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RESUMO

BARTZ, J. Modificagdo de amido de capim-arroz (Echinochloa crusgalli (L)
Beauv.) por acetilagao e tratamento térmico em baixa umidade de forma
isolada e associada. 2013. 82f. Dissertacdo (Mestrado)-Programa de Poés-
Graduagao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

O capim-arroz € uma planta invasora de dificil controle encontrada em
abundancia como parte dos residuos da industria orizicola. Uma forma de
agregar valor a esse residuo seria a extracdo de amido. A modificagcdo de
amidos visa ampliar o espectro de utilizagdo do mesmo. Objetivou-se com esse
trabalho extrair e modificar amido de capim-arroz e avaliar os efeitos da
modificagdo por acetilagdo sob catalise de iodo e do TTBU de forma isolada e
associada, sobre o nivel de substituicdo de grupos acetila, estrutura granular e
propriedades funcionais. A acetilacao foi realizada a 100°C durante periodo de
10 min variando a quantidade de iodo como catalisador (1, 5 e 10 mM). O
TTBU foi realizado no amido condicionado para 25% de umidade e autoclavado
a 110°C por 1h. Para a realizacao das modificacbes combinadas, os amidos
foram modificados por acetilacdo prévia ao TTBU e vice-versa. Foi avaliado o
grau de substituicdo (GS), padrao de infravermelho, aspectos morfoldgicos e
birrefringéncia, padrao polimorfico, cristalinidade relativa, poder de inchamento,
lixiviagdo de amilose, propriedades de viscosidade e propriedades térmicas nos
amidos nativo e modificados. O GS dos amidos aumenta conforme com o
acréscimo da quantidade de iodo utilizada como catalisador. O TTBU reduz o
grau de insercdo de grupos acetila ao amido. As modificagdes afetam a
estrutura granular do amido de capim-arroz, a partir da formacédo de
aglomerados e pontos escuros no centro de alguns granulos e da reducéo da
cristalinidade relativa, sobretudo nos amidos modificados de forma associada.
O poder de inchamento e lixiviagdo de amilose aumenta apds a acetilagéo
realizada de forma isolada e anteriormente ao TTBU, mas decresce nos
amidos modificados por TTBU isolado e previamente a acetilagdo. As
propriedades de pasta sao alteradas apos as modificagcbes e um
comportamento dependente do nivel de adicdo de iodo € observado. A
temperatura de pasta reduz apos a acetilagdo e acetilagdo seguida de TTBU,
mas aumenta apés o TTBU e TTBU seguido de acetilagcdo. A acetilacdo sob 1
e 5 mM de iodo, bem como a acetilagdo com 1 mM de iodo seguida de TTBU
ocasionam acréscimos nas viscosidades, mas apos acetilagdo sob 10 mM e
acetilacdo seguida de TTBU sob 5 e 10 mM de iodo, redugdes de viscosidade &
observada. Apos TTBU e TTBU seguido de acetilagdo todas as viscosidades
sao reduzidas, sendo essa reducdo mais expressiva conforme o aumento da
quantidade de iodo utilizada. A acetilacdo reduz as temperaturas de
gelatinizagdo, enquanto que o TTBU e tratamentos combinados ocasionam
acréscimos nas mesmas. Redugao na entalpia e ampliagdo da faixa de
gelatinizagéo é obtida apds todas as modificagdes.



Palavras-chave: modificagdo quimica; modificacdo fisica; modific
combinada; iodo; capim-arroz.

ABSTRACT

BARTZ, J. Modified barnyardgrass (Echinochloa crusgalli (L) Beauv.)
starch by acetylation and heat-moisture treatment in an isolated way and
associated. 2013. 82f. Dissertagdo (Mestrado)-Programa de Pds-Graduagéao
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

The barnyard grass is a weed difficult to control found in abundance as part of
the waste industry paddy. One way to add value to this waste would be the
extraction of starch. The modification of starches aims to expand the range of
use. The objective of this work was to extract and modify starch barnyardgrass
and evaluate the effects of modification by acetylation under iodine catalysis
and HMT in isolation and associated, on the level of substitution of acetyl
groups, granular structure and functional properties. Acetylation was performed
at 100 ° C during 10 min varying the amount of iodine as catalyst (1, 5 and 10
mM). The HMT was performed in starch conditioned to 25% moisture and
autoclaved at 110 ° C for 1h. To conduct the combined modifications, starches
have been modified by acetylation prior to HMT and vice versa. The degree of
substitution (DS), infrared pattern, morphology and birefringence, polymorphic
pattern, relative crystallinity, swelling power, amylose leaching, properties of
viscosity and thermal properties of native and associed modified starches. The
GS increases with the increasing addition of iodine used as catalyst. The HMT
reduces the degree of insertion of acetyl groups to the starch. The changes
affect the granular structure of starch barnyardgrass, from the formation of
aggregates and dark spots in the center of some granules and reducing relative
crystallinity, especially in modified starches so associated. The swelling power
and amylose leaching increases after acetylation held in isolation and before
the HMT, but decreases in starch modified by HMT and isolated prior to
acetylation. Pasting properties are altered after the modification and a behavior
dependent upon the level of addition of iodine is observed. The paste
temperature reduces after acetylation and acetylation followed by HMT, but
increases after HMT and HMT followed by acetylation. Acetylation under 1 and
5 mM iodine, and acetylation with 1 mM iodine followed by HMT cause
increases in viscosity, but after acetylation in 10 mM followed by acetylation of
HMT and at 5 and 10 mM iodine, reduction of viscosity is observed. After HMT
and HMT followed by acetylation, all viscosities are reduced, such reduction
being more expressive with increasing amount of iodine used. The acetylation
reduces the gelatinization temperatures, whereas HMT and combined
treatments cause increases therein. Reduction in enthalpy and broadening the
range of gelatinization is obtained after all modifications.

Keywords: chemical modification, physical modification, combined modification;
iodine; barnyardgrass.
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1 INTRODUCAO

O capim-arroz (Echinochloa crus-galli (L.) Beauv.) &€ um capim
selvagem, conhecido como uma das principais plantas invasoras de
importancia na agricultura mundial, sendo responsavel por perdas expressivas
na produtividade de diversas culturas, sobretudo do arroz. Nas regides de
cultivo de arroz irrigado, o residual de capim-arroz gerado € bastante
expressivo, no entanto, esse material é descartado ou destinado a alimentagéo
animal sem nenhum preparo prévio. Nesse contexto, a extracdo de amido do
capim-arroz poderia ser um meio de agregar valor a esse residuo.

O amido é uma fonte importante de carboidratos na dieta humana e é
amplamente utilizado em diversas areas da ciéncia de alimentos e polimeros.
Assim, para superar as deficiéncias intrinsecas a utilizagdo de amidos na forma
nativa, sobretudo a elevada hidrofilicidade, inumeros métodos de modificagao
tém sido desenvolvidos. A combinacido de métodos de modificacdo tem sido
apontada como uma alternativa promissora para a obtencdo de amidos com
propriedades especificas, ou mesmo para otimizagdo de processos reacionais.

A associagao dos métodos de modificacao por acetilacdo e tratamento
térmico em baixa umidade (TTBU) ainda ndo foram explorados. A acetilagao é
uma modificacdo quimica na qual os grupos hidroxilas do amido sao
substituidos por grupos acetila, promovendo a redu¢éo nas interacdes entre as
cadeias exteriores da amilopectina e entre as cadeias de amilose, além de
conferir novas caracteristicas ao polimero. Recentemente, alguns estudos tém
demonstrado que o iodo é um excelente agente acilante na acetilacdo de
polissacarideos, reduzindo expressivamente os tempos de reagdo. Do mesmo
modo, as alteracdes obtidas em amidos submetidos ao TTBU tem demonstrado

o potencial desse método de modificagao.
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A maioria dos estudos sobre a organizagao estrutural e os mecanismos
que sao desencadeados durante a modificagdo de amidos por acetilagao e
TTBU s&o apoiados em resultados embasados na aplicacdo desses métodos
de forma individual. Neste aspecto, o estudo destes, métodos de forma isolada
ou associada sobre uma fonte ndao convencional de amido como o capim-arroz
pode esclarecer muito sobre os efeitos destas modificagcbes sobre o amido,
assim como, prover uma forma de aproveitamento desta matéria-prima que é

descartada na colheita e beneficiamento de gréos.

1.2 Hipéteses
e O capim-arroz constitui matéria-prima com potencial para a extragao de

amido;

¢ As diferentes quantidades de iodo utilizadas na acetilagdo, bem como a
alteracao estrutural promovida pelo TTBU, influenciam o grau de introdugao de

grupos acetila ao amido de capim-arroz;

e A associagdo da acetilaggo com o TTBU (acetilagdo/TTBU ou
TTBU/acetilagdo) promove alteragcbes na funcionalidade e em aspectos
estruturais dos granulos, distintos do obtido por estas modificagbes quando

aplicadas de forma isolada em amido de capim-arroz.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo geral

Extrair e modificar amido de capim-arroz por acetilagao sob catalise de
1, 5 e 10 mM de iodo e TTBU (25% de umidade/110°C/1h) de forma isolada e
associada, e investigar as alteragcbes no grau de substituicio e em algumas

propriedades funcionais e estruturais dos granulos apos essas modificagoes.

1.3.2 Objetivos especificos
e Extrair e caracterizar o amido obtido de graos de capim-arroz quanto as

suas propriedades estruturais e funcionais;
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e Avaliar o efeito do TTBU sobre a estrutura granular de amido de capim-
arroz frente a introdugdo de grupos acetila em diferentes niveis de acetilagao

sob catalise de iodo;

e Avaliar o impacto do TTBU e das condi¢cbes reacionais adotadas na
acetilacdo e a combinagdo destas modificagbes quanto aos aspectos
morfolégicos e birrefringéncia, padrédo polimoérfico e cristalinidade relativa,
poder de inchamento, lixiviagdo de amilose, propriedades de pasta e

propriedades térmicas no amido de capim-arroz.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Capim-arroz: aspectos gerais e importancia

Echinochloa crus-galli (L.) Beauv., originario do leste asiatico e de
predominancia em regides temperadas, € um tipo de capim selvagem da
familia das poaceas que produz grédos muito pequenos e €& comumente
conhecido pelo nome de capim-arroz (YABUNO, 1987; HOLM et al., 1991). E
uma das principais plantas invasoras de importancia na agricultura mundial,
sendo responsavel por perdas expressivas na produtividade de diversas
culturas, sobretudo do arroz (HOLM et al., 1991; ALTOP; MENNAN, 2011). O
grao de capim-arroz é apresentado na Fig. 1, onde o pequeno tamanho do gréo
€ evidenciado pela insercao de um grao de arroz na imagem para efeito de

comparacao.

Figura 1 - Grdo de arroz sem casca (1) e graos de capim-arroz revestido de

glumelas (2), com casca (3), parcialmente descascado (4) e sem casca (5).
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Fonte: Arquivo do autor.

Conforme Altop e Mennan (2011), a grande tolerancia ecoldgica do
capim-arroz, tais como a capacidade de adaptacdo em condi¢cdes anaerdbicas
(campos de arroz irrigado e pantanos), rapida germinagdo e crescimento,
producdo abundante de gréos e elevada capacidade competitiva, favorecem
para que esta invasora esteja amplamente distribuida nas lavouras de cultivo
de arroz irrigado, sobretudo nas pouco tecnificadas. Além de competir com a
producdo, a planta de E. crus-galli também pode causar grandes prejuizos
durante a colheita. Conforme destacam Gongalves e Saccol (1995) as folhas e
caules verdes da invasora dificultam a trilha, bem como gréos s&o colhidos
junto com os de arroz, contribuindo para o aumento de matérias estranhas no
volume total colhido.

O manejo da lavoura, incluindo o controle quimico intenso, € empregado
para reduzir a infestagdo de E. crus-galli em sistemas de produgéo de arroz em
muitos paises (GIBSON et al.,, 2002). No entanto, a intensa utilizagdo de
herbicidas tem levado a sele¢ao de bidtipos resistentes da planta (CHEN et al.,
2009; TANG et al., 2009). Além disso, as similaridades morfolégicas com a
planta de arroz na fase de plantula dificulta a aplicacdo de métodos alternativos
de controle (ANDRES et al., 2007), visto que, quando o capim-arroz atinge um
ponto de crescimento em que € identificado e pode ser removido, as perdas de
rendimento na lavoura, geralmente, ja séo inevitaveis (HOLM et al., 1991).

De acordo com Olivo et al. (1991), no Rio Grande do Sul, e nas demais
regides que cultivam variedades de arroz irrigado, o percentual de capim-arroz
nos residuos da lavoura orizicola é bastante variavel, sendo estimado valores
em torno de 1 a 2% do total colhido. Considerando a previsdo de colheita de
aproximadamente 8,8 milhdes de toneladas de arroz na safra 2010/2011 no
estado (CONAB, 2011), a quantidade de capim-arroz gerado como residuo
pode vir a corresponder de 88 a 176 mil toneladas, o qual ¢
predominantemente descartado ou destinado a alimentacdo animal, ainda que
sem preparo prévio para tal fungao (WILSON, 1994).

Assim, embora o foco mundial em relagdo as espécies do género
Echinochloa esteja voltado para os prejuizos que esta proporciona na

agricultura, em paises do continente africano e asiatico € comum o uso do grao



20

de espécies de Echinochloa na alimentacdo humana (VEENA et al., 2004,
UGARE, 2008).

De acordo com Yabuno (1987), o género Echinochloa inclui duas
espécies cultivadas como alimento, E. frumentacea e E. utilis cutivadas,
respectivamente, no Japao, Coréia e China, e na india, Paquistdo e Nepal.
Ambas sao cultivadas para o consumo humano e como forrageira animal,
sendo comumente conhecidas pelo nome genérico de “barnyard millets”. A
partir de estudos citogenéticos, Yabuno (1987) reporta que E. Ultilis foi
domesticada da espécie selvagem E. crus-galli enquanto que E. frumentacea
se origina de E. colona.

O cultivo de “barnyard millets” apesar de antigo, € ainda relativamente
desconhecido e seu uso é restrito em regidées onde o solo é inadequado e o
clima muito frio para o cultivo de arroz (UGARE, 2008). Conforme Veena et al.
(2004) e Ugare (2008), o grao € comumente empregado em pratos tipicos
regionais ou ainda preparada a partir do cozimento com agua (de forma
semelhante ao arroz) ou com leite e agucar. O grao também pode ser moido e
inserido no preparo de mingaus (THATHOLA; SRIVASTAVA, 2002; VEENA et
al., 2004), biscoitos (THATHOLA; SRIVASTAVA, 2010), massas (UGARE,
2008), dentre outros.

A distribuicdo composicional de nutrientes em “barnyard millets” € bem
variavel e apresenta diferencas conforme a espécie e cultivar em questao. De
acordo com Kasaoka et al. (1999) e Gopalan et al. (2002), de forma geral,
esses graos apresentam valores de proteina, lipidios, fibras e vitamina B1 e B2
superiores aos encontrados em muitos cereais convencionais, como o arroz e
trigo.

Em estudo realizado por Veena et al. (2005) em nove variedades de
‘barnyard millets” (E. colona var. frumentacea), os grdos apresentaram
composi¢ao nutricional que variou entre 8,4-15,5% no conteudo de proteina,
3,2-4,5% de lipidios, 2,7-4,2% de minerais, 9,60-15,8% de fibra dietética e
52,9-66,2% de carboidratos. Os autores também destacam que o elevado teor
de fibras e o baixo teor e digestibilidade (20-28%) dos carboidratos pode ser
conveniente na gestédo de disturbios metabdlicos, como no controle de diabetes

mellitus. Ainda que os dados apresentados nao sejam referentes a E. crus-galli
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var. utilis, os mesmos podem fornecer uma ideia do valor nutricional do género
como um todo, visto a escassez de dados sobre esta espécie.

Em relacdo a compostos bioativos de agdo antioxidante, a literatura
dispde de dois estudos com E. crus-galli var. utilis. Kim et al. (2011), a partir de
extratos etandlicos, isolaram trés acidos fendlicos os quais identificaram como
sendo o N-(p-cumarico)-serotonina, luteolina e Tricetin 3’,5'-dimetil éter, e
Watanabe (1999) em extratos metandlicos do grao, observaram valores
expressivos de compostos fendlicos totais (38,45+0,45 mg.100g™"), a maioria
na forma de flavondides (28,71+0,27 mg.100g™).

Contudo, o conhecimento a respeito do potencial alimentar de “barnyard
millets” disponivel na literatura é ainda superficial, visto que apenas
recentemente, com a divulgacdo de estudos sobre suas propriedades
alimentares, € que o cultivo e interesse em torno desses gréos tem sido
revitalizado (WATANABE, 1999; KIM et al., 2011).

2.2 Amidos
2.2.1 Composicao e organizagao estrutural

O amido é um polissacarideo abundante na natureza, relativamente
barato e naturalmente renovavel, o qual encontra ampla aplicagdo em diversas
areas da ciéncia de alimentos e polimeros em geral (TESTER; MORRISON,
1990; HOOVER, 2010). O amido se apresenta na forma de granulos, com
tamanhos e formas variaveis, os quais sao altamente birrefringentes e sob luz
polarizada apresentam o modelo tipico da cruz de Malta (BULEON et al. et al,
1998).

De forma geral, amidos contém em torno de 70-80% de amilopectina e
entre 20-30% de amilose. Proteinas, lipidios, fésforo, fibras também estao
presentes em quantidades muito pequenas. Na Fig. 2 sdo apresentadas as
unidades estruturais de amilose e amilopectina. A amilose é definida como uma
molécula linear formada por unidade de D-glicose unidas por ligagdes a(1—4)
e difere em tamanho e estrutura, dependendo da origem botanica. Apresenta
peso molecular em torno de 1x10° a 1x10° g.mol" (BULEON et al., 1998;
BILIADERIS, 1991), e atualmente é bem estabelecido que certas moléculas
sdo ligeiramente ramificadas por ligagdes a(1—6). Em solugdo aquosa a

amilose adota uma estrutura em forma de espiral aleatéria, pouco estavel e
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tende a formar complexos simples de inclusdo helicoidal com agentes
complexantes apropriados (lipidios, iodo). Dependendo do tamanho desses
agentes complexantes, a cadeia de amilose pode assumir uma estrutura
helicoidal, podendo ter 6, 7 ou 8 unidades de glicose. Ja a amilose restante é

livre e ocorre em uma conformacao desordenada (PEREZ; BERTOFT, 2010).

e ]
a) H4- \;_-LI glucose unit
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O

Figura 2 - Unidades estruturais de amilose (a) e amilopetina (b).
Fonte: PEREZ; BERTOFT, 2010.

A amilopectina € uma molécula muito maior do que a amilose (peso
molecular de 1x10” a 1.10° g.mol'1) e constitui uma estrutura intensamente
ramificada unida por aproximadamente 95% de ligagdes a(1—4) 5% por
a(1—6) (BULEON et al., 1998; BILIADERIS, 1991). No que diz respeito a
composig¢ao estrutural, a molécula de amilopectina consiste de uma cadeia
principal C (a qual carrega o grupo redutor da molécula) e de numerosas
cadeias ramificadas conectadas por ligagées a(1—6), constituidas pelas curtas
cadeias A (sem ramificagado) e pelas longas cadeias B (ramificadas por uma ou

mais cadeias A ou B) (Fig. 3).



23

Cadeias A Cadeias B

00000 .—.—’—.—':::7H s
O0-0-00<C I/ /.-‘—.—.

Segmetos Segmetos (extremidade redutora)
internos externos

CadeiaC

Figura 3 - Cadeias formadoras da molécula de amilopectina. (Circulos
representam os residuos de glicose, linhas horizontais e curvas correspondem
as ligagdes a(1—4) e a(1—6), respectivamente, e o residuo final a direita
constitui a extremidade redutora da molécula).
Fonte: Adaptado de PEREZ; BERTOFT, 2010.

Os granulos estdo organizados em camadas alternadas amorfas e
semicristalinas oriundas da organizagao radial dos anéis de crescimento a
partir do hilo (ponto original da onde o granulo se desenvolve). Os anéis de
baixa densidade amorfos consistem de amilose e amilopectina numa
conformagdo desordenada, enquanto os anéis semicristalinos densos séao
formados por uma estrutura lamelar com alternancia de regides cristalinas
(formadas principalmente por duplas hélices de cadeias laterais de
amilopectina dispostas radialmente) e amorfas (amilose e pontos de
ramificacdo da amilopectina) (BULEON et al., 1998; TESTER; KARKALAS:; QI,
2004; PEREZ; BERTOF, 2010). A Fig. 4 mostra um esquema proposto para a

organizagao estrutural dos granulos de amidos.
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Lamela
cristalina

Figura 4 - Representacdo esquematica da estrutura lamelar de um gréanulo de
amido. [Onde A: pilhas de lamelas microcristalinas separadas por anéis de
crescimento amorfos; B: vista ampliada das regides amorfas e cristalinas; C:
estruturas helicoidais duplas formadas por cadeias adjacentes de amilopectina,
dando origem as lamelas cristalinas (os pontos de ramificacdo constituem as
regides amorfas)].

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

As regides cristalinas das lamelas sao formadas principalmente por
duplas hélices de cadeias laterais de amilopectina empacotada em formas
polimorficas diferentes (Fig. 5), as quais podem ser distinguidas em
difractogramas de raios-X. Em amidos de cereais, as cadeias exteriores
relativamente curtas de moléculas de amilopectina favorecem a formagao de
polimorfos cristalinos do tipo-A, enquanto as cadeias mais longas exteriores
predominantes em amidos de tubérculos favorecem a formagao de polimorfos
do tipo-B (HIZUKURI et al., 1985; ZOBEL, 1988; GIDLEY; BULPIN, 1987). As
duplas hélices para ambas as formas polimérficas sao essencialmente
idénticas no que diz respeito a estrutura helicoidal (GIDLEY; BULPIN,
1987). No entanto, a embalagem destas duplas hélices dentro da estrutura
polimérfica do tipo-A é relativamente compacta, e cristaliza-se em uma célula
unitaria ortogonal com empacotamento hexagonal levemente distorcido e oito
moléculas de agua por célula unitaria, enquanto que o polimorfo do tipo-B tem
uma estrutura mais aberta hexagonal, com um nucleo helicoidal hidratado por
36 moléculas de agua. Além dos tipos polimorficos A e B, é reconhecido o tipo-
C, encontrado em amidos de diversas leguminosas, e que consiste em uma

mistura dos outros dois tipos em proporgdes variaveis (ZOBEL, 1988).
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Figura 5 - Estruturas dos polimorfos cristalinos do tipo-A e tipo-B. [Onde (a):
visdo 3D das estruturas; (b): empacotamento cristalino em do tipo-A, contendo
quatro moléculas de agua (circulos fechados) para cada célula unitaria; (c):
polimorfo do tipo-B, contendo trinta e seis moléculas de agua]

Fonte: PEREZ; BERTOFT, 2010.

2.2.2 Propriedades funcionais

A funcionalidade do amido é, em grande parte, governada pelas
caracteristicas e organizagao granular, e determinam a especificidade de
aplicagdo. Conforme destaca Gonzalez; Perez (2002), o amido é amplamente
utilizado na industria de alimentos como um espessante, estabilizante e agente
de gelificagdo. Quando intactos, os granulos ndo séo soluveis em agua fria
devido as ligagdes de hidrogénio entre as moléculas do amido, mas podem
reter determinadas quantidades de agua e incharem, sendo esse processo
reversivel pela secagem (CEREDA, 2002).

Quando uma suspensdo de amido nativo é submetida ao aquecimento
constante em temperaturas acima de 60°C, as moléculas de agua presentes
formam pontes de hidrogénio com os grupos hidroxila de suas
macromoléculas, promovendo a gelatinizacdo dos granulos (TESTER;

MORRISON, 1990). Conforme os autores, em seu sentido mais restrito, a
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gelatinizag&o constitui o desordenamento térmico das estruturas cristalinas nos
granulos de amido com consequente perda de birrefringéncia, mas num sentido
mais amplo engloba eventos relacionados, tais como o inchamento granular e a
lixiviagdo de polissacarideos soluveis, principalmente de amilose, conduzindo a
formagao de uma pasta viscosa.

A temperatura na qual os granulos comegam a ganhar viscosidade é
chamada de “temperatura de pasta”, a qual ndo deve ser confundida com a
temperatura de gelatinizagdo. Esta ultima é referente a temperatura ou faixa de
temperatura em que ocorre a perda de birrefringéncia granular e, onde acima
da mesma, o processo de expansdo é irreversivel (TESTER; MORRISON,
1990). A gelatinizagdo do amido, por constituir um processo de absorgao de
energia, pode ser monitorada e caracterizada a partir de endotermas obtidas
por calorimetria diferencial de varredura (DSC), pelo desaparecimento da cruz
de Malta em microscopio 6tico e/ou pela perda da cristalinidade a partir de
difragdo de raios-X (CEREDA, 2002). Tester; Morrison (1990) e Cereda (2002)
salientam que a gelatinizacao dos granulos, e consequente formagao de pasta,
dependem de varios fatores, tais como o tipo de amido, concentracido da
dispersdo, a temperatura utilizada, e intensidade de cisalhamento durante o
aquecimento.

Apos determinado periodo de aquecimento em temperatura elevada
(95°C) e agitagdo constante, os granulos comegam a romper, ocorrendo o
alinhamento das moléculas e causando uma diminuicdo na viscosidade. Ao
ocorrer o resfriamento da pasta, alguns polimeros de amilose e amilopectina
solubilizados comegam a se reassociar, formando um gel. Este processo é
denominado como retrogradacéao e esta transformagéo pode ser acompanhada
pelo fenbmeno caracterizado como sinerese, o qual consiste na expulsdo de
agua das moléculas de amido formadoras do gel (BILLIADERES, 1991;
CEREDA, 2002). De acordo com Sandhu et al. (2007), dentre os principais
fatores que influenciam a retrogradacdo em géis de amido estdo a
concentracdo e comprimento de cadeia das moléculas de amilose presentes e
o estado de dispersdo das cadeias lineares. O comportamento de pastas de
suspensoes de amido durante o aquecimento e resfriamento pode ser medida
a partir de curvas geradas em equipamentos especificos como o

viscoamilografo Brabender e o RVA (Rapid Visco Analyser). Na Fig. 6 esta
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apresentado os eventos decorridos em suspensdes de amido durante o

aquecimento, resfriamento e armazenamento das mesmas.

Granulos inchaimenio Ruptura parcial dos granulos e
nativos ne '“f lixiviagao de amilose com
intactos granuiar formacéo de pasta

Recristalizacao dos
componentes do amido

AQUECIMENTO RESFRIAMENTO ARMAZENAMENTO

GELATINIZACAO RETROGRADAGCAO

Figura 6 - Representagdo esquematica das alteragbes ocorridas em uma
suspensao de amido em excesso de agua durante o aquecimento, resfriamento
e armazenamento.

Fonte: Adaptado de GOESAERT et al., 2005.

2.2.3 Modificagao de amidos

A utilizacdo de amidos na forma nativa apresenta limitagcbes em
determinados tipos de processamento. Condicdes de cisalhamento,
temperatura, pH e refrigeragcdo comumente aplicados durante o processamento
costumam ser aspectos limitantes na utilizacdo de amidos nativos. Dessa
forma, a modificagdo deste polimero é uma alternativa para atingir uma
determinada funcionalidade ou mesmo para ampliar as possibilidades de
aplicagdo. Amidos modificados sao ingredientes comuns em alimentos e em
outros produtos industriais.

De forma genérica, a modificacao de amidos pode ser obtida a partir de
tratamentos quimicos, fisicos, enzimaticos e genéticos (SINGH; KAUR;
McCARTHY, 2007) e, mais recentemente, o uso combinado de uma ou mais

modificagbes também tem se mostrado como uma alternativa promissora
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(GUNARATNE; CORKE, 2007; DEETAE et al., 2008; LIN et al., 2011; KAUR et
al., 2012).

2.2.3.1 Acetilagao sob catalise de iodo

A acetilagdo € uma das modificagcbes quimicas mais conhecidas e
utilizadas em nivel industrial e, baseia-se na esterificacdo dos polimeros de
amido com grupos acetila (-COCHj3) para formar acetatos de amido (MARK;
MELTRETTER, 1972; SINGH; KAUR; McCARTHY, 2007). Comumente o
anidrido acético é utilizado como agente acilante e a reacdo ativada na
presenca de um catalisador alcalino. A substituigdo dos grupos hidroxila por
grupos acetila ocorre através de uma reacgéo de substituicdo nucleofilica, onde
as hidroxilas dos C1, C3 ou C6 (Fig. 7) (grupo nucledfilo), atacam o grupo
eletrofilo (C insaturado de uma das carbonilas do anidrido acético) a partir do

mecanismo de adicdo-eliminagao.

—~ - n

Figura 7 - Possiveis locais para a substituicdo, carbonos 2, 3 e 6 (destaque em

amarelo) na unidade de anidroglicose.

Conforme destaca Xu; Miladinov; Hanna (2004), as trés hidroxilas
livres, apresentam reatividades diferentes, e atualmente é aceito que a hidroxila
do C6 é a que maior probabilidade tem de participar no processo reacional de
substituicdo, visto ser mais disponivel estericamente. Posteriormente acredita-
se que o C2 venha na ordem de reatividade por estar proximo ao grupo hemi-
acetal, e por esta razdo € mais acido do que o C3. O grau de substituicdo (GS)
indica o numero médio da substituicdo ocorrida por unidade de anidroglicose
no amido. Como a unidade de anidroglicose apresenta trés hidroxilas

disponiveis, as quais podem ser substituidas por grupos acetila, o grau de
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substituicdo (GS) maximo é de trés unidades de grupos acetila por unidade de
anidroglicose. Os acetatos de amido, de acordo com o GS, séo classificados
como de baixo GS (< 0,1), médio GS (0,1-1,0) e de alto GS (> 1,0) (MARK e
MELTRETTER, 1972).

Conforme o grau de substituicdo, a molécula de amido adquire certa
hidrofobicidade e maior estabilidade frente a retrogradagdo. Outras
caracteristicas, como reducdo na temperatura de gelatinizacdo, aumento na
claridade de pasta e na capacidade de absor¢cdo de &agua durante a
gelatinizacdo, também tém sido reportadas (RAINA et al., 2007; BELLO-
PEREZ et al., 2010). No entanto, os tempos reacionais requeridos no processo
sdo extensos e a eficiéncia da modificacdo é baixa devido a hidrélise do
reagente acilante pela agua e alcali presentes (SANCHEZ-RIVERA et al.,
2010).

Recentemente, alguns estudos tém demonstrado que o iodo € um
excelente agente acilante de polissacarideos (BISWAS et al., 2005; RAMIREZ-
ARREOLA et al., 2009; DIOP et al., 2011). Diferentemente dos métodos em
que a reagao necessita de um pH alcalino para favorecer o deslocamento da
reacdo no sentido da substituicdo, nesse caso, o iodo atua como um
catalisador acido de Lewis, ativando o grupo carbonila do reagente acilante,
tornando-o mais reativo durante o processo de sintese (Fig. 8) (BISWAS et al.,
2005). A reacdo se processa em curto periodo de tempo (10 min) a
temperatura de 100°C, sendo o iodo facilmente reduzido estequiometricamente
com tiossulfato de sédio a iodeto (BISWAS et al., 2005). Além disso, Diop et al.
(2011) verificaram que a quantidade de iodo utilizada € um dos fatores que
mais afetam o grau de introdugdo dos grupos acetil a molécula de amido,
sendo até mesmo, mais influente do que as proporcdes de anidrido acético e

amido utilizadas.
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Figura 8 - Representacdo esquematica da ativagcdo do anidrido acético pelo
iodo como catalisador da reacéo de acetilacdo em amidos.
Fonte: Adaptado de BISWAS et al. (2005) e DIOP et al (2011).

Apenas os estudos realizados por Sanchez-Rivera et al. (2010) com
amido de milho e de banana, e por Diop et al. (2011), com amido de milho,
fornecem alguma informacéo sobre as propriedades fisico-quimicas obtidas por
acetilacao catalisada por iodo. Dessa forma, a influéncia da catalise de iodo em
aspectos estruturais como padrao de substituicao, além de aspectos funcionais
e nutricionais, nessas e em outras fontes de amido, ainda ndo foram

elucidados.

2.2.3.2 Tratamento térmico em baixa umidade

Dentre as modificagdes fisicas, o tratamento térmico em baixa umidade
(TTBU), tem se mostrado uma alternativa altamente promissora para a geragao
de aditivos alimentares ou ingredientes com propriedades especificas
(HOOVER et al, 2010; ZAVAREZE; DIAS, 2011). Conforme Jacobs; Delcour
(1998), o TTBU consiste na exposi¢cédo dos granulos de amido a temperaturas
superiores a de gelatinizacdo por determinado periodo de tempo e em
condi¢coes de umidade reduzida, alterando as propriedades fisico-quimicas do
amido sem alterar a sua estrutura molecular. As temperaturas de processo
podem variar entre 84-130°C, por periodos de 15min a 16h e teor de umidade
ndo superior a 35% (GUNARATNE; HOOVER, 2002; HORMDOK;
NOOMHORM, 2007; HOOVER, 2010; VARATHARAJAN et a., 2011).
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Conforme explica Gunaratne e Hoover (2002), o TTBU promove a
interacdo das cadeias de amido, através do rompimento da estrutura cristalina
e pela dissociagdo das estruturas de duplas hélices na regidao amorfa com
posterior rearranjo dos cristais rompidos durante o tratamento. A extensdo das
alteragbes provocadas pelo TTBU é influenciada pela composicao do amido,
organizacdo das cadeias de amilose e amilopectina no interior dos granulos e
pelas condigdes (temperatura, umidade e tempo) prevalecentes durante o
tratamento (HOOVER, 2010; ZAVAREZE; DIAS, 2011).

Inumeros estudos relatam os efeitos do TTBU sobre a estrutura e as
propriedades fisico-quimicas de amidos de diferentes fontes botanicas
(HOOVER; MANOEL, 1996; HOOVER, 2010; ZAVAREZE et al., 2010;
VARATHARAJAN et al., 2011). Os principais efeitos observados apés o TTBU
sdo alteragdes no padrao polimdrfico, no grau de cristalinidade relativa, no
inchamento e na lixiviagdo de amilose granular, nos perfis térmicos e de
viscosidade e na suscetibilidade enzimatica dos grénulos (GUNARATNE;
CORKE, 2002).

Amidos com padrao polimérfico de tipo-A e tipo-C permanecem
inalterados, sendo apenas relatado reducdo nas intensidades dos picos de
difracédo de raios-X, enquanto que em amidos com padrao polimorfico do tipo-B
tem sido descrito a transicdo para o padrao do tipo-A ou para uma mistura de
ambos os padrdes. Essa mudanga no padrao polimérfico tem sido atribuido a
desidratagdo das 36 moléculas de agua presentes no canal central da célula
unitaria do polimorfo B, bem como pelo movimento de um par de duplas hélices
para o centro que originalmente era ocupado pela agua (GUNARATNE;
HOOVER, 2002; HOOVER, 2010; VARATHARAJAN et al., 2011). Reducgdes
nos parametros de viscosidade, poder de inchamento e lixiviagdo de amilose,
assim como aumentos das temperaturas de gelatinizacdo e ampliacdo das
endotermas de fusao tém sido relatadas (PERERA et al., 1997; LIM; CHANG;
CHUNG, 2001; HORMDOK; NOOMHORM, 2007; CHUNG; LIU; HOOVER,
2009; VARATHARAJAN et a., 2010; JIRANUNTHAKUL et al.,, 2011). Em
decorréncia da maior estabilidade térmica e resisténcia ao cisalhamento,
Hoover (2010) sugere que esses amidos poderiam ser uma alternativa no
processamento de alimentos enlatados e congelados, na elaboragcdo de

molhos, massas alimenticias e em produtos de confeitaria.
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2.2.3.3 Amidos modificados por processos combinados

A combinagdo de métodos de modificagao, sobretudo a associagéo de
métodos quimicos previamente a métodos fisicos e vice-versa, pode ser um
meio de alterar a localizagdo dos grupos substituintes, proporcionando um novo
padrao de substituicdo ao amido, ou mesmo, aumentar a eficiéncia da reacao,
requerendo uma menor concentracido de reagentes para alcangar o grau de
modificagdo desejado. Nesse aspecto, a modificacdo prévia por TTBU
aumentou a acessibilidade de grupos hidroxipropila nos dominios amorfos e
cristalinos em granulos de amido de batata (PERERA et al., 1997) e em milho
ceroso (GUNARATNE; CORKE, 2007). Conforme Gunaratne; Corke (2007), a
desestabilizacdo e reorientagcdo das duplas hélices da amilopectina pelo
tratamento hidrotérmico, pode ter faciltado a penetracdo do reagente as
regides cristalinas do granulo.

Lin; Wang; Chang (2009) observaram aumento nos conteudos de
amido resistente e amido lentamente digerivel em amido de milho tratado com
acido-alcool previamente a modificagao por anneling. Em estudo posterior, Lin
et al. (2011) obtiveram o mesmo efeito combinando o tratamento acido-alcool
com tratamento térmico em baixa umidade (TTBU). Segundo os autores, a
degradacéao parcial do amido obtida pelo tratamento quimico prévio facilitou a
mobilidade molecular durante os tratamentos fisicos, possibilitando uma
reordenacgao favoravel a formacéao de amido resistente, e de amido lentamente
digerivel, do que a obtida pelos tratamentos hidrotérmicos de forma isolada.

A combinagcao de diferentes métodos pode ser utilizada para a
otimizacao de determinados processos de modificacao, tais como reducdo no
uso de reagentes e tempos de preparo. A modificagdo prévia por TTBU
aumentou a acessibilidade de grupos hidroxipropila nos dominios amorfos e
cristalinos em granulos de amido de batata (PERERA et al., 1997) e em milho
ceroso (GUNARATNE; CORKE, 2007). Conforme Gunaratne e Corke (2007), a
desestabilizacdo e reorientagcdo das duplas hélices da amilopectina pelo
tratamento hidrotérmico, pode ter faciltado a penetracdo do reagente as
regides cristalinas do granulo. Assim, a combinacdo de métodos de
modificacdo, sobretudo a associacdo de métodos quimicos previamente a
métodos fisicos e vice-versa, pode ser um meio de alterar a localizagao dos

grupos substituintes, proporcionando um novo padrdo de substituicdo ao
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amido, ou mesmo, aumentar a eficiéncia da reacdo, requerendo uma menor
concentracao de reagentes para alcancar o grau de modificagao desejado.

A associacdo dos métodos de modificacdo por acetilacdo e TTBU
ainda nao foram explorados. Nesse sentido, a combinagao do TTBU precedido
da acetilagdo ou vice-versa pode, além de proporcionar amidos com diferentes
funcionalidades fisico-quimicas e nutricionais, fornecer um maior embasamento
a respeito das alteragdes estruturais ocorridas a partir destes métodos de

modificagdo em separado.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Foram utilizados graos de capim-arroz (E. crus galli Beauv.)
provenientes de lavouras de cultivo de arroz irrigado localizadas no municipio
de Capdo do Ledo-RS e Jaguardo-RS, safras 2010/2011 e 2011/2012. Os

reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.2 Métodos
3.2.1 Descasque e caracterizagao dos graos de capim-arroz

Os graos de capim-arroz (E. crus galli Beauv.) foram debulhados,
secos ao sol e peneirados para remogao de impurezas presentes. O material
resultante foi descascado em engenho de provas de arroz (Kepler Weber S. A.)
e 0 material obtido (grédos descascados e cascas) purificado em maquina de ar.
O rendimento de descasque foi obtido a partir da massa total de graos com
casca sobre a massa final de grdos sem casca. Coloragdo e forma foram
observadas visualmente e as dimensdes (comprimento, largura e espessura)
foram determinadas a partir de paquimetro digital com base em 60 gréaos
descascados.

Os graos foram caracterizados quanto a composi¢ao quimica conforme
métodos oficiais da AOAC (2007) e os resultados expressos em b.s. O teor de
amido total foi determinado por método oficial da AOAC (2007), com
substituicdo de MOPS (acido 4-morfolino propano sulfénico), pH 7,0, por
tampéo fosfato, pH 6,8, conforme recomendagao de Walter, Silva e Perdomo
(2005). Os graos de capim-arroz moidos (200g) foram hidrolisados com a-
amilase termoestavel em tampao fosfato pH 6,8 (95°C/5min) e posteriormente
hidrolisados com amiloglicosidase (50°C/30min), em tampao acetato de sédio
0,2M, pH 4,5. O material resultante foi centrifugado (1000g/10min) e o volume

sobrenadante completado para 100 mL. O conteudo de glicose liberado foi
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determinado por kit de glicose-oxidase-peroxidase (Glicose PAP Liquiform, da
Labtest) por reagcao colorimétrica visualizada a 505nm. O conteudo de amido
foi calculado como percentual de glicose livre multiplicado por 0,9 (valor para

converter glicose livre em amido) e expresso em b.s. de amido disponivel.

3.3.2 Extragao do amido de capim-arroz

A extracdo do amido foi baseado no método descrito por Bello-Pérez et
al. (2010), com adaptagdes. Os graos lavados foram submersos em tampéo
acetato de sodio 0,02M (pH 6.5) e agitados por periodo de 1h. Posteriormente,
o liquido foi drenado e os grdos amaciados lavados com &agua destilada e
triturados em liquidificador doméstico por 1min. O material triturado e umido foi
sucessivamente peneirado em peneiras de 200 mesh e 270 mesh. Os residuos
de cada peneiragem foram novamente submetidos a trituracdo em agua (1:2
v/v) e peneirados. O processo foi repetido até que a coloragéo esbranquigcada
do liquido peneirado, indicando a presenga de amido no residuo, nédo fosse
mais observada.

A suspensdo foi entdo centrifugada a 2000g por 10 min. e a camada
superior acinzentada (fibras) foi removida com auxilio de espatula. O amido
resultante foi ressuspenso em solugao aquosa de NaCl (0,2 M):tolueno (7:1) e
entdo agitada vigorosamente overnight. Apds o periodo, o material foi
centrifugado 2000g /15min., permitindo a separagcdo do material em diferentes
fracoes, O sobrenadante foi descartado e a camada escura superior
cuidadosamente removida. A camada restante (amido) foi lavada em agua e
novamente centrifugada para remogao de qualquer residual de impureza. Esse
processo foi realizado trés vezes. O amido obtido foi secado em estufa com
circulagdao de ar a 40°C overnigh (= 11% de umidade). O rendimento de
extracdo do amido foi obtido a partir da quantidade inicial de amido presente

nos graos de capim-arroz e na massa de graos utilizada para a extracao.

3.4 Caracterizagcao quimica do amido de capim-arroz
O amido extraido foi caracterizado quanto a composigdo quimica
conforme métodos oficiais da AOAC (2007) e os resultados expressos em b.s.

O teor de amilose foi determinado por método colorimétrico com iodo, conforme
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método de McGrane; Cornell e Rix (1998) com modificagdes sugeridas por
Hoover e Ratnayake (2000).

Aproximadamente 20mg de amido desengordurado (b.s) juntamente
com de 8mL de DMSO (dimetilsulfoxido) a 90% foi agitado durante 20min e
posteriormente condicionado a banho de 85°C/15 min. Apds arrefecimento, o
conteudo foi transferido para baldo volumétrico de 25mL e homogeneizado.
Uma aliquota de 1mL da solucéo foi adicionada de 5mL de solugéo de I,/KI
(0,0025M de I, e 0,0065M de KI) e o volume completado para 50mL. A solugao
resultante foi homogeneizada e mantida em repouso por 15min previamente a
leitura da absorbancia em 600nm. Para a realizagao da curva de calibracao foi
utilizado 20mg de amilose de batata pura submetida ao mesmo processo
descrito para o amido, sendo retirados aliquotas de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0mL

para determinagao da absorbancia.

3.5 Modificagdes dos amidos
3.5.1 Delineamento experimental
Na tab. 1 esta apresentado o delineamento experimental utilizado para

as modificacbes do amido de capim-arroz.

Tabela 1 - Delineamento experimental do projeto

Variaveis Independentes Variaveis Dependentes
Tratamento o lodo o
Modificagao (MM Avaliagbes
1 Nativo - Grau de substituicao;
2 1 Espectro de infravermelho (FT-1V);
3 Acetilaggo S Aspectos morfoldgicos e
4 10 birrenfringéncia;
- Padrao polimérfico e cristalinidade
5 TTBU - relativa;
3 Acetilacao + Poder de inchamento;
+ R . .
5 TTBU —10 Lixiviagao de amilose;
Propriedades de viscosidade;
9 TTBU - -
10 N Propriedades térmicas;
11 Acetilagéo 10 Anélise estatistica.
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*TTBU: tratamento térmico em baixa umidade realizado em amido condicionado em 25%, b.u.**

Quantidade de iodo utilizada como catalisador nas reagdes de acetilagdo.

3.5.2 Acetilagao sob catalise de iodo

A reagao de acetilagcdo foi conduzida sob as condicbes reacionais
propostas por Biswas et al. (2005), com variagdo nas quantidades de amido e
demais reagentes. O amido (80g) foi previamente seco para teor de umidade
inferior a 5,0%, b.u., em estufa com circulacdo de ar a 70°C, e colocado em
baldo de fundo redondo provido de condensador de refluxo, termdmetro e
sistema de agitacao, juntamente com 140 mL de anidrido acético. A suspensao
foi mantida sob agitagcdo constante a temperatura ambiente por periodo de
5min., e entdo, acrescida de iodo metalico (previamente dissolvido em 10mL de
anidrido acético) nas proporgées de 1, 5 e 10mM (0,13, 0,63 e 1,27g). A
temperatura foi elevada para 100°C por periodo de 10 min. e, posteriormente, a
reacao interrompida pela adicdo de solugao saturada de tiossulfato de sédio
(=50mL). O acetato de amido obtido foi lavado com alcool etilico 70% (=150
mL) e com alcool metilico concentrado (=100mL) para remogao do anidrido
acético remanescente e, entdo, seco a 40°C até teor de umidade entre 10-11%,
b.u. Os amidos acetilados sob as quantidades de 1, 5 e 10mM de iodo foram

nomeados por A1, A5 e A10, respectivamente.

3.5.3 Tratamento térmico em baixa umidade (TTBU)

O tratamento térmico em baixa umidade (TTBU) foi conduzido
conforme método proposto por Hormdok; Noomhorm (2007) com pequenas
alteracdes em relagdo ao teor de umidade das amostras. A umidade do amido
foi condicionada para 25%, b.u., e o amido armazenado em recipientes de
vidro, hermeticamente fechados e mantidos sob refrigeracdo (~4°C) durante
24h para equalizagdo da umidade. Apds, as amostras foram autoclavadas a
110°C, durante 1h. Decorrido o tempo de tratamento, o amido foi mantido na
autoclave aberta, até total resfriamento, para evitar uma possivel condensagao
nas paredes do vidro, e posteriormente seca a 40°C até teor de umidade entre
10-11%, b.u.
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3.5.4 Modificagdes combinadas

Para a realizagdo das modificagdes combinadas, os amidos foram
modificados por acetilagéo prévia ao TTBU e vice-versa, conforme os métodos
ja especificados nos itens 3.5.2 e 3.5.3, resultando em seis tratamentos
combinados. Os amidos modificados por acetilagdo com 1, 5 e 10 mM de iodo
e posteriormente por TTBU foram denominados, respectivamente, de A1/T,
A5/T e A10/T, e os amidos modificados por TTBU seguido de acetilagdo sob as

mesmas quantidades de iodo foram denominados de T/A1, T/A5 e T/A10.

3.6 Grau de substituicdo (GS) dos amidos

O percentual de grupos acetila (% Ac) (equagao 1) para determinagao
do grau de substituicdo (GS) (equagao 2) foi determinado por titulometria
conforme proposto por Wirzburg (1986). Aproximadamente 1g de cada
amostra foi adicionada em frasco de vidro com tampa e acrescida de 50mL de
alcool etilico a 75%. As amostras foram aquecidas em banho-maria a 50°C por
30min. e, apos resfriadas, foram adicionadas de 40mL de KOH 0,5N e
mantidas sob agitagdo de 200rpm por 72h. Decorrido o tempo, 0 excesso de
alcali foi titulado com HCI 0,5N, utilizando fenolftaleina como indicador. A
solugao neutralizada é mantida sob agitacao por 2h e o excesso de alcali (o
qual pode ter lixiviado da amostra) foi titulado. Os valores da titulagdo para o
amido nativo e o modificado somente por TTBU foram idénticos (p<0,05) e a

média utilizada como branco da reacgao.

[(mL brance— mL amostra)xM HCI 0,043 x100]
% Ac = (1)

peso da amostra (g)

O grau de substituicao é definido como o numero médio de sitios por

unidade de anidroglicose que receberam um grupo substituinte.

(162 X% Ac)
GS = [4300—(42 x% Ac)] @
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3.7 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IV)

A preparagcao do amido e os parametros de analise foram realizados
conforme as recomendagdes de Diop et al. (2011). Foram preparadas pastilhas
a partir da mistura das amostras com KBr em uma propor¢cdo de 1:100
(amostra:KBr). Os espectros de infravermelho das amostras de amido de
capim-arroz nativo e modificados foram obtidos em espectrofotbmetro com
transformada de Fourier (IR Prestige-21; Shimadzu) na regido de 4000 — 400

cm™'. Foram recolhidas 10 leituras a uma resolugdo de 4 cm™.

3.8 Aspectos morfolégicos e birrefringéncia

A morfologia dos granulos (tamanho, forma e aspecto de superficie) e a
presenca de birrefringéncia (presenca da cruz de malta) nos granulos foi
observada em microscopio otico (Olympus, modelo BX 51, acoplado ao
analisador de imagens Image ProPlus™) em campo claro e sob filtro de
polarizagao, respectivamente, com ampliagao de 400 vezes. Trés laminas para
cada amostra foram preparadas com uma gota de suspensao de 100mg de
amido em 5mL de solugdo 1:1 de glicerina:agua. De cada ladmina foram
tomadas medidas de 60 granulos. O tamanho foi determinado a partir da

medicdo do didmetro maior dos granulos.

3.9 Padrao polimérfico e percentual de cristalinidade relativa

Difratogramas de raios-X dos amidos foram obtidos com um
difratbmetro de raios-X (X'pert PRO Multi-Purpose, PanAnalytical) em que a
regido de varredura da difragcédo variou de 5° a 30°, com uma tensao alvo de 30
kV, uma corrente de 30 mA e velocidade de varredura de 1°.min-1 A
cristalinidade relativa (CR) dos granulos de amido foi calculada como descrito
por Rabek (1980), seguindo a equagao RC (%) = (Ac / (Ac + Aa)) * 100, onde

Ac é a area cristalina e Aa é a area amorfa no difratograma de raio-X.

3.10 Poder de inchamento

O poder de inchamento foi avaliado conforme método descrito por
Leach et al. (1959), nas temperaturas de 60, 70, 80 e 90°C. Aproximadamente
1g de amido foi adicionado de 50mL de agua, homogeneizado e aquecido nas

temperaturas indicadas por 30min. Apods arrefecimento, o material foi
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centrifugado (1000g/20 min) e o sobrenadante descartado. O amido
intumescido foi pesado e o poder de inchamento obtido pela relacdo da massa

final intumescida pela massa inicial de amido, expressa em g/g.

3.11 Lixiviagao de amilose

Uma suspensao de 20mg de amido em 10mL de agua foi
homogeneizada e aquecida a 85°C durante 30min, sendo apds o
arrefecimento, centrifugada (2000g/10min) conforme descrito por Varatharanjan
et al. (2010). Uma aliquota de 1mL foi retirada do sobrenadante e o conteudo
de amilose determinada por reacado colorimétrica conforme especificado no
item 3.4. O percentual de amilose lixiviada foi calculado a partir da amilose

lixiviada (mg) sobre 100g de amido seco.

3.12 Propriedades de pasta

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

inicial, quebra da viscosidade, viscosidade final e a tendéncia a retrogradacgao.

3.13 Propriedades térmicas

As propriedades térmicas foram avaliadas em calorimetro diferencial de
varredura (DSC, TA-60WS, Shimadzu, Kyoto, Japao). Foram pesadas + 2,5mg
de amido em panelas de aluminio e adicionado agua destilada (1:3 p/p) e as
panelas hermeticamente fechadas e deixadas estabilizar durante uma hora
antes do procedimento. As panelas contendo as amostras foram aquecidas,
juntamente com uma panela vazia como referéncia, sob atmosfera de
nitrogénio de 20 a 120°C com uma rampa de aquecimento de 10°C por minuto.

Entalpia de gelatinizacdo (AH), temperatura inicial (To), pico de temperatura
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(Tp), temperatura final (Tc) de gelatinizacdo foram computados

automaticamente e foi calculada a diferenca de temperaturas (Tc-To).

3.14 Andlise estatistica

As analises foram realizadas em ftriplicata e os resultados submetidos a
analise de variancia (p<0,05) e os efeitos dos tratamentos avaliados pelo teste
de Tukey (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento de descasque e caracterizagao dos graos de capim-arroz
Os graos de capim-arroz antes e apdés o descasque podem ser
visualizados na Fig. 9. O rendimento médio de graos obtidos apds o descasque
foi de 43,6+4,7%. As caracteristicas intrinsecas dos proprios grdos, como o
pequeno tamanho, presencga glumas e casca fortemente aderida, assim como a
indisponibilidade de equipamento especifico para o descasque, foram aspectos

que podem ter contribuido para que o rendimento ndo fosse superior.

Figura 9 - Graos de capim-arroz com casca (a) e descascados (b).

Apds o descasque, a maioria dos graos obtidos passaram a apresentar
uma coloragdo creme opaca e em menor quantidade foi obtido grdaos com
coloragao marrom clara, em fungao da menor ou maior remoc¢ao de material na
retirada da casca. Os graos descascados apresentaram forma esférica e
comprimento médio de 1,57+0,06mm, largura de 1,37+0,04mm e espessura de
0,78+0,08mm. As caracteristicas fisicas dos grédos foram compativeis com as
reportadas em graos domesticados de Echinochloa crusgalli no estudo de

Ugare (2008), exceto o comprimento dos gréos que foi inferior ao obtido pelo
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autor (1,71+£0,02mm). O menor comprimento médio de grdos pode ser
consequéncia do nivel de remocao superficial durante a operagcdo de
descasque, da variabilidade genética e do grau de maturagdo dos graos de
capim-arroz.

Na tab. 2 esta apresentada o percentual de lipidios, proteinas, cinzas,
fibras, amido e outros carboidratos, em base seca. A composi¢do quimica do
grao de capim-arroz apos o descasque foi semelhante aos reportado em outros
cereais como arroz integral (WALTER; MARCHEZAN; AVILA, 2008) e em
algumas cultivares de trigo e cevada (FUJITA; FIGUEROA, 2003).

Tabela 2 - Composigéo quimica (% em base seca) do grédo de capim-arroz

% em base seca

Proteinas 13,57+0,4
Lipidios 2,61+0,2
Fibras 12,3810,5
Cinzas 2,78+0,0
Amido 66,40+0,3
Outros carboidratos 2,21

4.2 Rendimento de extragcao e composi¢ao quimica do amido de capim-
arroz

O rendimento de extracdo de amido de capim-arroz com base na
massa de graos descascados (b.s.) e no conteiudo de amido disponivel
presente nos graos foi de 43,71% e 65,78%, respectivamente. Rendimento
semelhante € reportado para amido de arroz de alto e médio teor de amilose a
partir de extragao alcalina (ZAVAREZE et al., 2010) e amaranto, sob extragao
alcalina e utilizagao de protease (RADOSAVLJEVIC; JANE; JOHNSON, 1998).

O amido extraido apresentou alto grau de pureza (98,52%), visto que o
residual de proteinas (0,19+0,01), lipidios (0,63+0,03), fibras (0,38%£0,10) e
cinzas (0,28+0,08) foi baixo. A utilizacdo de tolueno permitiu agregar os
constituintes liberados, formando uma emulsdo sobrenadante de proteinas e
lipidios, resultando em um amido com alta pureza.

O teor de amilose no amido de capim-arroz foi de 37,61+0,63%.

Conforme Cereda (2002) amidos de cereais geralmente apresentam em torno
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de 30% de amilose, no entanto, tanto amidos livres de amilose, como com altos
teores de amilose (> 50%), também sdo encontrados na natureza ou podem

ser obtidos a partir de modificagdes genéticas.

4.3 Grau de substituicao (GS)

O grau de substituicao (GS) dos amidos de capim-arroz modificados
por acetilagao de forma isolada e em combinagao com o TTBU é apresentado
na tab. 3. Os diferentes niveis de adicao de iodo como catalisador (1, 5 e 10
mM de iodo) interferiu na introducao de grupos acetila aos amidos. Em todas
as modificagbes, o0 GS aumentou com o aumento da adigdo de iodo.

Este comportamento deve-se provavelmente ao anidrido acético ser
considerado um agente acilante de baixo poder de penetragdo granular
(HUANG et al., 2007). De acordo com Chen; Schols; Voragen (2004) a
acetilagao utilizando anidrido acético ocorre predominantemente na regido
amorfa dos granulos e apenas nas lamelas exteriores de regides cristalinas.
Estes autores verificaram que o GS em fragoes de amilose em amido de batata
e batata doce foi consideravelmente superior ao obtido para fracbes de

amilopectina.

Tabela 3 - Grau de substituicdo no amido de capim-arroz modificado por
acetilagao, de forma isolada e combinada ao TTBU, em diferentes niveis de

adicao de iodo como catalisador

Quantidade de iodo
Modificagao

1 mM** 5mM 10 mM

Acetilagio 0,047 +0,003%° 0,098 + 0,002® 0,125 + 0,009%"
Acetilagdo + TTBU 0,049 + 0,003%° 0,099 + 0,002® 0,122 + 0,013%
TTBU + Acetilagdo 0,024 + 0,002°° 0,077 + 0,003 0,091 + 0,004**

* Médias aritméticas (¥ desvio padrao) seguidas por lefras mailsculas diferentes na mesma linha para cada
propriedades, e letras minusculas diferentes na mesma coluna para a quantidade de catalisador, diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de significancia. ** Quantidade de catalisador iodo, em mM, utilizada na reagao de acetilagao.

Nos amidos modificados apenas por acetilagdo, o GS dos amidos
modificados sob 1 e 5mM de iodo foi, respectivamente, de 0,047 e 0,098,
classificando estes como de baixo GS (< 0,1), enquanto que sob 10mM de iodo
foi possivel obter um GS de 0,125 e, portanto, de médio GS (0,1-1,0).
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Amidos acetilados com baixo GS sdo comumente empregados na
industria alimenticia como promotores de consisténcia, textura e estabilidade
nos alimentos, enquanto que amidos de GS intermediarios ou altamente
substituidos encontram aplicacdo como termoplasticos substitutos dos acetatos
de celulose (BISWAS et al., 2008). Além disso, mais recentemente, acetatos de
amido (com baixo e alto GS) tém sido sugeridos como materiais
biodegradaveis na elaboracdo de embalagens alimenticias e em diversas
aplicagdes farmacéuticas (BISWAS et al., 2008; CHI et al., 2008).

Sanchez-Rivera et al. (2010) reportaram em amido de banana e milho,
sob condicoes similares de reacao e catélise de iodo, valores de GS de 0,025 e
0,077 para amido de banana e milho, respectivamente. No acetato de amido de
capim-arroz produzido nesse estudo, sob condicbes similares de reacio foi
possivel obter um GS de 0,098 sob a mesma quantidade molar de iodo (5mM)
por residuo de anidroglicose, indicando uma maior suscetibilidade do amido de
capim-arroz a introdu¢ao de grupos acetil em relagdo aos amidos de banana e
milho.

Como demonstrado no item 4.5, os granulos de amido de capim-arroz
sdo, em sua maioria, pequenos (4-8um), o que pode favorecer a substituicao
devido a maior area superficial de contato. O efeito do tamanho dos granulos
em reacdes de acetilagcao foi relatado para amido de batata e batata doce
(CHEN; SCHOLS; VORAGEN, 2004 e CHEN et al., 2005). Os amidos foram
fracionados por peneiragdo em diferentes tamanhos de granulos apods a
modificagdo com anidrido acético. Fragdes de granulos de tamanho menores
(<20pm) mostraram maiores graus de substituicdo do que as fragdes de
maiores tamanhos (>20um). Segundo os autores, ndo apenas o tamanho das
fragdes granulares, mas a origem botanica dos amidos (batata e batata doce),
também influenciou no GS sob as mesmas condi¢cdes reacionais.

Singh et al. (2004) ao avaliarem amido de batata acetilado sob
condigbes de catalise alcalina, observaram diferengas na introdu¢ao de grupos
acetila em diferentes cultivares desse tubérculo. Neste aspecto, Sanchez-
Rivera et al. (2010) salientaram que fatores como teor de amilose, distribuigao
de comprimento de cadeia, organizagdo e morfologia granular, bem como a
presenca de outros componentes no amido, podem afetar a introducéo de

grupos acetila aos mesmos. Condigdes reacionais, tais como tipo e quantidade
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de reagente e catalisador, temperatura e tempo de reacdo, sao fatores que
também devem ser considerados durante a acetilagdo de amidos (SINGH et
al., 2004).

O TTBU realizado ap6és a acetilagao nao alterou o GS dos amidos. Ja a
introducédo de grupos acetila apés o TTBU foi reduzida significativamente sob
todas as quantidades de catalisador utilizadas. A interferéncia de uma
modificagao fisica previamente a uma quimica, ou vice e versa, tem sido pouco
estudada. Vasanthan, Sosulski e Hoover (1995) relataram os efeitos de uma
simples autoclavagem (121°C/1min.) na reatividade de amidos de batata, milho
normal e ceroso, trigo, ervilha e lentinha submetidos a acetilacdo e
cationizagdo. A autoclavagem prévia gerou um incremento na capacidade de
ligagdo com grupos acetila em amidos tratados com 5% e 10% de anidrido
acético, mas nao teve efeito sobre a cationizacdo. Além dos efeitos sobre a
acetilagdo, a autoclavagem dos amidos em condigdes de umidade reduzida
(=10%) e curto intervalo de tempo, foi suficiente para causar alteragées no
padrao de difracdo de raios-X em amido de batata (transicéo do tipo-B para o
tipo-A), bem como aumento nas intensidades de raios-X em todos os amidos.
Deslocamento das temperaturas de gelatinizagdo para temperaturas mais altas

bem como decréscimos nos valores de entalpia também foi registrado.

Na literatura também estao descritos os efeitos do TTBU em relacéo a
hidroxipropilagdo com o6xido de propileno, conforme relatado nos estudos de
Perera et al. (1997) em amido de batata, e de Gunaratne e Corke (2007), em
trigo, batata e milho ceroso. Em ambos os casos, o TTBU prévio proporcionou
aumentos no GS dos amidos. Segundo os autores, o TTBU prévio aumentaria
a fracao amorfa granular, facilitando a derivatizagdo nessa regiao.

Nesse estudo, as condicbdes prevalecentes durante o TTBU, como a
umidade de tratamento elevada (25%), além de outros fatores, como tipo de
catalisador e demais condicbes reacionais, além da fonte amilacea, também
podem ter contribuido para a restricdo na introdugdo de grupos acetila as
moléculas do amido de capim-arroz.

Além disso, ainda é incerto como o TTBU afeta a integridade dos
granulos. A gelatinizagao parcial de compontentes do amido menos estaveis ao
calor durante certas condicbes de TTBU tem sido relatado (HORMDOK;
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NOOMHORM, 2007). Outro fator a ser considerado é que, embora o C6 da
unidade de anidroglicose seja comumente favorecido durante o processo de
substituicdo, o rearranjo promovido durante o TTBU pode vir a favorecer
substituicdbes também nos C2 e C3 ou dificultar a substituicdo no C6 em virtude
de um rearranjo molecular. Dessa forma, estudos sistematicos no sentido de
buscar compreender os mecanismos desencadeados durante a realizacéo
desses processos de forma associada, poderiam auxiliar na elucidacéo desses

processos.

4.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IV)

A espectroscopia no infravermelho tem sido uma ferramenta util no
monitoramento de mudangas estruturais em biopolimeros. Na Fig. 11 sao
apresentadas as caracteristicas estruturais do amido de capim-arroz nativo e
apés as modificacbes. A presenca de polissacarideos €& descrita pela
ocorréncia de bandas de absorgdao na regido denominada de “regido de
impressao digital” entre 1000-1220cm™. O espectro do amido de capim-arroz
nativo mostra picos intensos em nimeros de onda em torno de 1018cm™,
1080cm™ e 1157cm™, atribuidos & vibracdo da ligacdo (C-O) das unidades
glicosidicas. Também foram registrados picos em 1641cm™, relativo a agua
fortemente ligada, em 3450cm™, resultante da vibragédo dos grupos hidrofilicos
hidroxilas (O-H), e em 2960cm™, derivados da vibracéo do estiramento C-H das
moléculas de glicose (DIOP et al.,, 2011). A faixa de absor¢do entre 950-
750cm-1 é caracteristica da “regiao anomérica” da cadeia e, conforme Sandula
et al. (1999), cada pico de absorgdo nessa regido € caracteristico do tipo de
conformagao da ligagédo, a ou B presente. Assim, a banda fraca em 848cm’™’
pode ser atribuida a ligagédo do tipo a-glicosidica entre as moléculas de glicose

do amido.
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Figura 10 - Espectro de infravermelho com transformada de Fourier dos amidos
nativo e modificados. (destaque para o numero de onde de 1743 cm™,

indicando a introdugao de grupos acetila ao amido).

A confirmacao da acetilagdo, bem como a extensao da incorporagéo
dos grupos acetila a molécula do amido, é observada pelo aparecimento de um
pico na regido de absorcio de 1743cm™ referente a ligagéo (C=0) da carbonila

no grupo éster dos grupos acetila introduzidos.
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4.5 Propriedades morfoldgicas e birrefringéncia
Nas Fig. 12 e 13 estdo apresentadas, respectivamente, as micrografias

de campo claro e sob polarizagao dos amidos nativo e modificados de capim-

arroz.

Figura 11 - Micrografias de campo claro de granulos de amido de capim-arroz
nativo e modificados. (A10: acetilagdo com 10 mM de iodo; TTBU: tratamento
térmico em baixa umidade; A10/T: acetilagdo com 10 mM de iodo seguida de
TTBU; T/A10: TTBU seguido de acetilagdo com 10 mM de iodo).
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Os granulos de amido nativo de capim-arroz apresentaram granulos
esféricos e poligonais. O tamanho foi variavel (1-33um), mas caracterizado pela
predominancia de granulos pequenos (4-8um). De forma geral, o tamanho dos
granulos de amido varia entre 1-100um, sendo classificados em granulos
grandes (>25um), médios (10-25um) e pequenos (<10um). Forma, tamanho e
distribuicdo dos granulos sado caracteristicas da origem botanica e, conforme
destacam Lindeboom; Chang e Tyler (2004) estdo entre os fatores que afetam
a funcionalidade de amidos.

Sob luz polarizada, os granulos de amido nativos exibiram alta
birrefringéncia, conforme pode ser visualizado pelo aparecimento da cruz de
Malta no centro dos gréanulos, a qual indica a orientagédo radial das estruturas
helicoidais.

A acetilacdo ndo causou nenhuma alteracdo aparente no formato,
tamanho ou birrefringéncia dos granulos, como mostrado nas micrografias de
campo claro e polarizado do amido tratado com maior adicdo de iodo. No
entanto, os granulos acetilados apresentaram tendéncia a formar agregados,
independente da quantidade de catalisador utilizada. Estes resultados foram
semelhantes aos descritos por Gonzalez; Perez (2002), Sodhi; Singh (2005).

Apos a modificacdo por TTBU, de forma isolada ou em combinacao
com a acetilacdo, parte dos granulos passou a apresentar pontos escuros na
regidao central. De forma semelhante, a periferia dos granulos permaneceu
altamente birrefringente, mas no centro de muitos grénulos a mesma foi
perdida, evidenciando o efeito do tratamento nessa regido granular em
particular. Observagdes semelhantes tém sido reportadas em trabalhos
anteriores (KAWABATA et al., 1994; VERMEYLEN; GODERIS; DELCOUR,
2006).

Em estudo recente, Varatharajan et al. (2010) também observaram
que, apos TTBU, as micrografias de campo claro em amido de batata normal e
ceroso (27% de umidade sob 80, 100, 120 e 130°C/16h) passaram a
apresentar “espagos vazios” na area dos granulos préxima a regido do hilo.
Segundo os autores, tal efeito foi mais pronunciado com a elevacado da
temperatura no amido ceroso. Segundo os autores, o ocorrido pode ser um
indicativo de que esta regido, em especial, é fortemente afetada com o

tratamento hidrotérmico.
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Figura 12 - Micrografias sob luz polarizada de granulos de amido de capim-
arroz nativo e modificados. (A10: acetilagdo com 10 mM de iodo; TTBU:
tratamento térmico em baixa umidade; A10/T: acetilagdo com 10 mM de iodo
seguida de TTBU; T/A10: TTBU seguido de acetilagdo com 10 mM de iodo).

Além disso, Vermeylen; Goderis; Delcour (2006) reportaram que, sob
luz polarizada, assim como o observado nesse estudo, amidos de batata
normal submetidos ao TTBU se mantiveram altamente birrefringentes na
periferia, mas ndo no centro dos granulos, sendo o desaparecimento da

birrefringéncia simultdneo ao desenvolvimento de espagos vazios nos mesmos.
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Logo, os autores sugerem que, durante o TTBU, ocorre a transferéncia do
material do centro dos granulos para outras partes ou, caso permanecga algum
material nessa regido, o mesmo perde a sua orientagao radial.

Do mesmo modo, Buléon et al. (1998) sugeriram que o hilo é rodeado
por um nucleo semicristalino com um menor grau de organizacdo em relacéo
as camadas mais cristalinas na periferia. Do mesmo modo, Wang et al. (2007)
relataram um decréscimo na entalpia de gelatinizacdo apds remocdo da
superficie de granulos de amido de arroz. Segundo os autores, a redugao na
entalpia € um indicativo de que a estrutura no nucleo, préxima ao hilo, possui
um nivel inferior de organizagao.

Além dos pontos escuros centrais, outro aspecto observado em todas
as micrografias apés o TTBU foi a intensa formagdo de aglomerados
granulares, sobretudo quando o TTBU foi realizado previamente a acetilagéo.
Alguns estudos tem relatado a fusdo parcial de granulos acetilados sob
diferentes condi¢des reacionais em amido de milho e de batata (SINGH et al.,
2004), amido de arroz (GONZALEZ; PEREZ, 2002; SODHI; SINGH, 2005). A
aglomeragéo granular intensa também pode ser um indicativo de que durante
os processos de modificagao tenha ocorrido gelatinizagao superficial de alguns

granulos, provocando a fusdo dos mesmos.

4.6 Padrao polimoérfico e percentual de cristalinidade relativa

Na Fig. 14 é possivel observar os difractogramas dos amidos de capim-
arroz nativo e modificados. O amido de capim-arroz nativo apresentou padréao
de cristalinidade do tipo-A, tipico ao observado em amidos de cereais como
arroz (KHUNAE et al., 2007; ZAVAREZE et al., 2010) e milho (CHI et al., 2008;
CHUNG, HOOVER, LIU, 2009), com picos de reflexao fortes nos angulos 26 de
15° e 23°, um dupleto ndo resolvido em 17° e 17,8° e um pico de menor
intensidade em 19°. A cristalinidade relativa para o amido de capim-arroz nativo
foi de 44,84% (tab. 4), o que pode ser considerado como elevado, visto que
conforme Zobel (1988), granulos de amidos nativos exibem cristalinidade
relativa entre 15-45%. De acordo com Vermeylen, Goderis e Delcour (2006), as
ligagbes de hidrogénio intra e intermoleculares sdo as responsaveis pela
estrutura ordenada cristalina em amidos nativos, o que, segundo Buléon

(1998), esta intimamente relacionada com a distribuicdo de comprimento de
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cadeias envolvidas na fase cristalina e do padrao de ramificagdo das moléculas

de amilopectina.

T/A10

T/IAS
T/A1
A10/T
ASIT

A1T
TTBU

A10
A5

A1

Intensidade

Nativo

' I ' I N I

I
5 10 15 20 25 30
Angulo de difragao (26)
Figura 13 - Difractogramas de raios-X dos amidos de capim-arroz nativo e

modificados.

De forma geral, apdés as modificagbes ndo foi possivel observar
mudanga no padréo de difracdo de raios-X dos amidos, mas ocorreu redugao
da cristalinidade relativa global em comparagdo ao amido nativo (tab. 4).
Dentre os amidos modificados, os acetilados foram os que apresentaram
menor redugdo na cristalinidade relativa, estando de acordo com os dados da
literatura, onde pouca ou nenhuma alteragao € relatada em amidos acetilados
de baixo GS (CHEN et al. 2004; HUANG et al., 2007; SANCHEZ-RIVERA et al.,
2010). Conforme destaca Lawal (2004), quando grupos hidroxila sao
substituidos parcialmente por grupos acetila, os grupos hidroxila restantes
ainda se ajustam de modo a formar ligagcées de hidrogénio. Portanto, os picos
cristalinos caracteristicos permanecem, mas as intensidades tornaram-se

fracas.
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Tabela 4 - Intensidade dos principais picos dos difractogramas de raios-X e

cristalinidade relativa dos amidos de capim-arroz nativo e modificados

Intensidade (CPS*)

15° 17° 17,8°  19° 23° CR** (%)
Nativo 988 1133 1142 785 997 44,84
A1 989 1128 1180 831 1040 42,85
A5 973 1104 1087 813 939 42,36
A10 912 1049 1103 824 087 41,88
TTBU 891 981 1017 859 910 37,18
AT 903 963 979 882 868 32,93
A5/T 921 1014 1058 906 929 33,87
A10/T 883 969 1007 833 870 33,33
TIA1 934 1018 1052 880 899 34,04
TIA5 950 1029 1068 927 890 34,06
TIA10 752 623 615 639 639 39,27

A: acetilagdo (onde 1, 5 e 10 representam as quantidades de 1 mM, 5 mM e 10 mM de iodo
utilizadas como catalisador, respectivamente); T: Tratamento térmico em baixa umidade. *CPS:

contagens por segundo; ** CR: cristalinidade relativa.

Conforme Huang et al. (2007), a baixa alteragdo na cristalinidade em
amidos acetilados com baixo GS sugere que os grupos acetila estédo
concentrados principalmente na regido amorfa dos granulos. Muitas sé&o as
evidéncias de que a amilopectina é o principal contribuinte da ordem cristalina
em granulos de amido (PEREZ; BERTOFT, 2010), a concentracdo de grupos
acetila na regidao amorfa seria a razdo para a nao ocorréncia de mudangas
substanciais na estrutura cristalina granular em amidos com baixo nivel de
substituicdo de grupos acetila.

Os decréscimos nos valores de cristalinidade relativa apés o TTBU
foram mais expressivos do que o observado para os amidos acetilados,
sobretudo nos tratamentos combinados. Zavareze et al. (2010) também

observaram decréscimos na cristalinidade relativa apds o TTBU em amidos de
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arroz com diferentes teores de amilose. Conforme explicam os autores, o
decréscimo na cristalinidade foi acentuado com o aumento da umidade do
tratamento (15-25%), sendo o efeito mais pronunciado no amido de arroz de
baixo teor de amilose, o qual apresentou uma reducdo de 8,8% da sua
cristalinidade inicial quando modificado com 25% de umidade.

Reducgdes na cristalinidade também foram reportadas em amido de
milho (CHUNG; HOOVER; LIU, 2009), batata ceroso e normal
(VARATHARAJAN et al.,, 2010), taro, mandioca e verdadeiro inhame
(GUNARATNE; HOOVER, 2002). Diminuicao na cristalinidade pode ser um
resultado da ruptura de cristais de amilopectina advindos do excesso de calor
ou de umidade aplicados durante o TTBU (LIM et al., 2001; CHUNG; HOOVER;
LIU, 2009). Vermeylen, Goderis e Delcour (2006) sustentam que uma reducao
na cristalinidade acompanhada de queda na entalpia de gelatinizagao,
reforcam a ideia da ocorréncia de colapso nas duplas hélices das cadeias
durante o TTBU, uma vez que a entalpia reflete a cristalinidade dos amidos em
termos gerais.

Em contrapartida, outros autores relatam um aumento na cristalinidade
em amidos de diferentes fontes modificados por TTBU em variada faixa de
temperaturas e umidades de tratamento (HOOVER; VASANTHAN, 1994;
HOOVER; MANOEL, 1996; VERMEYLEN; GODERIS; DELCOUR, 2006;
ADEBOWALE et al., 2009).

As alteragbes da cristalinidade provavelmente ndo estejam
relacionadas com a entalpia de gelatinizacéo, visto que sio reportados tanto
decréscimos quanto manutengao dos valores de entalpia apdés o tratamento
nos estudos acima citados. Neste contexto, um ganho na cristalinidade relativa
ap6s o TTBU, tem sido atribuido a um possivel deslocamento das duplas
hélices dentro dos cristais no sentido de formar uma estrutura cristalina mais
ordenada (ZAVAREZE; DIAS, 2011).

Observa-se também que as intensidades dos feixes difratados foram
reduzidas apds as modificacdes, exceto no pico a 19°, o qual apresentou um
acréscimo apés as modificagdes, sobretudo nos amidos em que se realizou o
TTBU. Um aumento relativo na intensidade do pico a 19° tem sido atribuida a
formagao de complexos do tipo-V, oriundos da complexagcdo de cadeias de

amilose com compostos organicos, agua ou iodo (BULEON et al., 1998).
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Em amidos acetilados a formacdo desse tipo de estrutura é
presumivelmente uma consequéncia da associacdo de amilose com os grupos
acetila, visto que a acetilagdo ocorre predominantemente na regido amorfa e,
portanto, na fragcdo de amilose. Conforme ressaltam Aburto et al. (1999), a
formagao de uma estrutura do tipo V-anidra é geralmente favorecida quando
um grupo volumoso € enxertado em cadeias de amido. No caso de amidos
modificados por TTBU, o aumento na intensidade proximo a 19° tem sido
relacionado com a formacao de complexos entre a amilose e a fragao lipidica
remanescente (KHUNAE et al., 2007).

No difractograma do amido T/A10, as intensidades dos picos
caracteristicos do padrao tipo-A foram reduzidas concomitantemente com o
aparecimento de novos pequenos picos no espectro de difracdo. Mudancas no
padrdo de raios-X apos acetilagdo, geralmente sado descritos em amidos com
GS superior a 0,5 (XU et al., 2004; CHI et al., 2008; DIOP et al., 2011). Chi et
al. (2008) relatam o aparecimento de um novo pico em 9° (20) e ampliagdo do
pico em 20° (20), indicando a transicdo da estrutura cristalina ordenada para
uma estrutura amorfa. No entanto, em T/A10 o GS é inferior a 0,1 (tab 2, item
4.3) apresentando uma elevada cristalinidade (a maior dentre os amidos
modificados) ndo permite inferir que houve transicdo da estrutura para uma
fase menos organizada.

Vermeylen, Goderis e Delcour (2006) ao modificarem amido de batata
por TTBU (90-130°C, 23% b.u., 24h) observaram reducédo na cristalinidade
relativa nos modificados até 120°C, enquanto que no amido modificado em
temperatura superior a 130°C, foi obtido um material altamente cristalino. Os
autores verificaram que o amido modificado a 130°C apresentou elevado
numero de cadeias de amilopectina curtas (grau de polimerizagédo <6),
indicando possivel degradagédo térmica do material. Dessa forma, os autores
atribuiram o aumento na cristalinidade no amido de batata a formacéo de
novos cristais, maiores e/ou mais organizados, em decorréncia da maior
mobilidade advinda do rompimento de ligagées covalentes entre as duplas
hélices durante o aquecimento, possibilitando novo rearranjo cristalino.

A formagéo de um difractograma atipico para o tratamento T/A10 pode

ser atribuido a maior mobilidade de cadeia, gerada tanto pelo TTBU quanto
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pela introdugao de grupos acetila, proporcionado o redirecionado de cristais ja

existentes e/ou formado novos cristais.

4.7 Poder de inchamento

O poder de inchamento dos amidos nativo e modificados medidos na
faixa de temperatura de 60 a 90°C (intervalos de 10°C) podem ser visualizados
nas Fig. 15, 16 e 17. A acetilagcao (Fig. 15) ocasionou aumentos no inchamento
granular em todos os amidos modificados, sendo tanto maior com o aumento
da temperatura de aquecimentos das suspensdes. No entanto, o aumento
observado apds a acetilagdo foi inversamente proporcional a insercao de
grupos acetila, sendo mais expressivo no amido de menor GS (0,040) e menos
expressivo no de maior GS (0,125).

Conforme Singh; Kaur; Singh (2004) a introduc&o de grupos acetila as
moléculas de amido promovem uma redugao na interacao entre as cadeias e
ocasiona desorganizagao parcial na estrutura intragranular em decorréncia de
efeitos estéricos e perturbacbes das ligagbes de hidrogénio apds a
substituicdo, facilitando a penetragéo de agua para o interior dos granulos.

Mesmo em baixa temperatura (60°C) de aquecimento, as suspensodes
de amidos acetilados apresentaram poder de inchamento em torno de 2-4
vezes maior ao obtido para o amido nativo sob as mesmas condi¢gdes. Um
inchamento maior dos granulos a baixa temperatura pode ser atribuido a
introducdo de grupos acetila as moléculas, as quais segundo Liu et al. (1997),
proporcionam o enfraquecimento das forgas associativas nas regides amorfas

dos granulos, facilitando a entrada e absorg&o de agua.
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Figura 14 - Poder de inchamento do amido nativo e modificados por TTBU e

por acetilagéo.

Apo6s o TTBU, o amido apresentou um poder de inchamento superior
na temperatura de 60°C, mas o mesmo foi inferior aos dos demais tratamentos
nas temperaturas mais elevadas. Na Fig. 16, os amidos acetilados continuaram
apresentando elevado poder de inchamento, mesmo apés o TTBU , no entanto,
interacbes adicionais entre as cadeias podem ter dificultado um inchamento
granular mais expressivo como observado nos amidos acetilados.

Nos amidos modificados por TTBU previamente a acetilagdo (Fig. 17),
foi observado comportamento semelhante ao amido modificado apenas por
TTBU, ocorrendo um rapido inchamento a 60°C, mas inferior inchamento em
temperaturas mais altas. Também ¢é possivel verificar que os maiores
incrementos no pode de inchamento dos granulos modificados por TTBU foram
obtidos na temperatura de 90°C, quando grande parte dos granulos ja esta

intumescida ou gelatinizada.
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4.8 Lixiviagao de amilose

A lixiviacdo da amilose aumentou apds a acetilacdo, sendo tanto mais
intensa quando maiores quantidades de iodo utilizadas como catalisador (tab.4)
e maiores GS foram obtidos. A maior lixiviagao de amilose observada nos
amidos acetilados é um indicativo de que a introdugdo de grupos acetila
favorece a interrupgao das ligacées de hidrogénio entre as cadeias de amilose.
Conforme Gunaratne e Corke (2007), a introdug¢ao de grupos volumosos pode
promover descontinuidade nas ligagdes de hidrogénio das cadeias adjacentes
de amido e, consequentemente, facilitar a mobilidade das cadeias de amilose

para fora dos granulos.

Tabela 5 - Lixiviagdo de amilose (%) dos amidos de capim-arroz nativo e
modificados

Nivel de adigcao de I,
1mM 5mM 10mM

Nativo TTBU

A*  13,80+0,1%® 17,88+0,4%" 18,68+0,3*" 9,96+0,5° 5,73+0,6°
AIT  10,38+0,2°¢ 14,60+0,7°* 12,60+0,4°® 9,96+0,5¢ 5,73+0,6°
TIA 6,26+0,9%® 11,3407 7,18+05%® 9,96+0,5" 5,73+0,6°B

* Médias aritméticas (* desvio padrdo) seguidas por letras maiusculas diferentes na mesma linha para cada
propriedades, e letras minusculas diferentes na mesma coluna para a quantidade de catalisador, diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia. ** A: acetilagdo; A+T: acetilacdo seguido de TTBU; T+A: TTBU seguido de

acetilagdo.

A combinacido de acetilacdo prévia ao TTBU reduziu a lixiviacdo de
amilose quando comparada aos amidos acetilados sob mesmo nivel de
catalisador, sendo as lixiviagdes observadas para os tratamentos A5/T e A10/T
superiores a do amido nativo. Os amidos modificados apenas por TTBU ou
pela associacdo de TTBU prévio a acetilagdo, apresentaram lixiviacdo de
amilose inferior ao amido nativo, exceto para o tratamento combinado com
5mM de iodo, o qual manteve-se inalterado em relagdo ao amido nativo. O
amido tratado somente com o TTBU foi o que apresentou a menor lixiviacdo de
amilose.

Reducédo na lixiviacdo de amilose apos o TTBU tem sido descritas na
literatura (HOOVER; VASANTHAN, 1996; GUNARATNE; HOOVER, 2002;
ZAVAREZE et al., 2010; VARATARANJAN et al., 2011) e sugerem a ocorréncia
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de interagbes adicionais entre as cadeias de amilose-amilose e/ou de
amilose/amilopectina (PERERA et al., 1997; VARATHARANJAN et al., 2011), a
aumentos na formagao de complexos entre amilose e lipidios presentes
(TESTER; MORRISON, 1990; OZCAN; JACKSON, 2002), bem como a
diminui¢des poder inchamento (HOOVER; VASANTHAN, 1994).

Neste estudo, a reducdo da lixiviagdo de amilose ndo pode ser
atribuida a diminuicdo do poder de inchamento, visto que, nos amidos
modificados pela combinagdo da acetilacdo com o TTBU, o poder de
inchamento se manteve superior ao amido modificado apenas por TTBU.

Perera et al. (1997) estudaram o efeito do TTBU previamente a
hidroxipropilagdo e observaram decréscimos na lixiviagdo de amilose com o
aumento da substituigdo molar nos amidos. Segundo os autores, a interagéo
dos grupos volumosos hidroxipropila com as cadeias de amilose,
provavelmente, impediram a sua difusdo da amilose para fora do granulo apés

o tratamento hidrotérmico.

4.9 Propriedades Viscoamilograficas

As propriedades de pasta dos amidos nativo e modificados de capim-
arroz podem ser observadas na tab. 5. As propriedades viscoamilograficas
apresentaram comportamento variavel apos as modificagdes. Como enfatizado
por Singh, Kaur e McCarthy (2007), o método de modificacdo, as condigbes
reacionais e a fonte amilacea utilizada, sdo fatores criticos que governam o

comportamento de pastas em amidos.
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Tabela 6 - Propriedades viscoamilograficas dos amidos de capim-arroz nativo e

modificados
. Nivel adi¢do de catalisador
Nativo TTBU TmM 5mM 10mM

A**  80,5¢1,1%  87,0t04”" 68,680,1°° 68,1t0,7°°  75,0+0,1°C

TP* AT 80,5+1,18  87,0t04" 72,4+1,2°° 77,2+0,5°¢ 82,0+0,5°%
T/IA 80,5+¢1,1¢ 87,0£04°% 92,1+0,1*  90,6+1,2%* 93,4+0,9°
A 165,0+1,4%  84,641,9° 166,542,1°® 2742+133 139,0+3,2%
PV AT 165,0+1,4% 84,6+1,9° 206,3+0,7* 107,8+1,6° 104,2+1,8"°C
T/A 1650+1,4" 84,6+198% 72,0+1,0°° 274+36° 18,7+15°F

A 136,1+1,4" 825+12° 140,0+2,3°* 136,7+0,13 88,9424

Vi AT  136,1+14% 825+12F% 180,9+1,1* 924+36°° 89,6+1,5%°
T/A  136,1+1,4" 825+12% 66,241,1°C 262+27C 16,2+1,6*F

A 28,8+0,8 © 5,4+0,1° 26,5+0,43 137,3+x1,4% 551+2,4 %

BD AT  288+0,8" 54+0,1°¢  25,2+0,1°A 9,3+t0,0°®  11,0%0,1°8

T/A  28,8+0,8% 5,4+0,1 B 5,7+0,4 B 0,742,2 ® 2,4+1,9°
A 194,3+3,9° 106,0£1,8% 256,8+3,6 " 240,2+2,7%® 147,7+21 P
v AT 194339 B 106,(0)11 8 334,924 105,6+1,6° 185,7+1,7®
T/A  1943+39” 106,0+1,8% 1058+14® 724424 270+59°°

A 56,2+1,5°  20,9+06 5 114,5:t0,7 " 103,3+2,8% 66,9+2,2C

SB AT 56,2+1,5° 20,9+0,6  151,2+1,3* 61,4+0,6°° 98,0+0,6 %
TIA  56,2+15% 20,9+0,6° 39,6423 429+22°%® 10,7+0,8 ¢

* Meédias aritméficas (* desvio padrdo) seguidas por lefras maiusculas diferentes na mesma Tlinha para cada
propriedades, e letras minusculas diferentes na mesma coluna para a quantidade de catalisador, diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.. **TP: temperatura de pasta (°C); PV: pico de viscosidade (RVU); Vi: viscosidade
inicial (RVU); BD: quebra (RVU); Vf: viscosidade final (RVU); SB: retrogradagdo (RVU).
acetilagdo seguido de TTBU; T+A: TTBU seguido de acetilagdo.

*** A: acetilagdo; A+T:

A acetilagédo sob diferentes quantidades de iodo ocasionaram intensas
modificagdes no perfil viscoamilografico dos amidos (Fig. 18). Para os amidos
modificados sob as quantidades de 1 e 5mM de iodo (GS), aumentos ou
manutencdo das propriedades de pasta foram visualizados, bem como
decréscimos expressivos na temperatura de pasta (TP) (entre 5-10°C). No
entanto, ainda que o tratamento com adigdo minima de iodo (1mM) n&o tenha
ocasionado diferenga no valor de pico de viscosidade (PV) em relagdo ao
amido nativo, a partir das curvas de RVA, observa-se um comportamento
distinto entre ambos. O amido acetilado apresenta dois picos com alturas

semelhantes, mas registrados em diferentes tempos no viscoamilograma. O
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pico principal (a direita) registrado entre os 5,5min (proximo ao tempo de pico
obtido para o amido nativo), e outro pico (a esquerda) em torno dos 3,8min
(semelhante ao tempo de pico dos demais amidos acetilados). Esse
comportamento € um indicativo de que nessas condicdes reacionais, a
quantidade de catalisador utilizada ndo permitiu que a acetilagcdo fosse
homogénea nos granulos de amido de capim-arroz. As novas propriedades de
pasta conferidas ao amido sdo evidenciadas pelo pico a esquerda do pico
principal, enquanto que o pico a direita confirma a manuten¢do de parte das
caracteristicas do amido nativo e, dessa forma, a mudanca no pico de
viscosidade para um valor mais elevado (como obtida para o amido acetilado

sob 5mM de iodo) nao foi visualizada.
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Figura 17 - Viscoamilograma dos amidos de capim-arroz nativo e acetilados.

Em estudos com amido de arroz realizados por Sodhi; Singh (2005) e
por Raina et al. (2007), os autores reportaram um aumento na viscosidade de
pasta de amido de arroz comercial apos a acetilagdo, independentemente do
conteudo de amilose e cultivar avaliada. A introdugédo de grupos volumosos as

cadeias do amido aumenta a capacidade de retengdo de agua pelo granulo
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(GONZALEZ; PEREZ, 2002; SANCHEZ-RIVERA et al., 2010), proporcionando
maior resisténcia a deformacgéao e, consequentemente, uma viscosidade maior
pode ser alcancgada.

Ja o amido acetilado sob maior quantidade de iodo (10mM) e de maior
GS (0,125) apresentou redugéao significativa em TP, PV, Vi e Vf, enquanto a
quebra (BD) e a tendéncia a retrogradacgao (SB) foram superiores aos do amido
nativo, mas inferiores ao observado nos demais amidos acetilados de GS
inferior. Redugao na viscosidade é também reportado por Sanchez-Rivera et al.
(2010) em amidos de banana e milho acetilados sob catalise de iodo
(equivalentes aos tratamentos com 5 e 10mM desse estudo). Os autores
relacionaram a menor capacidade de inchamento nesses amidos a uma
possivel desorganizagao parcial dos granulos ocorrida pela introdugdo dos
grupos volumosos acetil, os quais em maior propor¢do conferem
hidrofobicidade e podem diminuir a capacidade de absor¢ao e retencdo de
agua no amido. Resultados semelhantes sao reportados por Lawal (2004) em
amido de taioba com GS de 0,30, por Bello-Pérez et al. (2010) em amido de
cevada com GS de 0,9 e 2,7 e por Choi et al. (2009) em amido de milho com
GS entre 0,046-0,089.

Em amidos com GS baixo (< 0,1 ), é pouco provavel que nesse nivel de
substituicdo seja suficiente para conferir hidrofobicidade aos granulos de
amido. De fato, Xu et al. (2004) demonstraram que a caracteristica de
hidrofobicidade em amidos acetilados aumenta com o aumento do GS para
valores acima de 0,5. Ao que parece, a redugcdo no PV observada em A10,
pode estar mais relacionada a despolimerizacao das cadeias de amido em
razdo da ocorréncia de hidrélises secundarias durante o processo reacional.
Nesse sentido, Diop et al. (2011) especulam que o iodo possa agir também
como um agente oxidante sob a estrutura do amido, intensificando esse
processo. Assim, erosao da regiao amorfa pode resultar em granulos mais
fracos, os quais sdo mais deformaveis sob agitacdo e, assim, reduzir a
viscosidade das pastas (GUNARATNE; CORKE, 2007).

Observa-se também que, em A1 e A5, a tendéncia a retrogradacgao foi
substancialmente aumentada em relacdo ao amido nativo. Conforme destaca
Sodhi; Singh (2005), a introdugdo de grupos acetila deveria prevenir a

interacdo entre as cadeias paralelas de amilose e, portanto, proporcionar
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reducao na retrogradagao. No entanto, Hoover e Sosulski (1985) sugerem que
um aumento na lixiviagao da amilose (como observado para todos os amidos) e
a acao de cisalhamento das pas durante a analise de RVA, podem ter o efeito
de “anular” quaisquer efeitos estéricos advindos dos grupos substituintes na
reducao da retrogradacao. Neste estudo, a quebra foi maior apds a acetilagao
com 5mM de iodo, indicando maior fragilidade dos granulos acetilados.

O PV do amido nativo ocorreu proximo a 6min, enquanto para os
amidos acetilados os picos foram registrados entre 5,5-4,0min, sendo a
antecipacdo do PV tanto maior com aumento no GS. A reducdo da TP e a
superior hidratagcdo dos granulos acetilados conforme observado na
determinagéo do poder de inchamento (item 4.7).

Em relacdo aos amidos modificados por TTBU e acetilados
previamente ao TTBU, é possivel observar que apenas o amido de menor GS
apresentou pico de viscosidade e viscosidade inicial superior ao observado
para o nativo, enquanto nos demais amidos ambos os parametros foram
consideravelmente reduzidos (Fig. 19). No entanto, as viscosidades de pico
foram marcadamente alteradas e, o ombro a esquerda do pico principal,
observado no amido correspondente acetilado sob 1mM de iodo, foi desfeito,
indicando uma maior homogeneidade no processo de gelatinizacdo apos a
realizacao do TTBU nesse amido. Outra observacao foi o aumento do tempo
de registro de pico de viscosidade promovido nos amidos acetilados apds o
TTBU, sobretudo nos tratamentos com 5mM e 10mM de iodo, o qual nao foi

acompanhado pelo aumento na TP apods a acetilagcio.
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Figura 18 - Viscoamilograma dos amidos de capim-arroz nativo e modificados

por TTBU e por acetilagdo seguida de TTBU.

Os valores para a quebra foram reduzidos ou mantidos, sugerindo
granulos mais resistentes a ruptura por cisalhamento.

Os valores de SB foram maiores em todos os tratamentos, indicando
uma maior tendéncia a retrogradagao nesses amidos, ainda que a viscosidade
final (a qual indica a tendéncia dos constituintes presentes na pasta quente em
se reassociar) tenha sido maior apenas no tratamento com 5mM de iodo. O
aumento na tendéncia a retrogradacéo estd de acordo com o enfraquecimento
das forcas associativas na regiao amorfa dos granulos em decorréncia da
maior lixiviagdo de amilose e inchamento granular em relagdo aos amidos
nativo e modificado apenas por TTBU.

Nos tratamentos em que o TTBU foi realizado previamente a
acetilacdo, em todos os niveis de substituicdo, os amidos obtiveram reducdes
nao apenas nos valores de PV, Vi, Q, Vf e SB, como também os mesmos
foram significativamente inferiores ao obtido para o amido modificado apenas
por TTBU (exceto o SB em T/A1 e T/A5) (Fig. 20). Maior estabilidade de pasta

apos o TTBU é consistente com a maior TP e menor quebra durante o



67

aquecimento e cisalhamento das pastas. Do mesmo modo, as pequenas
quantidades de amilose lixiviada, a qual desempenha um importante papel na

formacéao da rede, resultou na diminuicao constante dos valores de SB.
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Figura 19 - Viscoamilograma dos amidos de capim-arroz nativo e modificados
por TTBU e TTBU seguido de acetilagao.

A intensificacdo do efeito do TTBU sobre as propriedades
viscoamilograficas dos amidos foi potencializada com o aumento do GS. Ao
contrario do observado quando o TTBU foi realizado posteriormente a
acetilagao, o efeito dos grupos acetila introduzidos provavelmente fortaleceram
a estrutura granular, tal como evidenciado pela menor lixiviagdo de amilose e
poder de inchamento, além de ter dificultado o acesso de agua a grupos
hidroxila e, consequentemente, reduzido o poder de inchamento e viscosidade
da pasta.

Além disso, a redugdo na quebra e na retrogradagdo apos o TTBU
pode estar relacionada com a manutencdo granular durante aquecimento e
cisalhamento da pasta. Watcharatewinkul et al. (2009) estudaram a morfologia

de géis de amido de cana nativo e modificados por TTBU (15 a 25% de
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umidade, 100°C, 16h). Os géis, corados com solugdo de iodo, foram
examinados em microscopio de luz, revelando que os granulos dos amidos
nativos foram completamente rompidos, ao passo que o grau de desintegragao
dos granulos modificados foi substancialmente reduzido apés o TTBU. O efeito
foi mais pronunciado quando maiores umidades de tratamento (22-25%) foram

utilizadas.

4.10 Propriedades térmicas

Os amidos de capim-arroz modificados apresentaram acentuadas
diferencas no comportamento térmico, tanto em relacdo ao amido nativo
quanto entre si (tab. 6). Apds a acetilagao, os valores de To, Tp, Tc e AH foram
reduzidos e a faixa de temperatura de gelatinizacdo (Tc-To) ampliada.
Diminuicdo das temperaturas de gelatinizagdo apds a acetilagado é reportada
com estudos anteriores (CHOI et al., 2009; SANCHEZ-RIVERA et al., 2010;
SODHI; SINGH, 2005) e representa o enfraquecimento dos granulos apos a
introducdo de grupos acetila, os quais conduzem a ruptura precoce das duplas
hélices de amilopectina durante o aquecimento (LAWAL, 2004).

Sanchez-Rivera et al. (2010), observaram que a redugdo nas
temperaturas de gelatinizagédo e entalpia em amido de milho foi mais acentuada
do que em amido de banana, e associaram tal efeito a menor proporgédo de
cadeias ramificadas curtas no amido de banana em relagcéo as longas cadeias
encontradas na molécula de amilopectina do amido de milho. Bello-Pérez et al.
(2010) observam que a abrangéncia da reducdo em ambos os parametros
(temperaturas de gelatinizagao e entalpia) sdo dependentes de outros fatores
extrinsecos a reagéo, tais como o formato e tamanho de granulo, proporgao de

amilose e amilopectina, organizagéo dos cristais, dentre outros.
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Tabela 7 - Propriedades de térmicas dos amidos de capim arroz modificados

Quantidade de iodo (mM)

Parametro Nativo TTBU 1 5 10
A** 56,48 59,13 59,55
To (°C)* AT 65,13 67,15 63,19 64,59 64,07
T/A 65,91 62,52 73,78
A 65,44 64,85 67,43
Tp (°C) AT 71,04 83,90 80,98 77,22 81,62
T/A 81,87 82,37 89,76
A 72,93 72,60 74,00
Tc (°C) AT 76,86 88,38 85,24 81,50 85,45
T/A 87,22 87,54 93,88
A 16,45 14,47 14,45
Tc-To (°C) AT 11,73 21,23 22,05 16,91 21,38
T/A 21,08 25,02 20,10
1 A 5,46 4. 81 6,77
AH (J.g7) AT 8,05 6,27 3,03 3,28 3,84
T/A 2,61 2,91 3,67

*To = temperatura de inicio; Tp = temperatura de pico; Tc = temperatura de conclusdo. Tc-To =
diferenca entre temperatura de conclusdo e temperatura de inicio AH = entalpia. ** A:
acetilagdo; A+T: acetilagdo seguido de TTBU; T+A: TTBU seguido de acetilagéo.

Nos amidos somente acetilados, a redugao nas propriedades térmicas
foi inversamente proporcional ao GS dos amidos. O amido mais substituido
(A10) apresentou os menores decréscimos em todos os parametros
comparados ao amido nativo. Este comportamento pode estar relacionado com
interacdes adicionais entre cadeias, tal como evidenciado pela menor lixiviacdo
de amilose.

As curvas da analise diferencial de varredura (DSC) estao
apresentadas na Fig. 21. Em todos os amidos ocorreu uma ampliacdo da
endoterma (Tc-To) em comparagdo com o amido nativo. Em A1, essa diferenca
foi superior ao observado para os amidos de maior GS (A5 e A10). Esse
comportamento nas propriedades térmicas de A1, assim como observada nas
propriedades viscoamilograficas (onde o amido apresentou dois picos de

viscosidade), refor¢a a ideia de que parte dos granulos permaneceu inalterada
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durante a acetilagdo com 1mM de iodo, ao passo que outros granulos foram
parcialmente modificados.

Enquanto que para os amidos acetilados, Tp e Tc foram reduzidos,
para os amidos modificados por TTBU, de forma isolada ou em conjunto com a
acetilagao, essas variaveis apresentaram aumentos. Segundo Varatharanjan et
al. (2010) e Hoover (2010), aumentos de Tp e Tc apds TTBU esta relacionado
com a formacao de novos cristais pela interacdo entre cadeias de amilose-
amilopectina e amilopectina-amilopectina. Nos amidos modificados por
acetilagao previamente ao TTBU, o acréscimo dessas variaveis nao foi tao
pronunciado quanto para os demais amidos submetidos ao TTBU.

Conforme Perera et al. (1997), uma diminuigdo dos parametros de
gelatinizagéo é devido a ruptura das ligagcbes de hidrogénio entre as cadeias de
amido na fase amorfa pelos grupos substituintes. Essa substituicdo poderia
aumentar a mobilidade das cadeias de amido, o que diminuiria a temperatura
de transigéo vitrea (Tg) e indiretamente, a temperatura de fus&o dos cristais de
amido.

Em todos os tratamentos em que foi aplicado TTBU observa-se um
alargamento das endotermas de gelatinizagao (Tc-To), o qual foi acompanhado
pelo aparecimento de dois picos de gelatizagdo. Para T, A10/T e T/A10, ambos
0s picos sao acentuados, enquanto que para A1/T, A5/T, T/A1 e T/A5, o pico a
esquerda do pico principal apareceu apenas como um leve ombro.

A transigao bifasica tem sido reportada em outros amidos submetidos
ao TTBU (HORMDOK; NOORMDOK, 2007; VARATHARANJAN et al., 2010;
JIRANUNTAKUL et al., 2011). As propriedades térmicas dos amidos séao
influenciadas pela organizagdo estrutural dos aglomerados clusters de
amilopectina. O aparecimento de transicdo bifasica tem sido atribuido a
formacao de novos cristais diferentes estabilidades ao aquecimento (HOOVER;
MANOEL, 1996; LIM; CHANG; CHUNG, 2001). Tang et al. (2006) propbs que
existam dois tipos de blocklets em um mesmo amido, um normal e um
defeituoso, os quais sao diferentemente suscetiveis ao TTBU, e resultam em

duas regides cristalinas com temperaturas de fusao diferentes.
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Figura 20 - Curvas de DSC dos amidos de capim-arroz nativo e modificados.

A entalpia de gelatinizagdo apresentou decréscimos nos amidos
submetidos ao TTBU, sendo mais expressiva nos amidos modificados de forma
combinada. Embora o aparecimento das endotermas bifasicas seja um
indicativo da formacdo de novos cristais, a drastica reducdo nos valores de
entalpia aponta para uma perda parcial de duplas hélices. Nos tratamentos
combinados a necessidade energética para a gelatinizagcdo dos amidos reduziu
em torno de 2-3 vezes comparados ao amido nativo, assim como observado

pela reducéo dos picos das endotermas nas curvas de DSC.
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Muito tem sido sugerido em relagdo aos acontecimentos que decorrem
do TTBU e proporcionam as modificagbes no comportamento térmico de
amidos. Gunaratne e Hoover (2002) e Hoover e Vasanthan (1996) afirmam que
o TTBU permite que a amilose localizada nas regides amorfas reaja com
segmentos ramificados de amilopectina nas regides cristalinas, reduzindo a
mobilidade das cadeias e conduzindo a um aumento da temperatura de
gelatinizacdo. Além disso, interagdes entre cadeias de amilose e entre amilose
e lipidios também tem sido referidos (VERMEYLEN; GODERIS; DELCOUR,
2006; HOOVER, 2010). No entanto, nos estudos de Jiranunthakul et al. (2011)
ocorreu aumento da temperatura de gelatinizagdo tanto em amido de batata
normal e ceroso apdés o TTBU. Os autores sugeriram que as mudangas
ocorridas no comportamento térmico apés o TTBU sejam devido a formacao de
uma camada superficial, a qual restringe a penetragdo de agua nos granulos.

Uma transformacéao da superficie pela exposi¢cdo dos granulos ao calor
poderia envolver a separacao de fases de componentes minoritarios, como
proteinas e lipidios, formar complexos entre amilose e lipidios, além de
promover um rearranjo estrutural das fragcbes de amilose e amilopectina na
superficie granular. Além disso, os decréscimos observados nos valores de
entalpia e cristalinidade podem refletir a perda da orientagao radial de algumas
das duplas hélices presentes tanto nas regides cristalinas quanto amorfas, o
que segundo Hormdok e Noomhorm (2007), € um indicio de que possa ter
ocorrido gelatinizagédo parcial de moléculas menos estaveis ao calor.

O comportamento observado nos amidos tratados hidrotermicamente
anterior a acetilagao, sobretudo em T/A10 (Tp = 18,72°C) em relagado ao amido
nativo, pode ser consequéncia da barreira encontrada pelos grupos acetila na
superficie granular, os quais teriam ocasionada uma gelatinizagdo superficial
nos granulos, tornando-o mais resistente a entrada de &agua, tal como
observado pela menor viscosidade, lixiviagdo de amilose e poder de
inchamento.

Outro fator que pode estar relacionado ao aumento da Tp é a possivel
formagao de novos cristais. Cristais mais perfeitos e/ou maiores e/ou mais
numerosos sdo, segundo Van Soest et al. (1996) fatores que podem contribuir
para aumentos tanto da temperatura de gelatinizacdo quanto da cristalinidade

relativa em polimeros. Neste estudo, a maior Tp e mudang¢a no padrdo de



73

difragdo de raios-X com o aparecimento de pequenos novos picos (item 4.6)
em T/A10, vao ao encontro do sugerido por estes autores. Conforme destacado
por Bao e Bergman (2004), ndo apenas o percentual de cristalinidade, mas
também a arquitetura molecular da regiao cristalina influencia a temperatura de

gelatinizacao.
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5 CONCLUSOES

O capim-arroz apresenta potencial para extragcdo de amido com baixo
residual de impurezas.

As diferentes quantidades de iodo como catalisador, assim como a
acetilagdo e o TTBU realizados de forma isolada ou combinada, propiciam
acentuadas diferengas nas caracteristicas do amido de capim-arroz.

Na acetilacdo de amido de capim-arroz, o grau de substituicdo de
grupos acetila (GS) é afetado pela quantidade de iodo como catalisador, sendo
crescente com 0 aumento na quantidade utilizada. A acetilacido realizada apés
o TTBU propicia redugédo no GS dos amidos em todos os niveis de adicdo de
iodo enquanto que o TTBU anterior a acetilagao nao interfere no GS.

O TTBU ocasiona o aparecimento de pontos escuros no centro de
alguns granulos de amido, com reducao na cristalinidade relativa.

O poder de inchamento e a lixiviagdo de amilose aumentam apds a
acetilacao realizada de forma isolada e anteriormente ao TTBU, mas decresce
nos amidos modificados por TTBU isolado e previamente a acetilagéo.

A temperatura de pasta reduz apds a acetilagdo e acetilagdo seguida
de TTBU, mas aumenta apdés o TTBU e TTBU seguido de acetilagdo. A
acetilacdo sob 1 e 5 mM de iodo, bem como a acetilagdo com 1 mM de iodo
seguida de TTBU ocasionam acréscimos nas viscosidades, mas apos
acetilacdo sob 10 mM e acetilacdo seguida de TTBU sob 5 e 10 mM de iodo
promovem reducgdes de viscosidade. O TTBU e TTBU seguido de acetilagao
reduz as viscosidades da pasta, sendo mais intensa com o aumento da
quantidade de iodo adicionada.

As modificagdes por acetilacdo e TTBU modificam as propriedades
térmicas do amido de capim-arroz com reducdo da entalpia e ampliagcdo da

faixa de gelatinizagdo. A acetilagdo reduz as temperaturas de gelatinizagao,
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enquanto que o TTBU e tratamentos combinados ocasionam acréscimos nas

mesmas.
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