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RESUMO

Os nanocristais de amido sdo particulas de tamanho nanométrico que vém
recebendo atencdo por parte dos pesquisadores pois sdo abundantes,
biodegradaveis, nado toéxicos e apresentam relativo baixo custo. Essas
nanoparticulas cristalinas podem ser utilizadas como estabilizantes de emulsdes
Pickering, sistemas onde o tamanho das particulas é fator primordial para a
estabilidade. Entretanto, a forte tendéncia dessas particulas em formar agregados
de tamanho micrométrico limita a aplicacdo tecnoldgica. Desta forma, a oxidacao
quimica com hipoclorito de sédio pode ser uma alternativa para minimizar esse
comportamento indesejado. Os amidos de mandioca e de milho s&o abundantes e
baratos, enquanto o amido de feijao, apesar de ter caracteristicas tecnoldgicas
interessantes e promissoras, ainda ndo é extraido comercialmente. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar nanocristais produzidos a partir de amidos de mandioca,
de feijao e de milho, proceder a oxidacdo dos nanocristais e utiliza-los como
estabilizadores de emulsdes Pickering. Os nanocristais foram obtidos por hidrolise
com &cido sulfarico e oxidados com hipoclorito de sodio. As emulsdes foram
preparadas utilizando-se 6leo de soja e agua. O amido de feijao foi 0 mais resistente
a hidrolise, seguido dos amidos de milho e de mandioca. Em ambas as fontes
boténicas a hidrdlise acida diminuiu consideravelmente o contetdo de amilose nas
nanoparticulas. A oxidagcdo aumentou o potencial zeta de todos 0s nanocristais,
além de diminuir a polidispersividade. Por meio da espectroscopia na regiao do
infravermelho médio detectou-se um pico a 1735 cm™ caracteristico dos grupos
carboxilas livres (forma acida — COOH), tipico de amidos oxidados. Os amidos de
mandioca e de milho apresentaram padrao cristalino tipo A, assim como seus
nanocristais. Contudo, foi observado no feijdo padrdo cristalino tipo C - A, que
permaneceu no nanocristal; por meio da oxidagéo, entretanto, o padrao foi alterado
para o tipo A. Apos a hidrdlise, a cristalinidade relativa aumentou para todas as
amostras, porém com a oxida¢do a mesma diminuiu, exceto para o amido de feijao
que resultou em efeito contrario. As amostras oxidadas apresentaram maior
estabilidade coloidal, quando comparadas com as ndo oxidadas. Os nanocristais
nao apresentaram pico endotérmico detectavel pela anélise de DSC (Calorimetria
Exploratoria Diferencial). Na analise de microscopia 0s nanocristais exibiram
formas redondas ou ovais, independentemente da origem do amido, mesmo apoés
terem sido submetidos a oxidac&do. Em geral a oxidacdo dos nanocristais melhorou
o indice de emulsao das amostras, independente da fonte botanica de origem, além
disso o indice foi maior para as amostras com maior proporcéo de 6leo em relacao
com as com maior fracdo de agua. Contudo o aumento da fase oleosa aumentou o
didmetro médio das goticulas. O valor de PDI variou de 1,6, para emulsdo com
propor¢cdes de agua e 6leo 1:1 estabilizada com 5% nanocristal de mandioca
oxidado, até 3,5, para emulsdo com propor¢cao de agua e Oleo 1:3 estabilizada com
1% de nanocristal de feijao oxidado.

Palavras chave: amido, emulsbes Pickering, nanocristais, mandioca, feijao, milho,
hidrélise &cida, oxidacao, hipoclorito de sodio, acido sulfurico.



ABSTRACT

The nanocrystals of starch are particles of nanometric size that have been studied,
since they are abundant, biodegradable, non-toxic and with relative low cost.
However, the tendency to form micrometricsize aggregates limits the technological
application; therefore, chemical oxidation with sodium hypochlorite may be an
alternative for limiting such unwanted behavior. These nanocrystals can be used as
stabilizers for Pickering emulsions, systems where particle size is a prime factor for
stability. Cassava and maize starches are abundant and cheap, while bean starch,
although an interesting and promising technological product, is not yet commercially
available. The present work had as objective the production and characterization of
nanocrystals from cassava, bean and corn starches, following chemical oxidation of
the nanocrystals and using them as emulsion stabilizers. The nanocrystals were
obtained by hydrolysis with sulfuric acid and oxidized with sodium hypochlorite. The
emulsions were prepared using soybean oil and water. Bean starch was less
susceptible to hydrolysis, followed by maize and cassava starches. In both botanical
sources the acid hydrolysis greatly reduced the amylose content in the
nanoparticles. Oxidation increased the zeta potential of all the nanocrystals, besides
the value of polydispersity decreased. A peak at 1,735 cm™ was detected by means
of mid-infrared spectroscopy, which is characteristic of the free carboxyl group (acid
form - COOH), expected on oxidized starches. Cassava and corn starches have A-
type crystallinity pattern, as their nanocrystals. For bean starch, the original C-A-
type crystallinity pattern remained for the non-oxidized nanocrystals but changed for
A-type after oxidation. After hydrolysis, the relative crystallinity increased for
nanocrystals, but decreased after oxidation. The exception was for bean starch that
resulted in oxidized nanocrystals with higher relative crystallinity. Oxidized samples
are considered as colloidal when compared to non-oxidized ones. Nanocrystals did
not show detectable endothermic peak on DSC (differential scanning calorimetry)
analysis. The microscopic analysis of the nanocrystals showed round or oval
particles, independently of the botanical source and of oxidation treatment. In
general, the oxidation of nanocrystals improved their emulsification index. The
emulsification index was higher for the emulsions with larger amounts of oil, even
though the average diameter of the droplets increased in this situation. The
polydispersity index ranged from 1.6 for 1. 1 (water to oil ratio), stabilized with 5%
oxidized cassava nanocrystal, up to 3.5 for 1: 3 (water to oil ratio), stabilized with
1% of oxidized bean nanocrystal.

Keywords: starch, Pickering emulsions, nanocrystals, cassava, beans, corn, acid
hydrolysis, oxidation, NaClO, H2SOa.
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1. INTRODUCAO

O amido esta presente nos plastidios de vegetais superiores, sendo a mais
importante fonte de reserva energética da maioria das plantas. Apresenta-se na
forma de granulos micrométricos, com formatos que variam de acordo com a
origem botéanica, incluindo aqueles esféricos, elipsoidais, poligonais e lenticulares.
Dentre as fontes de amido, a mandioca é a segunda mais importante no Brasil,
atras do milho, o qual € o mais utilizado mundialmente. Além disso, a cada ano
destaca-se a lideranca paranaense nesta cadeia produtiva, sendo a fécula (amido,
polvilho) de mandioca muito utilizada industrialmente por ser barata e abundante e
por ndo apresentar o aroma tipico e indesejado de cereais.

Outra potencial fonte de amido no Brasil € o feijao, pois o pais esté entre o0s
maiores produtores mundiais desta leguminosa. Para suprir as necessidades da
entre safra, o feijdo necessita ser armazenado por longos periodos de tempo.
Assim, condi¢cdes desfavoraveis, comuns em regifes tropicais, como altas
temperaturas (> 25° C) e umidade relativa alta (> 65 %) favorecem perdas na
qualidade das sementes ocasionando, por exemplo, o endurecimento fazendo com
que se torne indesejavel para o consumo in natura. Apesar de apresentar teor de
amido em torno de 45 %, em base seca, a extracdo desse polissacarideo a partir
do feijdo ainda ndo é realizada em escala industrial.

Uma das possibilidades para a utilizacdo do amido é a obtencdo de
nanocristais, nanoparticulas cristalinas, que sao obtidos pela degradacdo das
regides amorfas e ruptura das regides semicristalinas dos granulos. Essas
nanoparticulas de amido apresentam caracteristicas interessantes como
abundéancia, baixo custo, biodegrabilidade e nado toxicidade. Ainda, suas
caracteristicas podem ser influenciadas pela origem botanica do amido, motivo pelo
qual se faz importante analisar diferentes fontes de obtencéo desse polissacarideo.

Entretanto, a tendéncia de se auto agregar e formar aglomerados em
microescala, limita muito a sua aplicacéo. Isso ocorre porque a quantidade de
grupos ésteres de sulfato formados na superficie dos nanocristais durante a
hidrélise acida com H2SOa4, ndo consegue gerar forcas eletrostaticas repulsivas
suficientes para superar as ligagcdes de hidrogénio ou de Van der Waals. Assim
sendo, a modificacdo quimica por oxidacao pode ser aplicada com a finalidade de



11

introduzir uma quantidade maior de cargas negativas na superficie dessas
particulas, mitigando a indesejavel formagdo de aglomerados de dimensdes
micrométricas. Para produzir amidos oxidados, o hipoclorito de sodio € um dos
reagentes mais utilizados, pois apresenta baixo custo, moderada capacidade de
oxidacdo e facil processamento. Consequentemente, sua utilizagdo em
nanocristais com o objetivo de melhorar a dispersao e assim permitir a sua
aplicacao de maneira mais efetiva pode ser promissora.

A procura por emulsionantes nao toxicos para estabilizar emulsdes levou a
um grande interesse na pesquisa por novos sistemas; dentre esses sistemas estado
as emulsdes Pickering, que apresentam caracteristicas Unicas, incluindo a
estabilidade em longo prazo. Um dos fatores mais importantes para estabilizacao
desses sistemas € o reduzido tamanho de particulas, que faz com que os
nanocristais sejam candidatos potenciais para essa aplicacao.

Este trabalho tem como objetivos obter nanocristais a partir de amidos de
mandioca, de milho e de feijdo, modifica-los por oxida¢cdo com hipoclorito de sédio,
proceder sua caracterizacdo e testa-los como estabilizadores de emulsbes

Pickering.
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2. OBJETIVOS

2.1.

OBJETIVO GERAL

Produzir nanocristais a partir de amidos de mandioca, de feijao e de milho,

realizar a oxidagdo dos mesmos e avaliar sua aplicacdo como estabilizadores de

emulsdes Pickering.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter nanocristais de amidos de feijao, de mandioca e de milho por hidrdlise
acida;

Realizar a oxidacdo dos nanocristais de amido com hipoclorito de sodio;
Caracterizar os nanocristais quanto ao tamanho de particula, morfologia e
potencial zeta,

Verificar, nos nanocristais formados, a presenca de grupos funcionais por
intermédio de espectroscopia ha regido do infravermelho médio (FTIR)
Caracterizar 0s nanocristais quanto ao tipo cristalino e a cristalinidade
relativa com a técnica da difracdo de raios X;

Observar a estabilidade das suspensfes de nanocristais de amido em agua
e realizar a coloracéo diferencial das amostras;

Elaborar emuls6es Pickering utilizando os nanocristais como emulsionantes;
Avaliar as caracteristicas das emulsfes, considerando-se tamanho de

particulas e estabilidade.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. AMIDO

O amido esta presente nos plastidios de vegetais superiores, sendo a fonte
de reserva energética mais importante da maior parte das plantas. Seus granulos
apresentam diametros que variam de 1 a 100 um, com formatos que se diferenciam
de acordo com a origem botéanica, como esferas, elipsoides, poligonos, plaquetas
e tubulos irregulares (ASHOGBON; AKINTAYO, 2014; DUFRESNE, 2014).

Na industria de alimentos nacional e na internacional esse polissacarideo é
muito utilizado devido a suas propriedades fisico-quimicas e funcionais exclusivas,
podendo, entre outras funcdes, facilitar o processamento, fornecer textura, servir
como espessante, fornecer solidos em suspensao e proteger os alimentos durante
0 processamento (SHEWAN; STOKES, 2013). Por ser biodegradavel, abundante,
renovavel e possuir um custo relativamente baixo, é considerado um material
promissor para diversas aplicacdes industriais. As fontes mais comuns de amido
sao milho, mandioca, trigo e batata (WATERSCHOQOT et al., 2015), no entanto pela
diversidade de suas aplicagbes pesquisas com outras fontes botanicas de amido
tém despertado grande interesse académico e industrial .

Estrutura do amido

Os principais componentes do amido sdo a amilose e a amilopectina,
moléculas que diferem nas suas propriedades e funcionalidades. A amilose
apresenta alta tendéncia a retrogradacéo e produz géis firmes e filmes fortes. A
amilopectina, por outro lado, quando dispersa em agua se mostra mais estavel
produzindo géis macios e filmes fracos. A relacdo entre esses polimeros varia
dependendo da origem botanica; em amidos normais/regulares a amilose
corresponde acerca de 15 a 30% do amido, enquanto em amidos cerosos
representa aproximadamente 0 a 5%. H& ainda os amidos ricos em amilose (high
amylose), que contém de 35 a 70% dessa fracdo polissacaridica (ASHOGBON,;
AKINTAYO, 2014; CHUNG et al., 2008; PEREZ; BERTOFT, 2010).

A amilose (Figura 1), polimero essencialmente linear, compde-se de

unidades de D- glicose ligadas em a (1 — 4) com poucas ramificagbes em a (1 —
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4), cerca de 0,1 a 2,2 %. As moléculas ramificadas, separadas por grandes
distancias, comportam-se como lineares, ndo diferenciando seu comportamento
em solucdo. Esse polimero apresenta massa molar que varia entre
aproximadamente 10°e 108 Da, dependendo da origem botanica, podendo conter
cerca de 100 a 350 unidades de glicose anidra em sua estrutura.

Ha entendimento de que essa molécula se encontra principalmente sob
forma desorganizada no interior das regides amorfas do granulo e sua forma
praticamente linear resulta na formacdo de hélices com o interior hidrofobico
(grupos metileno e oxigénios glicosidicos), o que permite a presenca de pequenas
moléculas em seu interior como &cidos graxos, alcoois e iodo; na parte externa
polar encontram-se as hidroxilas. Em cereais, a amilose pode estar presente nos
granulos de amido nas formas livre ou na forma de complexos amilose-lipideo, os
quais podem afetar as propriedades estruturais e tecnolégicas dos amidos
(VAMADEVAN; BERTOFT, 2015; ZEEMAN; KOSSMANN; SMITH, 2010).

A amilopectina (Figura 1) apresenta massa molar estimada entre 107 e 10°
Da e grau de polimerizacdo variando entre 4700 e 12800 unidades de glicose
anidra. Sua estrutura é altamente ramificada, formada por unidades de D-glicose
ligadas em a (1 — 4), com 5 a 6% de ligagdes a (1 — 6) nos pontos de ramificagao.
No interior do granulo as cadeias séo organizadas radialmente de modo que a
extremidade livre, ndo redutora, aponta para a regido periférica, enquanto as
adjacentes formam duplas hélices que se encaixam em matrizes organizadas
originando camadas cristalinas (lamelas) no interior da molécula. Desta forma, a
cristalinidade dos granulos é descrita principalmente em funcdo das duplas hélices
formadas pelas ramificacbes da amilopectina (VAMADEVAN; BERTOFT, 2015;
ZEEMAN; KOSSMANN; SMITH, 2010).
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Figura 1 - Representacao parcial das estruturas de amilose e amilopectina.

Fonte: Adaptado de Cornell (2000).

As moléculas de amido s&o biossintetizadas e densamente organizadas em
granulos. A maior parte dos amidos nativos (granulos) exibe birrefringéncia, quando
observado sob luz polarizada, resultando num modelo chamado “Cruz de Malta”. O
centro da cruz ou “hilo” é considerado o ponto de origem do granulo e a sua
arquitetura interna é caracterizada por anéis de crescimento que correspondem a
feixes continuos que alternam entre lamelas cristalinas e amorfas da amilopectina,
referidos como “blocklets”, os quais variam de tamanho de acordo com a fonte
botanica: aproximadamente 30 nm para o amido de milho, 50 nm para o amido de
batata de 130 a 150 nm para o amido de ervilha, contudo n&o ha relagéo aparente
entre o tamanho do “blocklet” e o grénulo. Em outras palavras, seu interior
apresenta uma estrutura semelhante a de uma cebola, com anéis de crescimento
alternando entre as regides amorfas e cristalinas (Figura 2). A disposicéo radial da
amilopectina dentro de tais estruturas € considerada a responsavel pela formacéao

da polarizacdo Optica, uma vez que a essa polarizacao visivel é da ordem do
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comprimento da luz visivel (100-1000 nm) (KIM; PARK; LIM, 2015; PEREZ;
BERTOFT, 2010; VAMADEVAN et al., 2013).

Grande P
*blocklet” T *qU=n0
OCKE plocklet”

Figura 2 - Desenho esquemaético do granulo de amido; (A) anéis de crescimento
semicristalinos e amorfos dentro dos granulos de amido, (B) pequenos e grandes
“blocklets”, (C) lamelas cristalinas e amorfas, (D) hélices duplas alinhadas
(compreendendo cadeias laterais de amilopectina) dentro das lamelas cristalinas e

pontos de ramificacéo de amilopectina dentro das lamelas amorfas.
Fonte: Adaptado de Kim, Kim e Bail (2012).

Dependendo do difratograma de raios X, os amidos sao classificados em
trés padrbes de cristalinidade: A, B e C. As estruturas tipo A, caracteristicas dos
amidos de cereais (arroz, milho e trigo), sdo empacotadas de forma compactada
com moléculas de agua entre cada dupla hélice, apresentando picos em 15, 17, 18
e 23° em 26. A estrutura tipo B, apresenta picos em 5,6; 15; 17; 18 e 23° em 26,

tipica daqueles provenientes de cereais ricos em amilose e de tubérculos (batata),
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sendo mais aberta, com moléculas de agua localizadas na cavidade central
formada por seis duplas hélices. Considera-se que as estruturas do tipo C,
predominante em amidos de leguminosas, contém os dois tipos de polimorfos: o
tipo B no centro do granulo e o tipo A na area circundante e apresentam picos em
5,5;15;17; 22 e 23°em 26 (CAl et al., 2014; CHEETHAM; TAO, 1998; KIM; PARK;
LIM, 2015).

De acordo com Biliaderis (1991), além de manter a estrutura granular do
amido, as areas cristalinas também controlam o seu comportamento em agua,
tornando-o relativamente resistente ao ataque enziméatico e quimico. Por outro lado,
a regido amorfa é menos densa que a cristalina e mais suscetivel a modificacdes
quimicas, fisicas e enziméticas. O teor de agua nos granulos ird influenciar a
aparéncia do padrao de difracdo de raios X; quanto mais hidratado o amido, mais
fino sera o padrdo de difracdo até um determinado limite. A agua €, portanto, um
dos responséveis pela organizacéo cristalina do amido. A transi¢cdo de cristalino
para amorfo que ocorre mais comumente entre 60 e 70 °C, em excesso de agua, €
chamada gelatinizacdo (DUFRESNE, 2014).

O DSC provou ser uma ferramenta extremamente valiosa na quantificacao
da gelatinizacdo e tem sido amplamente utilizado desde a década de 1970 para
estudar o comportamento térmico desse polissacarideo. Termogramas de DSC
permitem a analise das temperaturas de transicédo ( isto &, inicio,. T o ; pico, Tpe
conclusao, T ¢ ), bem como a entalpia de transicédo (A H), a qual corresponde a
quantidade de &rea cristalina (ou estrutura helicoidal dupla) em uma suspenséo de
amido que é rompida durante o aquecimento (WANG et al., 2015).

3.2. FONTES DE AMIDO

A utilizacdo do amido em alimentos depende da origem botanica da planta
da qual ele é extraido. Peculiaridades na estrutura granular e no teor de amilose,
que sao caracteristicos da fonte, irdo diferenciar as propriedades funcionais e
quimicas do polissacarideo. O milho, a mandioca, o trigo e a batata sdo as
matérias-primas mais utilizadas mundialmente para obtencdo desse
polissacarideo. Contudo, as industrias de alimentos e os produtores agricolas estao

buscando alternativas, como por exemplo o feijao, para suprir determinadas
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demandas, tendo em vista uma maior diversidade de aplicagdes (DENARDIN;
SILVA, 2009; LEONEL, 2007; WATERSCHOOT et al., 2015).

3.2.1. Milho

O milho € fonte de carboidrato, proteina, gordura e fibras, tanto para
alimentacao animal quanto para o consumo humano. Além disso, € a matéria prima
mais utilizada para extracdo de amido em todo o mundo, correspondendo a
aproximadamente 80% da producao. Por meio da moagem umida o polissacarideo
€ comercialmente isolado: o gréo é separado em gérmen, fibra, amido e proteina,
gerando subprodutos como uma farinha proteica, o pericarpo, a agua de
maceracao, Oleo e farinha integral desengordurada (WATERSCHOOT et al., 2015).

O principal e mais importante estagio da moagem umida € a maceracao dos
gréos, onde o cereal € mergulhado em solu¢éo aquosa contendo diéxido de enxofre
(0,1 a 0,2 % m/v) e mantido a temperatura que varia de 48 a 52 °C, por um periodo
de 24 a 40 h. Esta etapa é realizada com a finalidade de produzir o amaciamento
dos graos, a fim de se obter uma separacéo 6tima dos seus componentes. Durante
a imersao, ocorre a absorcédo de agua e de diéxido de enxofre. Este ultimo induz o
inchaco e a dispersdo das proteinas, pois cliva as ligacdes dissulfeto inter- e
intramoleculares, reduzindo a massa molar média e, consequentemente,
aumentando a solubilidade (WATERSCHOOT et al., 2015).

As mudancas fisicas, quimicas e bioquimicas induzidas durante esse
periodo sao responsaveis pela qualidade e pelo rendimento dos produtos obtidos
apos a moagem. As condi¢des adotadas no processo permitem o desenvolvimento
de Lactobacillus sp, que produz &cido latico a partir da utilizacdo de acUcares
disponiveis e reduz o pH do meio facilitando a separacdo dos componentes do
gréo. Durante essa etapa um efeito secundario importante do processo de imerséo
€ 0 processo de anelamento do amido, que altera as suas propriedades estruturais
e aumenta a temperatura de gelatinizacdo. Além disso, durante o tratamento ocorre
o amolecimento dos graos, a liberacdo dos granulos de amido das matrizes de
proteina por meio da quebra das ligacdes dissulfeto, e a inibicdo do crescimento
microbiano, que ocorre como uma evolucdo natural do processo. Apds a moagem
Umida, o gérmen é removido e o0 amido e a proteina sdo separados dos

polissacarideos ndo amilaceos por peneiramento. Em seguida, a fibra dietética é
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removida e as fracbes amido e proteina sdo separadas por centrifugacdo ou
sedimentacao e, finalmente, ocorre a secagem (APARECIDA; GERALDI, 2012;
WATERSCHOOT et al., 2015).

3.2.2. Mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é um alimento consumido
principalmente em regides tropicais, estando entre os vinte mais produzidos no
mundo, sobretudo na Africa, Asia e América Latina (FAO, 2018). No Brasil, essa
planta apresenta rendimento médio de 15,4 t ha' e é a quarta mais colhida,
perdendo apenas para a cana de acucar, soja e milho (IBGE - INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2016). Sua tolerancia a seca, a
baixa fertilidade do solo e seu desenvolvimento em diferentes condi¢des climaticas
facilita a producéo, permitindo que seja cultivada em praticamente todo o territério
nacional (CARVALHO et al., 2016).

A planta da mandioca tem entre 1,0 a 3,5 m de altura, sendo um arbusto
perene tropical de curta duragéo de crescimento. As raizes sdo compostas por agua
e carboidratos, principalmente amido (até 80% de seu peso seco) o que faz dessa
planta uma importante fonte de energia. A mandioca é muito utilizada no Brasil para
0 processamento de farinhas e amido (polvilho), e ainda na producgéo do polvilho
azedo (fécula de mandioca fermentada e seca ao sol). O Parana é o maior produtor
desse amido, atingindo cerca de 520 milh6es de kg em 2015, o que correspondeu
a 68,8% da producédo brasileira (CEPEA, 2016). O segundo produtor € o Mato
Grosso do Sul (184,9 mil t e 24,5%), seguido por Sao Paulo (43,4 mil t e 5,7%),
Bahia (4,53 mil t e 0,6 %) e Santa Catarina (2,4 mil t e 0,3%) (CEPEA, 2016). Esse
ingrediente € muito utilizado industrialmente por ser barato, abundante e adaptavel,
seu processamento de da de acordo com a Figura 3, que consiste nas etapas de
lavagem e descascamento das raizes, moagem, extracdo, para separacao das
fibras, purificacdo, com o objetivo da retirada dos carboidratos soluveis,
concentracéo para retirada da 4gua em excesso, secagem e envase. Um grande
desafio do setor industrial tem sido gerar novas tecnologias para a utilizacdo dos

derivados da mandioca, com o objetivo de criar produtos inovadores, visando o
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acesso a novos mercados (CARVALHO et al., 2016; CEREDA; VILPOUX, 2003;
DEMIATE; KOTOVICZ, 2011).

m m e o
m M . o

Envase

Figura 3 - Fluxograma do processamento de amido de mandioca.
Fonte: Cohen; Oiveira e Chisté (2008)

As variacoes nas propriedades do amido de mandioca podem ser
atribuidas a fatores como a genética, estacdo de plantio, data da colheita, entre
outros. O padréo de cristalinidade do amido de mandioca pode ser do tipo A ou do
tipo C e o formato de seus granulos sdo redondos ou truncados com dimensdes
entre 3-32 um. Uma das principais propriedades que favorecem a aplicacao desse
carboidrato é a auséncia de um tipico "odor de cereais", atribuido ao baixo contetdo
lipidico e proteico (comum em amido de milho, por exemplo). Outro fator importante
€ seu comportamento fisico-quimico quando cozido em dispersdo aquosa, que
permite a producdo de pastas de alta viscosidade e com alta
claridade/transparéncia (51 — 81 % de transmitancia de luz). Além disso, quando
comparado com amidos de cereais, apresenta elevado poder de inchamento,
temperatura de gelatinizacdo mais baixa e menor tendéncia a retrogradagéo
(DEMIATE; KOTOVICZ, 2011; GARRIDO et al.,, 2012; WATERSCHOOT et al.,
2015).
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3.2.3. Feijao

As leguminosas séo a segunda principal fonte de alimentos a humanidade,
perdendo apenas para os cereais. Desempenham um papel importante na dieta,
principalmente aos residentes em paises em desenvolvimento, pois apresentam
grande importancia na luta contra problemas de desnutricdo devido aos seus
elevados teores de fibra dietética, amido lentamente digerivel, amido resistente, e
proteina com baixo custo, quando comparada com as obtidas de fonte animal
(BATISTA; PRUDENCIO; FERNANDES, 2010).

Entretanto fatores antinutricionais presentes no grao, como inibidores de
tripsina, acido fitico, taninos e oligossacarideos (rafinose, estaquiose e verbascose)
podem reduzir a atividade de algumas enzimas, a acdo biolégica de varios
compostos quimicos e a absorcdo de metabolitos. Contudo € possivel inativar ou
destruir esses fatores antinutricionais por meio do tratamento térmico, o que
aumenta significativamente a qualidade das proteinas presentes leguminisas.
Assim, 0 cozimento em tempos e temperaturas ideais resulta na reducéo de acido
fitico e taninos, porém um tratamento térmico excessivo pode reduzir o valor
nutritivo do feijao (BATISTA; PRUDENCIO; FERNANDES, 2010).

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.), planta com grande relevancia em
varias regides do mundo, é cultivado em uma ampla gama de ambientes e em
distintos niveis tecnoldgicos de producdo. Popularmente € servido cozido com
sementes inteiras (integrais) e consumido juntamente com arroz polido; essa
combinacdo faz parte da alimentacdo basica para quase todos os brasileiros
independente do nivel de renda. Raramente € processado para a producdo de
amido ou de concentrado proteico ao contrario dos cereais e da soja,
respectivamente (DEMIATE et al., 2016; DU et al., 2014; FERNANDES; GUERRA,
ARAUJO, 2015).

O Brasil encontra-se entre os maiores produtores mundiais de feijao, tendo
colhido cerca de 310 bilhdes de quilogramas no ano de 2014(FAOTAST, 2016). A
maior parte do mercado nacional consume o tipo comercial Carioca, que
corresponde a 60% da producédo anual. Para suprir as necessidades da entressafra,
o feijdo necessita ser armazenado por longos periodos de tempo. Condicdes
desfavoraveis, comuns em regides tropicais, como altas temperaturas (> 25° C) e

umidade relativa alta (> 65%) favorecem perdas na qualidade das sementes,
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ocasionando, por exemplo, o endurecimento denominado Hard to cook. Esse
fenbmeno é caracterizado pela utilizacdo de tempos prolongados de cozimento,
tendo em vista o amolecimento do grédo, uma vez que a absorcdo de agua nesse
caso é dificultada. Esse defeito aléem de reduzir o valor nutricional, diminuiu a
qualidade sensorial e culinria dessas sementes, pois mesmo apoés longo tempo de
preparo o alimento continua duro e com textura indesejavel, diminuindo a aceitagédo
pelo consumidor e, consequentemente, o valor comercial do produto (DEMIATE et
al., 2016; RUIZ-RUIZ et al., 2008; YI et al., 2016). O endurecimento dos graos esta
relacionado a acdo de polifendis, que se polimerizam no tegumento ou pela
lignificacdo dos cotilédones (DE ARAUJO DELFINO; CANNIATTI-BRAZACA,
2010).

De modo geral, o feijdo apresenta teor de amido em torno de 45 % (base
seca) e seus granulos tém quantidades elevadas de amilose quando comparados
aos amidos provenientes de outras fontes convencionais. Desse modo, a utilizacao
do amido extraido do feijao seria uma alternativa para agregacao de valor aos graos
com baixa qualidade para consumo in natura, incentivando a cadeia produtiva.
Além disso, as caracteristicas diferenciadas desse polissacarideo tém despertado
grande interesse para a criacdo de novos produtos (VANIER et al., 2012).

Um fato importante a ser considerado sobre o amido obtido de leguminosas
refere-se ao mesmo ser constituido por fracdes que sao lentamente digeriveis no
organismo e por amido néo digerivel (amido resistente). Isso ocorre devido a sua
resisténcia a hidrolise enzimatica que esta relacionada com o tipo de cristal do
amido, o tipo C, o qual corresponde a uma mistura dos polimorfos A e B. Quando
comparados o tipo B apresenta uma maior resisténcia a hidrélise do que o padrao
de cristalinidade do tipo A (OVANDO-MARTINEZ et al., 2011; SANCHEZ-ZAPATA
et al., 2015).

O amido resistente pode ser classificado em quatro tipos principais: (i) no
tipo 1 (RS1), encontrado em gréos inteiros ou parcialmente moidos de cereais,
leguminosas entre outros, o granulo fica fisicamente inacessivel em funcéo das
paredes celulares e das proteinas; o tamanho das particulas e/ou a composi¢cao
impedem ou retardam a acdo das enzimas digestivas; (ii) no tipo 2 (RS2), a
digestibilidade é lenta devido as caracteristicas intrinsecas da estrutura cristalina

dos granulos (ndo gelatinizados); (iii) o tipo 3 (RS3), por sua vez, é constituido de
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polimeros de amido retrogradado (principalmente de amilose), produzidos quando
o amido € resfriado apds a gelatinizacdo; e ainda o (iv) tipo 4 (RS4), que é
proveniente de amidos modificados. Em um Unico alimento pode existir mais de um
tipo de amido resistente., como é o caso do feijao, por exemplo, que possui amidos
dos tipos 1 e 3 (LOBO; DE LEMOS-SILVA, 2003; MOORE et al., 2015; OVANDO-
MARTINEZ et al., 2011).

Além de apresentar dois tipos de amido resistente, o feijdo acumula outras
caracteristicas que o torna extremamente benéfico a salude e importantes para
utilizacdo em sistemas alimentares: baixo indice glicémico, alta temperatura de
gelatinizacdo, resisténcia ao cozimento sob cisalhamento e rapida retrogradacéo
(AMBIGAIPALAN et al., 2011). Contudo, apesar de seus beneficios na utilizacao
como ingrediente na industria de alimentos, suas caracteristicas tecnolégicas sao
pouco estudadas, havendo necessidade de mais pesquisas para facilitar a
extracao, purificacdo e aplicacdo dessa matéria prima (VANIER et al., 2012).

3.3. NANOCRISTAIS DE AMIDO

O amido é constituido de regides amorfas e cristalinas. Quando a remocao
das regides amorfas e a ruptura das regides semicristalinas presentes no granulo
sdo conduzidas, ocorre a formacdo dos nanocristais (WEI et al.,, 2014a). Os
nanocristais de amido muitas vezes séo referidos como nanopatrticulas; a distingao
entre as denominagdes pode se dar pela permanéncia de regides cristalinas nos
nanocristais, 0 que ndo ocorre nas nanoparticulas. De todo modo, a diferenciacao
entre os termos € muito dificil, pois ambos sado utilizados para se referir a particulas
de amido de tamanho nanométrico obtidas por hidrélise ou outros tratamentos
fisicos ou quimicos (DUFRESNE, 2014; KIM; PARK; LIM, 2015).

Um dos métodos mais utilizados para preparar os nanocristais é a hidrélise
acida, pois é simples e relativamente facil de ser controlada. As regides cristalinas
do granulo sdo mais resistentes a hidrolise que as regibes amorfas, podendo-se
isolar as regides cristalinas pela hidrélise acida branda. A maior parte dos amidos
apresenta hidrolise inicial rapida seguida por hidrélise subsequente lenta. Na fase

inicial ocorre a degradacao das regides amorfas enquanto que na lenta a erosao
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de regides cristalinas pode acontecer (KIM; PARK; LIM, 2015). Na Figura 4 pode
ser observada a possivel regido onde os nanocristais sdo originados.

POl DN

x:-,: . Extremidade redutora
’ S Lipideo Nanocristais
\' |
Ny
D
& ; N\ a 3%
Anel de R
crescimento i

amorfo

» Amilose
Lamela amorfa S
-_ .
-— Amilopectina —
Lamela cristalina = s LT A
o -4\/“ X\ £
- - " g

Figura 4 - Estrutura em multi-escala do amido: (a) granulos de amido de milho
normal (30 um);(b) anéis de crescimento amorfos e semicristalinos (120-500
nm);(c) lamelas amorfas e cristalinas (9 nm);(d) blocklets (20-50 nm) que
constituem a unidade dos anéis de crescimento;(e) hélices duplas de amilopectina
formando as lamelas cristalinas dos blocklets;(f) nanocristais quando separados por
hidrolise &cida;(g) estrutura molecular de amilopectina;(h) estrutura molecular de
amilose (0,1-1 nm).

Fonte: Adaptado de Le Corre, Bras, Dufresne (2010).

Um dos trabalhos precursores para a producao de nanocristais foi realizado
por Dufresne, Cavaille e Helbert (1996) que relataram um método para produzir
"amido microcristalino”. O procedimento consistiu na hidrélise do amido (5% em
peso) em uma solucédo de HCI 2,2 mol Lt a 35° C durante 15 dias e produziu
aglomerados de particulas de algumas dezenas de nanémetros de diametro. Mais
tarde, Putaux et al. (2003) submeteram o amido de milho ceroso a hidrolise com
HCI (2,2 mol L) a 36° C e verificaram que um certo nimero de ligacdes a (1 — 6)
situadas nas regides amorfas no granulo foram hidrolisadas resultando em
nanoparticulas cristalinas com cerca de 6-8 nm de espessura, 20-40 nm de

comprimento e 15-30 nm de largura. Esse tratamento exigiu um longo periodo de
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reacao (40 dias) e resultou em um baixo rendimento (0,5 % m/m). Ainda, as
nanoparticulas tendiam a formar agregados.

Em outro estudo, Angellier et al. (2004) realizaram a otimizacdo da
preparacdo de nanocristais de amido de milho ceroso utilizando acido sulfarico
(H2S04). O melhor rendimento obtido pelos autores (14,69%) apresentou como
parametros: concentracdo de 3,16 mol L1, temperatura de 40 °C e periodo de
reacao de cinco dias. Em comparacdo com a hidrélise com HCI, a hidrolise com
H2SO4 apresentou um maior rendimento e um tempo de tratamento mais curto.
Assim, o acido sulftrico tem se mostrado um reagente mais eficiente, uma vez que
produz suspensfes aquosas mais estaveis. A estabilidade pode estar relacionada
a incorporacao de grupos éster de sulfato na superficie dos nanocristais durante o
tratamento. Esses grupos sdo acidos fortes que se dissociam em pH baixo,
resultando em superficies carregadas negativamente promovendo a repulsdo
eletrostatica das nanoparticulas e aumentando a estabilidade da suspensao. Outro
fator que interfere na estabilidade da suspensédo € a dimensao das particulas e a
polidispersidade; quanto menores e mais uniformes, maior a estabilidade
(DUFRESNE, 2014; KIM; PARK; LIM, 2015).

Nas ultimas duas décadas, muitos trabalhos vém sendo realizados com o
objetivo de desenvolver aplicacbes para os nanocristais. Angellier et al. (2005)
verificaram que os nanocristais obtidos a partir da hidrélise acida com HCI seriam
interessantes agentes de reforco em matrizes poliméricas. Zheng et al. (2009)
incorporaram nanocristais de amido de ervilha, preparados com H2SO4 em matrizes
de isolado proteico de soja e observaram que a adicdo de 2% (m/m) melhorou as
propriedades de reforco. Os autores atribuiram esse resultado a dispersdo uniforme
das particulas na matriz.

As caracteristicas morfolégicas dos nanocristais dependem da origem e do
método de preparagédo. A influéncia do teor de amilose e origem botanica sobre a
morfologia dessas particulas tem sido investigada. Em um estudo para verificar a
estrutura molecular do amido de milho ceroso, Angellier-Coussy et al. (2009)
isolaram dois grandes grupos de dextrinas e caracterizaram cada grupo
estruturalmente. No referido estudo foram utilizadas as enzimas B- amilase e
enzimas desramificadoras (isoamilase e pululanase) em combinagdo com

cromatografia de troca anidnica. Os pesquisadores chegaram a conclusdo de que
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os comprimentos de cadeias das dextrinas em ambos o0s grupos correspondiam a
espessura das lamelas cristalinas nos granulos de amido. Foi também
demonstrado que muitas das ligacdes das ramificacdes eram resistentes a acéo
das enzimas desramificadoras. A distribuicdo de moléculas ramificadas nas duas
populacbes de dextrinas sugeriu que 0S nanocristais possuiam uma estrutura
molecular regular e principalmente homogénea.

LeCorre, Bras e Dufresne (2011) prepararam nanocristais a partir de amidos
de cinco fontes diferentes: milho (normal, alta amilose e ceroso), batata e trigo.
Portanto, consideraram trés origens botéanicas, dois tipos cristalinos e trés faixas de
teor de amilose (0,25 e 70%) para o amido de milho. Apenas uma pequena
influéncia da origem botanica foi relatada em propriedades como tamanho,
distribuicdo de tamanho e espessura das nanoparticulas, bem como a viscosidade
da suspensédo. Por outro lado, diferencas mais acentuadas foram encontradas
quando comparados formatos e cristalinidade. As particulas cristalinas produzidas
a partir de amido tipo A apresentaram morfologia semelhantes a quadrados,
enquanto que as produzidas a partir de amido tipo B produziram particulas
redondas. Isso foi explicado pelas diferentes configuragdes de empacotamento das
cadeias de amilopectina para cadeias tipo A e B.

LeCorre, Bras e Dufresne (2011b) realizaram um estudo a fim de avaliar se
as particulas de amido solubilizadas durante a hidrdlise correspondem a quantidade
real de nanocristais obtidos apds ao final da reacdo. Os autores sugeriram pela
primeira vez que 0s nanocristais sdo misturados com outras microparticulas, ou
seja, granulos de amido que néo foram efetivamente hidrolisados e, além disso,
parte do polissacarideo pode se converter em acucar ao final do processo, o que
explicaria os baixos rendimentos encontrados durante a preparacdo. A capacidade
dos nanocristais para estabilizacdo de emulsdes Pickering foi evidenciada por Li,
Sun e Yang (2012), que observaram que o tamanho das particulas dos sistemas
diminuiu com o0 aumento da concentragéo de nanocristais e que as emulsdes eram
muito estaveis a coalescéncia ao longo de meses.

As propriedades térmicas de cinco tipos de amidos (milho ceroso, milho
normal, milho rico em amilose, batata e trigo), e seus correspondentes nanocristais
de amido foram caracterizadas por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e

analise termogravimétrica (TG) por LeCorre, Bras, Dufresne (2012). Os nanocristais
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de amido de cristalinidade do tipo B foram mais estaveis quando comparados com
0s nanocristais do tipo A, mas o teor de amilose apresentou uma influéncia limitada.
Este estudo forneceu informacfes importantes para as condicbes de
processamento de nanocompadsitos baseados em nanocristais de amido.

Li et al. (2015) relataram que a adicdo de nanocristais de amido de milho
ceroso em filmes de amido de ervilha, melhorou as propriedades de barreira ao
vapor d’agua, propriedades mecanicas e propriedades morfolégicas dos filmes. A
aplicacao dessas particulas provenientes do amido é vasta, podendo ainda serem
utilizadas em compdsitos (KRISTO; BILIADERIS, 2007), material de implante e
suporte de medicamentos (XIAO et al., 2016), adsorventes para tratamentos de
aguas residuais (ALILA et al., 2011) e substitutos de gordura (JANE et al., 1992).

Entretanto, a tendéncia de se auto agregar e formar aglomerados em
microescala, limita a utilizacdo desse material em nivel industrial. ISso ocorre, pois
a quantidade de grupos de éster de sulfato formados em sua superficie durante a
hidrélise acida com H2SO4 ndo consegue gerar forcas eletrostaticas repulsivas
suficientes para superar as ligacdes de hidrogénio ou de Van der Waals que
ocorrem devido ao grande numero de grupos hidroxilas (KIM; PARK; LIM, 2015).
Alguns tratamentos podem ser utilizados para evitar esse comportamento, como
cross-linking (ligacbes cruzadas) (ZHOU et al., 2016), esterificacdo (MOLINA-
BOISSEAU; BELGACEM; DUFRESNE, 2005) e oxidagéo (WEI et al., 2016).

3.3.1. Nanocristais Oxidados

A modificacdo do amido através da oxidacao permite a formacéo de pastas
com baixa viscosidade e com altas concentracfes de soélidos devido a introducéo
de grupos carboxila na sua superficie. Muitos reagentes podem ser utilizados para
promover essa modificacdo, dentre os quais, o periodato, o acido crémico, o
permanganato, o diéxido de nitrogénio e o hipoclorito de sodio (WEI et al., 2015,
2016).

A producdo de amido oxidado em escala comercial geralmente utiliza o
hipoclorito de sodio (NaClO) como agente oxidante devido a sua disponibilidade,
custo relativamente baixo e efeitos bem conhecidos na modificagdo do amido.

Durante a oxidagcdo com NaClO, alguns grupos hidroxila da amilose e da
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amilopectina sao oxidados a radicais carboxila (COOH) (preferencialmente) e uma
pequena quantidade a radicais carbonila (C=0). Essa reacao é realizada em meio
alcalino e ocorre aleatoriamente nos radicais terminais redutores (C-1) e néo
redutores (C-4) e nas hidroxilas dos carbonos C-2 e C-3, rompendo a ligacéo C -
C, com formacgéo de radicais aldeidos intermediarios em ambos os carbonos,
resultando em amido 2,3 dicarboxilas (FRANCO et al., 2001; WANG et al., 2015).
A estratégia de oxidacdo, para introducdo de cargas negativas, pode
igualmente se aplicar ao nanocristal. Weiet al. (2015) estudaram o comportamento
de nanocristais oxidados com hipoclorito de sédio e verificaram uma diminui¢do no
teor de ésteres de sulfato e um aumento no teor de grupos carbonila e carboxila na
superficie dos nanocristais. Em outro estudo, Wei et al. (2016) observaram que a
oxidacdo dos nanocristais poderia formar suspensdes estaveis por pelo menos 20
dias utilizando 2% ou mais de reagente na reagdo. Liu et al. (2017) prepararam
nanoparticulas de amido de milho ceroso através da desramificacdo das cadeias
com pululanase seguida de recristalizacdo e liofilizacdo; em seguida os autores
realizaram a oxidacdo das nanoparticulas. No referido estudo, os potenciais zeta
das amostras aumentaram significativamente devido a introducdo de grupos
carboxilas, apresentando uma carga maxima de -30 mV. Além disso, a modificacéo
melhorou a estabilidade das suspensdes, principalmente quando foram utilizados
4% e 5% de cloro ativo. Sendo assim, a oxidacdo pode ser uma estratégia
promissora para introduzir cargas negativas na superficie dos nanocristais e

minimizar a formagéao de aglomerados.

3.3.2. Nanocristais de amido como estabilizadores de emulsfes

Define-se como emulséo sistemas heterogéneos de pelo menos duas fases
imisciveis. Uma delas chamada de fase dispersa (interna), distribuida como
pequenas particulas através da segunda chamada fase continua (externa). Um
sistema que consiste em goticulas de 6leo dispersas numa fase aquosa € chamado
de emulsdo 6leo-em-agua (O/W). A maioria das emulsées nao apresenta
estabilidade termodinamica e tende a separar durante 0 armazenamento, através
de mecanismos como a formacdo de creme, sedimentacdo, floculacdo ou

coalescéncia. De forma geral, o sistema precisa de agentes emulsionantes ou
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surfactantes para estabilizar-se, sendo que estes agentes tém duas funcdes
bésicas: a primeira de diminuir a tenséo interfacial favorecendo a formacéo da
emulséo, e a segunda de evitar a coalescéncia da fase dispersa (KROLIKOWSKA
et al., 2017).

A busca crescente por emulsionantes naturais e ndo téxicos levou a um
grande interesse na pesquisa de novos sistemas de emulsédo tais como as
emulsdes Pickering, as quais consistem em sistemas liquidos ou semissolidos
isentos de surfactantes e estabilizados por particulas solidas. Algumas vantagens
desse sistema em relacdo as emulsdes convencionais sdo a possibilidade de
bloquear completamente o processo de maturacao de Ostwald e apresentar maior
estabilidade a longo prazo (LI; SUN; YANG, 2012; MARTO et al., 2016; SAARI et
al., 2016).

Em emulsdes Pickering as particulas estabilizadoras sdo necessariamente
menores que as goticulas da emulsdo. A estabilidade desse tipo de emulsao pode
estar relacionada com a concentracdo de particulas, pH e forca ibnica. Seu
mecanismo de adsorcdo se difere daquele dos surfactantes uma vez que nao
necessita ser feito de moléculas anfifilicas e a solvatacéo parcial da superficie das
nanoparticulas por agua e 6leo é a origem da sua forte ancoragem. Os principais
parametros das particulas que interferem nas suas propriedades fisico-quimicas
sdo a forma, o tamanho, as caracteristicas superficiais e a estrutura interna.

Vérios trabalhos relataram a utilizacdo de particulas ndo alimenticias na
estabilizacdo de emulsGes Pickering, como silica (YIN et al., 2014),
latex(NALLAMILLI et al., 2015) e argila (NONOMURA; KOBAYASHI, 2009), ou
particulas de origem alimenticia como cristais de gordura (ROUSSEAU, 2013) e
hidrocol6ides (DICKINSON, 2009). Entretanto, particulas de amido variando de
tamanho nanométrico a micrométrico tém sido cada vez mais estudadas para
estabilizar emulsdes, pois ao contrario das particulas nao alimenticias o amido &
um ingrediente natural com valor nutricional, ideal para aplicacdo em alimentos
(MARTO et al., 2016).

O tamanho da particula desempenha um papel chave na formacdo de
emulsdes estaveis com pequeno tamanho de goticula. Conforme ocorre a
diminuicdo do tamanho das particulas, ha diminuicdo do tamanho das goticulas,

desde que propriedades como a molhabilidade, a forma e a superficie ndo se
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alterem. O tamanho do amido pode ser reduzido por intermédio de varios métodos
fisico e quimicos, como a hidrolise &cida com a obtencdo dos nanocristais de
amido. Essas particulas vém sendo objeto de varias pesquisas devido a sua
abundancia, biocompatibilidade, biodegradabilidade e né&o toxicidade (LI; SUN;
YANG, 2012; SAARI et al., 2016).

Li et al. (2014) estudaram o efeito do pH e concentracdo salina na
estabilizacdo de emulsGes e observaram que os nanocristais de amido de milho
poderiam adsorver-se na interface 6leo-agua fazendo com que as emulsbes
apresentassem alta estabilidade a coalescéncia. Além disso, devido a quantidade
de grupos sulfatados na superficie, 0s nanocristais eram carregados
negativamente. Valores baixos de pH ou teores elevados de sal, portanto,
reduziriam a repulsdo eletrostatica na superficie das nanoparticulas cristalinas
formando agregados e levando a um aumento no tamanho das particulas nas
emulsdes. Outra pesquisa realizada por Saari et al. (2016) demonstrou que as
pequenas particulas obtidas a partir da hidrélise dos granulos de amido de
diferentes tamanhos (quinoa, aveia e cevada cerosa) criaram emulsfes estaveis
com um tamanho de gota menor; além disso, a capacidade de emulsificacdo dos
nanocristais foi maior em comparacao com os granulos intactos a partir da mesma

fonte botanica.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados amido de mandioca e
de milho obtidos comercialmente, enquanto o amido de feijao foi extraido em
laboratorio. Todos o0s reagentes utilizados apresentavam pureza analitica,
cumprindo as exigéncias necessarias para as analises.

Para a realizacdo das analises 0s equipamentos utilizados foram
disponibilizados pelo Centro de Tecnologia Agroalimentar (CTA/ Departamento de
Engenharia de Alimentos) e pelo Complexo de laboratérios Multiusuarios (C-

Labmu) da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
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4.2. METODOS

4.2.1. Extragdo do amido de feijao

O amido de feijao foi extraido de acordo com Bedin (2014), com algumas
modificacdes. Para tanto, 100 g de farinha de feijdo foram suspensos em solucao
de NaOH 0,005 mol L na proporcdo de 1:10 (farinha: agua), por 45 min sob
agitacdo constante com agitador mecéanico IKA RW-20 (IKA-Werke, Staufen,
Alemanha) em temperatura ambiente. Apds isso, a suspensao foi centrifugada
(Hettich Rotina 420R, Tuttlingen, Alemanha), a 8514 xg, a 10°C, por 10 min. Do
precipitado foram obtidos dois residuos: a proteina insolivel, retirada com uma
espatula da camada superior do pellet que contém o amido decantado. Em seguida,
o amido foi re-suspenso em agua e tamisado em peneiras para remocao da parte
fibrosa (primeiro de 60 mesh para remocao grosseira, finalizando com 325 mesh).
Apés a realizacdo de ciclos de re-suspensdo em agua e centrifugacdo até a
completa remocao da proteina, o pH foi ajustado para 6,5 com HCI 0,01 mol L'1. Na
sequéncia, o amido foi lavado com agua destilada com auxilio de bomba a vacuo
Tecnal TE-058 (Piracicaba, SP, Brasil), até que a completa remocdo dos sais
pudesse ser verificada pingando gotas de nitrato de prata no sobrenadante. Para
finalizar a amostra foi seca em estufa de circulacdo de ar (Tecnal, TE 394/1,
Piracicaba, SP, Brasil) a 40°C por 24h, tamisada em malha de 60 mesh e

armazenada em recipientes fechados.

4.2.2. Obtencgao dos nanocristais de amido de mandioca, de amido de feijao
e de amido de milho

Os nanocristais foram obtidos por meio da hidrolise com H2SO4 de acordo
com o método descrito por Angellier et al. (2004). Primeiramente, foi preparada uma
suspensdo de amido a 15% (m/v) com uma solucdo de H2S04 (3,16 mol L1, 200
mL). A amostra foi mantida sob agitacdo constante a 40°C e 120 rpm (incubadora
shaker NT 714, Novatecnica, Santa Rosa, Piracicaba, SP, Brasil) durante cinco
dias. Apods hidrolise, a suspensao foi dialisada em membrana de celulose (14.000
Da) até o pH se tornar neutro. Em seguida foi adicionada azida sédica a suspensao,
para evitar o crescimento microbiano e, por fim, ocorreu a liofiliza¢ao (liofilizador LD
1500, Terroni, S&o Carlos, SP, Brasil).
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Durante a hidrélise com H2SOa4, a cada 24 h, aliquotas de 2 mL da suspenséao
eram coletadas e centrifugadas (centrifuga MiniSpin/Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha) para a determinacdo de carboidratos sollveis presentes no
sobrenadante utilizando o método fenol —sulftrico (DUBOIS et al., 1956), adaptado
para leitura em microleitora de absorbancia (FOX; ROBYT, 1991). A extensdo da
hidrélise foi determinada pela razdo entre a quantidade de acUcares totais
solubilizados e o peso inicial de amido. Ao final dos cinco dias foram verificados os
rendimentos finais da hidrolise relacionando a massa inicial de amido e o residuo

insoltvel da hidrdlise.

4.2.3. Obtencgao dos nanocristais oxidados

A oxidacao dos nanocristais com hipoclorito de sodio (NaClO) foi realizada
de acordo com Wang e Wang (2003) e Wei et al. (2015), com modificacbes. Para
tanto, foram preparadas suspensfes contendo 2% de nanocristais em agua (m/v).
O pH das amostras foi ajustado para 9,5 com NaOH 1 mol L1 e as mesmas foram
mantidas sob agitacdo em temperatura ambiente (25°C). Ao longo de 30 min
adicionou-se lentamente hipoclorito de sodio a suspensdo até atingir a
concentracéo de 4,0% (v/v). Apos a adi¢cdo do hipoclorito de sodio o pH da amostra
foi mantido em 9,5 com a adicdo de H2SO4 1mol L por um periodo adicional de 50
min. Apds essa etapa o pH foi ajustado para 7,0 pela adicdo de H2SO4 1mol L. A
amostra foi entdo centrifugada uma vez (15 min, 10642,5 x g) em centrifuga Rotina
420R (Hettich, Tullingen, Alemanha), dialisada até completa remocé&o do cloro,

verificando-se com nitrato de prata, e por fim, liofilizada.

4.2.4. Elaboracao de emulséo Pickering

As emulsdes foram preparadas usando-se agua deionizada, 6leo de soja e
nanocristais, conforme Li, Sun e Yang (2012), com modificacbes. Foram utilizados
agua e Oleo nas proporcoes 1:1, 3:1 e 1:3 (v:v), respectivamente. Diferentes
concentracdes de nanocristais, 1, 3 e 5% (m/m de agua) foram adicionadas na fase
aquosa e a mistura foi homogeneizada em vortex por 1 min, em seguida a fase
oleosa foi adicionada e ocorreu a homogeneizacdo com o0 mesmo equipamento,
durante 1 min. As emulsdes foram armazenadas por 21 dias a temperatura
ambiente (25 °C).
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4.2.5. Técnicas de caracterizagado

Propriedades de Pasta
O perfil viscoamilografico dos amidos foi determinado pelo emprego do

Rapido Visco-Analisador RVA 4 (RVA-4, Newport Scientific Pvt. Ltd., Narabeen,
Australia). Uma suspensdo de amido (8% m/m, bs; 289, massa total) foi misturada
no porta amostras de aluminio, equilibrada a 50°C por 1 min, aquecida a 95°C numa
taxa de 6°C min't, permanecendo nesta temperatura por 5 min. Em seguida, a pasta
foi resfriada a 50°C, a uma taxa de 6°C min, e mantida nesta temperatura por 2
min. A analise foi realizada a 160 rpm durante todo o experimento. Foi avaliado o
perfil de cozimento das pastas pela observacdo da temperatura de empastamento,
viscosidade maxima (pico), viscosidade minima durante manutencdo da
temperatura a 95°C, quebra (viscosidade maxima - viscosidade minima durante a

manutenc¢dao) e viscosidade final das pastas a 50°C (DEMIATE et al., 2005).

Teor de Amilose

O teor de amilose das amostras de amido nativo e dos nanocristais foi
determinado de acordo com Schoch (1964). Os amidos nativos foram previamente
desengorduradoscom metanol 85% (v/v) usando extratores de Soxhlet por 6 h.
Para realizacdo da analise foram pesados o conjunto béquer e agitador magnético,
e adicionou-se 100 mg de amostra em base seca, 1 mL de agua deionizada e 5 mL
de KOH 1,0 mol L. Essa solucéo foi mantida em agitacéo por 30 min, e apds esse
periodo, trés gotas de alaranjado de metila foram adicionados, como indicador. Em
seguida realizou-se o gotejamento de HCI 0,5 mol L' até coloracdo résea e
adicionou-se 10 mL de KI 0,5 mol Lt. O peso do conjunto mais a solugdo foi
completado para 100,9 g com agua deionizada.

Uma solucdo estoque, foi previamente preparada. Para tanto, foram
solubilizadas, com auxilio de ultrassom, 83 g de Kl e 2 g de |2 e adicionados 37 g
de KCI. O volume foi completado para 1 L com agua deionizada. Em seguida foi
realizada a diluicdo 1:10 da solugéo.

A amostra foi titulada em autotitulador potenciométrico modelo 848 Titrino
Plus (Methohm, Herisau, Suica) com a solucéo estoque diluida como titulante, em
banho a uma temperatura de 30°C. O resultado foi demonstrado em afinidade de


https://www-sciencedirect.ez82.periodicos.capes.gov.br/topics/chemical-engineering/methanol
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iodo, o qual foi dividido por 0,2 para calcular a concentracdo de amilose presente

nas amostras.

Espectroscopia na regido do infravermelho médio
Para uma observacdo clara dos grupos carboxila, as amostras de

nanocristais e nanocristais oxidados foram convertidas nas suas formas acidas por
permuta idnica, o que levou a banda de absor¢éo de carboxilato de sédio a maiores
comprimentos de onda. Para tanto, adicionou-se lentamente HCI (5 mL, 1 mol L?)
a suspensao de nanocristais (0,1% m/v, 15 mL) com agitacdo magnética durante 5
h. Em seguida, as suspensodes foram lavadas, por centrifugagédo, com HCI 0,01 mol
Lle Agua destilada pelo menos cinco vezes. Os grupos carboxilato de sodio (-
COONa) nos nanocristais foram convertidos em grupos carboxilicos livres (-COOH)
apos o tratamento de troca ibnica (LIN; BRUZZESE; DUFRESNE, 2012; WEI et al.,
2016).

Para obtencdo dos espectros foi utilizado o equipamento Shimadzu FT-
IR8400 (Shimadzu Corporation, Quioto, Japao) na regido de 700-4000 cm™, com

as amostras devidamente dispersas em pastilhas de KBr.

Difracdo de Raios X

Os difratogramas de raios X dos nanocristais foram obtidos de acordo com
Beninca et al. (2008), a 20 °C num intervalo de angulo 26 de 3 -30° com um periodo
de medicdo de 5s/2h, em um difratdmetro XRD-6000 (Shimadzu Corporation,
Quioto, Japao) com CuK a (A = 1,5406 A), radiagéo a 40 kV e 30 mA. A cristalinidade
relativa foi calculada pela equacao 1, onde Ac é a area cristalina e Aa a area amorfa,

de acordo com Nara e Komiya (1983).

Ac
CR (%) = 1o - 100 (1)

Morfologia dos amidos nativos e dos nanocristais
A morfologia dos amidos nativos foi observada em um microscépio eletrénico

de varredura por efeito de campo (MEV/FEG) (Tescan, MIRA 3, Kohoutovice,

Republica Checa). Antes da obtencdo das imagens as amostras foram recobertas
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com ouro e paladio durante 150s e corrente elétrica de 20 mA. A analise foi
conduzida sob uma tenséo de aceleragao de 15 kV (BET et al., 2016).

A analise para verificar a morfologia dos nanocristais foi realizada na
Universidade Federal do Parana (UFPR), no Centro de Microscopia Eletronica, em
um equipamento de microscopia eletronica de transmissédo (MET) modelo JEM
1200EX-II (Jeol, Akishima, Toquio, Japédo). Para tanto, suspensdes contendo 0,002
% (m/v) de nanocristais foram homogeneizadas durante 120 s em banho de
ultrassom. Uma aliquota da suspensdo foi depositada sobre uma grade de
microscopia revestida de carbono e seca a temperatura ambiente. As imagens

foram obtidas a uma tenséo de aceleracdo de 80 kV (COSTA et al., 2018).

Coloracéo diferencial

Para realizar a coloragao diferencial das amostras 1 mg de nanocristais
foram suspensas em 2,5 mL de solucdo de azul de metileno 0,1%, em seguida
ocorreu a homogeneizacdo em vortex, e em seguida a suspensao foi centrifugada
sucessivas vezes até a completa remocao do corante em excesso. A diferenca de
cor foi verificada visualmente tirando uma foto logo apdés a realizacdo do
procedimento (SILVA et al., 2008).

Calorimetria Exploratéria Diferencial
Para realizacdo dessa analise, foi adicionada agua destilada (1:4, amido:

agua) em 2 mg de amido nativo, hanocristais ou nanocristais oxidados (base seca)
previamente pesada em cadinhos de aluminio, ap0s isso a suspensao permaneceu
em repouso durante 1 h até atingir o equilibrio. Para evitar perda de dgua durante
0 aquecimento os cadinhos foram mantidos fechados. A analise foi feita em um
equipamento Shimadzu DSC 60 (Quioto, Japdo) que foi programado para
aquecimento a razdo de 5 °C min?, de 30-100 °C, utilizando atmosfera de ar
sintético com uma vazéao de 150 mL min't. Os cadinhos de aluminio foram selados
(amostra e referéncia). As curvas endotérmicas com as temperaturas de inicio e
pico foram produzidas, bem como as entalpias de transicdo (J g?)
(VATANASUCHART et al., 2005).
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Microscopia 6ptica

As goticulas de emulséo foram analisadas utilizando um microscoépio optico
Axio Lab. Al (Zeiss, Oberkochen, Alemanha). Para tanto, uma aliquota da amostra
foi colocada no centro de uma lamina de vidro e coberta por uma laminula. As
imagens foram obtidas por meio do software AxioVision V 4.8.2.0 com ampliagbes
de 200x e analisadas pelo software ImageJ. Para tanto 100 gotas de cada emulséo
tiveram seu didametro determinado. O diametro médio da superficie (ds2) e diametro
médio volumétrico (dss) das gotas foram calculados a partir das equagdes 1 e 2 (LI;
SUN; YANG, 2012; SAARI et al., 2017).

2.4
- 52

2 di
-5

Onde di é o didametro de uma gota, d43 é sensivel a presenca de grandes

(1)

d32

(2)

d43

gotas. O indice de polidispersividade dos tamanhos das gotas (PDI) pode ser

determinado pela equacao 3:

d43

PDI =
Z di/N

Onde N é o numero total de gotas

Potencial Zeta e tamanho de particula
A medida da presenca de cargas na superficie dos nanocristais e do

tamanho das particulas (técnica de espalhamento de luz - DLS) foram realizadas
utilizando-se o equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments,
UK), ap0s a preparacao de suspensdes contendo 0,001 % de nanocristais em agua
(BEL HAAJ et al., 2016).
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Capacidade emulsionante
A capacidade emulsionante dos nanocristais foi determinada a partir de

fotografias que foram obtidas ap6s a emulsificagdo. O indice de emulséo foi

calculado de acordo com Rayner et al. (2012) conforme com a Equacéao 1:

(4)

EEu Vi-l-mu]s

thlal

Onde:
V emuis € 0 volume ocupado pela emulséo

V wotal € 0 Volume total de todas as fases

Andlise estatistica
A analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para verificar a diferenca

estatistica, considerando-se o nivel de significancia estatistica (p< 0,05). A
homogeneidade de variancias foi checada pelo teste de Brown-Forsythe (p = 0,05).
Para avaliar os resultados dos procedimentos experimentais foi utilizada a anélise
de variancia, seguida pelo teste de Fisher. Todas as analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o software STATISTICA 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. PROPRIEDADES DE PASTA

Dois fatores parecem determinar a viscosidade das pastas de amido
avaliadas em viscoamilografo: o grau de inchamento dos granulos e a resisténcia
desses granulos a dissolucao pelo calor ou fragmentacéo pela agitacdo mecanica.
O tratamento térmico seguido por acdo mecanica sobre granulos de amido conduz
a guebras estruturais e, consequentemente, perda da integridade dos mesmos
(FRANCO et al., 2001). Os perfis viscoamilograficos dos amidos nativos,
determinados por Rapido Visco Analisador (RVA), estdo apresentados na Figura 5.
O perfil de viscosidade dos amidos é caracteristico de cada fonte botanica. As
viscosidades de pico dos amidos estdo apresentadas na Tabela 1. Essa
viscosidade representa 0 ponto de maximo inchamento dos granulos, e a partir
deste momento, com agitagcdo e temperatura constantes, ocorre rompimento na
estrutura do amido, e a reducéo de viscosidade € conduzida, até atingir um ponto
minimo. A diferenca entre estes dois pontos de viscosidade permite o calculo da
viscosidade de quebra. O amido de feijao apresentou um menor valor de
viscosidade de quebra (122,5 = 108,2 cP), quando comparado com o amido de
milho (960,0+ 121,6 cP) e com o amido de mandioca (1408,0 + 1,4 cP).

Amidos nativos de tuberosas exibem um padréo viscoamilografico tipico,
com um aumento da viscosidade até o maximo seguido de uma queda sob agitacéo
e aquecimento (ROCHA; CARNEIRO; FRANCO, 2010). Em contraste, os amidos
de leguminosas apresentam auséncia de pico de viscosidade, aumento da
viscosidade durante o periodo em que a temperatura permanece constante a 95 °C
e elevado valor de viscosidade setback (HOOVER et al., 2010). As maiores
viscosidades finais foram observadas para os amidos de milho e feijdo, 2168,0 +
120,2 e 2166,0 £ 1,4, respectivamente, enquanto o amido de mandioca apresentou
0 menor valor (1222,5 + 94,0).

A capacidade das cadeias de amilose se recristalizarem durante o
resfriamento, formando um gel de textura firme esta diretamente ligada com a
retrogradacéo do amido (FIGUEROA et al., 2015). O setback € um indicativo da
tendéncia a retrogradacgéo, pois o equipamento encerra a andlise em 50 °C, e o

processo de reorganizacado dos polimeros pode ser lento (GRANZA, 2015). Os
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amidos de milho e feijao apresentaram as maiores tendéncias a retrogradacéo, com
viscosidade setback de 946,5+ 167,6 e 857,0 + 104,7cP, respectivamente. A
temperatura de pasta determina o inicio do inchamento dos granulos, sendo que
altas temperaturas refletem uma maior resisténcia do amido a gelatinizacéo
causada por uma maior estabilidade estrutural (TESTER; MORRISON, 1990). O

amido de mandioca exibiu a menor temperatura de empastamento (67,6°C).
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Figura 5 - Perfil viscoamilogréafico para os amidos de mandioca, milho e feijao.



Tabela 1 - Resultados do perfil viscoamilogréfico dos amidos de mandioca, milho e feijao.

Viscosidade (cP)

Temperatura

_ _ de pasta (°C)
Amido Pico Final Quebra Setback
Mandioca 51060at43,8 1222,5P£940  14080% 14 5245°+516  66,1°%0,3
Milh 2181,5%+ 74,2 2168,0%120,2  960,0°+ 1216 946,5%+167,6 82,9%0,9
Feijdo  143155:49  2166,0% 1,4 122,5¢4108,2 857,09 104,7  79,6% 2,8
p — valor <0.001 <0.001 <0,001 <0,001 <0,001
(ANOVA)

Letras distintas na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa ao nivel de 5% pelo teste de Fisher LSD

40
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5.2. HIDROLISE ACIDA DOS AMIDOS

As amostras de amido de mandioca, de milho e de feijdo foram submetidas
a hidrolise &cida por cinco dias e a porcentagem de hidrolise, medida pela
quantidade de carboidratos soluveis, esta mostrada na Figura 6. A diferenca na
susceptibilidade dos amidos a hidrolise pode ser atribuida aos tamanhos distintos
dos granulos, ao niamero de poros na superficie dos mesmos e principalmente, a
organizacao granular (BILIADERIS; GRANT; VOSE, 1981).

De acordo com a Figura 6 pode-se observar que todas as amostras
apresentaram o mesmo perfil de hidrdlise, com dois estagios, sendo um inicial e
relativamente rapido até o terceiro dia e outro mais lento até o final. Segundo
Hoover (2000), a etapa mais rapida ocorre pela degradacéo das regides amorfas,
sendo influenciada principalmente por aspectos como tamanho dos granulos, poros
presentes na sua superficie e teor de amilose. O segundo passo, mais lento, se da
pela hidrélise da regido cristalina e pode sofrer interferéncia do contetdo de
amilopectina, pela distribuicdo das ramificagbes a (1—6) entre as lamelas amorfas
e cristalinas e pelo grau de empacotamento das hélices duplas dentro dos cristalitos
(LE CORRE; BRAS; DUFRESNE, 2010).

A reacdo de hidrolise acida do amido envolve o ataque unilateral
eletroquimico dos protons nas ligacdes glicosidicas. O empacotamento menos
ordenado da amilose e da amilopectina em regides amorfas favorece esse ataque,
enguanto que o empacotamento denso das hélices duplas nas regifes cristalinas
dificulta a penetracdo dos ions H3O*, resultando em uma taxa mais lenta de
hidrélise em comparacdo com as regiées amorfas. Além disso, essa rea¢ao requer
uma alteracdo na conformacao das estruturas de D-glicose de cadeira para meia
cadeira, o que é dificultado nas regifes cristalinas, pois ocorre a imobilizacdo da
configuragdo (CAMPANHA; FRANCO, 2011; JIVAN; MADADLOU; YARMAND,
2013).
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Figura 6 - Porcentagem de hidrélise em funcéo do tempo de reacéo para os amidos
de mandioca, milho e feijao.

De acordo com a Figura 6, o amido de mandioca foi o mais suscetivel a
hidrélise, o que pode ser atribuido a imperfeicdes na estrutura cristalina desse
polissacarideo. Rocha et al. (2011) realizaram analises usando cromatografia de
troca anidnica de alto desempenho com detector amperométrico pulsado (HPAEC-
PAD) e descobriram que os amidos de mandioca e mandioquinha salsa (Arracacia
xanthorrhiza) exibiam um ombro na distribuicdo de comprimento das cadeias
ramificadas de amilopectina. Esses ombros indicam imperfeicdes na estrutura
cristalina dos amidos. Defeitos na sua estrutura tornam os granulos menos
resistentes ao ataque &acido. Observacdes semelhantes foram realizadas por
Campanha e Franco (2011). Em outro trabalho, Costa et al. (2018) estudaram a
hidrolise acida com H2SO4 de amidos de batata, mandioca e milho. Os autores
verificaram o0 mesmo comportamento, sendo a hidrélise realizada em dois estagios
e 0 amido de mandioca o mais susceptivel a hidrdlise, seguido do amido de milho
e de batata.

O feijao se mostrou mais resistente a hidrolise, o que pode ser explicado
por seu padréo cristalino tipo C, uma mistura dos polimorfos A e B. Sabe-se que 0
polimorfo tipo B apresenta uma maior resisténcia a hidrélise quando comparado
ao padrdo de cristalinidade do tipo A (OVANDO-MARTINEZ et al., 2011;
SANCHEZ-ZAPATA et al., 2015). Alguns trabalhos encontraram maior resisténcia
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dos amidos tipo B, quando comparados ao tipo A. Gérard et al. (2002) encontraram
uma relacdo clara entre os parametros de hidrolise e a quantidade de cristais do
tipo B, estudando varios mutantes de milho com varias proporcdes de alomorfos A,
B e V, ou seja, ocorreu uma menor susceptibilidade do amido ao ataque acido a
medida que a quantidade de cristais do tipo B aumentou e, além disso, houve um
aumento no numero de estruturas residuais. Xia et al. (2010) observaram uma
menor susceptibilidade dos amidos de F. ussurensis (tipo B) e R. dioscorea (tipo C)
a hidrélise com HCI 2,2 molL%, durante 32 dias, quando comparados ao amido de
milho (tipo A). A susceptibilidade dos amidos também pode estar ligada ao seu teor
de amilose. Jayakody e Hoover (2002) estudaram a susceptibilidade de diferentes
amidos de cereais a hidrdlise e verificaram que, de modo geral, a extensédo da
reacao foi mais pronunciada no milho ceroso do que nos amidos de aveia, arroz,
milho normal, milho V (50-60% de amilose) e milho VIl (70% de amilose).

Os resultados de rendimento da obtenc&o de nanocristais, apresentados na
Tabela 2, concordam com os observados para a porcentagem de hidrélise, ou seja,
o feijdo apresentou o maior rendimento, sendo sua massa final pode ser composta
for nanocristais e por fragmentos ndo completamente hidrolisados, seguido da

mandioca e do milho.

Tabela 2 - Rendimento da obtencdo de nanocristais a partir dos amidos de
mandioca, de milho e de feijao.

Nanocristal Rendimento (%)
Mandioca 1221 +£1,3
Milho 16,32 +1,9
Feijao 22,08+ 1,6

Visando a otimizacdo das condicbes de preparo, Angellier et al. (2004)
obtiveram rendimento da hidroélise de 15,7% utilizando como fonte o amido de milho
ceroso, cinco dias de hidrélise com H2SO4 3,16 mol L't a 40 °C com agitagdo de
100 rpm e concentracdo de amido de 14,69%. As condi¢cdes 6timas de hidrolise
podem variar de acordo com a origem botanica do amido. Em outro estudo, Xuet
al. (2014), utilizando as mesmas condi¢des, encontraram rendimentos de 14,1 +

0,6 para o milho, 15,1 + 0,2 para a mandioca e 35,7 £+ 2,3 para o feijao mungo.
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5.3. TEOR DE AMILOSE

De acordo com Lecorre, Bras e Dufresne (2011la) aceita-se que 0s
nanocristais sdo constituidos de cadeias laterais de amilopectina. A fim de validar
essa suposicao pode-se avaliar a relagao entre amilose e amilopectina nos amidos
antes e apos a hidrélise. Para tanto a técnica mais comumente utilizada consiste
na avaliacdo da capacidade de formacédo de complexos amilose-iodo no amido.
Embora as determinacdes espectrofotométricas sejam mais amplamente utilizadas
para determinar a capacidade de ligacdo com o iodo de uma amostra, a titulagédo
potenciométrica ofereca uma medida mais definitiva para esse fim.

Os contetudos de amilose dos amidos nativos e de seus respectivos
nanocristais, oxidados ou néo, podem ser observados na Tabela 3. Os amidos
nativos de mandioca, milho e feijao apresentaram respectivamente 25,2; 27,5 e
45,3% de amilose. Para todas as fontes botanicas, o tratamento acido diminuiu o
conteudo de amilose em aproximadamente 90%. Resultados semelhantes foram
encontrados por Costa et al. (2018), que observaram reducéo de pelo menos 70%
da amilose ja no primeiro dia de hidrélise. Isso ocorre, pois esse polimero faz parte
das areas amorfas dos granulos que sdo mais suscetiveis ao acido. Durante a
hidrolise, os granulos de amido incham e permitem a saida da amilose da regido

amorfa para a fase aquosa, onde é facilmente hidrolisada pelos ions H3zO".
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Tabela 3 - Contetido de amilose dos amidos nativos de mandioca, milho e feijdo e
de seus respectivos nanocristais, com e sem oxidacao.

Amostra Amilose (%)
Mandioca 25,2¢+0,2
Nano Mandioca 1,3+0,3
Nano Mandioca Oxidado 1,2+ 0,4
Milho 27,5+ 0,8
Nano Milho 21¢+0,1
Nano Milho Oxidado 2.4+ 0.4
Feijao 45,32+ 1,3
Nano Feijao 494+0,1
Nano Feijao Oxidado 454+ 0,7
p — valor (ANOVA) <0,001

Letras distintas na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa ao nivel de 5% pelo teste
de Fisher LSD

As amostras de nanocristais de feijdo apresentaram os maiores contetudos
de amilose, sendo 4,9 + 0,1 para o nanocristal sem modificacédo e 4,5 + 0,7 para o
oxidado, o que pode estar relacionado ao maior conteudo de amilose no feijao
nativo 45,3 + 1,3. XU et al. (2014), ndo detectaram a presenca de amilose em
nanocristais obtidos a partir de mandioca, milho e feijdo mungo utilizando o método

espectrofotométrico.

5.4. TAMANHO DE PARTICULA E POTENCIAL ZETA

As distribuicdes de diametro hidrodindmico de nanocristais e nanocristais
oxidados foram determinadas por DLS (espalhamento de luz). Essa técnica
possibilita estimar o tamanho médio dos aglomerados em suspenséo aquosa. Os

resultados sdo mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Tamanho de particula, potencial zeta e indice de polidisperséo (PDI)
dos nanocristais de mandioca, milho e feijao com e sem modificagéo.

L Tamanho de Potencial zeta

Nanocristais . PDI
particula (nm) (mV)

Mandioca 317,92+ 26,1 -28,7¢%+0,9 0,7902 + 0,051
Mandioca Oxidado 174,6°t 13,6 -3392+ 15 0,470¢+ 0,022
Milho 286,623+ 18,3 -18,3b+1,2 0,643+ 0,013
Milho Oxidado 175,2¢+ 17,0 -29,3¢%+1 8 0,4379+ 0,034
Feijao 282,58+ 22 1 -2759+1 0,648P + 0,013
Feijao Oxidado 232,9bc+ 8 4 -30,9¢+ 0,5 0,398°¢ + 0,018
p — valor (ANOVA) <0,001 <0,001 <0,001

Letras distintas na mesma coluna indicam diferencga estatistica significativa ao nivel de 5% pelo teste
de Fisher LSD

Os nanocristais obtidos pela hidrélise acida mostram uma forte tendéncia de
formar agregados, pois apresentam uma grande superficie especifica, e, além
disso, os grupos sulfato e hidroxila ndo conseguem fornecer forgas suficientes para
se tornarem independentes, ocasionando a associacdo por ligacdes de hidrogénio
entre 0s grupos hidroxila, que sdo encontrados em um namero significativamente
grande para uma unica area de nanocristais (RIBBA et al., 2009). Condés et al.
(2015) observaram essa tendéncia de agregacao, obtendo particulas que variaram
de 823 £ 9 nm para o amido de milho normal e 1287 + 125 nm para o milho ceroso.

No entanto, ap0s a oxidagcdo com hipoclorito de sédio ocorreu uma
diminuicdo no tamanho dos agregados, ou seja, as forcas de repulséo se tornaram
as forcas dominantes e superaram as forcas atrativas de Van der Waals e das
ligagbes de hidrogénio entre os nanocristais (WEI et al., 2016). Pesquisas
anteriores confirmaram a relacédo entre tamanho de particula e oxidacao. Liu et al.
(2017) oxidaram nanoparticulas de amido de milho ceroso e perceberam uma
diminuicdo no tamanho que variou de 263 nm para as amostras sem oxidacédo e
183 nm para as amostras oxidadas com NaClO na concentracao de 5%.

O potencial zeta é o indicador principal da carga de superficie estando
relacionado com a estabilidade da suspensao coloidal que por sua vez pode ser
influenciada pelo grau de oxidag&do dos nanocristais. Um alto valor de potencial

zeta, em modulo, indica uma grande repulséo entre as particulas, ou seja, uma
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maior resisténcia a agregacdo. Como mostrado na Tabela 4 o potencial dos
nanocristais foi negativo indicando a presenca de cargas de superficie negativas,
devido a formacéo de grupos carboxila e sulfatos na superficie dos mesmos. Apos
a oxidacdo com NaClO, ocorreu um aumento do potencial zeta, em modulo, o que
demonstrou que a introducao de grupos carboxila causou aumento significativo da
carga superficial dos nanocristais de amido.

Esses resultados estdo de acordo com o trabalho realizado por Liu et al.
(2017), que promoveram a oxidacdo de nanoparticulas de amido de milho e
observaram que a introducdo de grupos carboxila e carbonila na superficie das
particulas aumentou o potencial zeta absoluto das suspensfes de -13 mV para
aproximadamente -30 mV quando a concentracéo de cloro ativo foi de 4 %.

O indice de polidispersdo (PDI) define a distribuicdo de tamanhos de
particulas obtidas pelo DLS. Valores de 0,1 a 0,5 indicam distribuicbes adequadas,
mostrando boa qualidade na suspensédo coloidal, enquanto valores proximos ou
maiores que 0,7 sugerem a presenca de grandes particulas ou agregados na
suspensao com ampla distribuicdo de tamanho. Pode-se observar na Tabela 4, que
antes da oxidacdo tanto os nanocristais de mandioca quanto de milho e feijdo
apresentaram valores de PDI maiores que 0,5, o que mostra que havia certa
heterogeneidade nessas suspensdes; ap0s a oxidacdo, entretanto, esses valores
diminuiram para todas as amostras ficando abaixo de 0,5, mostrando uma maior
homogeneidade dos aglomerados. Zhou et al. (2016) também verificaram uma
melhora na qualidade das suspensdes quando modificaram nanocristais de amido
de milho ceroso por meio de ligagcbes cruzadas utilizando &cido citrico. Os valores

diminuiram de 0,63 para 0,45 com 2 h de tratamento.

5.5. ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DOINFRAVERMELHO MEDIO (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho médio foi utilizada para monitorar as
mudancas ocorridas na estrutura do amido pela hidrdlise acida e pela oxidagédo. Os
espectros FTIR dos amidos e dos nanocristais podem ser observados na Figura 7.
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Figura 7 - Espectro FTIR dos amidos nativos e dos nanocristais de mandioca, milho

e feijdo com e sem oxidacéao.

Uma das principais bandas observadas em ambos 0s espectros, tanto no

amido nativo quanto nos nanocristais, € uma faixa larga na regiao de 3000 a 3600

cm® que esta relacionada ao alongamento dos grupos OH e CH, o que pode ser

atribuido aos complexos trechos vibracionais associados a grupos hidroxila livres,

inter e intra-moleculares ligados que formam a estruturado amido. A presenca

desses grupos nos nanocristais favorece a formacgéao de aglomerados, em funcéo

das ligacdes de hidrogénio entre as hidroxilas das particulas que sdo mais fortes

que a forca de repulsdo. Outros picos presentes em ambas as amostras encontram-

se a 1650 cm™ e 1420 cmque correspondem, respectivamente a vibracdo de
flexdo de OH e CH (MANO; KONIAROVA; REIS, 2003; MUKURUMBIRA et al.,
2017). De acordo com Kizil, Irudayaraj, Seetharaman (2002), a faixa de 1650 cm -1
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é resultado da agua adsorvida nas regides amorfas do amido e pode variar de
acordo com a cristalinidade.

A presenca das bandas proximas a 1070 cm™ e a 860 cm™t nos nanocristais
pode ser atribuida a vibragéo da ligacdo C-O-S, que ocorrem devido a formacéo de
grupos éster sulfato durante a hidrolise acida com H2SO4 (WEI et al., 2014b).

Ap0s a oxidagdo,com o objetivo de eliminar a interferéncia da banda de agua
absorvida e observar claramente as mudancas no nanocristal, foi realizado o
tratamento acido das amostras para converter os grupamentos — COONa em
COOH. Assim, ap0s o tratamento por troca ibnica com HCI, detectou-se um pico a
1735 cm™, caracteristico dos grupos carboxilas livres (forma acida — COOH),
indicando uma oxidacdo bem sucedida do nanocristal. Resultados semelhantes

foram encontrados por Wei et al. (2016).

5.6. DIFRACAO DE RAIOS X

Para verificar o comportamento semicristalino dos amidos nativos e
modificados foi empregada a difratometria de raios X. Os difratogramas dos amidos
e nanocristais estdo apresentados na Figura 7. Os amidos de mandioca e milho
apresentaram padrao cristalino tipo A, com picos em 15, 17, 18 e 23° em 2(0); o
padrao cristalino foi mantido apés as reacfes de hidrolise acida e oxidacédo. O
amido de feijdo nativo apresentou padrao tipo C - A, apresentando picos em 5,6;
15; 17; 18 e 23° em 2(8), preservado apés a hidrélise, porém, com a reacéo de
oxidac&o o pico em 5,6 desapareceu e a amostra passou a exibir padréo tipo A.
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Figura 8 - Difratogramas de raios x dos amidos nativos e dos nanocristais, com e

sem oxidacédo, de mandioca, de milho e de feijao.

Apols a reagdo com H2SOs4 as particulas apresentam um aumento na
intensidade dos picos no difratograma em comparacdo aos respectivos amidos
nativos. Isto é esperado, pois a hidrélise ocorre preferencialmente nas regides
amorfas resultando em uma estrutura cristalina mais distinta, tendo em vista que
essas sdo menos densas e mais suscetiveis a modificacdes quimicas e enzimaticas
(MUKURUMBIRA et al., 2017). Gonzéales e Alvarez lIgarbazal (2015) relataram
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conclus6es semelhantes ao analisarem nanocristais de amido de milho. Os autores
atribuiram o aumento nos picos de reflexdo a uma maior propor¢éo de amilopectina
nos nanocristais; além disso, mesmo apos a hidrolise, os amidos preservaram o

padrao cristalino.

Tabela 5 - indice de cristalinidade relativa dos amidos nativos, nanocristais e
nanocristais oxidados de mandioca, milho e feijao.

Amostra IC (%)

Mandioca 36,49+ 0,4
Nano Mandioca 57,7°+0,8
Nano Mandioca Oxidado 449+ 0,8
Milho 25,41+ 0,7
Nano Milho 54,0°+ 0,6
Nano Milho Oxidado 47,42+ 0,8
Feijao 30,9"+ 0,9
Nano Feijao 51,49 0,5
Nano Feijdo Oxidado 65,52+ 0,9
p — valor (ANOVA) <0,001

Letras distintas na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa ao nivel de 5% pelo teste
de Fisher LSD

A cristalinidade relativa pode ser usada para verificar se a hidrélise acida
removeu efetivamente as regides amorfas dos granulos, preservando os dominios
cristalinos. Na Tabela 5 pode ser observada a cristalinidade relativa dos amidos.
Percebe-se que o valor aumentou ap0s o tratamento acido, o que mostra que
ocorreu um incremento das regides cristalinas quando comparadas com as regides
amorfas nos nanocristais; no entanto, esses valores ndo atingem 100 %,0 que
indica que mesmo apos o tratamento acido ainda ha presenca de materiais ndo
organizados nas amostras (LECORRE; BRAS; DUFRESNE, 2011a). Resultados
semelhantes foram encontrados por XU et al. (2014), que analisaram amidos de
varias fontes botanicas e observaram um aumento na cristalinidade relativa de
ambas as amostras, sendo que essas foram de 22,7 +1,1;26,3+2,3e249+1,9
para os amidos de milho, mandioca e fejao mungo, respectivamente, e de 44,0 +
0,6; 51,1 + 2,8 e 45,8 £ 0,5 para 0s nanocristais correspondentes.

A oxidacdo dos nanocristais provocou alteracdes na cristalinidade relativa
dos mesmos. Para os amidos de mandioca e milho ocorreu uma diminuigdo na

cristalinidade, o que pode ser explicado pela despolimerizacdo de aglomerados
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cristalinos presentes na amilopectina. No amido de feijdo, entretanto, ocorreu o
inverso e a cristalinidade relativa aumentou. E possivel que nesse caso o NaClO
tenha formado grupos carboxilas nas regiées amorfas das particulas, o que resultou
em uma reorganizacdo parcial dessas regido (GARRIDO et al.,, 2012). Outra
hip6tese € que como a cristalinidade relativa € calculada pela relagdo entre area
cristalina e amorfa, um decréscimo significativo na area amorfa pode ter resultado
no aumento da cristalinidade relativa. Chavez-Murillo, Wang e Bello-Pérez (2008)
também observaram esse aumento na cristalinidade ao oxidar amidos de cevada e

de milho utilizando NaCIO em diferentes niveis de cloro ativo (1,5, 3 e 5%).

5.7. AVALIACAO DA ESTABILIDADE COLOIDAL

As amostras oxidadas com NaClO 4% foram fotografadas em diferentes
periodos a fim de se observar a estabilidade da solucédo coloidal. Logo apds a
homogeneizacdo (30 s), todas as amostras eram visivelmente estaveis, porém
depois de passada 1 h era possivel observar a precipitacdo das amostras que ndo
foram modificadas por oxidagéo (Figura 9). O mesmo comportamento se manteve
apos 24 h e 72 h. O tratamento com NaClO melhorou a estabilidade das particulas
cristalinas e apenas apés sete dias consegue-se ver uma leve precipitacdo das
amostras oxidadas que é maior ap6s 30 dias.
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Figura 9 - Suspensdes de nanocristais: Mandioca oxidados (1), mandioca (2),
milho oxidados (3), milho (4), feijdo oxidado (5), feijao (6).

A menor velocidade de sedimentagcdo dos nanocristais oxidados esta
associada a diminuicédo da floculagéo devido a presenga de cargas negativas dos
grupos carboxilas presentes nas particulas (WEI et al., 2016). Zhou et al. (2016)
modificaram nanocristais por ligagdes cruzadas utilizando &cido citrico e verificaram
que as suspensfes contendo 1% de nanoparticulas modificadas permaneceram
estaveis, mesmo apdés 60 min em respouso; em contraste, as particulas de
nanocristais intactos comecaram a decantar apds poucos minutos, o que indica que
a modificac&o alterou a natureza superficial dos nanocristais e impediu a agregacao
dos mesmos. Outro estudo também relatou resultados semelhantes (LIU et al.,
2017). Estes autores avaliaram a estabilidade coloidal de suspensdes contendo 0,4
% de nanoparticulas de amido oxidadas com NaClO e verificaram que as particulas
modificadas com 4% e 5% de cloro ativo ainda mantinham um certo grau de
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estabilidade e ndo se depositavam facilmente mesmo depois de 48 horas de

repouso.

5.8. COLORACAO DIFERENCIAL

O amido oxidado possui carater anibnico, por isso, o0 corante azul de
metileno, que é carregado positivamente, cora intensamente esse tipo de amostra.
A intensidade da coloracdo do amido com a solucédo de azul de metileno é um
indicador da extensdo da modificacdo ocorrida (FRANCO et al., 2001a).

Figura 10 - Coloracéo diferencial dos nanocristais de feijao oxidados (1), feijao (2),
milho oxidados (3), milho (4), mandioca oxidados (5), mandioca (6).

Na Figura 10 pode ser observado que os nanocristais oxidados absorveram
intensamente o corante e por isso apresentaram coloracdo azul intensa, contudo,
mesmo nas particulas ndo oxidadas a coloragdo azul apresentada era bastante
forte, em especial para o amido de mandioca. Esse fato pode ser explicado pela
formacao de grupos ésteres de sulfato na superficie dos nanocristais durante a
hidrélise com H2SOa4, 0s quais sdo grupos carregados negativamente que tém
afinidade pelo corante azul de metileno (KIM; PARK; LIM, 2015).
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Silva et al. (2008) utilizaram a coloragéao diferencial com azul de metileno
para verificar a extensdo das modificagbes com permanganato de potassio/acido
latico e hipoclorito de sédio/acido latico de amidos de diferentes fontes botanicas.
Relataram que, dentre os amidos nativos e modificados, apenas os amidos de
batata apresentaram coloracédo azul intensa, o que se deve a presenc¢a de grupos
fosfato na fécula de batata. Portanto, ndo foi possivel diferenciar os amidos
modificados daqueles nativos, pela coloracéo, o que possivelmente se deve ao fato

de as modificacdes quimicas terem sido muito discretas.

5.9. CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

A calorimetria exploratoria diferencial DSC € wuma ferramenta
termodinamica que permite avaliar mudancas de energia de um material sujeito ao
aquecimento ou resfriamento programado. Durante a anélise de DSC a energia €
introduzida simultaneamente em um cadinho contendo a amostra de interesse e
uma célula de referéncia, comumente um cadinho de aluminio aberto ou
fechado. As temperaturas de ambas as células sdo aumentadas de forma idéntica
ao longo do tempo, assim a medida é baseada na diferenca de fluxo de calor entre
a amostra de interesse e a referéncia (GILL; MOGHADAM; RANJBAR, 2010; XIE
et al., 2010).

As propriedades térmicas dos amidos nativos de mandioca milho e feijao
estdo apresentadas na Tabela 6. O amido de mandioca apresentou temperatura
inicial de gelatinizagéo, temperatura de pico e temperatura final mais baixas, o que
condiz com a andlise de RVA, onde apresentou a menor temperatura de
empastamento, seguido do amido de milho e do amido de feijdo. A variacdo de
entalpia foi de 14,3 J/g para a mandioca, 14,5 J/g para o milho e 15,4 J/g para o
feijdo. Resultados semelhantes foram encontrados por Costa et al.(2018) ao
analisarem amidos de mandioca e de milho e por Demiate et al. (2016) ao analisar

o feijao carioca.
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Tabela 6 - Resultados obtidos por meio da andlise de DSC

Amido To (°C) To (°C) Te (°C) AT (°C)  AH (J/g)
Mandioca 58,5 64,7 73,8 15,2 14,3
Milho 60,0 67,9 74,1 14,1 14,5
Feijdo 64,9 74,2 80,4 15,51 15,4

Para todos os nanocristais o endoterma de fusdo desapareceu apés a
hidrélise acida, uma hip6tese para tal fato ter ocorrido é que os cristais
remanescentes foram prontamente rompidos na dispersao de agua para analise do
DSC, de modo que nenhum endoterma de fusdo pode ser visualisado. Resultados
semelhantes foram encontrados por KIM et al. (2012) ao analisarem nanocristais
provenientes de amidos de batata e feijdo mungo. Em contrapartida outro estudo
realizado por Bel Haaj et al. (2016) mostrou que 0s nanocristais obtidos a partir de
amido de milho ceroso apresentaram um grande pico endotérmico de 65 a 80 -C,
atribuido a gelatinizacdo do amido e a fusdo dos cristais. Em outro estudo LeCorre,
Bras e Dufresne (2012) observaram dois picos endotérmicos para 0s nanocristais
em excesso de agua, um em torno de 90 - 95°C e outro em torno de 103-107 °C,
o primeiro pico foi atribuido ao descompactamento das hélices, no primeiro estagio
de fuséo dos cristais e 0 segundo ao desenrolamento das hélices. Entretanto, nao
h& consenso sobre a transi¢do térmica dos nanocristais, o que pode ocorrer devido
ao numero limitado de publicacdes e a diferentes origens dos amidos utilizados na

preparacao das particulas.

5.10. MORFOLOGIA DOS AMIDOS E DOS NANOCRISTAIS

Os amidos nativos exibem granulos de diversas formas: ovais, elipticas,
esféricas e muitas vezes irregulares, dependendo especificamente da origem
botanica (KIM et al., 2012). As micrografias dos amidos nativos estao apresentadas

na Figura 11. Os granulos de amido de mandioca exibiram uma forma redonda com
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extremidades truncadas (COSTA et al., 2018; NWOKOCHA et al., 2009; SRIROTH
et al., 1999), o milho apresentou granulos de formatos irregulares e formas
poliédricas conforme também encontrado por Costa et al.(2018) e Oliveira et al.
(2018). O amido de feijao, por sua vez, mostra granulos de forma oval a esférica
(DEMIATE et al., 2016; GANI etal., 2012; GRANZA et al., 2015). A maior resisténcia
do feijao a hidrolise pode estar relacionada ao tamanho do granulo, o maior dentre
as trés fontes botanicas estudadas, além disso os poros presentes no amido de
milho tendem a favorecer a hidrélise nessa planta, porém, esse fator nédo foi

significativo, levando-se em conta que a mandioca apresentou a maior

susceptibilidade.

Figura 11 - Micrografias dos amidos de mandioca (a), milho (b) e feijao (c).
Aumento de 2 mil vezes.
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Figura 12 - Micrografias MET de nanocristais de mandioca (a, b), mandioca oxidado
(c, d), milho (e, f), milho oxidado (g, h), feijao (i, j), feijao oxidado (k, I).

As observacbes em MET estdo apresentadas na Figura 12. Nanocristais
gerados por hidrolise é&cida exibiram formas redondas ou ovais,
independentemente da origem do amido ou da oxidacao. Além disso, encontravam-
se em forma de aglomerados analogos a cachos de uva, semelhantes aos
reportados por Kim et al. (2012), Mohammad, Amini e Ravazi (2016) e Oliveira et
al. (2018). Em contraste, Molina-Boisseau, Belgagem e Dufresne (2005) e
Thielemans, Belgacem, Dufresne (2006) obtiveram particulas em formato descrito
como de paralelepipedos a partir do amido de milho ceroso. Alguns pesquisadores
também relataram morfologia de plaguetas de bordas arredondadas, poligonos ou
de forma irregular (KIM; PARK; LIM, 2015; LECORRE; BRAS; DUFRESNE, 2011a).
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As particulas observadas nas imagens MET podem ser correspondentes
aos blocklets de amilopectina, ou seja, blocos de construcdo das lamelas
cristalinas, pois 0s mesmos apresentam diametros que variam entre 20 e 500 nm,
tamanho compativel com os nanocristais (KIM et al., 2012; LECORRE; BRAS;
DUFRESNE, 2011c).

5.11. CAPACIDADE EMULSIONANTE

Para verificar a capacidade emulsionante dos nanocristais primeiramente
foram analisadas emulsdes com fases oleosa e aquosa na proporcao de 1:1 (v:v),
para tanto variou-se a concentracao de nanocristais entre 1%, 3% e 5%. Apos 24
h, pode-se observar que quanto maior a concentragdo de nanocristais utilizado
(5%) maior o indice de emulsao. Isso pode explicado pelo aumento na formacgéo de
redes inter-goticulas nas emulsdes a medida que o teor de nanocristais aumenta.
Esses resultados estdo de acordo com Saari et al. (2016) que observaram que
guanto maior a concentracdo de amido maior a estabilidade da emulsdo. Sendo
assim para o estudo da influéncia da proporcao entre fase aquosa e oleosa na
formacéo das emulsbes a concentracdo de nanocristais foi fixada em 5%.

A estabilidade ao armazenamento da emulsdo Pickering preparada foi
verificada apos 1, 7, 14 e 21 dias. O indice de emulsdo reduz de acordo com o
tempo de armazenamento, essa diminui¢cdo € mais clara no sétimo dia. Isso indica
gue o processo de formacdo de creme esta em andamento devido ao efeito de
empuxo e das diferentes densidades do 6leo e da agua. No entanto, apos 14 e 21
dias ndo ha diferenca significativa no indice de emulsédo, quando comparados aos
resultados obtidos apds sete dias, sugerindo uma estabilidade da emulsdo apés

uma semana.
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Figura 13 - Emulsdes formadas ap6s 7 dias de armazenamento, (a), 4gua: 6leo
(1:1), 5% de nanocristais, (b), agua: 6leo (1:1), 3% de nanocristais, (c), agua: 6leo
(1:1), 1% de nanocristais, (d), agua: 6leo (1:3), 5% de nanocristais, (e), &gua: 6leo
(3:1), 5 % de nanocristais. Nanocristais adicionados, (1), mandioca oxidado, (2)
mandioca, (3) milho oxidado, (4) milho, (5) feijao oxidado, (6), feijao.

Em geral a oxidagdo dos nanocristais melhorou o indice de emulsdo das
amostras, independente da fonte botanica de origem. O que pode ter ocorrido pela
maior repulsdo entre as particulas, resultando em aglomerados de tamanho menor.
Saari et al. (2016) estudaram a formacéo de emulsdes Pickering, utilizando amidos
de cevada cerosa, milho ceroso, quinoa e batata, tratados ou n&o pela hidrélise
acida e verificaram que o indice de emulsdo aumentou com a diminuicdo do
tamanho de particula, obtido pelo tratamento acido, além disso granulos mais
arredondados como os do amido de cevada foram mais favoraveis para
estabilizacdo do sistema devido sua capacidade de se posicionar na interface,
estabilizando pequenas gotas de emulsao.

O nanocristal de mandioca oxidado se mostrou mais eficiente na estabilidade
das emulsdes, quando comparado as demais fontes botanicas, pois quando foram
utilizados na concentracédo de 5 %, independentemente da quantidade de éleo e
agua utilizados as emulsfes praticamente nao apresentaram separacdo de fases
durante o armazenamento. J4 as demais amostras apresentaram caracteristicas

diferentes dependendo da proporcao de agua e 6leo das emulsdes. O nanocristal



61

de mandioca apresentou maior indice de emulsdo quando a quantidade de 6leo era
maior que a de agua. O de milho e milho oxidado mostraram maior estabilidade
guando as concentracfes das fases eram iguais, 0 mesmo ocorreu para 0 amido
de feijdo oxidado, porém o feijdo sem oxidagdo se mostrou melhor com uma maior
propor¢éo de 4gua e ndo formou emulsédo quando havia uma maior quantidade de
oleo.

Yang et al. (2018) estudaram a formacao de emulsdes Pickering utilizando
nanocristais de amido de milho ceroso, os autores verificaram que valores de fase
interna de 6leo de 0,75 a 0,85 formavam emulsGes mais estaveis e semelhantes a
gel. Em outro estudo Ahmad e Lazim (2018) utilizando nanocristais de amigo de
sagu-de-jardim ndo obtiveram emulsées quando a concentracao de 6leo foi maior
que 50%, essas diferencas podem ocorrer devido a diversos fatores como a

condicao de homogeneizacédo, o uso de diferentes 6leos e também a matéria prima
da qual as particulas sdo obtidas.
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Figura 14 - indice de emulsdo durante o armazenamento. Nanocristal adicionado
(agua: 6leo) - % nanocristal.
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5.12. MICROSCOPIA OPTICA DAS GOTICULAS DA EMULSAO

As gotas da emulsdo estdo apresentadas nas Figuras 15, 16 e 17. O
aumento na quantidade de nanocristais resultou em uma diminui¢do no diametro
médio das goticulas, isso provavelmente ocorre pois quanto maior a concentracao
de nanocristais, mais particulas estao disponiveis para estabilizar as gostas de 6leo
menores, esse resultado concorda com o encontrado por LI, SUN e YANG (2012)
e SAARI et al. (2016).
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Figura 15 - Imagens de microscopia Optica de emulsbGes estabilizadas por
nanocristais de mandioca (a - e€) e nanocristais de mandioca oxidado (f - j); (a, f),
agua - 6leo (1:1), 1%; (b,g9), agua - 6leo (1:1), 3%; (c,h) agua - 6leo (1:1), 5%; (d, i),
agua - 6leo (1:3), 5%; (e,j), agua - 6leo (3:1), 5%.
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Figura 17 - Imagens de microscopia Optica de emulsdes estabilizadas por
nanocristais de feijdo (a - d) e nanocristais de feijao oxidado (e - i); (a, i), agua - 6leo
(1:1), 1%,; (b, f), agua - dleo (1:1), 3%; (c, g) agua - Oleo (1:1), 5%; (h),agua - 6leo
(1:3), 5%; (d, i), &gua - 6leo (3:1), 5%.
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O tamanho médio das particulas foi determinado utilizando o didametro médio
de Sauter (ds2), que é definido como o didametro da esfera que possui a mesma
relacdo volume/ area superficial que a particula de interesse e também pelo
didmetro médio “De Brouckere” (d43), o qual reflete o tamanho das particulas que
constituem a maior parte do volume da amostra, sendo mais sensivel a presenca
de particulas grandes na distribuicdo de tamanhos. Os resultados encontrados para
os diametros das gotas e também para o indice de polidispersdo (PDI) sao
apresentados na Tabela 7.

O aumento na proporgédo da fase oleosa aumentou 0 ds2 e 0 d43 para as
amostras. Song et al. (2015) encontraram tendéncia semelhante ao prepararem
emulsdes estabilizadas por particulas de amido de arroz hidrofébico, os autores
verificaram um aumento no tamanho das gotas quando a fracdo de 6leo aumentou
de 16 para 67%. Em outro estudo, Ye et al. (2017) verificaram que o dss das gotas
da emulsao Pickering preparada com triacilglicerol de cadeia média (MCT) em &gua
utilizando nanoparticulas a base de amido modificado (nanoparticulas de amido
soluvel tratadas com octenilsuccinilagdo e nanoparticulas de amido insolavel,
obtidas apds a hidrdlise 4cida com acido sulfurico) aumentaram com o aumento da
fracdo de MCT.
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Tabela 7 — Distribuicdo do tamanho das gotas e indice de polidisperséo (PDI) das

emulsoes.

Concentracao de Diametro médio Diametro médio PDI
nanocristais (%)/ da superficie, ds2  volumétrico,

Proporcao agua: 6leo  (um) daz(um)

Mandioca oxi 1%/ 1:1 48,7 55,6 3,0
Mandiocaoxi 3% /1:1 37,4 38,7 1,9
Mandioca oxi 5% /1:1 13,2 14,0 1,6
Mandioca oxi 5%/ 1:3 32,3 33,9 1,8
Mandioca oxi 5%/ 3:1 26,6 30,4 2,4
Mandioca 1%/ 1:1 59,8 65,1 3,2
Mandioca 3%/ 1:1 37,9 39,7 1,9
Mandioca 5% / 1:1 14,0 15,1 1,7
Mandioca 5% / 1:3 56,7 59,7 1,9
Mandioca 5% / 3:1 28,3 30,1 2,0
Milho oxi 1% / 1:1 34,7 39,5 2,5
Milho oxi 3% / 1:1 23,4 26,8 2,5
Milho oxi 5% / 1:1 15,2 16,6 2,3
Milho oxi 5% / 1:3 44,3 45,4 2,9
Milho oxi 5% / 3:1 26,3 30,1 2,4
Milho 1% / 1:1 77,0 79,7 2,4
Milho 3% / 1:1 27,3 30,2 2,5
Milho 5% / 1:1 25,4 29,4 2,7
Milho 5% / 1:3 51,3 54,7 3,2
Milho 5% / 3:1 29,2 33,0 2,3
Feijdo oxi 1%/ 1:1 39,6 44,0 1,9
Feijao oxi 3%/ 1:1 32,9 36,9 1,8
Feijdo oxi 5%/ 1:1 18,6 20,0 2,0
Feijao oxi 5%/ 1:3 79,2 77,1 3,5
Feijdo oxi 5% / 3:1 19,4 21,1 2,0
Feijao 1%/ 1:1 44,0 49,8 2,6
Feijdao 3%/ 1:1 24,9 26,3 1,9
Feijao 5%/ 1:1 17,8 18,5 1,7
Feijao 5%/ 3:1 45,0 45,5 2,3

A oxidagdo dos nanocristais, em geral, resultou em um menor didmetro de

particula. Saari et al. (2016) verificaram que amidos com tamanho de particulas

menores resultaram em gotas menores de emulsdo. De acordo com as Figuras 15,

16 e 17, os tamanhos das gotas variaram para uma mesma emulsdo, em geral

apresentavam-se gotas maiores circundadas por goticulas menores. O indice de

polidispersado (PDI) indica a uniformidade na distribuicdo do tamanho de particulas,

guanto maior esse indice, mais heterogéneo € o sistema. O valor de PDI variou de

1,6, encontrado para a emulsdo com proporcdes de agua e Oleo 1:1, estabilizada
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com 5% nanocristal de mandioca oxidado, até 3,5 encontrado para emulsdo com

proporcao de agua e 6leol:3 estabilizada com 1% de nanocristal de feijao oxidado.
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6. CONCLUSAO

O amido de feijao foi o que apresentou a maior resisténcia a hidrolise acida
e, consequentemente, 0 maior rendimento entre as fontes botanicas estudas; isso
pode estar relacionado a maior quantidade de amilose presente nessa fonte
botanica, além do padréo cristalino, tipo C. Em contraste, o amido de mandioca
apresentou a maior susceptibilidade a hidrdlise.

Apoés a oxidacdo dos nanocristais ocorreu uma melhora na estabilidade
coloidal das suspensfes e 0 aumento do potencial zeta das amostras. Além disso,
a medida dos aglomerados, pela técnica de DLS, e o indice de polidispersédo
diminuiram, mostrando que o tratamento aumentou as cargas negativas presentes
na superficie dos nanocristais diminuindo a formacéo de aglomerados. Isso pode
ser observado pela estabilidade das suspensdes de nanocristais e agua que foi
maior para as particulas oxidadas quando comparadas as sem oxidacdo. Para
todas as amostras, a hidrélise aumentou a cristalinidade relativa e o teor de amilose
diminuiu consideravelmente, o que se relaciona com a degradacéo da area amorfa
e preservacao da area cristalina durante o tratamento acido.

Os nanocristais mostraram-se potenciais estabilizadores de emulstes
Pikering, pois mantiveram a estabilidade do sistema apds armazenamento por 21
dias. As emulsdes com fracado de 6leo maior apresentaram tamanho de particula
maior, porém maior indice de emulsdo quando comparadas as com maior
proporcao de agua. Em geral, foi possivel observar uma melhor estabilidade das
emuls@es quando as particulas oxidadas foram utilizadas, além disso o tamanho
das gotas também foi menor. O amido de mandioca oxidado se mostrou 0 mais
promissor, especialmente com a adicdo de 5% de nanocristais, pois para todas as
propor¢cdes de agua e Oleo as emulsdes apresentaram pouca ou nenhuma

separacao de fases durante o armazenamento.
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