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RESUMO

Trés tipos de amido de milho (ceroso, regular e com alto teor de amilose)
foram utilizados, os quais possuem propor¢cdes desiguais de porcdo amorfa e
cristalina, representadas, respectivamente, pela amilose e amilopectina. Cada
espécie foi preparada numa concentracdo 5% (m/v), e mantida em solucdes
contendo diferentes concentragfes de &cido cloridrico (HCI) — 0,1 mol/L; 1 mol/L; e
2 mol/L — por tempos distintos (24h, 96h, 168h). Com a intencdo de aumentar a
cristalinidade do amido de milho e otimizar o tempo de hidrélise, o amido regular
(18% amilose), que melhor respondeu aos testes preliminares, foi submetido a uma
voltagem fixa, variando o tempo de aplicacdo do campo elétrico e 0 numero de
ciclos. As amostras foram investigadas por microscopia 6ptica (MO) e eletronica
(MEV), difracdo de raios-X (DRX) e espalhamento de raios-X a baixos angulos
(SAXS). Os resultados mostram que a hidrélise acida com campo elétrico acoplado
permite uma reducdo significante no tempo de tratamento e melhores valores de
cristalinidade, devido a orientacdo dos eletrélitos em solucdo. Efeitos superficiais

também foram observados nos granulos de amido hidrolisados.

Palavras-chave: Amido. Hidrolise acida. Cristalinidade. Campo elétrico. SAXS



ABSTRACT

Three kinds of corn starch (waxy, regular and high amylose) were chosen,
they have uneven crystalline and amorphous portions, represented, respectively, by
amylose and amylopectin. Each of the species were prepared in a 5% concentration
(m/v) and were kept in solutions containing different concentrations of hydrochloric
acid (HCI) — 0,1mol.L™, 1 mol.L™ and 2 mol.L™ — for different times (24h, 96h, 168h).
Intending to increase crystallinity and optimize hydrolysis time, regular starch (18%
amylose), which better stood against the preliminar tests, was subjected to a fixed
voltage, varying the electric field application time and number of cycles. The samples
were investigated by optical (OM) and scanning electron microscopy (SEM), X-ray
diffraction (XRD) and small-angle X-ray scattering (SAXS). The results showed that
the acid hydrolysis coupled with an external electric field allows a significant
reduction in treatment time and better crystallinity values, due to the orientation of the
electrolytes in solution. Surface effects were also observed on hydrolyzed starch

granules.

Keywords: Starch. Acid hydrolysis. Crystallinity. Electric field. SAXS.
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1 INTRODUCAO

O amido é um polissacarideo, encontrado em abundéncia na natureza,
principalmente em tubérculos e cereais, normalmente na forma de granulos. E usado
extensivamente no ramo alimenticio, mas também tem outras aplicacfes industriais
como estabilizante coloidal, adesivo, espessante, em farmacos e até no tratamento
de residuos.

E constituido de dois componentes principais: a amilose e a amilopectina,
formando uma superestrutura semicristalina. A amilose € responsavel pela porcéo
amorfa do granulo, enquanto a amilopectina pela parte cristalina. Os valores de
cristalinidade e percentuais de amilose dependem da sua fonte botanica.

A amilose, composta por fragmentos de a-D-glucopiranose (forma ciclica da
glicose), € um polimero linear com ligacfes glicosidicas a-1,4. Ja a amilopectina,
que € um dos polimeros de ocorréncia natural com maior peso molecular, &
composta por fragmentos de a-D-glucopiranose, com ligagbes a-1,4, assim como a
amilose, entretanto ocorrem ligagcbes a-1,6 que ramificam a estrutura. Essas
diferencas estruturais podem ser observadas pelas Figura 1 e Figura 2. A
amilopectina tem 5% de pontos de ramificacdo, mas isso ja é suficiente para que as
propriedades fisicas sejam diferentes (BULEON et al., 1998; RATNAYAKE;
HOOVER; WARKENTIN, 2002).

CH,OH CH,OH CH,OH
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. OH OH OH .
\O . o O,"
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Figura 1 - Estrutura da amilose.

A hidrdlise, que € a ruptura das ligacées de hidrogénio das estruturas, ocorre
preferencialmente na por¢cao amorfa dos granulos, pois as ligacdes de hidrogénio da
amilose sdo mais facilmente acessiveis que a da amilopectina, a cristalinidade
relativa dos granulos aumenta com o tratamento (OATES, 1997). Outro fator que

pode influenciar em um maior ataque da amilose pelo acido € que grande parte
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desse componente se encontra na parte periférica dos granulos, como sugere Jane
et al. (1994).
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Figura 2 - Estrutura molecular da amilopectina.

Modificando a superestrutura do amido de milho, e aumentando os valores de
cristalinidade, mudancas estruturais, como uma maior desorganizacao lamelar séo
observadas, isso leva a alteracdes também na faixa de temperatura de gelatinizacéo
dos granulos, o empacotamento dos granulos e na formacgéo de géis (JAYAKODY;
HOOVER, 2002; ROCHA; CARNEIRO; FRANCO, 2010).

Alguns estudos revelam como se comporta 0 amido e os efeitos causados
pelo campo elétrico pulsado (HAN et al., 2009a, 2009b; LI et al., 2019) e também
pelo campo elétrico induzido (LI et al., 2016, 2017), entretanto, esses tratamentos
levam muitas vezes a ruptura dos granulos e a uma consequente, perda de
cristalinidade. Nesse trabalho, as condi¢cGes aplicadas sdo condizentes com o
método de campo elétrico moderado com valores abaixo de 1000 V.m™*(ZHU, 2018),
que tende a ser uma técnica nao-térmica e que mantém a integridade dos granulos.

Com isso, o0 objetivo do trabalho é investigar o comportamento de variedades
de amido de milho, com diferentes porcentagens de amilose, perante a hidrélise
acida, verificando também quais as melhores condi¢cdes de tratamento para
modificar os granulos quanto a sua cristalinidade, faixa de temperatura de
gelatinizagdo e organizagao estrutural, mantendo, entretanto, a integridade dos

granulos. A otimizacdo do processo, em questdo de tempo e eficiéncia, também foi
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estudada, com o acoplamento de campo elétrico externo ao sistema (DA SILVEIRA
et al., 2019).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais utilizados

2.1.1 Amido de milho

Trés variedades de amido de milho, com diferentes teores de amilose nos
granulos, foram utilizadas para o preparo das amostras: ceroso, regular e com alto
teor de amilose, contendo 4%, 18% e 52% de amilose, respectivamente. Os
granulos foram secos em estufa a 40 °C por 48 horas antes do uso.

Todo o amido de milho utilizado foi uma doacdo da empresa Ingredion
(Jundiai, Sao Paulo, Brasil).

2.1.2 Dispositivo para aplicacédo de campo elétrico

Para a aplicacdo de campo elétrico nas amostras, exclusividade do método
de hidrélise orientada, foi utilizado um capacitor composto por duas placas
semicirculares de ouro, separadas por 4 mm. Os eletrodos de ouro séo fixados em
um suporte de politetrafluoretileno (PTFE) que, para o tratamento das amostras
permaneceu dentro de porta amostras de quartzo.

O sistema montado foi ligado a uma fonte de alimentacéo elétrica (HF-3003S,
Hikari, China), conforme mostra Figura 3, e permaneceu sob agitagcdo constante
durante todo o tratamento.

Figura 3 - Montagem experimental para a aplicacdo de campo elétrico nas solucdes acidas de amido.
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2.2 Preparacao das amostras

2.2.1 Hidrolise Livre (HL)

As trés variedades do amido de milho (ceroso, regular e de alto teor de
amilose) foram expostos a solucdo de &cido cloridrico (NEON, Sao Paulo, Brasil,
37%) em trés concentracbes diferentes: 0,1 mol.L?, 1 mol.L™ e 2 mol.L™?, sempre
numa concentracdo de granulos de amido fixa de 5% (m/v).

As amostras ficaram sob o efeito do tratamento durante 24, 96 e 168 horas,
sendo agitadas mecanicamente, em agitador vortex (AP-56, Phoenix, Brasil), a cada
24 horas. Depois de passado o tempo determinado, as amostras foram
centrifugadas, lavadas com &gua destilada até a neutralizacdo da solucao
sobrenadante, secas a 40 °C em estufa e maceradas mecanicamente.

2.2.2 Hidrolise Orientada (HO)

ApoGs andlise dos dados obtidos com as amostras realizadas utilizando a
Hidrolise Livre e buscando melhorias no tratamento das amostras, um novo método
de preparacéao foi testado.

Foi preparada uma solugéo acida do amido regular (18% amilose) em solucdo
de &cido cloridrico 1 mol.L™*, mantendo a concentracdo de granulos de amido de 5%
(m/v). Essa solucéo foi submetida & aplicacdo de um campo elétrico de 500 V.m™
com voltagem fixa de 2 V. Cada porcédo teve o tempo de exposicdo ao campo
elétrico e o nimero de ciclos aplicados variante, como mostra a Tabela 1. Todo o
processo ocorreu sob agitacdo magnética constante e o intervalo entre os ciclos foi
de 10 s.

Tabela 1 - Condi¢des utilizadas para a aplicagdo de campo elétrico na HO.

Numero de Tempo de cada
Amostra _ _ Tempo total (s)
ciclos ciclo (s)
HO1 1 10 10
HO2 2 10 20
HO3 5 10 50
HO4 2 25 50
HO5 3 20 60

HOG6 10 10 100
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2.3 Caracterizacao

2.3.1 Microscopia Optica (MO)

Para a determinacédo da temperatura inicial de gelatinizacdo dos granulos de
amido e da faixa em que ocorre o processo de intumescimento dos granulos até o
rompimento da sua superestrutura, as amostras de amido de milho foram dispersas
em &gua destilada (0,025 g.mL™).

As analises foram realizadas em microscopio optico sob luz polarizada (BX41,
Olympus, digital camera DPT3, EUA), acoplado a um forno (FP82HT, Mettler Toledo,
EUA) para controle da temperatura. O aquecimento das amostras foi realizado em
uma taxa de 10 °C.min™, partindo de 50 °C.

Todas as imagens foram realizadas sob uma magnificacdo da objetiva de 20
vezes.

2.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras foram dispostas em fita de carbono, que foram fixadas em stubs
(porta amostras para MEV). Apds, foram metalizadas com uma fina camada de ouro.

O microscépio eletrénico (EVO MA10, Zeiss, Alemanha), localizado no Centro
de Microscopia e Microandlise (CMM) da UFRGS, foi utilizado para observar a
morfologia de todas as amostras.

2.3.3 Difracdo de Raios-X (DRX)

Para a determinacédo da cristalinidade das amostras foram realizadas analises
das amostras sélidas em um difratbmetro (D-500, Siemens, Alemanha) operando a
40 kV e 17,5 mA com 26 de 3° a 40°e utilizando fonte monocromatica de Cu-Kg.

Os difratogramas obtidos foram tratados com o software OriginPro 2019.

Através do método descrito por Hulleman et al. (1999) foi possivel estimar o
grau de cristalinidade (Xc):

H¢

Xe= ——S
¢ (Hc+Hp)

(1)

sendo Hc a intensidade dos picos cristalinos e Ha a intensidade dos picos referentes
a porcao amorfa. Os picos analisados foram referentes a regiao onde 26 ¢ igual a
15° - 30°.
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2.3.4 Espalhamento de Raios-X a Baixos Angulos (SAXS)

As medidas foram realizadas na linha DO1B/SAXS localizada no Laboratério
Nacional de Luz Sincroton (LNLS, Brasil).

A distancia entre a amostra e o detector foi de 3000 mm, cobrindo uma faixa
de vetor de espalhamento q de 0,04 — 1,5 nm™. O tempo de exposicdo de cada
amostra foi de 10 minutos e o comprimento de onda (A) dos raios-X monocromaticos
incidentes foi 1,605 A.

O amido de milho seco foi colocado no porta amostras e 15 pL de agua
destilada foram adicionados, e selado com fita adesiva prépria para as medidas. O
porta amostras contendo apenas agua foi utilizado como branco e sua intensidade
foi subtraida dos resultados da leitura de todas as amostras.

Os valores do vetor de espalhamento g e a distancia lamelar caracteristica L
podem ser calculados pelas equagdes 2 e 3 (SCHNABLEGGER; SINGH, 2013):

4mtsen(0)
=— (2)
== @
q

sendo A o comprimento de onda e 8 metade do angulo entre o feixe espalhado e o
feixe incidente.

Os dados obtidos foram ajustados, através do software OriginPro 2019, a leis
de poténcias conforme as equacdes 4 e 5 (STRIBECK, 2007), correspondentes a
um pico Lorentziano (YANG et al., 2016) ou uma Gaussiana, respectivamente.

I(q) =1 +@( w ) 4
D=0 Gq=q2+w? )

<—4ln(2)(q—QO)2)

Ae w?

(@) =1+ = (5)
W 4n(2)
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onde I(q) é a intensidade espalhada, |l é a intensidade de fundo, A é a area do pico,
w (nm™) é a largura total & meia altura do pico e go (hnm™) é a posicdo central do

pico.



17

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Aplicando hidrélise acida acoplada de campo elétrico externo, a migracao de
ions na solugdo é orientada e o tempo de tratamento € diminuido. Esse
comportamento € retratado na Figura 4, onde as setas mostram a direcdo do campo
elétrico.

Na HL, fatores como o tamanho dos ions, a concentracdo e a temperatura
sdo as condi¢Bes que ditam como transcorrera o ataque do 4cido aos granulos. J&
quando é realizada a hidrélise orientada, o ataque dos ifons H* é favorecido,
aumentando o ataque as ligacbes de hidrogénio da amilose (porcdo amorfa do
granulo) quando comparada com a hidrolise livre, pois 0 campo elétrico induz esse

ataque.

\—_’_'/ \_—_—_’_/
+ - = + RO +
Hco C —y? G g e
Cl % Cl LI_ = -~ HJ— >

H+C1_ = = ==
+ 8 a®aq o S R i
e T + +

o N S
SN R ClH® H H

Figura 4 - Difusao idnica simplificada na hidrdlise livre (HL) e na hidrélise orientada (HO).

3.1 Morfologia

Os trés tipos de amido de milho testados, por terem diferentes quantidades de

amilose entre si, apresentam morfologias e formatos levemente diferentes (Figura 5).

Figura 5 - Amido de milho ceroso (esquerda), regular (meio) e com alto teor de amilose (direita) in

natura. Imagens de MEV (escala de 2 um).
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Quanto mais rico em amilopectina (por¢édo ramificada do granulo) € o tipo de
amido de milho, mais angular e de formato poliedral sdo os granulos. Entretanto,
quando o teor de amilose € maior, a superficie € mais lisa e uniforme. (CHEN et al.,
2006).

As micrografias de MEV, realizadas nas amostras apds o tratamento 4cido,
mostram como a area superficial dos granulos se comporta frente ao ataque da
solucdo acida. Significativas mudancas foram observadas para os amidos com
menor gquantidade de amilose na sua composicao (ceroso e regular). Os granulos,
que antes do tratamento ndo apresentavam defeitos aparentes, passaram a

apresentar cavidades pequenas e, de certa forma, ordenadas.

I Y S

Figura 6 - Amido de milho ceroso sob a acao de hidrélise acida por 24h (12 linha), 96h (22 linha) e
168h (32 linha), nas concentracdes de 0,1 mol.L™ (12 coluna), 1 mol.L™ (22 coluna) e 2 mol.L™ (32
coluna). Imagens de MEV (escala de 2 pm).

Nos granulos do tipo ceroso, com o aumento do tempo de tratamento, é

visivel o inicio de uma degradacdo, pois € observada a formacao de agregados, bem
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como a ruptura e a juncdo de alguns granulos, como na amostra que permaneceu

por 168h em solucdo de HCI 2 mol.L™.

Figura 7 - Amido de milho regular sob a a¢édo de hidrélise acida por 24h (12 linha), 96h (22 linha) e
168h (32 linha), nas concentracdes de 0,1 mol.L™ (12 coluna), 1 mol.L™* (22 coluna) e 2 mol.L™ (32
coluna). Imagens de MEV (escala de 2 pm).

O amido de milho regular foi o mais suscetivel ao tratamento, sendo
aparentes algumas mudancas superficiais desde as mais brandas condi¢cdes de
tratamento acido.

Esses efeitos superficiais sdo esperados, como ja relatado na literatura por
Wang; Copeland (2012), pois a hidrolise em seu estado inicial ataca a superficie do
amido, antes de interferir no seu interior.

Ja para o amido com alto teor de amilose, ndo foram observadas mudancas
significativas em seu exterior. A area superficial que aparentava ser lisa e sem
grandes defeitos visiveis, permaneceu sem modificagdes (Figura 8). Devido ao fato
dos granulos com essa porcentagem de amilose (52%) serem mais esféricos, o
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ataque acido pode ter sido dificultado devido a um menor contato, por existir uma
menor area superficial.

Dessa forma, e analisando os dados obtidos para cristalinidade por DRX,
optou-se por utilizar o amido de milho regular para o preparo das amostras com

auxilio de campo elétrico externo.

— 1

Figura 8 - Amido de milho com alto teor de amilose sob a a¢éo de hidrélise acida por 24h (12 linha),
96h (22 linha) e 168h (32 linha), nas concentra¢des de 0,1 mol.L™ (12 coluna), 1 mol.L™* (22 coluna) e 2
mol.L™ (32 coluna). Imagens de MEV (escala de 2 um).

As amostras de amido de milho regular realizadas com a hidrélise orientada
apresentaram os mesmos efeitos na sua superficie, exibindo pequenas reentrancias
e irregularidades. Entretanto, essa condicdo passa a se manifestar em tempos de
tratamento acido muito menores do que os utilizados para realizar a HL.

Para atingir a formacdo das cavidades de forma uniforme, como para a
amostra de amido de milho regular exposto por 24h em solucéo de HCI 1 mol.L™
(Figura 7) levou-se apenas 10 segundos (amostra HO1) quando utilizada a hidrélise

orientada, como aparece na Figura 9.
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Conforme o numero de ciclos realizados e/ou o tempo de cada ciclo, as

irregularidades superficiais se tornaram mais evidentes, mas ainda assim, 0s

granulos de amido de milho ndo sofrem rupturas.

4 it W - ] : X
7k sam % kU ¥S,@88 | Som 7KU %4, 588 Srm
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Figura 9 - Micrografias das amostras HO1 (a), HO2 (b), HO3 (c), HO4 (d), HO5 (e) e HO6 (f).
Imagens de MEV (escala de 2 um).

3.2 Cristalinidade

Os difratogramas obtidos para os amidos in natura foram caracteristicos do
tipo A para as variedades ceroso e regular (cristalinidade padrdao para amidos
oriundos de cereais). Ja para o amido com alto teor de amilose, obteve-se um
difratograma com o padrdo do tipo B (que caracteriza amidos de tubérculos e
amidos com grande quantidade de amilose em sua composi¢do) (TESTER,
KARKALAS; QI, 2004).

A Figura 10 mostra que os amidos ceroso e regular apresentam picos de
intensidade em 26 entre 15° e 23° e um grande dubleto ndo-resolvido em 26 = 17°.
O amido de milho com alto teor de amilose mostrou seu pico de difracdo mais
intenso quando 26 é de 17° e alguns picos menos intensos em 15°, 20° e 23°; um
pico adicional também é observado em 20 = 6°, caracteristica de amidos do tipo B
como o de batata (CHEETHAM; TAO, 1998; CHEN et al., 2006).

A area cristalina dos difratogramas, representada pelos picos, € maior nos

granulos ricos em amilopectina (ceroso) do que nos granulos ricos em amilose (alto
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teor de amilose), o que é esperado, pois a amilopectina é a parte da composicao
responsavel pela cristalinidade.

A cristalinidade, calculada pelo método relatado por Hulleman et al. (1999),
para as trés variedades de amido de milho testadas para a hidrélise livre — ceroso,

regular e com alto teor de amilose — foram de 47,4%, 33,4% e 13,3%,

respectivamente.
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Figura 10 - Difratogramas dos diferentes tipos de amido de milho testados.

Os valores de cristalinidade obtidos para as amostras realizadas em hidrélise
livre se encontram na Tabela 2.

Os difratogramas para amidos ceroso e regular sob HL, quando comparados
quanto a molaridade das solugdes acidas e durante 0 mesmo tempo de exposicao,
revelaram que o &cido exerce uma maior agdo sobre a superestrutura granular
conforme aumenta a concentracdo de acido. Entretanto, a partir de 96 horas, a forca
do acido ndo € mais tao significativa na modificacdo estrutural causada, pois 0s
valores de cristalinidade se mantém praticamente 0s mesmo quando s&o

confrontadas as cristalinidades obtidas para 96 e 168 horas.
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A amostra que se mostrou mais cristalina foi o0 amido de milho ceroso tratado
com solucédo de acido cloridrico por 168 horas, entretanto pelas imagens de MEV
(Figura 6) € visto que os granulos se romperam e formaram agregados, portanto se
concluiu que o tratamento foi muito agressivo e esse resultado ndo correspondeu ao
desejado.

Amostras de amido ceroso e regular quando permaneceram durante 24h em
meio mais acido apresentaram resultados semelhantes ao de amostras hidrolisadas

em menor acidez durante 168h.

Tabela 2 - Grau de cristalinidade obtido para as amostras tratadas com HL.

. Grau de cristalinidade (%)
Concentracdo  Tempo de

(mol.L™) hidrolise (h) Ceroso Regular Alto t.eor de
amilose
0,1 24 47,7 34,4 13,7
96 48,1 445 17,1
168 48,1 44,3 14,6
1,0 24 47,9 39,7 23,9
96 48,2 48,5 14,2
168 48,8 35,0 16,8
2,0 24 48,6 40,8 18,9
96 47,9 42,0 17,9
168 50,4 41,6 23,8

Os granulos com alto teor de amilose se mostraram mais resistentes a
hidrélise &cida, mostrando mudangas significativas nos graus de cristalinidade
apenas quando expostos ao tratamento por 168 horas.

O amido de milho regular foi o que melhor respondeu ao tratamento acido,
considerando que foi 0 que mais variou em grau de cristalinidade, em geral. Os
efeitos superficiais, observados através do MEV, também corroboram com isso.
Portanto, ele foi o utilizado para preparar as amostras hidrolisadas com campo
elétrico externo acoplado. Como mudancas significativas ja foram relatadas quando
utilizado o tratamento acido com a solucéo de 1 mol.L™ durante 24h, tomou-se essas
condi¢gbes como padrao para comparacao das amostras com HO.
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Intensidade (u.a.)

Figura 11 - Difratogramas para amostras de amido de milho regular.

As amostras com hidrélise orientada permaneceram todas com 0S mesmos
picos relativos ao amido de milho regular (do tipo A), ja descritos nesse trabalho,
alterando apenas a intensidade deles, devido a variacdo da cristalinidade.

O tempo total de exposicdo ao campo tem menor importancia do que o
namero de vezes em que ele é aplicado aos granulos (ciclos), para efeitos de
aumento do grau de cristalinidade, como se pode observar comparando as amostras
HO3 e HO4, onde o tempo total de exposicédo foi 0 mesmo para ambas as amostras
- 50 segundos — contudo, o numero de ciclos foi 5 para a HO3 e 2 para a HOA.

Os valores de cristalinidade das amostras hidrolisadas aumentaram em torno
de 35% quando comparadas com o amido de milho regular in natura e cerca de 10%

quando comparadas com a amostra de HL 1 mol.L™ tratada por 24h.
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Tabela 3 - Valores de cristalinidade obtidos para as amostras realizadas sob influéncia de campo

elétrico.
Amostras Grau de
cristalinidade (%)
HO1 52,8
HO2 49,3
HO3 54,2
HO4 51,4
HO5 51,6
HO6 48,6

3.3 Gelatinizagcéao

Através das imagens de microscopia 6ptica foi observado que os granulos
mantiveram sua integridade tanto apés a utilizacdo da hidrdlise livre como método
de tratamento, quanto apds a hidrélise orientada.

A manutencdo da integridade dos granulos € confirmada pelo fato de que
guando as micrografias sao realizadas sob luz polarizada, como mostra a Figura 12,
observa-se a cruz de Malta, que ocorre devido a capacidade dos granulos de refletir
duplamente a luz polarizada (birrefringéncia), caracteristica da maioria das
variedades de amido, por possuirem certo grau de organizacdo cristalina, como o
granulo de amido de milho que é semicristalino.

A cruz de Malta, centrada no hilum dos gréanulos, levou-os a serem
considerados esferocristais distorcidos (BULEON et al., 1998). E a birrefringéncia,
teoricamente, indica que a orientagdo das cadeias poliméricas é, em sua maioria,
radial. Contudo, ndo ocorre uma diferenca quanto a birrefringéncia em partes
distintas do granulo como nas regibes polares em comparacdo com as regides
equatoriais, indicando que o0s graos cristalinos sdo extremamente pequenos e
possuem orientacdes diversas. (GALLANT et al., 1992; PEREZ; BERTOFT, 2010).

Caso o tratamento acido tivesse destruido a superestrutura do material,
rompendo os granulos, a cruz de Malta ndo seria mais observada, pois toda a
organizacao cristalina dos granulos seria perdida e a birrefringéncia ndo seria mais
detectada. (SINGH et al., 2003).
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:

Figura 12 - Micrografias do amido de milho regular in natura observado sem (esquerda) e com luz
polarizada (direita). A escala corresponde a 20 um.

Utilizando um forno acoplado ao microscopio Optico, foi verificada a
temperatura de gelatinizacdo dos granulos in natura e apds os dois métodos de
tratamento acido, HL e HO, serem aplicados.

Para o amido de milho regular a faixa de temperatura de gelatinizacéo foi de
4,2 °C, iniciando em 68,8 °C e finalizando em 73,0 °C.

Tabela 4 - Gelatiniza¢é@o para o amido de milho regular ap6s HL.

Concentracdo Tempo de Temperatura Temperatura Faixa de
(mol.L™) hidrolise (h) inicial (°C) final (°C) temperatura (°C)
0,1 24 66,1 71,0 4,9
96 57,5 71,6 14,1
168 58,0 72,4 14,4
1,0 24 56,8 69,5 12,7
96 57,0 71,9 14,9
168 63,8 73,6 9,8
2,0 24 65,6 70,0 4,4
96 61,8 73,5 11,7
168 63,6 72,5 8,9

A gelatinizagdo, uma das propriedades fisico-quimicas mais relevantes do
amido devido as suas aplicacfes na industria, € a perda da organizacdo estrutural

dos granulos devido ao rompimento das ligacbes de hidrogénio causada pelo
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intumescimento irreversivel quando a solu¢cdo aquosa contendo amido é aquecida
(JENKINS; DONALD, 1998).

Normalmente, as altas temperaturas estdo associadas a altos valores de
cristalinidade, pois quanto mais cristalinos o0s granulos, mais estaveis
estruturalmente eles sdo e, consequentemente, mais resistentes a gelatinizagédo
(KRUEGER et al., 1987).

Como a hidrdlise acida diminui a por¢cao de amilose no amido e aumenta seu
grau de cristalinidade, quanto mais suscetiveis ao tratamento forem os granulos,
maior sera a temperatura de gelatinizacdo observada (LAWAL, 2004).

Como publicado por Wang; Copeland (2015), outras interpretacdes para o
aumento da faixa de temperatura de gelatinizacdo sdo retratadas. A hidrolise, por
ocorrer preferencialmente nas zonas amorfas, pode atenuar o efeito de
desestabilizagcdo que ocorre devido ao intumescimento dessas porgdes nos granulos
guando a fusdo dos gréaos cristalinos acontece devido ao aquecimento.

Tabela 5 - Gelatinizacado do amido de milho preparado através de HO.

Amostra Temperatura Temperatura Faixa de
inicial (°C) final (°C) temperatura (°C)
HO1 65,7 73,0 7,3
HO2 68,0 74,0 6,0
HO3 64,5 75,5 11,0
HO4 65,0 75,0 10,0
HO5 63,8 73,0 9,2
HOG6 64,4 69,5 51

Fazendo um paralelo entre as amostras de HL e de HO, é perceptivel uma
diminuicdo da faixa de temperatura de gelatinizacdo, indicando que a hidrolise
orientada leva a uma maior homogeneidade do ataque acido e, consequentemente,
dos efeitos provocados nos granulos.

O aumento do numero de ciclos aplicados, mantendo o tempo total de
tratamento, reduziu a faixa de temperatura de gelatinizacdo (comparacéo entre as
amostras HO1 e HO2), e esse efeito fica ainda mais proeminente quando apenas o

tempo de cada ciclo é aumentado (HO4).
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A amostra HO3 foi a que proveu resultados mais satisfatorios quanto a
aumento do grau de cristalinidade juntamente com uma maior faixa de temperatura

de gelatinizagéo.

3.4 Organizacéo Estrutural

As medidas de SAXS foram efetuadas apenas para o amido de milho regular
sem modificacdes, para as amostras tratadas com HO e para a amostra de HL,
utilizada como comparacdo, hidrolisadas por 24h em solucdo 1 mol.L™. Os

espectros, sem nenhum ajuste, se encontram na Figura 13.
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Figura 13 - Curvas de SAXS das amostras em todos os valores de g medidos.

Todos os perfis de SAXS apresentam um grande espalhamento em valores
baixos de g e um pico de espalhamento caracteristico do amido de milho quando g
assume valores entre 0,6 - 0,7 nm* (BLAZEK; GILBERT, 2010; CARDOSO;
WESTFAHL, 2010; VERMEYLEN et al., 2004), com excecdo do amido de milho
tratado sob HL.



29

A auséncia desse espalhamento caracteristico em q = 0,6 nm™ para a amostra
de HL utilizada como comparagcdo (24h / 1M) pode ser atribuida a perda de
organizacao estrutural dos granulos. Esse pico de espalhamento é associado com a
forma periédica como se organizam as regides cristalinas e amorfas nos granulos.
Como visto na Figura 13, ocorre variacdo da intensidade desse pico dependendo
das condigbes aplicadas no tratamento das amostras. Essa diminuicdo pode ser
atribuida a mudanca na densidade eletrbnica da fracdo amorfa como resultado da

hidrolise que ocorre preferencialmente nessas por¢cées (JENKINS; DONALD, 1997).
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Figura 14 - Ajuste das curvas de SAXS usando o modelo Lorentziano. As amostras seguem a
mesma legenda da Figura 13.

Os dados diminuem em intensidade relativa e passam a ficar mais dispersos
quando g assume valores em torno de 10 nm™, quando comparados com o amido in
natura, indicando que as lamelas cristalinas, compostas, majoritariamente por

amilopectina, passam a ter uma maior diversidade de espessura, devido as



30

pequenas porcdes de amilose que poderiam estar nessas estruturas e deixaram o
granulo em consequéncia da hidrélise acida. Com isso, as lamelas cristalinas ficam

mais empacotadas e com valores de larguras mais diversos.
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Figura 15 - Ajuste das curvas de SAXS usando o modelo Gaussiano. As amostras seguem a mesma
legenda da Figura 13.

Os dois modelos de distribuicdo utilizados cobrem valores faixas distintas de
valores do vetor de espalhamento g, sendo que as amostras HO1, HO2, HO3, HO4
e o0 amido regular sem tratamento puderam ser ajustados usando a funcdo de
Lorentz, enquanto a amostras HO5 sO pode ser ajustada utilizando o modelo
Gaussiano. A HO6 nao se adaptou em nenhum dos dois ajustes.

Por meio dos ajustes, foi determinado o centro do pico caracteristico (qo) para
todas as amostras atraveés da equacdo 3, e a distancia de repeticdo da estrutura
lamelar (L).

Os valores obtidos para L foram coerentes (BLAZEK; GILBERT, 2010) e

apresentaram um leve aumento conforme é aumentado o tempo total das amostras



31

sob hidrolise orientada. Esse comportamento ja era esperado, pois ocorre um
aumento relativo da distancia lamelar por causa do tratamento &cido, aumentando a

predominancia da amilopectina nos granulos de amido de milho.

Tabela 6 - Dados obtidos a partir dos ajustes dos dados de SAXS.

Amostra o (nm™) L (nm)
Regular in natura 0,62 10,1
HL 24h/1M pico ausente -
HO1 0,61 10,3
HO2 0,61 10,3
HO3 0,60 10,5
HO4 0,60 10,5
HO5 0,59 10,6

HOG6 0,59 10,6
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4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos para os trés tipos de amido de milho testados (ceroso,
regular e com alto teor de amilose), quanto ao grau de cristalinidade, demostram que
a variedade mais suscetivel a modificagdes foi 0 amido de milho regular.

A morfologia dos granulos em ambos os tratamentos foi alterada, com o
aparecimento de irregularidades e pequenas cavidades.

Através da difracdo de raios-X, valores de cristalinidade puderam ser obtidos
para todas as amostras, mostrando que a hidrolise acida, por atacar primeiramente
as ligacdes de hidrogénio da amilose, porcdo amorfa dos granulos, faz com que a
cristalinidade seja aumentada apés os tratamentos.

Os resultados para a HO sdo melhores que com a HL, mostrando melhores
resultados para a cristalinidade e mudancgas morfolégicas mais evidentes.

Quando utilizado o tratamento acido acoplado a campo elétrico externo, a
faixa de temperatura de gelatinizagdo dos granulos diminuiu consideravelmente,
principalmente com o aumento do numero de ciclos em uma quantidade reduzida de
tempo total. Nessas condigcbes, maiores temperaturas de gelatinizacdo sé&o
alcancadas, bem como maiores valores de cristalinidade.

Com o SAXS, se observou um decréscimo na intensidade do pico
caracteristico qp, indicando uma maior desorganizacdo da superestrutura dos
granulos com o aumento do tempo total do tratamento com hidrélise orientada. Um
aumento sutil dos valores da distancia de repeticdo lamelar também foi observado
devido a saida de amilose e aumento relativo da porcao cristalina do amido.

Esses resultados sugerem que o amido de milho tratado através da hidrolise
acida, por serem compostos de menos amilose, poderiam ser interessantes para a
industria alimenticia, devido a uma diminuicdo da tendéncia do amido de milho
retrogradar durante o resfriamento, consequéncia do aumento da cristalinidade. E
através da associacdo com 0 campo elétrico externo esse comportamento seria facil

e rapidamente atingido.
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