). Todos 0s outros reagentes utilizados foram grau analitico.

4.2 PREPARO DOS AMIDOS POROSOS DE ARROZ

Nos experimentos do primeiro estudo, os amidos porosos foram preparados de acordo
com 0 método proposto por Zhang et al. ** com algumas modificacdes. Exatamente 10 g de
amido de arroz nativo ceroso (C) foram suspensos em 80 mL de solucdo tampéao de acido
citrico/fosfato dissédico pH 5,5, com uma certa quantidade de enzima sendo adicionada por um
tempo determinado, Tabela 3. As amostras foram mantidas numa incubadora com agitacdo de
120 rpm e temperatura controlada de 50 °C. Em seguida, uma solugdo de hidroxido de sédio
0,1M foi adicionada para inativar as enzimas e finalizar a reacdo através do ajuste do pH das
suspensdes para 10. As amostras foram centrifugadas durante 5 minutos a 4000 rpm e 20 °C. Os
amidos foram lavados varias vezes com agua deionizada e centrifugados nas mesmas condi¢oes
citadas anteriormente. Foram neutralizados com solucgdo de &cido cloridrico 0,1M, secos a 40 °C
durante 48 horas em estufa de circulacdo forcada de ar e moidos para posterior caracterizacao.

Nove amidos de arroz porosos foram obtidos, conforme Tabela 3.
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Tabela 3: FormulagGes utilizadas para a obtencéo dos amidos porosos do primeiro estudo.

Formulacdo Enzima Tempo de reacdo
CAM3 0,925 mL Fungamyl 800L 3 horas

CAM6 0,925 mL Fungamyl 800L 6 horas

CAM12 0,925 mL Fungamyl 800L 12 horas
CAMG3 2,466 mL AMG 300L 3 horas

CAMG6 2,466 mL AMG 300L 6 horas
CAMG12 2,466 mL AMG 300L 12 horas
CAM+AMG3 0,463 mL Fungamyl 800L + 1,233 mL AMG 300L 3 horas
CAM+AMG6 0,463 mL Fungamyl 800L + 1,233 mL AMG 300L 6 horas
CAM+AMG12 0,463 mL Fungamyl 800L + 1,233 mL AMG 300L 12 horas

Nos experimentos do segundo estudo, foram utilizados 10 g de amido de arroz nativo

ceroso (C) e 10 g de amido de arroz nativo regular (R) e seguidos os procedimentos descritos

anteriormente. Doze amidos de arroz porosos foram obtidos, conforme Tabela 4.

Tabela 4: Formulages utilizadas para a obtencdo dos amidos porosos do segundo estudo.

Formulagéo Enzima Tempo de reagédo
CAM3 0,925 mL Fungamyl 800L 3 horas
CAM6 0,925 mL Fungamyl 800L 6 horas
CAMG3 2,466 mL AMG 300L 3 horas
CAMG6 2,466 mL AMG 300L 6 horas
CAM+AMG3 0,463 mL Fungamyl 800L + 1,233 mL AMG 300L 3 horas
CAM+AMG6 0,463 mL Fungamyl 800L + 1,233 mL AMG 300L 6 horas
RAM3 0,925 mL Fungamyl 800L 3 horas
RAMG6 0,925 mL Fungamyl 800L 6 horas
RAMG3 2,466 mL AMG 300L 3 horas
RAMG6 2,466 mL AMG 300L 6 horas
RAM+AMG3 0,463 mL Fungamyl 800L + 1,233 mL AMG 300L 3 horas
RAM+AMG6 0,463 mL Fungamyl 800L + 1,233 mL AMG 300L 6 horas
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4.3 CARACTERIZA(;AO DOS AMIDOS NATIVOS E POROSOS DE ARROZ
4.3.1 Composicao Centesimal

A composicao centesimal dos dois amidos de arroz nativos foi determinada de acordo com
os métodos analiticos da Association of Official Analytical Chemists **. A determinacdo da
umidade foi realizada pelo método de secagem em estufa de circulacdo de ar forcada a 105 °C
até peso constante, calculado através da perda de massa, método n° 925.10. O residuo mineral
fixo, cinzas, foi determinado por incineracdo em forno mufla a 550 °C, método n°® 923.03. Os
lipidios, matéria-graxa, foram extraidos com éter etilico através do uso do Extrator Soxhlet,
método n°® 920.39. A quantificacdo da proteina residual foi determinada pelo método Kjeldahl,
onde a amostra passa pelas etapas de digestdo acida, destilacdo e titulacdo, utilizando-se o fator
de correcdo % N x 5,95, protocolo 2055. O conteudo de fibra bruta foi determinado através de
digestdo acida e basica da amostra desumidificada e desengordurada, método n° 962.09. O teor
de carboidratos foi determinado por diferenca. A determinacao do potencial hidrogeniénico (pH)
a temperatura ambiente foi realizada em potenciémetro, previamente calibrado com solucdo
tampdo pH 4,0 e 7,0, em solugbes com concentracdo de 10 % de amostra, método n°® 943.02.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.3.2 Contetido de Amilose

Os amidos de arroz nativos e porosos foram caracterizados pelo conteddo de amilose por
método colorimétrico, onde uma amostra de 100 mg foi transferida para baldo volumétrico de
100 mL, sendo acrescida de 1 mL de alcool etilico 96 % GL e 9 mL de solucdo de hidréxido de
sodio 1 N e colocada em banho-maria a 100 °C por 10 minutos, sendo resfriada durante 30
minutos e o volume completado com agua destilada. De cada amostra, foi retirada uma aliquota
de 5 mL e transferida para baldo volumétrico de 100 mL, em que foi adicionado 1 mL de acido
acético 1 N e 2 mL de solucéo de iodo 2 % (p/v) preparada trés horas antes da andlise, sendo,

entdo, completado o volume de cada bal&do volumétrico com agua destilada.

Para a construcdo da curva padrdo, foi utilizado 40 mg de amilose pura (Sigma) submetida
ao mesmo procedimento utilizado nas amostras de amido de arroz. Foram retiradas aliquotas de
1,2,3,4,e5mL do baldo volumétrico e foram acrescidos de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1 mL de acido
acetico e de 0,4; 0,8; 1,2; 1,6 e 2 mL de iodo, respectivamente, completando-se o volume a 100

mL com &gua destilada. A leitura de absorbancia foi realizada em espectrometro Cary 60 UV-
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Vis (Agilent Technologies, Estados Unidos da América), 30 minutos apos adicdo da solucdo de

iodo a 610 nm 317,

4.3.3 Amido Danificado

Para a quantificacdo do amido danificado, em uma amostra de 9 g foi adicionado 45 mL de
solucdo tampdo acido acético/acetato de sddio e 50 mg de a-amilase, grau analitico, a mistura foi
colocada em banho-maria a 30 °C por 25 minutos. Apds, houve a adicdo de 3 mL de solucédo de
acido sulfarico 3,58 N e 2 mL solugdo de tungstato de sodio 12 % (p/v) e filtragdo. Para a
realizacdo dos calculos 0 mesmo procedimento foi seguido, porém sem a presenca da enzima. A
leitura dos sélidos soluveis totais, valor Brix, foi realizada imediatamente em refratbmetro PAL-

1 (Atago, Japao) previamente calibrado, utilizando a Equago 3 para expressar os resultados *.

(valorBrix . — ValorBrixg,, ) *V * F
P

(3)

Amido _Danificado % =

Onde: V = volume do meio, 50 mL.
F = fator de conversao, 1,64.

P = massa de amostra.

4.3.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia dos granulos foi observada em microscopio eletrénico de varredura ZEISS
EVO LS 15 (Zeiss International, Alemanha), usando voltagem de aceleracdo de 5 kV e alto
vacuo. As amostras desidratadas foram entdo distribuidas uniformemente em suportes metalicos

contendo fita adesiva dupla-faces e revestidas com uma camada de 10 nm de ouro.

As imagens foram tratadas e analisadas com o auxilio do software Image J (National
Institute of Health, Estados Unidos), a partir de uma calibracdo prévia com um padrdo de
comprimento conhecido. Para evidenciar as fases e o tamanho dos granulos foi utilizado o
seguinte algoritmo: definicdo do comprimento, da linha a ser tracada Straight Line Selection,
ampliagdo da imagem para melhorar o ajuste Image Zoom, comando analisar Analyse, seguido da
selecdo do subcomando medir Measure. Foram gerados histogramas com base nos
comprimentos determinados em 30 granulos com o intuito de verificar a distribuicéo

granulométrica para as duas amostras de amido de arroz **°.
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Para evidenciar os contornos de gréos e porosidade superficial dos granulos foi utilizado o
sequinte algoritmo: ampliacdo da imagem para melhorar o ajuste Image Zoom, defini¢do do
granulo, objeto a ser tracado Freehand Selection, eliminacdo do plano de fundo Clear Outside,
limiarizacdo da imagem separando as fases de interesse Threshold, comando analisar Analyse,
seguido da selecdo do subcomando Set Measurements e apds Analyses Particles. Para a
quantificacdo da porosidade superficial foram analisados 5 granulos em cada uma das 3 imagens
dos amidos nativos e porosos de arroz com o intuito de verificar a fracdo volumétrica dos poros e

o diametro de Feret (distancia entre duas retas paralelas que tangenciam cada poro) 4%,

4.3.5 Granulometria por Difracdo a Laser

A distribuicdo de tamanho de particula foi determinada através da espectroscopia de
difracdo a laser, utilizando-se os equipamentos Hydro 2000 SM e Small Volume Sample
Dispersion Unit (Malvern Instrument, Estados Unidos da América).

O volume da esfera equivalente é utilizado para medir o tamanho de uma particula. O
didmetro desta esfera equivalente é considerado o tamanho da particula. A unidade Optica
captura o padrdo real de espalhamento de um conjunto de particulas e entdo calcula o tamanho
das particulas que geraram aquele padrdo. Sabendo-se o tamanho de uma particula e outros
detalhes sobre sua estrutura, pode-se precisamente prever a forma que ela ird espalhar a luz.
Cada tamanho de particula terd o seu padrao de espalhamento caracteristico.

O intervalo de determinagdo foi de 0,02 um a 2000 pum, utilizando &gua destilada como
meio dispersante e os parametros granulométricos foram determinados automaticamente para

cada medicéo:
D[3,2], diametro médio de Sauter, superficie média das particulas;
D[4,3], diametro médio de Broucker, volume médio das particulas;
d10, didametro maximo apresentado por 10 % da distribuicdo granulométrica da amostra;
dso, diametro maximo apresentado por 50 % da distribuicdo granulométrica da amostra;
dgo, didametro méaximo apresentado por 90 % da distribuicdo granulométrica da amostra;

Fator Span, polidispers&o, (dgo — d1o)/dso 1°*%.
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4.3.6 Capacidade de Adsorcgéao

Cerca de 0,25 g de amido de arroz nativos e porosos foram adicionados a 11 mL de
solucdo de violeta de metila ou azul de metileno, concentracdes de 100 ppm e 400 ppm,
respectivamente, e agitou-se durante 5 horas a temperatura ambiente. Em seguida, a suspensao
foi centrifugada a 4000 rpm durante 5 minutos. A quantidade de violeta de metila ou azul de
metileno ndo adsorvido foi quantificada por determinacdo da absorbancia do sobrenadante em
espectrometro Cary 60 UV-Vis (Agilent Technologies, Estados Unidos da América) a 583 nm e

660 nm, respectivamente '***?*_ A capacidade de adsorcdo foi calculada usando a Equacéo 4.

Capacidade _de _ Adsorcéo = % *100% (4)

0

Onde: Co = absorbancia da solucéo inicial do corante.

C, = absorbancia da solucdo do corante apds a atuacdo do adsorvente.

4.3.7 Porosimetria de Nitrogénio

As isotermas de adsorcdo de nitrogénio foram obtidas utilizando equipamento Gemini
2375 (Micromeritics, Estados Unidos da América). As medidas da area superficial especifica
foram efetuadas para pressoes relativas de nitrogénio (P/Po) no intervalo de 0,05 a 0,35. As
amostras (cerca de 150 mg) foram previamente desgaseificadas por 12 horas a 50 °C e 10™ Pa.
Os dados foram tratados pelo método Brunauer, Emmet e Teller (BET). Essas analises
permitiram igualmente determinar a distribuicdo do volume de poros através da aplicacdo do

método Barret, Joyner e Halenda (BJH) 2%,

4.3.8 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros foram obtidos por FTIR utilizando o equipamento Shimadzu FTIR-8300
(Shimadzu Corporation, Jap&o) em modo de transmitancia com 32 varreduras e 4 cm™ de
resolucdo, restrito & regido do infravermelho médio de 4000 a 500 cm™. Para a anélise foram
preparadas pastilhas de aproximadamente 1 mm de espessura e 5 mm de didmetro. A diluicéo a
cerca de 1 % de amostra foi efetuada em brometo de potéssio dessecado, utilizando um

I 20,104

pastilhador e uma prensa hidraulica manua . Os espectros foram convertidos em

39



absorbancia, corrigindo a linha de base e tracando uma linha reta a 1200 e 800 cm™ para obter as
razdes de intensidade de absorbancia R(1047/1022), R(1045/1022) e R(1022/995).

4.3.9 Difracdo de Raio X (DRX)

Anélises de DRX foram realizadas em um difratdmetro D500 (Siemens, EUA). O grau de
cristalinidade das amostras foi estimado quantitativamente seguindo o método de Wei et al. **?
com modificagdes. Uma curva conectando as linhas de base dos picos foi plotada por
computador no difratograma. A area dos picos a 5,6°, 15°, 17°, 18°, 20° e 23° a 20 acima da curva
tracada foi designada como a porcdo cristalina, e a area inferior entre a curva e a linha de base
linear conectando 0s pontos de intensidade 260 de 30° e 4° nas amostras foi definida como a se¢éo
amorfa. A éarea de pico de difracdo superior e a area de difracéo total foram integradas utilizando
o Origin (OriginLab Corporation, EUA). A razdo entre a area superior e a area de difracdo total

foi tomada como o grau de cristalinidade.

4.3.10 Espalhamento de Raio X a Baixos Angulos (SAXS)

Os experimentos de SAXS foram realizados nas linhas D2A e D11A no Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Campinas, Brasil) utilizando um comprimento de onda do
feixe de A=1,488 nm. A distancia amostra-detector foi de 3000 nm, cobrindo valores de g entre
0,04 a 1,5 nm™. O tempo de exposicéo foi de 10 minutos. Amostras secas foram dispostas entre
duas fitas Kapton e o feixe de raios X colimado foi passado através de uma camara contendo o
porta-amostras de aco inoxidavel. Todas as medidas foram executadas a temperatura ambiente e
um pé de behenato de prata foi utilizado como padrdo de calibracdo para a distancia detector-

amostra, a inclinagéo e a posicédo do feixe direto.

Os dados foram ajustados por um fator de forma esférica de distribuicdo Gaussiana e um
fator de estrutura de esfera dura com modelo de aproximagdo monodispersa utilizando o
software SASFit (Paul Scherrer Institut, Suica) A distribuicdo do tamanho foi ajustada

usando o modelo de Schultz-Zimm aplicando 0 mesmo software.
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4.3.11 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

A andlise térmica dos amidos de arroz nativos e porosos foi feita em equipamento DSC
Q2000 (TA Instruments, Estados Unidos da América). Aproximadamente 25 mg de uma
suspensdo aquosa a 25 % de amido foram transferidas diretamente para uma panelinha de
aluminio, a qual foi selada hermeticamente e deixada em repouso por 2 horas a 20 °C. A amostra
foi aquecida de 40 °C a 95 °C com taxa de aquecimento de 10 °C/min, vaz&o de nitrogénio ultra-
puro de 50 mL/min. Os parametros térmicos determinados foram:

Tonset, temperatura inicial;
Tpeak, temperatura do pico ou temperatura de gelatinizagéo;

Tendset, temperatura final;

AH, entalpia ****.

4.3.12 Potencial Zeta

Foram suspensos 4 mg de cada amostra em 20 mL de agua destilada. A suspensdo sofreu
agitacdo vigorosa e, apés, sedimentacdo por 5 minutos. O sobrenadante com apenas as particulas
mais finas em suspensdo foi introduzido diretamente em célula capilar fechada (DTS 1060),
realizando as leituras do potencial zeta no equipamento Zetamaste (Malvern Instrument, Estados

Unidos da América) **°.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados do presente estudo foram realizados no minimo em duplicata e
analisados por Anélise de Variancia (ANOVA), onde se obteve a média e o desvio padrdo. As
médias obtidas foram submetidas ao teste de comparacdo de médias, pelo teste t de Student ou
teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5 %. Além disso, foram determinados o valor da
probabilidade (valor P), indica correlacbes e nivel de significancia exato, o coeficiente de
correlagdo de Pearson (r), mede o grau da relacéo linear entre duas variaveis e o coeficiente de
determinacgéo (R?), fornece a porcentagem de variacdo em uma varidvel que é explicada
estatisticamente pela variacdo da outra varidvel. O tratamento estatistico foi realizado utilizando
o0 software SPSS versdo 18 (SPSS Inc., EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS AMIDOS NATIVOS DE ARROZ

A Tabela 5 mostra a composicao centesimal dos dois amidos nativos de arroz pesquisados
neste estudo. A quantidade de umidade, carboidratos, proteinas, lipidios, cinzas e fibra bruta
foram similares aos resultados encontrados em outros estudos °®*3"1471% Qg elevados valores de

carboidratos se deve ao fato do arroz, assim como outros cereais, ser rico em carboidratos ">,

Tabela 5: Composicéo centesimal dos amidos nativos de arroz.

% em base seca

Umidade, %  Carboidratos, %  Proteinas, % Lipidios, % Cinzas, % Fibra bruta, %

Ceroso  13,01°+0,29 95,78% 0,38%+ 0,03 0,06°+0,02 3,78°+0,35 1,26+ 0,11

Regular 13,88+ 0,08 95,51% 0,59%+ 0,08 0,07°+0,02 3,83°%+0,25 1,16* + 0,09

Resultados expressos como media + desvio padrdo, médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

As amostras Ceroso e Regular néo diferiram significativamente na composigéo centesimal,
Tabela 5, e nos valores de potencial zeta, Tabela 6. Entretanto, estes amidos apresentaram
diferenca significativa quanto ao conteddo de amilose, amido danificado, didmetro médio,
temperatura de gelatinizagéo, cristalinidade relativa e pH, Tabela 6. Os teores de amilose
presentes nas duas amostras de amido nativo de arroz, apresentaram diferencas permitindo
classifica-las como: amostra Ceroso como amido ceroso e amostra Regular como amido regular

com baixo contetido de amilose "+,
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Tabela 6: Contetdo de amilose, amido danificado, diametro médio, temperatura de gelatinizacéo,
cristalinidade relativa, pH e potencial zeta dos amidos nativos de arroz.

Conteldo de Amido Diémetro Temperatura de Cristalinidade Potencial
amilose, % danificado, % médio, pm gelatinizacdo, °C relativa, % zeta, mV

Ceroso 1,79+ 0,25 12,98°+041 7,67%+0,17 68,86° + 0,04 2793*+050 6,7°+£0,07 4,38%+4,34

Regular 17,61°+041 18,06°+0,09 6,27°+0,19 64,05° + 0,03 21,00°+028 64°+0,04 1,84%°+134

Resultados expressos como média + desvio padrdo, médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Um maior teor de amido danificado € encontrado para os amidos de cereais quando
comparado aos amidos de tubérculos e raizes, refletindo o efeito do processo de moagem 4.
O amido Regular apresentou maior percentual de amido danificado que o amido Ceroso,
indicando que os granulos do amido Regular sofreram mais danos durante o processo de
moagem, forcas de cisalhamento e compressdo, a que foram submetidos seus grdos. Este tipo de
alteracdo pode ser vista externamente ou até incluindo alteracdes internas do amido **°. Valores
mais baixos de amido danificado foram também detectados em amostras de amido ceroso por

Tester 1,

O dano causado pode ocasionar uma maior absorcdo de agua e um aumento da quantidade
de expansdo do amido. Conforme as regi6es amorfas do granulo passam por estas tensées, pode
ocorrer uma divisdo da molécula de amilopectina, diminuindo o intumescimento do amido,
facilitando a sua gelatinizagdo 2. Outro fator interferente na temperatura de gelatinizacéo dos

l. 1% ¢ Tao et al. ™.

amidos de arroz € o grau de cristalinidade, como descrito por Amagliani et a
A estrutura cristalina dos granulos de amido é formada pelo empacotamento de duplas hélices de
amilopectina (estrutura ordenada de longo alcance). Como observado, maior quantidade de

amilopectina deve ter maior cristalinidade ***.

Os valores de pH em torno de 6,5 indicam carater levemente acido dos amidos nativos, ndo
apresentando diferenca significativa técnica e as temperaturas de gelatinizagcdo acima de 60 °C
garantem que ndo havera gelatinizacdo dos granulos durante o processo de obtencdo do amido

poroso, que nesta tese é conduzido a 50 °C.

O estudo utilizando a microscopia eletronica de varredura, Figura 17, revelou, como
esperado, que as caracteristicas morfoldgicas do amido variam de acordo com a sua origem

155

botdnica ~°. Quanto a forma dos granulos, as duas amostras de amido de arroz nativo

apresentaram formato irregular e poligonal, com angulos e contornos agudos. As superficies dos
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gréanulos eram predominantemente lisas e planas ou ligeiramente céncavas, sendo observada a
presenca de raros poros **>**1%8 As mesmas caracteristicas morfolégicas foram observadas nos
granulos de amido de arroz nativo, ndo diferindo entre ceroso e regular, o que corrobora com a
literatura 1°"#*1>° Os granulos de amidos nativos apresentaram agregacao devido a mecanismos

de adesao, como ligacGes de hidrogénio, interacdes de van der Waals e forgas eletrostaticas.

Ceroso Regular

Frequéncia de objetos
1
Frequéncia de objetos
T

2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 1|0 1|2

Diametro do grénulo (um) Diametro do granulo (um)

Figura 17: Micrografias de microscopia eletrdnica de varredura e histograma do tamanho dos
granulos dos amidos nativos de arroz Ceroso (a) e Regular (b).

Os histogramas do tamanho dos granulos obtidos por tratamento das micrografias
utilizando o software Image J confirmaram os valores indicados na literatura, geralmente

didmetros de 2 a 10 pum ">*%,

Entretanto o amido Ceroso registrou maior valor médio de tamanho de gréanulo (7,67 um) e
maior distribuigdo granulométrica (entre 1 um a 13 um) quando comparado ao amido Regular,

concordando com Dhital et al. 1 e Zhu et al. ***. A polidispersio é caracterizada pelo coeficiente
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de variacdo da distribuicdo do tamanho de particula e, portanto, estd diretamente relacionada
com os valores de uniformidade. Assim, a amostra Regular apresentou uma polidispersdo menor

quando comparado a amostra Ceroso, conforme histograma.

As diferencas encontradas para os dois amidos nativos de arroz caracterizados podem estar
relacionadas a etapa de moagem do cereal. O método e o tipo de moinho irdo determinar o
tamanho das particulas do amido de arroz e também a quantidade de dano deste amido. O

método de moagem empregado também afetaré as propriedades funcionais do amido de arroz *2.

5.2 CARACTERIZACAO DOS AMIDOS POROSOS - PRIMEIRO ESTUDO

A eficiéncia da acdo enzimatica da a-amilase e/ou amiloglucosidase sobre os granulos de
amido de arroz nativo ceroso foi comprovada através das micrografias obtidas no MEV, Figura
18. Nota-se que a agregacdo devido a mecanismos de adesdo inicialmente observada no amido

de arroz nativo ceroso nao é mais evidente nos amidos porosos obtidos.

A porosidade produzida foi altamente dependente do tratamento enzimatico aplicado, a a-
amilase provocou erosao superficial resultando em grandes cavidades (CAM3 e CAMS6) ja a
amiloglucosidase provocou endocorrosdo concava, cavidades pontuais (CAMG3 e CAMG6). A
combinacdo das duas enzimas (CAM+AMG3 e CAM+AMG6), resultou em poros rasos a
profundos com o aumento do tempo de reacdo, confirmando o efeito sinérgico entre estas duas

enzimas %%,
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Figura 18: Micrografias de microscopia eletronica de varredura dos amidos porosos de arroz,
primeiro estudo.

O tempo de reacdo de 12 horas (CAM12, CAMG12 e CAM+AMG12) foi excessivo, pois
alterou o formato e diminuiu o tamanho dos granulos consideravelmente, havendo o colapso do
poro formado e o aparecimento de canais internos e até mesmo exocorrosdo. Em alguns casos,
foi identificado fratura parcial e surgimento de uma superficie rugosa que fragiliza a estrutura do

granulo.

A andlise das micrografias utilizando o software Image J, Tabela 7, demonstrou que o
maior valor de fracdo volumétrica de area media foi observado para a amostra CAM+AMG6. O
uso da combinacdo de endo e exoenzimas pode ter efeitos sinérgicos que ndo sao observados se
apenas uma enzima for usada, nem mesmo em altas doses. Entretanto, os valores do diametro de
Feret ndo indicaram diferenca significativa entre as condi¢es enzimaticas. Considerando que 1
um equivale a 1000 nm, o tratamento de imagem revelou didmetros para 0S poros,

principalmente macroporos, maiores que 50 nm, como descrito anteriormente 2°30:63,
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Tabela 7: Fracdo volumétrica da area média e didametro Feret do amido nativo e dos amidos

porosos de arroz, primeiro estudo.

Fracdo volumétrica, %

Diametro Feret, um

Ceroso - -

CAM3 3,37 +1,13b 0,28 + 0,09
CAM6 3,49+0,61b 0,29 £ 0,08a
CAM12 2,79 = 0.66b 0,33 +0,08a
CAMG3 4,84 +1,47ab 0,22 + 0,04a
CAMGS6 8,61 + 1,99ab 0,23 + 0,04a
CAMG12 11,85+ 1,42a 0,29 + 0,10a
CAM+AMG3 7,21 +1,87ab 0,31 + 0,05a
CAM+AMG6 12,22 +1,24a 0,34 + 0,05a
CAM+AMG12 5,57 +1,29ab 0,45 +0,10a

Resultados expressos como média + desvio padrdo, médias seguidas de letras diferentes
na mesma coluna, diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

De acordo com estudos prévios %*%1%*

, a andlise de porosimetria de nitrogénio confirmou
que todas as condic¢Bes enzimaticas investigadas conferem um efeito crescente na area superficial
especifica, volume total de poros e tamanho dos poros, Tabela 8. Desconsiderando as trés
condi¢cdes enzimaticas aplicadas com tempo de reacdo de 12 horas, os amidos porosos
apresentaram uma area superficial especifica de 2,3 a 4,0 vezes e volume total de poros de 8,8 a
21,0 vezes maior quando comparados com a amostra nativa, sendo mais expressivos na amostra
CAM + AMGS6. O tamanho dos poros indicou uma faixa de distribuicio de 45 a 65 A, sugerindo
a predominancia de mesoporos com diametros entre 2 e 50 nm, como observado por Juszczak et

al. ¥, Rouquerol et al. ® e Ortiz *.
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Tabela 8: Porosimetria de nitrogénio do amido nativo e dos amidos porosos de arroz, primeiro

estudo.

Area superficial Volume total do Tamanho do

especifica, m*g®  poro, 10% cm®g* poro, A
Ceroso 0,49 + 0,02f 0,16 + 0,01h 12,91 + 0,03i
CAM3 1,24 + 0,04e 1,40 £ 0,04g 61,86 £ 0,07f
CAM6 1,81 +£0,01c 3,01 +0,03d 61,89 + 0,08f
CAM12 2,01 +£0,05b 3,52 £0,07c 68,34 £ 0,03c
CAMG3 1,15+ 0,01e 1,69 £ 0,02f 58,95 + 0,049
CAMG6 1,54 +0,02d 2,48 +0,02¢ 64,34 + 0,04e
CAMGI12 2,09 £ 0,03b 3,78 £ 0,06b 72,35 + 0,04a
CAM+AMG3 1,53 +0,04d 2,37 +0,04e 45,15 + 0,03h
CAM+AMGS6 1,98 + 0,02b 3,37 £0,03c 65,71 + 0,06d
CAM+AMG12 2,34 +£0,01a 4,10 £ 0,03a 69,98 + 0,06b

Resultados expressos como média + desvio padrdo, médias seguidas de letras diferentes na

mesma coluna, diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Todos os amidos porosos apresentaram maiores valores de adsor¢éo de corante em relagao

ao amido de arroz nativo, com maior retencdo utilizando violeta de metila para as amostras
tratadas com a-amilase, amiloglucosidase e a combinagdo destas duas enzimas e azul de
metileno para as amostras tratadas com a-amilase, Tabela 9. As diferencas observadas na
capacidade de adsorcdo do corante pelos amidos porosos podem ser atribuidas ao acesso desses
corantes a superficie interna dos granulos, considerando que o azul de metileno e o violeta de

metila apresentam diferentes estruturas e tamanhos moleculares.
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Tabela 9: Capacidade de adsorcdo do amido nativo e dos amidos porosos de arroz aos corantes
violeta de metila e azul de metileno, primeiro estudo.

Violeta de Azul de

metila, % metileno, %
Ceroso 52,0 + 0,29d 52,7 +0,31d
CAM3 89,1+ 0,88ab 91,7+ 0,42a
CAMG6 89,7 +0,74a 92,5+0,57a
CAM12 86,3 + 0,80bc 90,5 + 0,55ab
CAMG3 87,0 £ 0,24ab 87,2+0,27c
CAMG6 83,3 +0,62c 86,2 + 0,89c
CAMGI12 83,1+ 0,26¢ 84,9 +0,25c
CAM+AMG3 87,2 £ 0,52ab 87,1+ 0,74c
CAM+AMG6 87,4 +0,48ab 88,1 + 0,94bc
CAM+AMG12 86,3+0,57bc 85,3 + 0,46¢

Resultados expressos como média + desvio padrdo, médias seguidas de letras
diferentes na mesma coluna, diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A molécula de azul de metileno (CisH1gN3SCI) tem uma geometria retangular

(comprimento de 1,6 nm; largura de 0,84 nm e espessura de 0,47 nm), Figura 19. Além disso,

tem uma estrutura mais simples e dimensbes menores que o violeta de metila (Cp4H2sN3Cl),

Figura 20 %1% Consequentemente, o favorecimento estérico pode ocorrer, resultando em uma

maior capacidade de adsorcdo do azul de metileno do que o corante violeta de metila.

Adicionalmente, a presenca de grupos funcionais contendo grupamentos hidroxila na superficie

dos amidos porosos pode também contribuir para as diferencas de adsorcéo dos corantes ¢°

O o | o

“~CH3

Figura 19: Estrutura quimica do corante azul de metileno *®°
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Figura 20: Estrutura quimica do corante violeta de metila **’.

Com base nas dimensGes do azul de metileno, sugere-se que os poros quantificados sejam,

na maioria dos granulos de amido, compostos de microporos com didmetros menores que 2 nm
29,30,168

Através dos resultados apresentados pela microscopia eletrénica de varredura, porosimetria
por nitrogénio e capacidade de adsorcdo houve evidéncia que os amidos porosos exibiram uma
estrutura porosa em mais de um comprimento de escala, variando de 1,6 a 340 nm.

199 tratou com ultrasom granulos de amido de vérias origens boténicas,

Recentemente, Sujka
resultando em novos poros com didmetros variando de 1,7 a 300 nm. Os mudltiplos niveis de
porosidade geralmente compreendem bimodalidades, tais como micro-meso, meso-macro e
micro-macro, ou mesmo trimodalidades ***"°. No presente trabalho, trimodalidades de tamanhos
de poros foram reveladas (micro-meso-macro). A hierarquia de porosidade determina a

funcionalidade e desempenho dos materiais porosos *"**"2,

De acordo com a Tabela 10 os dados de distribuicdo granulométrica obtidos por
espectroscopia de difracdo a laser mostraram que a reacdo enzimaética diminuiu os valores
iniciais de D[3,2] e D[4,3], reduzindo a area superficial média de 10,9 para 28,9 % e o volume
médio da particula de amido de arroz nativa de 14,1 para 32,4 %. Os parametros dio, dsg € dgo
foram menores para todos 0s amidos porosos em comparagdo com a amostra Ceroso,
confirmando que a reacdo enzimatica afeta as dimens6es dos granulos, como observado por Kim

etal. 1%,
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Tabela 10: Granulometria por difracdo a laser do amido nativo e dos amidos porosos de arroz,
primeiro estudo.

Fator

D[3,2], um D[4,3], um dio, pm dso, pm dgo, pm Span, um
Ceroso 6,50 + 0,09a 8,05 +0,15a 4,04 0,052 7,40 +0,11a 13,02 £ 0,26a 121
CAM3 5,25 +0,09cd 6,00 +0,11cd 3,49+0,05bc 5,65 +0,10cd 8,98 +0,19cd 0,97
CAMS6 5,11 + 0,07cde 5,82 +0,09d 3,41+0,05bc 5,49 +£0,08de 8,66 + 0,15d 0,96
CAM12 4,96 + 0,01de 5,67 +0,01d 3,29+0,0lbcd 5,33 £0,01de 8,50 + 0,01d 0,98
CAMG3 5,79 £ 0,09b 6,92 +0,28b 3,64+0,03ab 6,400,190 10,93 £0,73b 1,14
CAMG6 5,54 +0,16bc 6,53 + 0,23bc 3,54 +0,08abc 6,06 = 0,19bc 10,16 + 0,42bc 1,09
CAMG12 4,72 +0,33e 5,44 +0,17d 3,10+0,39cd 5,08 £0,27e 8,26 + 0,20d 1,02

CAM+AMG3  513%010cde  599+014cd  3,31+005bcd 559+0,11cde 9,23 +0,25¢d 1,06
CAM+AMG6 488 +0,02de 5,64+ 0,12d 319+006bcd 528+007de 8,60 +0,36d 1,02

CAM+AMG12 462 +0,02 5,73+ 0,03d 288+001d  513+002de  849+0,07d 1,16

Resultados expressos como media + desvio padrdo, médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna,
diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A polidispersibilidade é caracterizada pelo coeficiente de variacdo da distribuicdo
granulométrica e, quanto mais proximo de zero for o valor do fator de amplitude, mais uniforme
é a distribuicdo de tamanho *"*!". Neste estudo, os fatores de amplitude dos amidos porosos
foram menores que os detectados na amostra de arroz nativo ceroso. Da mesma forma,

. 175

Hernandez-Jaimes et a relataram que esse efeito é tipico de sistemas particulados.

A Figura 21 corresponde aos espectros de FTIR, onde facilmente percebe-se que a reacédo
enzimatica ndo alterou a estrutura molecular do amido de arroz, pois as bandas de absorcdo
caracteristicas dos grupos funcionais se mantiveram, tais como a banda intensa em 3440 cm™
que corresponde a absorcdo caracteristica de O-H, uma banda em 1023 cm™ produzido pela
absorcéo da vibracio de estiramento de &lcool secundério e outra banda em 2932 cm™ devido a
absorco das vibracdes de estiramento C-H. A banda em 1153 cm™ est4 relacionada a absorgéo
das vibracBes de estiramento C-O. As bandas de absorcéo na regido de 1450-1300 cm™ séo
contribuicBes das vibracdes de curvatura C-H, e C-H, enquanto a regido entre 1300-1100 cm™
estd associada com a absorcdo das vibracOes de estiramento C-O e C-C. Abaixo da regido de
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1100 cm™, vibragdes de curvatura C-O-H e vibragdes de estiramento C-O foram detectadas,
como relatado por vérios pesquisadores 2104116,
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Figura 21: Espectros de FTIR transmitancia do amido nativo e dos amidos porosos de arroz,
primeiro estudo.

Mesmo n&o ocorrendo deslocamento nas bandas ou o aparecimento de novas bandas nos
espectros, houve alteracdo nas intensidades das bandas de absorcdo devido ao aumento do
nimero de poros e & diminuicdo da densidade de amido granular. Zhang et al. 1% e Li et al. *®
publicaram resultados semelhantes, usando amidos de diferentes fontes botanicas. As bandas de
absorbancia a 1047 e 1022 cm™ sdo caracteristicas das estruturas cristalina e amorfa no amido,
respectivamente, e a razdo (R) de 1047 cm™ /1022 cm™ foi usada para expressar a proporcao de
dominios cristalinos para dominios amorfos nos amidos *¢1*1%¢ A Figura 22 revela que todos
0s amidos porosos apresentam um maior R (1047/1022) do que o amido nativo de arroz ceroso, 0
que reflete uma maior ordem de curto alcance e dominios mais ordenados. A regido amorfa foi
mais suscetivel a digestdo por a-amilase e amiloglucosidase que as regides cristalinas no
processo de hidrolise enzimatica.
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Figura 22: Espectros de FTIR absorbancia do amido nativo e dos amidos porosos de arroz,
primeiro estudo.

A técnica de espalhamento de raios X pode ser dividida em espalhamento de raios X a
altos angulos (WAXS, wide angle X ray scattering) e espalhamento de raios X a baixos angulos
(SAXS, small angle X ray scattering). Ambas ndo apresentam diferencas fisicas fundamentais.
Entretanto, em experimentos de SAXS, os angulos de espalhamento acessados sdo muito
menores, 0 que possibilita a caracterizacdo de materiais em uma escala de comprimento

consideravelmente maior.

Os experimentos de SAXS s&o utilizados para estudar detalhes estruturais de sistemas com
comprimentos de correlacdo na regido entre 0,5 e 50 nm, enquanto que experimentos de WAXS
revelam basicamente correlagdo a um nivel atdbmico intramolecular (ha ordem de poucos

angstrons) "%,

A elucidacédo de correlagOes entre as propriedades texturais dos amidos porosos de arroz
preparados foi analisada através das curvas de SAXS, Figura 23, onde é possivel investigar a
estrutura multi-escala de particulas fractais através do perfil de intensidade de espalhamento de
raio X. Um ajuste unificado deve ser utilizado para a interpretacdo da organizacdo em diferentes
escalas de tamanho da estrutura hierarquica. Nesse procedimento de ajuste, a curva de
espalhamento é ajustada pela utilizagdo tanto de um, quanto de diversos niveis consecutivos, no

caso do estudo dois niveis de organizacdo podem ser identificados. Cada nivel é composto por
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uma regido do tipo Guinier, que permite estimativas do raio de giro (Rg), e uma regido linear
com decaimento seguindo a chamada de Lei de Poténcias, permitindo a avaliacdo de detalhes
sobre a organizagdo do material (o). Pode-se dizer que as amostras analisadas apresentaram o

mesmo comportamento nos niveis 1 e 2.

CAM6
CAM12

® CAM+AMG3
CAM+AMGS
CAM+AMG12

& CAMG3
CAMGSE
CAMG12

i a= + Ceroso
004! & <
ENEE \ W cam3

Nivel 2

01

001

Q / nm*-1

Figura 23: Curvas de espalhamento de raios X do amido nativo e dos amidos porosos de arroz,
primeiro estudo.

Observa-se um aumento da intensidade de espalhamento de raio X a baixos angulos SAXS,
Figura 23, com o processo de reacdo enzimatica, expressando a presenca de uma estrutura em
rede de larga-escala, ou em outras palavras, um alto grau de agregacdo intermolecular. Novas
interacdes intermoleculares podem estar presentes nos amidos porosos formados, além do
aumento da regido cristalina em relacdo a regido amorfa da amostra Ceroso, resultando no
fortalecimento da estrutura e organizagédo de rede.

Através do ajuste do nivel 1 pode-se determinar o Rg das particulas primarias. O nivel 2
fornece informacdo sobre a organizacdo dessas particulas. A estrutura do aglomerado de
particulas priméarias que constituem o nivel 2 pode ser obtida através da analise do expoente da

lei de poténcias (I o q™) na curva de espalhamento, conforme Tabela 11.
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Tabela 11: Raio de giro e expoente da lei de poténcia das curvas ajustadas de SAXS do amido
nativo e dos amidos porosos de arroz, primeiro estudo.

Rgi1, nm 02
Ceroso 6,9+0,2 3,9
CAM3 6,8+0,3 3,6
CAMG6 6,8+0,1 3,6
CAM12 6,7+0,2 3,6
CAMG3 6,5+04 3,7
CAMG6 6,5+0,2 3,8
CAMGI12 6,6 +0,2 3,8
CAM+AMG3 6,7+0,2 3,7
CAM+AMG6 6,7 +0,2 3,7
CAM+AMG12 6,4+0,2 3,8

Resultados expressos como média + desvio padréo.

Todos os valores de Rg dos amidos porosos de arroz diminuiram, comprovando a redugédo
de tamanho das particulas primarias. Se o expoente da lei de poténcias estiver entre 1,0 e 3,0 as
particulas secundarias apresentam uma estrutura fractal de massa; quando o expoente estiver
entre 3,0 e 4,0 diz-se que as particulas secundarias possuem uma estrutura fractal de superficie;
no caso de um expoente igual a 4,0, tem-se particulas secundarias com nucleo denso e superficie
uniforme, Figura 24. A reacdo enzimatica é responsavel por este aumento na rugosidade do

amido de arroz.

Fractal de massa Fractal de supetficie Estrutura de Porod

1<P <3 3<P<4 P=4

Figura 24: Representacdes das diferentes morfologias das particulas secundarias de

materiais a base de silica '8
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A avaliacdo da estabilidade térmica por DSC, Figura 25, revelou o fenémeno endotérmico
da gelatinizacdo, onde uma suspensdo de amido € aquecida em excesso de agua e uma
temperatura especifica (Tg, temperatura de transi¢do vitrea) é atingida, determinadas regides do
granulo sofrem a transicdo de fase do estado vitreo para um estado amorfo mais elastico, menos

viscoso 178,

Com o0 aumento da temperatura, agua penetra nos granulos de amido, o que resulta na
quebra das ligagOes de hidrogénio intermolecular e intramoleculares, intumescendo o granulo.
As moléculas de dgua podem entrar livremente na regido amorfa do amido, considerando que a
regido cristalina ndo permite a entrada de 4gua de uma maneira geral. No entanto, sob os efeitos
de temperatura a agua consegue penetrar, a regiao cristalina é difundida e as cadeias de amido
sdo separadas da forma amorfa, o que leva a diminuicdo do nimero e tamanho da regido
cristalina e a regido amorfa aumenta no processo de gelatinizacdo. Até a regido cristalina
desaparecer e a agua entrar completamente no interior do amido, o tempo do processo é longo
104175 A diminuicdo nos valores de AH, principalmente com amostras tratadas com
amiloglucosidase, poderia refletir a perda de duplas hélices e alguns cristalitos. Além disso, o
derretimento de cristais imperfeitos a base de amilopectina, com potenciais contribuicdes das

entalpias de empacotamento de cristal e de dupla hélice, sio relatados por Xiao et al. %,
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\ \ —  Ceroso
A ————  CAM3
g \ ————— - CAMSG
0.62 \ , —— -~ cam12
N —— —— CAMG3
\ N u— ~ CAMGE
\\ T~ — - CAMG1Z
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\%\ - T .~ CAM-AMGE
\ VN \‘ “‘“-\ _____ - CAM+AMG12
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Figura 25: Termogramas de DSC do amido nativo e dos amidos porosos de arroz, primeiro
estudo.
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A estabilidade térmica (To, Tp e Tc) e entalpia de gelatinizacdo (4H) de transi¢do de fase
para 0s amidos nativo e porosos de arroz ceroso estdo resumidas na Tabela 12. Todos os amidos
porosos apresentaram temperaturas de transicdo térmica mais alta que a amostra Ceroso, em
concordancia com observacées anteriores de Malucelli et al. *% e Li et al. '®°. Em contraste, Dura

etal %

observaram comportamento térmico especifico de acordo com a enzima utilizada, com
menores temperaturas de gelatinizagéo para aqueles tratados com amilase e maiores temperaturas
de gelatinizacdo para amidos digeridos com amiloglucosidase, enquanto Benavent-Gil & Rosell
%1 encontraram baixas temperaturas de gelatinizagdo usando amilose e amiloglucosidase. O
aumento da cristalinidade esta diretamente associado a hidrélise enzimatica, pois esse processo
remove regides amorfas do granulo de amido, concentrando a fracéo da regido cristalina %9314,
Uma maior porcentagem de cristalinidade leva a um maior empacotamento nos granulos. Esta
embalagem mais densa impede a transferéncia de calor e massa, 0 que resulta em uma

temperatura de fusdo mais alta 1*. Temperaturas de gelatinizagdo elevadas indicam granulos de

amido com maior estabilidade e resisténcia %.

Tabela 12: Temperaturas e entalpia de gelatinizacdo do amido nativo e dos amidos
porosos de arroz, primeiro estudo.

To, °C Tp, °C T, °C 4H, Jlg

Ceroso 57,84 +0,02e 65,83 + 0,04d 83,24 £ 0,25d 4,21 +£0,01a
CAM3 59,92 +0,01c 66,26 + 0,03c 86,14 £ 0,01b 4,24 +0,01a
CAM6 60,41 £+ 0,01b 66,48 £ 0,01b 85,13 +0,01c 3,98 £ 0,01cd
CAM12 60,75 + 0,15a 66,68 + 0,02a 87,24 + 0,03a 4,02 £ 0,02bc
CAMG3 58,67 + 0,03d 66,07 = 0,02c 85,28 +0,01c 3,95 £ 0,03cde
CAMG6 59,86 + 0,03c 66,26 + 0,01c 86,35+ 0,13b 3,89 £ 0,03de
CAMG12 60,25 + 0,04b 66,64 + 0,01a 84,89 + 0,04c 3,85+ 0,02e
CAM+AMG3 58,74 + 0,08d 66,31 + 0,01c 85,08 + 0,02c 4,18 + 0,03a
CAM+AMGS6 59,61 +0,04c 66,55+ 0,03ab 85,09 £0,01c 4,13 + 0,02ab
CAM+AMG12 60,29 +0,01b 66,64 + 0,04a 86,00 = 0,01b 3,84 +0,02e

Resultados expressos como média + desvio padrdo, médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Os valores de 4H refletem majoritariamente a perda das ligacdes duplas hélices '®.

Maiores temperaturas de gelatinizacdo resultam em maiores valores de entalpia de gelatinizagéo,
0 que ndo foi observado neste trabalho. Este fato pode ser relacionado com o baixo teor de

amilose presente na amostra Ceroso **°.

O estudo do potencial de superficie foi realizado através da determinacdo do potencial zeta,
que representa o potencial elétrico no plano de cisalhamento quando a particula estd em
movimento sob acdo de um campo elétrico. Geralmente, quando todas as particulas tém alto
potencial zeta, positivo ou negativo (onde a positividade e negatividade é maior ou menor do que
+20 mV e -20 mV), elas repelem-se mutuamente e a dispersédo € estavel. Por outro lado, quando
as particulas possuem baixos valores em mddulo de potencial zeta, ndo ha forca para impedir as

particulas de se agregarem .

A Figura 26 mostra que, na maioria dos casos, a rea¢do enzimatica aumentou a magnitude
do potencial zeta, contribuindo para maior estabilidade das suspensfes. A amostra Ceroso
apresentou um potencial zeta de -14,4 mV e a amostra CAM + AMG6, um potencial zeta de -
24,6 mV, uma alteracdo que garante o equilibrio eletrostatico de suspensdes pouco concentradas.

1 181

Mohammad & Razavi ** e Sun et al. relataram que dependendo do tipo de amido e das

condicdes de processamento, uma parte das cadeias de polimeros de carboidratos pode sair e
certos grupos funcionais podem ser adicionados, causando alteragdes na superficie dos granulos

. 18 relataram

de amido, caracterizados por um aumento no potencial zeta absoluto. Silveira et a
que os valores do potencial zeta de + 30 mV sdo uma caracteristica dos sistemas de liberacdo de
farmacos com boa estabilidade em suspensdo. Além disso, outros estudos mostraram que
material com um potencial zeta negativo € mais acessivel para a fixacao de grupos funcionais do

que superficies sem carga ou mesmo aquelas com carga elétrica positiva 4%,
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Figura 26: Potencial zeta do amido nativo e dos amidos porosos de arroz, primeiro estudo.

5.3 CARACTERIZACAO DOS AMIDOS POROSOS - SEGUNDO ESTUDO

A eficiéncia da acdo da AM, AMG e AM+AMG nos amidos de arroz nativos foi
confirmada através das micrografias de todos os amidos porosos, Figura 27. Neste segundo
estudo, a porosidade e a distribuicdo do tamanho dos poros gerados foram altamente dependentes
do tratamento enzimatico aplicado e do contetdo de amilose presente nas amostras de amidos.
Esta mesma afirmacéo pode ser encontrada em estudos anteriores *%1%810918! 'Ng amido ceroso,
como observado no primeiro estudo, a AM criou uma erosao superficial resultando em cavidades
largas (Figura 27 CAM3 e CAMG6), a AMG causou endocorrosdo concava com cavidades
pontuais (Figura 27 CAMG3 e CAMG6) e a combinacdo das enzimas (Figura 27 CAM+AMG3
e CAM+AMGS6) resultou em rasos a profundos poros. O efeito sinérgico entre estas duas
enzimas em amido nativo de milho foi reportado por Gao et al. *** e Malucelli et al. *®. De um
modo geral, a acdo enzimatica da AM (Figura 27 RAM3 e RAM6) e AMG (Figura 27 RAMG3 e
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RAMGS6) sobre os granulos de amido nativo regular provocaram a formacgdo de profundas
cavidades em poucos granulos, enquanto maior ataque superficial foi observado usando
AM+AMG (Figura 27 RAM+AMG3 e RAM+AMG6). Quando o amido regular foi tratado com
a combinacgdo enzimatica, o formato dos granulos foi alterado consideravelmente. Os granulos
mostraram fratura parcial e uma superficie rugosa, fragilizando a estrutura. Zeng et al. '*
sugeriram que a hidrélise enzimatica dos granulos de amido nativo ndo é homogénea. Neste
estudo, a heterogeneidade foi mais pronunciada no amido nativo regular do que no amido nativo

Ceroso.
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Figura 27: Micrografias de microscopia eletronica de varredura dos amidos nativos e porosos de
arroz, segundo estudo.
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A Tabela 13 mostra que o diametro médio dos granulos foi menor para todos os amidos
porosos quando comparados & amostra de amido nativo ceroso, com exce¢do da amostra CAM3.
Isto confirma que a reacdo enzimatica afeta as dimens6es do granulo, como notado por Dhital et
al. ' Entretanto, 0 mesmo comportamento ndo foi observado nos amidos porosos obtidos da
amostra de amido nativo regular. O amido nativo regular ofereceu maior resisténcia ao ataque
enzimético do que o amido nativo ceroso, sendo apenas observado diminui¢cdo no didmetro
médio dos granulos das amostras RAM+AMG3 e RAM+AMGS6. Kim et al. % relataram que
amidos cerosos de arroz em processos de hidrolise enzimatica acima de 3 horas sofrem dréastica
reducdo do tamanho dos granulos em volume e na distribuicdo granulométrica dos mesmos, e
sutis alteracdes de dimensdo em processos de hidrélise enziméatica acima de 9 horas. As analises
de correlacdo indicaram que a variedade do amido de arroz (teor de amilose) afetou
significativamente o diametro médio dos granulos, p < 0,05. Todavia, ndo ha tendéncia associada
ao tipo de enzima e tempo de reacao.

O tratamento das imagens ndo revelou mudancas significativas nos valores de diametro
Feret entre as amostras, porém o aumento na fracdo volumétrica porosa na amostra
CAM+AMG6 merece destaque. A utilizacdo da combinacdo de endo e exoenzimas afetou
consideravelmente o amido nativo ceroso, visivelmente observados através das micrografias. O
valor P indicou que a fracdo volumétrica porosa bem com o didmetro Feret foram
significativamente afetados pelo tipo de enzima (p < 0,05), enquanto nenhuma correlacdo foi

detectada pela classe de amilose do amido de arroz e tempo de reacdo, Tabela 13.
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de arroz, segundo estudo.

Diametro médio,

Fracdo volumeétrica,

Diametro Feret,

Tabela 13: Diametro medio, fracdo volumétrica e diametro Feret dos amidos nativos e porosos

pum % pm
Ceroso 7,67+0,17a - -
CAM3 7,06 £ 0,19ab 3,43+1,09b 0,23+ 0,07a
CAM6 6,43 +0,18b 3,48+0,72b 0,26 + 0,08a
CAMG3 6,77 +0,13b 4,81 + 1,39%b 0,23+ 0,04a
CAMG6 6,49 +0,11b 7,59 + 1,89ab 0,28 + 0,05a
CAM+AMG3 6,51 + 0,15b 7,23+ 1,77ab 0,32 £ 0,05a
CAM+AMG6 6,41 +0,18b 12,32 + 1,34a 0,35+ 0,04a
Regular 6,27 £ 0,19a - -
RAM3 5,98 + 0,18ab 3,67 £1,04a 0,21 + 0,05a
RAM6 5,95 + 0,18ab 3,43+1/42a 0,23+ 0,04a
RAMG3 5,64 + 0,13ab 4,56 £0,97a 0,20 £ 0,07a
RAMG6 5,38 + 0,16ab 6,92+ 1,59 0,26 + 0,08a
RAM+AMG3 5,28 + 0,20b 6,85+ 1,06a 0,35+ 0,03a
RAM+AMG6 5,26 + 0,19b 5,65+ 1,38a 0,31+0,03a
Valor P 0,0001 0,3701 0,5637
Classe de amilose
Valor P 0,2724 0,0078 0,0009
Tipo de enzima
Valor P 0,5551 0,3064 0,6376

Tempo de reacéo

Resultados expressos como média + desvio padrdo, médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Os tratamentos enzimaticos aplicados na obtencdo dos amidos porosos sofreram influéncia
do conteudo de amilose; diferencas significativas foram detectadas entre as amostras de amido
nativo de arroz, Tabela 14. Comparado ao amido nativo ceroso, o conteldo de amilose de seus
amidos porosos foi dramaticamente diminuido de 65 % na amostra CAM+AMG3 até 86 % na
amostra CAMG6. Entretanto, aplicando a mesma compara¢do com o amido nativo regular, o
contetdo de amilose de seus amidos porosos teve menor reducdo, de 23 % a 56 % nas mesmas
condi¢cdes enzimaticas, RAM+AMG3 e RAMGSH, respectivamente. Os dados experimentais

106,111

apontados corroboram com a literatura , Ou seja, amidos com baixo teor de amilose sdo

tipicamente mais facilmente digeridos enzimaticamente do que amidos com alto conteudo de

amilose. De acordo com Zhu et al. ¢

, amido de arroz com teor intermediério de amilose ja
apresenta conteido de amilose suficiente e cadeias longas de amilopectina capazes de formar
duplas hélices e cristalitos mais estaveis, aumentando a resisténcia ao ataque enzimatico.
Benavent-Gil & Rosell * observaram que AM hidrolisa preferencialmente as cadeias de
amilose nos amidos de arroz, fato que resulta na diminuicdo deste polimero, pois a amilose esta
localizada nas regides amorfas. Além disso, quando a mesma amostra foi hidrolisada por AMG o
conteddo de amilose aumentou. Isto sugere que as cadeias de amilopectina do amido de arroz sdo
atacadas devido a amilopectina ter muito mais extremidade redutora da cadeia. Entretanto, neste
estudo, amidos hidrolisados com conteudo de amilose similar ndo apresentaram o mesmo
comportamento, sugerindo que as cadeias de amilose e amilopectina foram simultaneamente
degradadas pelas enzimas. Também, a diminui¢do no contetdo de amilose foi independente do

tratamento enzimatico aplicado, em concordancia com observacdes prévias %%,
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Tabela 14: Contetdo de amilose, amido danificado e cristalinidade relativa dos amidos nativos e

porosos de arroz, segundo estudo.

Conteudo Amido Cristalinidade

amilose, % danificado, % relativa, %
Ceroso 1,79 £ 0,25a 12,98 £ 0,41a 27,93 + 0,50bc
CAM3 1,82 +0,13a 12,75+ 0,22a 29,81 + 0,42ab
CAMS6 0,34 +0,20b 12,67 £ 0,15a 28,32 + 0,38abc
CAMG3 0,48 +0,23b 12,73 £0,38a 28,40 + 0,32abc
CAMG6 0,25+ 0,19b 13,32 £ 0,29 28,42 + 0,26abc
CAM+AMG3 0,62 +0,11b 12,76 £ 0,34a 29,95 + 0,48ab
CAM+AMG6 0,26 = 0,20b 12,82 £ 0.24a 30,73 £ 0,59a
Regular 17,61 +0,41a 18,06 + 0,09a 21,09 + 0,28a
RAM3 17,23 £0,14a 9,04 £ 0,22c 21,10+ 0,37a
RAM6 13,19 + 0,24b 7,26 £0,17d 21,10 £ 0,28a
RAMG3 9,96 + 0,21c 12,75+ 0,27b 18,89 £ 0,33bc
RAMG6 7,76 £ 0,42d 7,87 +£0,19d 17,86 £ 0,17c
RAM+AMG3 13,55 + 0,25b 7,24 +£0,14d 20,10 + 0,42ab
RAM+AMG6 12,79 + 0,32b 5,46 £ 0,10e 19,23 £ 0,18bc
Valor P <0,0001 0,0011 <0,0001
Classe de amilose
Valor P 0,4718 0,5740 0,6622
Tipo de enzima
Valor P 0,7089 0,3441 0,8918

Tempo de reacao

Resultados expressos como média + desvio padrdo, médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Os valores de amido danificado, Tabela 14, ndo diferem entre hidrolisado e néo hidrolisado
amido ceroso de arroz, mas diferem entre hidrolisado e n&o hidrolisado amido regular de arroz.
Comportamento similar foi observado por Benavent-Gil & Rosell ** e Dura et al. ®® com amidos
de milho. Os amidos de cereais geralmente sdo compostos por granulos integros, contendo
pequenas quantidades de vérios tipos de granulos danificados e fragmentos das moléculas
poliméricas do amido. O dano mecénico dos granulos de amido provavelmente ocorre por dois
motivos distintos. Primeiro, ha formacdo de fissuras que permitem a passagem de agua nos
granulos e moléculas poliméricas do amido e, eventualmente resultam em granulos
fragmentados. Estes fragmentos podem intumescer facilmente com &gua fria, levando a
formagdo de gel. Em segundo lugar, o dano mecénico despolimeriza as moléculas de
amilopectina criando fragmentos sol(iveis em 4gua de baixo peso molecular 518

A quantidade de amido danificado é geralmente maior que a quantidade de carboidrato
soltvel. Este fato demonstra que existe um maior grau de integridade estrutural em granulos de
amido danificados do que baseado na susceptibilidade a erosdo pela a-amilase. Quando os
gréanulos de amido estdo danificados, a clivagem do granulo facilita a hidratacdo e o
intumescimento. Isso estara associado a fratura progressiva da amilopectina e ao aumento da
solubilizacdo, que diminuird gradativamente o potencial de inchamento, sendo mais suscetivel a
amilélise #6187,

Os difratogramas de raio X dos amidos cerosos e regulares ndo hidrolisados e hidrolisados
por AM, AMG e AM/AMG séo visualizados na Figura 28. Tradicionalmente, a maioria dos
cereais faz parte do chamado padrao tipo A; alguns tubérculos, raizes, amidos retrogradados e de
cereais com alto teor de amilose sdo classificados como padrdo tipo B, ja& os amidos de
leguminosas produzem geralmente o padrdo tipo C. Alguns autores definem o padrdo de difracdo
do amido do tipo C como uma combinacdo de polimorfismo do tipo A e B. O amido do tipo A
apresenta fortes picos de difragdo em 15° e 23° 26, e um dupleto néo resolvido em 17° e 18° 26.
O amido do tipo B confere forte pico de difracdo em 17° 20, alguns pequenos picos em 15°, 20°,
22° e 24° 20, e um caracteristico pico em 5,6° 20 "> Neste estudo, todas as amostras de
amido de arroz, tanto nativos como porosos, possuem o tipico padrdo de difracdo do tipo A,

consistente com resultados anteriores 1131°4161.188
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Figura 28: Difratogramas de raios X dos amidos nativos e porosos de arroz ceroso (a) e regular
(b), segundo estudo.
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Os difratogramas de raio X foram muito semelhantes entre os amidos nativos e apds o
tratamento enzimatico, embora algumas diferencas nas intensidades de pico tenham sido
registradas. Diferencas na intensidade refletem a variacdo no grau de cristalinidade entre os
amidos testados. A cristalinidade relativa aumentou de 27,93 % na amostra Ceroso para 30,73 %,
na amostra CAM + AMGS6 e diminuiu de 21,09 % na amostra Regular para 17,86 % na amostra
RAMGS, Tabela 14. Kim et al. 1" observaram que o padréo de raios X ndo mudou quando o
amido de arroz ceroso nativo foi hidrolisado com a-amilase por 9 horas, indicando que o ataque
enzimatico ocorreu principalmente na regido amorfa durante o estagio inicial de hidrélise. Um
aumento nas cristalinidades relativas foi observado apenas em amido de arroz ceroso submetido
a tratamento de recozimento sob um excesso de agua (> 40 %) e baixa temperatura (abaixo da
temperatura de gelatinizacéo) **°. Por outro lado, a intensidade do pico e a cristalinidade relativa
dos amidos de arroz com alto teor de amilose ndo hidrolisados e hidrolisados diminuiram
gradualmente durante a hidrolise com AMG. Isto demonstra que a estrutura cristalina foi
hidrolisada mais rapidamente do que a estrutura amorfa. Utilizando a AM, as cristalinidades
relativas dos amidos hidrolisados foram similares as dos amidos ndo hidrolisados, o que indicou
que ambas as estruturas amorfas e cristalinas de amido de arroz com elevado contetudo de

amilose sofreram amildlise simultaneamente %°.

O valor P revelou que o tratamento enzimatico para a obtencdo de amidos porosos afetou o
conteddo de amilose, o amido danificado e a cristalinidade relativa, e o efeito foi
significativamente dependente da classe de amilose do amido de arroz, p <0,05. No entanto,
nenhuma correlacgdo significativa foi observada nessas propriedades com o tipo de enzima e 0
tempo de reacdo, Tabela 14.

A Figura 29 corresponde aos espectros de absorbancia de FTIR de amidos de arroz nativos
e porosos, cerosos (a) e regulares (b). Os espectros de FTIR de amidos nativos foram

8 e Zeng et al. *'° publicaram

semelhantes para as duas variedades de arroz. Cai et al. !
observacdes similares, utilizando amidos de arroz com diferentes teores de amilose. A reacdo
enzimatica ndo modificou a estrutura molecular basica do amido nativo, uma vez que ndo ha
mudanca na banda méxima ou o aparecimento de novas bandas nos espectros. No entanto, houve
mudancas nas intensidades de bandas de absorcdo, devido ao aumento do nimero de poros e a

diminuicdo da densidade de amido granular.
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Figura 29: Espectros de FTIR absorbancia dos amidos nativos e porosos de arroz, ceroso (a) e
regular (b), segundo estudo.
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O FTIR é sensivel a estrutura ordenada de curto alcance das duplas hélices do amido e,
guando combinado com procedimentos para a deconvolugdo do espectro, fornece oportunidades
para o0 estudo da estrutura presente na regido externa de um granulo de amido. A banda de
absorbancia em 1045 cm™ estd relacionada as regides cristalinas do amido, a banda de
absorbancia em 1022 cm™ é sensivel & regido amorfa do amido e a banda de absorbancia em 955
cm™ estd associada a ligacdo em hélices de carboidratos hidratados. Assim, a razdo de
intensidade de absorbancia R (1045/1022) € usada para determinar o grau de ordem da estrutura
do granulo de amido. A razdo de intensidade de absorbancia R (1022/995) pode ser usada como
um indice para a proporcdo de carboidratos com estruturas amorfas a ordenadas *****. As
proporgdes de R (1045/1022) e R (1022/995) dos amidos nativos e porosos foram mostradas na
Figura 30. O amido nativo e amidos porosos de arroz ceroso apresentaram o0 maior R
(1047/1022) e 0 menor R (1022/995) quando comparado ao amido nativo e amidos porosos de
arroz regular. Com o aumento do teor de amilose, a propor¢cdo de R (1045/1022) foi
significativamente diminuida e R (1022/995) foi significativamente aumentada. A amilopectina

denota predominantemente a quantidade de duplas hélices nos amidos de arroz ceroso 1319219
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Figura 30: Razéo de intensidade de absorbancia R(1045/995) e R(1022/995) dos amidos nativos
e porosos de arroz, segundo estudo.
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Com base no comportamento observado nos espectros de absorbéncia e nas proporcdes de
R (1045/1022) e R (1022/995), a ordem de curto alcance na regido externa do amido de arroz
regular hidrolisado por AM, AMG e AM/AMG foi semelhante a do amido nativo de arroz
regular. Estes resultados sugerem que a estrutura de dupla hélice ordenada e a estrutura amorfa
na regido externa do granulo de amido foram simultaneamente hidrolisadas por AM e AMG
108109112 “'No entanto, a intensidade da banda de absorbancia em 1022 cm™ foi ligeiramente
reduzida pela hidrélise do amido nativo de arroz ceroso. As razdes R (1045/1022) aumentaram e
as razbes R (1022/995) diminuiram, o que reflete uma maior ordem de curto alcance e dominios
mais ordenados apds reacdo enzimatica. A regidao amorfa foi mais suscetivel a digestdo por AM e
AMG do que as regides cristalinas no processo de hidrélise enzimatica **>***. A maior fracéo
cristalina presente no amido poroso sugere que a amilélise pode ocorrer principalmente na regido
amorfa dos granulos de amido ceroso.

O amido é um granulo semicristalino contendo alternadas camadas amorfas e
semicristalinas denominadas anéis de crescimento. O pico de dispersdo principal bem resolvido
em torno do vetor de dispersdo (qo) deriva da disposicdo periodica de lamelas alternadas
cristalinas e amorfas de amilopectina e corresponde a distancia de repeticdo lamelar ou ao
espacamento de Bragg. A localizacdo do pico depende do tamanho da lamela e pode diferir de
acordo com a origem do amido, de 0,06 a 0,09 A ™ 1°®1841% enquanto a 4rea ou intensidade do
pico depende principalmente do grau de ordenacéo em regides semicristalinas **. O g, do amido
nativo de arroz ceroso foi de 0,090 A ™ e o de amido nativo de arroz regular foi de 0,082 A ™,

Figura 31. Sanderson et al.**’

relataram que os amidos de cristais do tipo B tém maiores
comprimentos médios de cadeia que os amidos do tipo A e C, com os amidos do tipo A tendo
comprimentos médios de cadeia mais curtos do que os amidos do tipo C.

A intensidade do pico de dispersdo da amostra Regular foi significativamente menor do
gue a da amostra Ceroso. Estes resultados estdo de acordo com os dados do SAXS de Yuryev et

al . 198

onde um aumento no teor de amilose em amidos nativos foi acompanhado por uma
diminuicdo da intensidade de espalhamento de pico sendo atribuido ao acimulo de cadeias de
ligagdo de amilose com 0 aumento do conteddo de amilose nos granulos. Também foi observado
pico lamelar significativamente mais definido e melhor ajuste com a funcdo utilizada da amostra
de amido nativo ceroso em comparacdo com a variedade com maior conteddo de amilose,
corroborando com Blazek & Gilbert (2010) **® e Shrestha et al. *°. Devido ao alto teor de
amilopectina do amido de arroz ceroso nativo, muitas lamelas cristalinas foram formadas para

granulos de amido nativo, resultando em um pico lamelar estreito e claro 2.
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Figura 31: Curvas de espalhamento de raios X dos amidos nativos e porosos de arroz, ceroso (a)
e regular (b), segundo estudo.
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O tratamento enzimatico ndo alterou significativamente as posi¢fes dos picos de dispersdo
dos amidos porosos obtidos, Figura 31, indicando que ndo houve alteracdo na distancia de
repeticdo lamelar dos grénulos. Além disso, ndo foi observada alteracdo significativa na
intensidade do pico de dispersdo das amostras de amido poroso regular. Entretanto a hidrolise
enzimética ocasionou uma diminuicdo significativa nas intensidades do pico de dispersdo de
algumas amostras de amido poroso ceroso. As amostras CAMG3 e CAMG6 ndo sofreram
alteracdo, porém as amostras CAM3, CAM6, CAM+AMG3 e CAM+AMG6 apresentaram
diminuicdo na intensidade do pico de disperséo.

Dependendo do amido nativo, tipo de enzima e tempo de reacdo, o tratamento ezimatico
poderia hidrolisar as lamelas cristalinas, diminuindo a densidade eletronica entre as lamelas
cristalinas e amorfas e, simultaneamente, diminuindo ligeiramente o grau de cristalinidade. Isso é
consistente com a reorganizacao estrutural que ocorre apos longos periodos de digestdo. A
diminuicdo simultanea observada na intensidade do pico lamelar e aumento no espalhamento de
baixa q é consistente com um modelo no qual ocorre a hidr6lise preferencial do amido amorfo a
granel dentro dos anéis de crescimento amorfo . Embora a localizacdo exata ou natureza
desses anéis de crescimento ndo seja definida discretamente, eles tém uma baixa concentracao de
polimero e, portanto, seria mais provavel que seja acessivel ao ataque de enzima. Um namero
relativamente pequeno de ac¢Bes enziméticas pode ser suficiente para causar a mudanca
observada na intensidade do pico lamelar **.

A estabilidade térmica (To, Tp, and T¢) e a entalpia de gelatinizacéo (4H) da transicdo de
fase para os amidos nativos e porosos de arroz, ceroso e regular estdo indicadas na Tabela 15.
Todos 0s amidos porosos apresentaram temperaturas de transi¢éo térmica mais elevadas do que o
amido nativo ceroso; dados em concordancia com observagdes anteriores *%1%_ 0O aumento da
cristalinidade esta diretamente associado a hidrélise enzimatica, porque esse processo, como ja
mencionado, remove regiGes amorfas do granulo de amido, concentrando a fracdo da regido
cristalina. Uma maior porcentagem de cristalinidade leva a um maior empacotamento nos
granulos. Esta estrutura mais densa evita a transferéncia de calor e massa, o que resulta em uma

temperatura de fusdo mais alta 202196110,
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Tabela 15: Temperaturas e entalpia de gelatinizacéo e potencial zeta dos amidos nativos e

porosos de arroz, segundo estudo.

To °C Tp, °C T, °C AH, Jlg Potencial zeta, mV
Ceroso 5742+0,02d 6886+0,04f 8303+025d  521+001la -4,38 + 4,34a
CAM3 60,61+0,0la 69,88+0,0lc 8584+00lc  222+00le -16,07 + 2,680
CAM6 6041+0,0la 71,04+0,03a 87,13+00lb 3,98+ 0,01c -20,21 + 3,81b
CAMG3 5857+0,15c 69,66+0,01d 8695+003b 2,36 +0,02d -16,15 + 2,51b
CAMG6 59,86 +0,03b 70,06+0,02b 8835+0,13a 3,89 +0,03c 13,86+ 2,11b
CAM+AMG3 5874+0,08c 6971+0,01d 87.08+002b  4,18+0,03b -16,02 + 2,100
CAM+AMG6 6027+0,04a 69.44+0,0le 87.42+004b 3,94 +0,02c -18,25 + 1,70b
Regular 5527+0,03a 6405+0,03a 8026+025a 528 +002f -1,84+1,34a
RAM3 5518+ 0,15a 64.06+0,06a 80,14+003a  843+0,05a -17,05 + 2,01b
RAM6 5521+0,08a 6398+0,03a 8025+00la  7,28+002bc  -22,16+2,17b
RAMG3 5500+0,18a 63,97+0.22a 8027+00%9  7,82+03lab  -18,44 +1,99b
RAMG6 5507+0,04a 6402+0,04a 8028+00la  695+003cd  -17,51+2,47b
RAM+AMG3 5502+0,04a 6403+0,02a 7995+008a  634+009de  -14,08 +3,11b
RAM+AMG6 5525+0,04a 6384+00la 7999+004a  685+002d  -16,26+1,42b
ValorP <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 05731
Classe de amilose
valorP 0,6992 0,8960 0,9232 09271 0,1069
Tipo de enzima
Valor P 0,7494 0,9272 0,8161 0,8478 0,2192

Tempo de reacao

Resultados expressos como média + desvio padrdo, médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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A diminuicdo nos valores de 4H podem refletir a perda de duplas hélices, alguns cristalitos
e estrutura ordenada de carboidratos. Além disso, a perda de cristais imperfeitos a base de
amilopectina, com potenciais contribuicfes nas entalpias de fusdo de estruturas cristalinas e

helicoidais, foi relatado por Benavent-Gil & Rosell **. Cai et al. **°

sugeriram que as maiores
temperaturas de gelatinizacdo e menor entalpia no amido de arroz nativo poderiam ser atribuidas
as mudancas estruturais na amilopectina, juntamente com o aumento da propor¢do de duplas
hélices de amilose. Ndo houve mudancas significativas nas temperaturas de gelatinizacdo para o
arroz regular durante a hidrdlise, mas o valor da entalpia de gelatinizacdo diminuiu. Neste
estudo, os resultados sugeriram a hidrolise simultdnea de estruturas amorfas e cristalinas,
conforme relatado anteriormente % E possivel que altas entalpias de gelatinizagdo nesses
amidos possam ser devido a sua arquitetura ordenada de curto alcance. E relatado que a entalpia
de gelatinizacdo é proporcional & quantidade de ordem de curto alcance *3. As analises de
correlagéo indicaram que todos os parametros de gelatinizagédo dos amidos porosos, To, Tp, Tc €
AH variaram significativamente com a classe de amilose do amido de arroz (p < 0,05), mas nao
foi encontrada relagdo com o tipo de enzima e tempo de reagéo, Tabela 15.

A Tabela 15 mostra que a reacdo enzimatica aumentou a magnitude do potencial zeta,
contribuindo para uma maior estabilidade das suspensdes. Inicialmente, os amidos de arroz
nativos apresentaram baixo potencial zeta, tanto o amido ceroso quanto o regular, ou seja, a forca
de atracdo excede a repulsdo e as particulas tendem a se agregar. Resultados semelhantes séo

relatados na literatura °°?°. Amini & Razavi **° e Sun et al. 8

afirmaram que, dependendo do
tipo de amido e das condicGes de processamento, uma parte da cadeia polimérica dos
carboidratos pode clivar e certos grupos funcionais podem ser adicionados, causando alteragdes

na superficie dos granulos de amido, caracterizadas por um aumento no potencial zeta absoluto.

Silveira et al. 1

relataram que valores de potencial zeta de = 30 mV sdo uma caracteristica
dos sistemas de liberacdo de farmacos com boa estabilidade em suspensdo. Além disso, outros
estudos mostraram que o material com um potencial zeta negativo € mais acessivel para a
fixacdo de grupos funcionais do que superficies ndo carregadas ou mesmo aquelas com uma
carga elétrica positiva ***'®. N&o houve correlagdo significativa entre a classe de amilose do
amido de arroz, o tipo de enzima e o tempo de reacdo e o potencial zeta (p> 0,05), mostrando
que todos os amidos porosos apresentaram valores similares de potencial zeta independente da

condicdo enzimatica aplicada, Tabela 15.
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5.4 COEFICIENTES DE CORRELACAO E DETERMINACAO ENTRE AS
PROPRIEDADES DOS AMIDOS POROSOS

A maneira mais simples de verificar se duas varidveis estdo associadas € verificar se elas
variam conjuntamente. O coeficiente de correlacdo é mais indicado para medir a forca da relacao
linear entre as varidveis e o coeficiente de determinagdo é mais apropriado para medir a

explicacdo da reta de regresséo.

A correlagdo de Pearson requer dados intervalares para ser uma medida precisa do
relacionamento linear entre duas varidveis. Para afirmar que o coeficiente de correlacdo é
significativo, mais suposi¢cdes sao necessarias: para que a estatistica seja valida os dados devem

ser normalmente distribuidos 2°.

Este coeficiente varia entre -1 e 1, sendo que um valor igual a 1 mostra uma relagéo linear
positiva perfeita entre as duas variaveis. Isto significa que quando uma variavel aumenta, a outra
aumenta linearmente e que, quando uma variavel diminui, a outra diminui linearmente. De modo
idéntico, um coeficiente de correlagdo de Pearson igual a -1 indica uma relag&o linear negativa
perfeita entre as duas variaveis. Entretanto, se o valor for igual a 0, as duas varidveis sdo néo-
correlacionadas linearmente, embora possam ter outro tipo de relacdo®”. O coeficiente de
correlacdo de Pearson foi classificado em diferentes niveis de correlacdo: perfeito (| r | = 1,0),
forte (0,80 < |r | < 1,0), moderado (0,50 <|r | < 0,80), fraco (0,10 <|r | < 0,50) e muito fraco,
quase nenhuma correlacéo (| r | < 0,10).

A correlacdo de Pearson entre morfologia, estrutura, cristalinidade e estabilidade térmica e
de superficie de amidos porosos é mostrada na Tabela 16. O didametro médio dos granulos foi
significativo, positivo e fortemente correlacionado com a cristalinidade relativa e as temperaturas
de gelatinizagéo (r = 0,909, 0,868, 0,876 e 0,849, respectivamente, p <0,01), mas significativo,
negativo e fortemente correlacionado com a entalpia de gelatinizacdo (r = -0,832, p <0,01).

Resultados semelhantes foram relatados por Asmeda et al. **°

que indicam que o tamanho médio
de particula de granulos de amido em uma amostra de farinha desempenha um papel importante
na caracterizacdo de seu perfil térmico. Foi identificada uma correlagdo significativa negativa e
moderada entre o didmetro medio e o contetdo de amilose (r = —0,761, p <0,01) e foi
identificada uma correlacdo positiva e moderada entre o didmetro médio e o amido danificado (r

= 0,798, p <0,01).
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Tabela 16: Coeficientes de correlacdo de Pearson para morfologia, estrutura, cristalinidade, propriedades térmicas e potencial zeta dos amidos
nativos e porosos de arroz, segundo estudo.

Fracéo Diametro Conteddo  Amido Cristalinidade Potencial
- . e ; To T Te AH

volumétrica Feret amilose danificado  relativa P zeta
Diametro -0,024 -0,120 -0,761** 0,798** 0,909** 0,868** 0,876** 0,849**  -0,832** 0,027
médio
Fracdo 0,497 -0,365 0,184 0,296 0,268 0,222 0,356 -0,203 0,336
volumétrica
Diametro -0,173 -0,169 0,230 0,231 0,172 0,149 -0,251 0,227
Feret
Contetdo -0,170 -0,865** -0,904** -0,933**  -0,942** 0,894**  -0,133
amilose
Amido 0,782** 0,784** 0,814** 0,823**  -0,677* 0,091
danificado
Cristalinidade 0,955** 0,959** 0,958** -0,891** 0,137
relativa
T, 0,975** 0,954**  -0,901** 0,113
To 0,982**  -0,915** 0,143
T, -0,890** 0,185
AH -0,275

* e ** indicam diferenca significativa para p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente.
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O contetdo de amilose foi significativo, forte e negativamente correlacionado com a
cristalinidade relativa e as temperaturas de gelatinizacdo (r = -0,865, -0,904, -0,933 e -0,942,
respectivamente, p <0,01), mas mostrou uma significativa, forte e positiva correlacdo com a
entalpia de gelatinizacdo (r = 0,894, p <0,01). As correlagdes observadas acima foram
consistentes com estudos anteriores ***'*. No entanto, o contetido de amilose nio mostrou
correlagdo com o amido danificado. Esses dados contradizem parcialmente estudos recentes.
Benavent-Gil & Rosell ' relataram que o contetido de amilose apresentou correlacdo
significativa e moderada com o amido danificado, principalmente atribuido a acdo da AMG. Os
coeficientes de correlacdo de Pearson mostraram uma correlacéo significativa, forte e positiva do
amido danificado com as temperaturas de pico e concluséo (r = 0,814 e 0,823, respectivamente, p
<0,01), uma correlacdo significativa, moderada e positiva com o didmetro médio, a cristalinidade
relativa e a temperatura inicial (r = 0,798, 0,782 e 0,784, respectivamente, p <0,01) e correlacédo

significativa, moderada e negativa com a entalpia de gelatinizacédo (r=-0,677, p <0,05).

A cristalinidade relativa foi significativa, forte e positivamente correlacionada com o
diametro médio e as temperaturas de gelatinizacdo (r = 0,909, 0,955, 0,959 e 0,958,
respectivamente, p <0,01) e teve uma correlacdo significativa, forte e negativa com o conteido
de amilose e a entalpia de gelatinizagéo. (r = -0,865 e -0,891, respectivamente, p <0,01). Estas
observacBes estdo de acordo com as correlacdes relatadas por Singh et al. **. Além disso, a
fracdo volumétrica de poros, o diametro de Feret e o potencial zeta apresentaram correlacédo
significa fraca ou muito fraca, evidenciando pouco efeito com qualquer uma das propriedades
empregadas neste estudo.

A interacdo entre os fatores estudados também foi investigada através dos coeficientes de
determinacédo, que mede a qualidade do ajustamento da reta aos pontos. Representa a proporcao
da variacdo de y explicada pela regressdo, ou seja, pela relacdo linear. O R? é sempre um niimero
positivo dentro do intervalo (0; 1) 2. Se R?=0, no existe qualquer relacdo linear entre x e y e 0
ajustamento é totalmente inadequado; se R’=1, existe uma relagdo linear exata entre x e y € 0
ajustamento é perfeito?®*?%. Portanto, quanto melhor o ajustamento, mais elevado é o valor de
R

Os valores de R? sdo apresentados na Tabela 17. Para interpretar o coeficiente de
determinacdo, € melhor transforméa-lo em porcentagem, multiplicando o resultado obtido em seu
calculo por 100 2%, Assim, é possivel afirmar que 91,31 %, 92,00 %, 91,82 % e 79,43 % da
variacdo encontrada para a temperatura inicial, de pico, de conclusdo e a energia de entalpia,

respectivamente, esta associada a variacdo da cristalinidade relativa. Tambeém nota-se
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consideravel interagdo da cristalinidade relativa com o didmetro médio (82,56 %), o conteudo de
amilose (74,78 %) e o amido danificado (61,19 %). Apenas 8,80 % da variacdo encontrada para
a fracdo volumétrica, 5,30 % para o diametro Feret e 1,87 % para o potencial zeta esta associada

a variacgdo da cristalinidade relativa.
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Tabela 17: Coeficientes de determinacéo, R?, para morfologia, estrutura, cristalinidade, propriedades térmicas e potencial zeta dos amidos nativos
e porosos de arroz, segundo estudo.

Fracdo Diametro ConteGtdo  Amido Cristalinidade Potencial
o . i ; To T Te AH

volumétrica Feret amilose danificado relativa P zeta
Diametro 0,0006 0,0145 0,5786 0,6377 0,8256 0,7539 0,7668 0,7219 0,6920 0,0007
médio
Fracdo 0,2475 0,1334 0,0340 0,0880 0,0718 0,0496 0,1273 0,0412 0,1128
volumétrica
Diametro 0,0298 0,0288 0,0530 0,0533 0,0298 0,0225 0,0632 0,0514
Feret
Contetdo 0,6559 0,7478 0,8166 0,8705 0,8868 0,7985 0,0176
amilose
Amido 0,6119 0,6149 0,6630 0,6776 0,4581 0,0083
danificado
Cristalinidade 0,9131 0,9200 0,9182 0,7943 0,0187
relativa
T, 0,9500 0,9101 0,8121 0,0128
To 0,9652 0,8383 0,0204
T 0,7931 0,0344
AH 0,0757
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6 CONCLUSOES

Este estudo mostrou que a hidrélise enziméatica do amido de arroz nativo ceroso por a-
amilase, amiloglucosidase e a mistura a-amilase/amiloglucosidase a 50 °C, aplicando tempos de
reacdo de 3, 6 e 12 horas resultou em diferentes modificagdes nos granulos, oferecendo uma

alternativa promissora para a obten¢édo de granulos de amido porosos.

Todas as condi¢bes enzimaticas testadas no primeiro estudo originaram em aumento da
area superficial especifica (2,3 a 4,8 vezes) e do volume total do poro (8,8 a 25,6 vezes) quando
comparados ao amido de arroz nativo ceroso. Entretanto, através da espectroscopia de difracdo a
laser, FTIR e SAXS observa-se simultaneamente a reducdo na superficie média da particula do

amido nativo de arroz apds o tratamento enzimatico.

O corante azul de metileno ofereceu estrutura mais simples e dimensdes menores quando
comparadas ao violeta de metila. Consequentemente, pode ter ocorrido favorecimento estérico

resultando em maior capacidade de adsorcdo do corante azul de metileno.

As temperaturas de gelatinizacdo indicaram que os granulos de amido poroso poderiam
tolerar uma temperatura operacional mais alta do que os granulos de amido nativo. Um
adsorvente termoresistente, o que também é consistente com as observagdes do FTIR. Além
disso, os valores maiores do modulo de potencial zeta asseguraram uma estabilizacdo

eletrostatica melhorada das suspensées de amido poroso.

As técnicas utilizadas na caracterizacdo dos amidos porosos do primeiro estudo mostraram
uma distribuicdo de porosidade para todas as amostras, sendo possivel identificar a presenca de
macroporos (MEV), mesoporos (porosimetria de nitrogénio) e microporos (capacidade de
adsorcéo). A adicdo de AM sugeriu a formacdo de uma maior fracdo de microporos, enquanto a
mistura AM + AMG contribuiu para mais fragdes de mesoporos e macroporos.

O grau e tipo de porosidade podem ser controlados usando condicdes de reacdo adequadas.
O tempo de reacdo de 12 horas foi excessivo, alterou o formato e diminuiu o tamanho dos
granulos consideravelmente, ocorrendo o colapso do poro formado, o aparecimento de canais
internos e até mesmo exocorrosdo. Em alguns casos, foi identificado fratura parcial e surgimento
de uma superficie rugosa que fragiliza a estrutura do granulo. Este aumento na rugosidade

superficial do granulo também foi identificado por SAXS.

Assim, 6 horas foi considerado adequado para os trés tratamentos enzimaticos estudados,

otimizando o tempo de reagdo enzimatica usual. A adi¢do da enzima a-amilase provocou erosao
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superficial resultando em grandes cavidades (CAM3 e CAM®6) j& a enzima amiloglucosidase
provocou endocorrosdo concava (CAMG3 e CAMG6). A condicdo de reacdo enzimatica mais
apropriada, resultando em adequada porosidade, maior capacidade de adsorcdo, resisténcia
térmica e estabilidade eletrostatica, além de, aumento da area superficial especifica, do volume
total e do tamanho de poro, foi obtida em CAM+AMG6 (0,463 mL Fungamyl 800L + 1,233 mL
AMG 300L e tempo de reacdo de 6h).

As duas amostras de amido nativo de arroz caracterizadas apresentaram morfologia,
granulometria e composic¢do centesimal e fisico-quimica similares aos valores encontrados na
literatura. Através da determinacdo do conteldo de amilose foi possivel classifica-las como:

amido ceroso e amido regular com baixo conteudo de amilose.

Com a utilizagdo de duas amostras distintas de amido nativo de arroz no segundo estudo
desta tese, foi possivel constatar que fatores extrinsecos e intrinsecos da hidrolise enzimatica tém
um impacto substancial nas propriedades funcionais dos amidos porosos obtidos. A fracdo
volumeétrica dos poros e o diametro de Feret foram dependentes do tipo de enzima, enquanto o
didmetro médio, o conteudo de amilose, o amido danificado, a cristalinidade relativa, as
temperaturas de gelatinizacdo e a entalpia foram dependentes da classe de amilose do amido de

arroz. Todas as propriedades foram independentes no tempo de reacdo enzimatica.

A analise de correlacdo de Pearson revelou correlacdo forte e positiva entre o diametro
médio e a cristalinidade relativa e as temperaturas de gelatinizacdo; entre o contetdo de amilose
e a entalpia gelatinizacdo; entre o amido danificado e as temperaturas de pico e de concluso;
entre a cristalinidade relativa e as temperaturas de gelatinizacdo. Uma forte e negativa correlacao
foi identificada entre o diametro médio e a entalpia de gelatinizacao; entre o conteddo de amilose
e a cristalinidade relativa e as temperaturas de gelatinizacdo; entre a cristalinidade relativa e a
entalpia de gelatinizagdo. Confirmando as correlagdes de Pearson indicadas, 0s maiores
coeficientes de determinacdo foram observados entre o diametro médio, o conte(do de amilose,
0 amido danificado, a cristalinidade relativa e as propriedades térmicas e 0s menores coeficientes
de determinacdo foram observados entre a fracdo volumétrica, o diametro Feret e o potencial

Zeta.

Por fim, ao selecionar a classe de amilose do amido de arroz e o tipo de enzima utilizada
na hidrélise enzimatica, pode-se modular as propriedades funcionais de acordo com a aplicagéo

desejada na industria alimenticia.
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