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“One accurate measurement is worth a thousand expert opinions.”

Grace B. M. Hopper



RESUMO

SILVA, E C. Dupla modificacdo quimica do amido de mandioca com potencial
uso como biomaterial. 2019. 136 p. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica)
— Escola Politécnica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2019.

A modificacdo quimica € a chave para transformar polissacarideos em biomateriais.
Amido modificado para aplicagdes biomédicas é sintetizado em condi¢cdes nas quais
a quantidade de grupos funcionais inseridos nas moléculas dever ser limitada e a
estrutura do granulo deve ser preservada. Entretanto, a literatura trata o sistema de
sintese quimica como caixa—preta. Este trabalho questionou essa abordagem por
meio da sintese de derivados de amido de mandioca em uma montagem experimental
capaz de monitorar o meio de reacdo e de controlar o pH por intermédio de
microcontroladores. O amido de mandioca nativo foi reticulado em quatro condicbes
distintas, variando o pH e a proporcdo de trimetafosfato trisddio por amido. Os
derivados reticulados foram entdo acetilados com anidrido acético nas mesmas
condicbes de reacdo. Os parametros de gelatinizagcdo foram estimados por
microcalorimetria exploratoéria diferencial e as mudancas na estrutura molecular foram
avaliadas por espectroscopia vibracional. Os resultados demonstraram que 0s anions
fosfato interagem com as moléculas do amido e alteram o padrdo de inchamento. A
temperatura e a entalpia de gelatinizacéo dos derivados reticulados, em média, foram
iguais e 0s espectros vibracionais semelhantes. A temperatura de gelatinizacado dos
derivados acetilados foi menor que a temperatura de gelatinizacdo dos derivados
reticulados e a entalpia de gelatinizacdo também foi menor, mas esta diferenga nao
alcancou significancia estatistica. Concluiu-se que as condicdes do meio de
reticulagdo comprometem a estrutura do granulo, levando a gelatinizacdo e que as
moléculas do amido n&o reticulam nas condigbes estudadas. Além disso, a
estabilidade térmica do granulo diminuiu quando as moléculas estavam acetiladas
devido ao abaixamento do ponto de fusdo da amilopectina, por sua vez, causado pela
presenca de moléculas hidrolisadas na fase fundida. No mais, a unidade quimica
montada assegurou a repetibilidade das condi¢gdes de sintese dos derivados de amido

de mandioca.

Palavras-Chave: Bioengenharia. Biomateriais. Polissacarideos. Amido. Esterificacéo.



ABSTRACT

SILVA, E. C. Double-chemically modified cassava starch as potential biomaterial.
2019. 136 p. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica) — Escola Politécnica,
Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2019.

Modification of polysaccharide macromolecules provides control over chemical
functionality to fabricate biomaterials. Pharmaceutical grade starch derivatives are
modified by appending a limited number of functional groups to starch molecules while
curtailing granule rupture. The research into the chemical modification of starch
approaches the chemical reaction system as a black box. This work challenged this
approach by synthesizing modified cassava derivatives in an experimental assembly
enabled by microcontrollers to monitor the reacting medium conditions and to control
the pH. Native cassava starch was cross-linked at four conditions varying the pH and
the proportion of trisodium trimetaphosphate to starch. Subsequently, the cross-linked
derivatives were acetylated with acetic anhydride in the same reaction conditions. The
gelatinization parameters were evaluated by differential scanning microcalorimetry and
the structural changes were assessed by vibrational spectroscopy. It was observed
anions phosphate interaction with starch molecules changed the granule swelling
pattern. The gelatinization temperature and enthalphy, and the vibrational spectra of
cross-linked derivatives did not differ. The gelatinization temperature of acetylated
derivatives was lower than the gelatinization temperature of cross-linked derivatives,
and the enthalpy was also lower, but this difference did not reach statistical
significance. These findings are associated with activity of anions phosphate that can
disrupt gelatinization and with lack of cross-linked bonds between starch molecules. It
can be inferred the underlying cause of lower thermal stability of acetylated derivative
granules was the melting point depression of amylopectin owing to hydrolized
molecules present in the melted phase. Furthermore, the automated experimental
assembly prevented losses of experiments and guaranteed batch to batch
reproducibility.

Keywords: Bioengineering. Biomaterials. Polysaccharides. Starch. Esterification.
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1 INTRODUCAO

Os polissacarideos compreendem uma classe de materiais com propriedades
quimicas que se situam entre as propriedades dos polimeros sintéticos e as dos
biopolimeros com fungdes biolégicas no corpo humano, e a modificacdo quimica das
moléculas dos polissacarideos permite o controle sobre essas propriedades para
fabricar biomateriais (TIBBITT; LANGER, 2017; WILSON, 2019).

Polissacarideos quimicamente modificados sdo empregados em diferentes
areas da medicina. Como exemplos, podem ser mencionados os géis de &acido
alginico usados para regenerar pele e 0ssos; as nanoparticulas de quitosana usadas
para transportar e liberar insulina no intestino; e as solugbes de hidroxietilamido
usadas para manter o volume do sangue em pacientes de unidades de terapia
intensiva (KWON; LO; BHATIA, 2016; MARIINISSEN et al., 2002; STEVENS et al.,
2005; ZARYCHANSKI et al., 2013).

O hidroxietilamido ¢ um amido de milho quimicamente modificado capaz de
expandir na corrente sanguinea sem causar resposta adversa do sistema
imunoldgico. Por essas caracteristicas, este amido modificado tem o potencial para
transportar moléculas-farmaco pela corrente sanguinea até as células doentes nos
tratamentos de cancer (SLEIGHTHOLM et al., 2017; ZHAO et al., 2017).

Entretanto, os artigos de Myburgh et al. (2012 e 2016) e o de Zarychanski et al.
(2013) mostraram que a eficicia e a seguranca do hidroxietilamido como expansor de
volume de plasma sanguineo foram mal avaliadas por estudos tendenciosos. Como
consequéncia disso, as principais agéncias de saude alertaram sobre o0s riscos a
saude publica associados com o uso do hidroxietilamido (ANVISA, 2013a; ANVISA,
2013b; EMA, 2013a; EMA, 2013b; EMA, 2018; FDA, 2013).

Esses artigos também inspiraram este trabalho: a complexidade da interacao
organismo-biomaterial e a necessidade de desenvolvimento de um trabalho com
metodologia precisa e confiavel sdo desafios nos estudos sobre biomateriais. Em
outras palavras, mesmo sem mencionarem qual seria a causa dos problemas com o
hidroxietilamido nos artigos supracitados, foi possivel deduzir que as condi¢bes do
meio como variacdes de pH, atividade de proteinas e a presenca de ions influenciam
o comportamento das moléculas de hidroxietilamido e a sua interagdo com o0s

componentes do sangue.



24

As moléculas do amido se organizam em granulos que incham na presenca de
agua e de ions e, durante o processo de modificacéo, a estrutura do granulo deve ser
preservada para o produto ser utilizado como medicamento (FDA, 2017).

A acetilacdo e a reticulacdo sao os processos de modificacdo quimica do amido
mais estudados (SINGH; KAUR; MCCARTHY, 2007). Apesar disso, poucos estudos
na literatura especifica se preocuparam com a integridade do granulo na modificacao,
por meio do monitoramento e do controle das condicbes do meio de reagéo, e com a
efichcia do processo de modificacdo das moléculas do amido (AGUIAR, 2014;
JETTEN; STAMHUIS; OOSTEN,1980; PHILLIPS et al., 1999).

Aguiar (2014) sintetizou amido reticulado a partir do amido de mandioca nativo
e do trimetafosfato trisédio para utilizar o derivado como matéria-prima na fabricacéo
de plastico biodegradavel, o qual foi testado como suporte em um sistema de liberacéo
controlada de 6xido nitrico, para uma aplicacdo biomédica. Contudo, os resultados
para comprovar a reticulacdo das moléculas do amido de mandioca foram
inconclusivos.

Por isso, este trabalho prop6s uma abordagem experimental diferente na qual
o amido de mandioca nativo foi reticulado e, posteriormente, acetilado em uma
unidade de sintese quimica automatizada construida em laboratério capaz de
monitorar a temperatura e o pH, com controle do pH do meio de reacéao.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi sintetizar amido de mandioca
reticulado e acetilado em condic¢des de reacdo monitoradas com o propoésito de avaliar
se as condi¢cdes do meio reacional causam alteracao fisica ou quimica no granulo que
comprometa a sua estrutura e, consequentemente, a eficacia do processo de

modificacdo quimica.
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2 OBJETIVO

Sintetizar amido de mandioca reticulado e acetilado sob condi¢des de reacao
monitoradas e com controle de pH. Verificar a relacédo entre as condicdes do meio de
reacao e a estabilidade do granulo com o propdsito de avaliar potenciais aplicacdes
dos produtos na &rea biomédica.

Para tanto, as etapas deste trabalho foram:

Montar uma unidade de sintese quimica automatizada para conduzir

0s experimentos de modificagdo quimica do amido de mandioca;

e Reticular o amido de mandioca nativo com trimetafosfato trisddio
variando o pH e a razdo molar trimetafosfato trisédio por unidade de
anidroglicose, mantidos constantes a temperatura e o tempo de reacao;

e Acetilar o amido de mandioca reticulado com anidrido acético,
mantendo nas mesmas condi¢des de pH, razdo molar anidrido acético

por unidade de anidroglicose, temperatura e tempo de reacao;

e Caracterizar os derivados de amido de mandioca por meio da
microcalorimetria exploratéria diferencial, da espectroscopia de

absorcéo no infravermelho e da microscopia Raman.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIOMATERIAIS

Biomateriais sdo materiais utilizados pela medicina para diagnosticar e tratar
doencas, e para substituir partes de sistemas do corpo humano sem provocar
resposta imune que comprometa a eficacia do procedimento médico e a saude do
paciente (RATNER, 2015; WILLIAMS, 2008).

Os biomateriais sdo feitos de metais, de ceramicas, de plasticos ou de
composicdes de mais de um material. Como exemplos, podem ser citados
nanoparticulas de Oxido de ferro para diagnosticar cancer por imagem,
nanocarreadores de farmacos de poli (6xido de etileno) para tratar tumores e
estruturas de aco inoxidavel e poli (metil metacrilato) para substituir 0ssos
(ANDERSON; BURDICK; LANGER, 2004; CHENG et al., 2015; HARISINGHANI et al.,
2003; PEER et al., 2007).

A presenca do biomaterial sempre desencadeard uma resposta imunoldgica
(TIBBITT; LANGER, 2017). Isto € um desafio para a medicina que enfrenta problemas
como a rejeicao e o depdsito excessivo de proteinas sobre os implantes, os quais, por
sua vez se traduzem nas principais causas de fracasso de testes clinicos (LANGER;
TIRREL, 2004; TIBBITT; LANGER, 2017).

Desse modo, é importante que os biomateriais sejam desenvolvidos de forma
a garantir a seguranca e a melhor resposta do corpo. A biocompatibilidade é a
propriedade chave dos biomateriais que garante a efetividade desse processo
(WILLIAMS, 2008).

Esperava-se dos primeiros biomateriais—juntas oOsseas de metal e poli
(metacrilato de metila) e lentes de contato de vidro—que fossem inertes no corpo
humano e ndo quebrassem, a preocupacdo era com a resisténcia mecanica
(CHARNLEY, 1960; COPELAND et al., 2012; TIBBIT; LANGER, 2017).

Nos ultimos anos, a busca € por materiais bioativos que interajam com as
células e os sistemas do corpo e sejam capazes de interpretar sinais quimicos e
elétricos para induzir respostas bioldgicas que ajudem o préprio corpo humano a
restabelecer a saude e a promover a sua reparacdao (KWON; LO; BHATIA, 2016;
TIBBIT; LANGER, 2017).
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Os 0ssos possuem a capacidade de regeneracao, que diminui ao longo da vida,
e pode ser estimulada por alguns materiais ceramicos e vitreos. Por exemplo, reacdes
quimicas ocorrem na superficie de vidros bioativos quando estes estdo em contato
com os 0ssos, formando a hidroxi-carbonato-apatita. Esta Gltima, ao interagir com as
células, impulsiona uma sequéncia de reacfes bioguimicas responsaveis pelo
crescimento de células especificas que direcionam o0 sistema esquelético a
autorreparacao (ALSBERG et al., 2002; WINKLER et al., 2018).

Areas pequenas costumam responder melhor a tratamentos que as areas
grandes, pois a interface biomaterial-células é menor sem a presenca de
componentes do sangue. Nem todo biomaterial € compativel com o sangue, a
incompatibilidade se revela quando o sistema imune n&o reconhece o material e tenta
isolar ou destrui-lo (SHAH et al., 2014; WILLIAMS, 2008).

O enxerto 6sseo € o procedimento mais usado para reparar areas grandes.
Nesse caso, a area danificada é reconstruida usando um pedaco de osso removido
do quadril do préprio paciente, que € caracterizado como um procedimento sem risco
de rejeicdo. As desvantagens o tornam inadequado para criancas, nas quais o
tamanho do osso retirado do quadril é limitado, o procedimento é agressivo e a
recuperacéo é dolorosa (SHAH; JUNG; SKIRBOLL, 2014; TOLLEMAR et al., 2016).

A engenharia de tecidos propde uma abordagem alternativa que consiste em
abrir buracos em regides dos o0ssos onde as células néao-diferenciadas séo
abundantes e preencher essas cavidades com hidrogéis, contendo substancias que
estimulam a diferenciacdo e o crescimento celular. Os testes em animais usaram
hidrogéis de polissacarideos para mostrar a eficacia da técnica que, atualmente, € a
alternativa para reparar cranios de criancas (PEK et al., 2008; STEVENS et al., 2005;
TOLLEMAR et al., 2016; WINKLER et al., 2018).

Hidrogéis a base de acido alginico ou de acido hialurénico sdo os utilizados
como suporte para células na engenharia de tecidos, nanoparticulas de quitosana séo
utilizadas como transportadoras de insulina para o intestino em sistemas de liberacao
controlada de farmacos, e medicamentos a base de amido s&o utilizados em
tratamentos médicos intensivos (MARIINISSEN et al., 2002; MCCULLENS; CHOW;
STEVENS, 2011; MIZRAHY; PEER, 2012; MOSER, 1986;

O uso dos polissacarideos como biomateriais néo é direto; as macromoléculas
precisam ser quimicamente modificadas para serem testadas como biomateriais. Os

grupos funcionais existentes nas unidades basicas de cada molécula sédo substituidos
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por outros grupos funcionais para aumentar a resisténcia mecanica dos hidrogeéis,
tornar as moléculas menos sujeitas ao ataque de proteinas presentes no sangue ou
tornad-las moléculas ativas no tratamento de doencas (HEINZE; LIEBERT;
KOSCHELLA, 2003; SLEIGHTHOLM et al., 2017).

O grau de inchamento e a resisténcia mecanica dos hidrogéis podem ser
controlados por meio da reticulacdo das macromoléculas. Ao reagir o polissacarideo
com trimetafosfato trisddio (STMP), grupos fosfato séo introduzidos nas moléculas e
podem servir de ponte entre elas, unindo-as por meio de ligacbes covalentes. Varias
pontes formam uma rede que impede as moléculas de se deformarem e incharem,
conferindo maior resisténcia mecanica aos hidrogéis (FLORY, 1953; STEVENS et al.,
2005).

A susceptibilidade das macromoléculas de amido ao ataque das proteinas do
sangue diminui por meio da hidroxietilacdo ou da acetilacdo. A presenca dos grupos
funcionais como o hidroxietila (—CH2—CH2—OH) ou o acetila (CH3CO—) inibe o
ataque da a-amilase que nao consegue se acoplar as moléculas por ndo reconhecer
o grupo funcional (MOSER, 1986; TREIB et al., 1996).

A atividade biologica das macromoléculas é também potencializada por meio
da substituicdo dos grupos funcionais por moléculas inativas de farmacos. Nesse
caso, a macromolécula do polissacarideo € o veiculo de transporte do farmaco pela
corrente sanguinea até ao local onde estdo as células doentes. Nesse local,
alteracbes fisiolégicas como expressdo enzimatica aumentada, variacdo na
concentracdo de ions ou mudanca de pH causadas pelas células doentes irdo facilitar
a liberacdo do farmaco (KWON; LO; BHATIA, 2016; SLEIGHTHOLM et al., 2017;
ZHAO et al., 2017).

O hidroxietilamido € um biomaterial de amido constituido por macromoléculas
de amilopectina que séo hidrolisadas com &cido para padronizar a massa molecular
antes de serem modificadas. Depois de hidrolisadas, grupos hidroxietila (—CH2—H2—
OH) sé&o inseridos nas moléculas, reagindo o amido com o oxido de eteno (C2H40) em
meio alcalino, como mostrado na Figura 1, cujo derivado pode ser manufaturado como

expansor de plasma do sangue.
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Figura 1 — Modificacdo quimica do amido para a sintese do hidroxietilamido utilizado como

expansor de plasma do sangue.
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A quantidade dos novos grupos funcionais determina o tempo de vida do
hidroxietilamido na corrente sanguinea (MOSER, 1986; TREIB et al., 1996). Qualquer
grupo hidroxila (—OH) nos carbonos 2, 3 e 6 na unidade de anidroglicose pode ser
substituido por grupos hidroxietila e a razdo molar de substituicdo (nimero de mols
de hidroxietila ligado ao amido por unidade de anidroglicose) € o parametro que
informa a quantidade de posi¢des substituidas por unidade de anidroglicose. Este
parametro, a relacdo entre as quantidades de grupos hidroxietila de cada posicéo e a
massa molecular média das moléculas de amilopectina sdo as informacdes que os
profissionais de saude usam para decidir em quais situacdes usar esse expansor de
plasma (MYBURGH et al., 2012; ZARYCHANSKI et al., 2013).

Essas informacfes também séo levadas em consideracdo para decidir qual
hidroxietilamido € o mais indicado para sofrer nova modificagdo e ser empregado
como droga polimérica. Um exemplo € a modificacdo quimica do hidroxietilamido com
razdo molar de substituicdo de 0,5 por farmacos usados para tratar cancer de
pancreas e préstata (SLEIGHTHOLM et al., 2017; ZHAO et al., 2017).

Solugdes a base de hidroxietilamido foram apresentadas & comunidade médica

como potencial substitutos de plasma sanguineo na década de 1960. Mais tarde, as
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agéncias regulatérias de saude de diferentes partes do mundo aprovaram tais
solucbes como medicamento seguro e eficaz para manter o volume sanguineo em
casos de chogue hemorragico, trauma e infe¢cdo do sangue em pacientes de unidades
de terapia intensiva, fazendo do hidroxietilamido o expansor coloidal de plasma mais
utilizado no mundo (HARTOG; KOHL; REINHART, 2011; IRIKURA et al.,, 1976;
KNORPP et al., 1967; MOSER, 1986; MYBURGH et al., 2012; TREIB et al., 1996).

Entretanto, registros na literatura mencionam que o0 uso prolongado do
expansor pode mudar o comportamento reolégico do sangue, causar problema de
coagulacdo ou acumular nos o6rgdos do sistema circulatério (HARTOG; KOHL;
REINHART, 2011; TREIB et al., 1996). Testes clinicos com pacientes de unidades de
terapia intensiva mostraram que o expansor coloidal de hidroxietilamido esta
associado com o aumento do risco de morte e problemas renais (HARTOG; KOHL;
REINHART, 2011; KUPFERSCHMIDT, 2012a; KUPFERSCHMIDT, 2012b;
MYBURGH et al., 2012; MYBURGH et al., 2016; ZARYCHANSKI et al., 2013).

O maior dos testes comparou o estado de saude de 7000 pacientes adultos de
unidades de terapia intensiva durante 90 dias para avaliar a eficacia e a seguranca do
hidroxietilamido como expansor de plasma do sangue. Os pacientes foram divididos
em dois grupos, solucédo a 6 mg/100 mL de hidroxietilamido—massa molecular média
de 1,3 x 10° kg kmol~ e razdo molar de substituicéo igual a 0,4 em NaCl a 0,9 mg/100
mL—foi dada para um grupo enquanto soro—solucao de NaCl a 0,9 mg/100 mL—foi
dado ao grupo de controle. Os resultados mostraram que o uso da solucdo de
hidroxietilamido esta associado com mais efeitos colaterais como a faléncia dos rins
(4,6% versus 3,3%, p = 0,006) e ndo esta associado com menor nimero de mortes
(MYBURGH et al., 2012; MYBURGH et al., 2016).

Zarychanski et al. (2013) selecionaram 38 testes clinicos nos quais o0
hidroxietilamido—a 6 ou 10 mg/100 mL em soluc¢&o salina, massa molecular variando
de 1,2 a 4,5 x 10° kg kmol e a razdo molar de substituicio de 0,4 a 0,7—foi
comparado com solugdes salinas de NaCl ou Ringer e com solugdes coloidais de
albumina e gelatina, envolvendo 10290 pacientes adultos. Os pesquisadores
mostraram que o hidroxietilamido esta associado com o aumento do risco de morte
de pacientes muito debilitados (risco relativo: 1,09; intervalo de confianca 95 %, 1,02
a 1,17; risco absoluto: 1,51%, intervalo de confianca 95%, 0,02% a 3,00%) e
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desaconselharam o uso do medicamento como expansor de plasma do sangue
nesses pacientes.

A partir disto, acdes foram tomadas. No Brasil, a AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA, 2013) emitiu um alerta do sistema nacional de
saude proibindo o uso de solu¢des de hidroxietilamido em pacientes com maior risco
de sangramento e de doencas renais. Ja a agéncia americana FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION (FDA, 2013) proibiu 0 uso do medicamento em pacientes muito
doentes com infeccdo no sangue e de unidades de terapia intensiva, enquanto que e
a agéncia européia EUROPEAN MEDICINES AGENCY (EMA, 2013) proibiu 0 uso em
pacientes com infec¢cdo no sangue, queimaduras graves e debilitados com risco de
vida ou problemas renais e solicitou a retirada do medicamento do mercado (ANVISA,
2013a; ANVISA, 2013b; EMA, 2013a; EMA, 2013b; EMA, 2018; FDA, 2013).

O potencial de ameaca do hidroxietilamido a saude publica é proporcional ao
desconhecimento de como as moléculas de amido crescem e se cristalizam na forma
de granulo, caracterizado como uma estrutura insolivel em agua, mas que se dissolve
a medida que moléculas de agua se difundem para o interior do granulo por meio do
aumento da temperatura ou da interacdo com ions (BILIADERIS, 2009; CALVERT;
1997).

3.2 AMIDO

O amido é um biopolimero de glicose formado de duas macromoléculas a
amilopectina e a amilose, que séo a reserva de energia dos vegetais superiores. Elas
séo sintetizadas no interior de organelas celulares denominadas amiloplastos, e a
medida que crescem ganham a forma Unica de uma estrutura semicristalina e mais
densa que a 4gua chamada granulo (JANE, 2009; JARVIS; LOPEZ-JUEZ; 2013).

A amilopectina é o componente de maior quantidade pode chegar a 80 g/100 g
da composicao total do amido nativo. As ligacdes glicosidicas a-D-(1 — 4) e a-D-(1 —
6) unem as unidades de anidroglicose. Os locais em que ocorrem as liga¢des a-D-(1
— 6) séo os pontos de ramificacdo das moléculas de amilopectina, como visualiza-se
na Figura 2 (JANE, 2009; PEREZ, BERTOFT; 2010).
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Figura 2 — Estrutura molecular da (a) amilopectina, com destaque para um ponto de
ramificacdo, e do seu dissacarideo basico a isomaltose. Estrutura molecular da (b) amilose,

mostrando sua estrutura linear e do seu dissacarideo basico a maltose.

Isomaltose

Amilose Maltose

A amilose compde geralmente até 30 g/100 g do amido nativo, suas unidades
de anidroglicose estao unidas principalmente por liga¢des a-D-(1 — 4) e com poucos
pontos de ramificacdo, como mostrado na Figura 2 (JANE, 2009).

Entre amilopectina e a amilose, agua, lipidios, proteinas, e mono-ésteres de
fosfato sdo os outros componentes do granulo (BILIADERIS, 2009; JANE, 2009;
PEREZ; BALDWIN; GALLANT, 2009). O granulo é uma estrutura multicomponente
em gue as moléculas de amilopectina revelam suas principais propriedades fisicas.
(BILIADERIS, 2009; JANE, 2009; ZOBEL, 1988).

3.2.1 Granulo

A amilopectina € uma das maiores macromoléculas naturais. Elas s&o
assimétricas e crescem lado a lado com tal organizacdo que partes das moléculas

formam regides cristalinas dispersas na porcao amorfa do granulo (JANE, 2009;
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OOSTERGETEL; VAN BRUGGEN, 1993; PEREZ; BALDWIN; GALLANT, 2009). Por
isso, 0 amido é um material birrefringente, como visto na micrografia da Figura 3, e a
medida dessa propriedade indica a presenca de cristais de amilopectina (BILIADERIS,
2009; GHIASI; HOSENEY; VARRIANO-MARSTON, 1982).

Figura 3 — Granulos de amido vistos em um microscopio de luz polarizada,

mostrando os padrdes de interferéncia cruzada. Magnificagdo 250x

Fonte: Getty Images (DeAgostini), 2003.

A estrutura ramificada da amilopectina é formada por trés tipos de cadeias: A,
B e C. As cadeias A se ligam por uma das extremidades redutoras as cadeias B ou C
e nao ligam entre si, as cadeias B se ligam a A ou a C no carbono 6 da unidade de
anidroglicose (AGU) e ha apenas uma cadeia C que carrega a extremidade redutora
(®) da molécula (HIZUKURI, 1985; JANE, 2009).

As cadeias A e B tém comprimentos que variam em faixas caracteristicas. As
cadeias A podem ter o comprimento equivalente de 6 a 12 unidades de anidroglicose
enquanto os comprimentos das cadeias B variam em faixas maiores. Tais faixas acima
de 12 unidades sdo assim divididas: cadeias com 13 a 24 unidades de anidroglicose
correspondem a B1; com 25 a 36 unidades de anidroglicose correspondem a B2; e
com 37 ou mais unidades de anidroglicose a B3 (Figura 4) (HIZUKURI, 1986; JANE,
2009).
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Figura 4 — Esquema de uma molécula de amilopectina mostrando as ramificacdes das

cadeias que originam as regides cristalinas.

CC=12-16

i

1

4

‘ : ‘4—cc=25_3s—»‘ ‘

Fonte: Adaptado de Hizukuri (1986)
CC é o comprimento de cadeia em nimero de unidades de anidroglicose.

Essas cadeias se entrelacam com giro para a esquerda e formam as hélices
duplas. Tais hélices conferem rigidez as moléculas de amilopectina e isso auxilia as
hélices a se emparelharem, dando assim origem aos cristais (BERTOFT, 2004;
BERTOFT et al., 2016; HIZUKURI; KANEKO; TAKEDA, 1983; PEREZ; BALDWIN;
GALLANT, 2009). Os cristais, por sua vez, se agrupam em regides cristalinas
chamadas de clusters, as quais podem se organizar em dois arranjos: o0 monoclinico
ou o hexagonal (PEREZ; BALDWIN; GALLANT, 2009).

As hélices duplas estdo compactadas de tal modo que ndo h& espaco vazio no
arranjo monoclinico. Elas estédo unidas por ligacdes de hidrogénio de forma direta uma
a outra e indiretamente por meio de quatro moléculas de agua alocadas no interior de
cada célula unitaria do cristal.

No arranjo hexagonal, seis hélices duplas formam um hexagono no qual 18
moléculas de agua formam ligacdes de hidrogénio que mantém as hélices unidas. No
espaco central da célula unitaria, mais 18 moléculas de agua formam uma estrutura
em rede, organizada com numero de coordenacdo proximo de quatro (BRUBACH,
2005; LECHERT, 1981; PEREZ; BALDWIN; GALLANT, 2009; WARREN et al., 2013).

As moléculas de amilopectina avangam mergulhadas na porcdo amorfa sem
uma delimitagdo firme entre o que é essencialmente amorfo ou cristalino, como

mostrado na Figura 5. O modelo building block backbone de organizacdo da
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amilopectina prevé que uma rede de cadeias lineares, localizada na por¢cdo amorfa da
camada de crescimento, determina a organizacao da regidao cristalina (BERTOFT et
al., 2010; BERTOFT, 2013; PEREZ; BERTOFT, 2010).

Figura 5 — Camada de crescimento das moléculas de amilopectina no amido de mandioca

de acordo com o modelo backbone de organizacéo.

Cristalina

IB-CL=7-8 IC-CL2 9

Fonte: BERTOFT et al. (2010).

Am € a menor cadeia backbone ramificada que pode avancar para regides cristalinas.
IB — CL é a cadeia backbone de 7 a 8 unidades de anidroglicose, interligando blocos de hélices duplas.
IC — CL é a cadeia backbone de 9 ou mais unidades de anidroglicose, interligando clusters.

Cada cadeia linear tem um comprimento especifico para cada tipo de amido e
cada uma une hélices duplas de pares de arranjos cristalinos também especificos
(BERTOFT et al., 2010; BERTOFT, 2013; GOREN, 2017).

As moléculas de amilopectina param pouco a pouco de crescer por conflito
estérico nas regides de maior cristalinidade, esparsando cristais no dominio amorfo e
assim o granulo ganha forma sobrepondo camadas—como uma cebola—de 300 a
400 nm de espessura, alternando entre regides cristalinas e amorfas, como visualiza-
se no esquema da Figura 6 (BERTOFT et al., .2010; BERTOFT, 2013; BILIADERIS,
2009; GOREN, 2017).
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Figura 6 — Esquema de comparacédo das caracteristicas estruturais das macromoléculas de

amido.
Amilopectina Amilose
ais T CH,OH MV C,0H 5
TAXo Ligacdo °:,§>?\\ Ligagdo glicosidica
= o | glicosidica a-D o o/vc"’;o a-D (1->4)
Ho (1->6) =) ) e
\/\\
] CH,OH o | ;&
A HO 5 2
oH o/é 0/3
Cluster
%
e Il
h A
$
Cadeia linear com um
B A —— ponto de ramificacdo
I
) 4
C Granulo de amido
)
Possiveis arranjos cristalinc:s/—\ p—
90000 OO O & ) Molécula linear em hélice’:« el
Q0000 %OO% sl v
CSDOOOOOOOO % CP% OO . simples na presenca de
O0000 lipidios
Monoclinico Hexagonal
Molécula ramificada em hélice
dupla

Fonte: Adaptado de Raguin, Ebenhoh (2017).

Se as hélices se organizardo em arranjo monoclinico ou hexagonal, isso
dependera da temperatura e da quantidade de agua. Como essas condi¢cdes podem
variar durante a polimerizacdo e a cristalizacdo das moléculas do amido, os dois
arranjos podem coexistir em um mesmo granulo (JANE 2009; PEREZ; BALDWIN;
GALLANT, 2009).

O formato final do granulo pode ser esférico, oval, elipsoidal ou discéide de
dimensdes caracteristicas que variam de 0,1 a 100 um. O diametro dos granulos de
um mesmo amido pode assumir valores que vao de 4 a 40 um, como € o caso do
amido de mandioca (VAMADEVAN; BERTOFT; 2015 ). Essa variabilidade de tamanho
do granulo deve ser considerada ao avaliar suas propriedades fisicas (JANE 2009;
PEREZ; BALDWIN; GALLANT, 2009).



38

As moléculas de amilose estao isoladas e dispersas nas regides amorfas entre
as moléculas de amilopectina. A literatura sugere que essas moléculas estédo
entrelacadas com as de amilopectina o que mantém o granulo coeso (BILIADERIS,
2009).

As cadeias dos poucos pontos de ramificacdo assumem a forma de dupla
hélice, mesmo assim néo cristalizam a medida que crescem. No entanto, se estiverem
proximas de moléculas de lipidios, as moléculas de amilose se enrolam, formando os
complexos amilose-lipidio, como esquematizado na Figura 6. Estes se forem
impedidos de se movimentar por interacdo energética ou por efeito estérico, se
organizam como cristais (BILIADERIS; GALLOWAY, 1989; GIDLEY; BOCIEK 1988;
GODET et al., 1996; JANE, 2009; JANE; ROBYT, 1984; ZOBEL, 1988)

A regido amorfa representa a maior parte do granulo, regido esta onde as
moléculas de agua se difundem. Quanto maior for a movimentacdo das moléculas de
agua, maior a susceptibilidade dos cristais de amilopectina e de complexos de
amilose-lipidio fundirem por causa do efeito diluente da 4gua no processo de fusdo
(BILIADERIS, 2009; FLORY, 1953; WARREN et al., 2013).
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3.2.2 Sistemas amido — 4gua

A interagcdo entre as moléculas de amido com as moléculas de agua causa
mudancas estruturais que levam a ruptura do granulo e a dissolucado das moléculas
de amilopectina e amilose (JANE, 2009; BILIADERIS, 2009).

O inchamento, a fusdo dos cristais de amilopectina e a fusdo dos cristais de
amilose-lipidio sdo os eventos mais monitorados quando se estuda formas de
controlar a ruptura do granulo (Al; JANE, 2015; BILIADERIS, 2009; WANG et al.,
2016).

3.2.2.1 Inchamento

O inchamento do granulo ocorre quando as moléculas de amilopectina
absorvem certa quantidade de agua e se deformam sem romper a estrutura do granulo
(BILIADERIS, 2009; MOSER, 1986).

Para as moléculas de amilopectina se deformarem, além da presenca da agua,
€ necessario o aumento da temperatura, provocando a mobilidade da agua e
facilitando sua propria difusdo até as regides cristalinas do granulo (LECHERT, 1981).
As moléculas de amilose também absorvem agua e se deformam, projetando-se para
fora do gréanulo a depender do grau de inchamento alcancado (BILIADERIS, 2009).

A deformacao das moléculas de amido é a primeira mudanca estrutural do
fendmeno de gelatinizac¢do cujo evento principal é a fusédo dos cristais de amilopectina
(BILIADERIS, 2009).

3.2.2.2 Transi¢des estruturais

TransicOes estruturais das moléculas de amilopectina e de amilose devido ao
aumento de temperatura ou ao efeito de interagdes ions—agua—amilopectina—amilose
causam a gelatinizacdo do amido (Al; JANE, 2015; BILIADERIS, 2009; GOUGH,;
PHYBUS, 1973; JANE, 1993; OOSTEN, 1982; OOSTEN, 1990).

A gelatinizacdo macroscopicamente se revela pelo aumento da viscosidade
guando uma suspensédo aquosa de amido € aquecida até a temperatura de 90 °C, ou

guando solucédo de NaOH é adicionada a suspensdo em temperatura ambiente. Em



40

ambos casos, 0 granulo rompe e 0s seus componentes se dispersam na agua
(GOUGH; PHYBUS, 1973; OOSTEN, 1982; OOSTEN, 1990; RANDZIO et al., 2002;
VAMADEVAN et al., 2013).

O aumento da temperatura causa a mobilidade da agua no interior do granulo,
as moléculas de amilopectina absorvem a agua, se deformam e o volume do granulo
aumenta (BILIADERIS, 2009; LECHERT, 1981; PEREZ; BALDWIN; GALLANT, 2009).
Em seguida, as ligagbes de hidrogénio das hélices duplas dos cristais se
desestabilizam e os cristais se soltam da rede cristalina (BILIADERIS, 2009; COOKE;
GIDLEY, 1992; ZOBEL, 1988).

Na sequéncia ocorrem 0s seguintes eventos: as hélices desemparelhadas
absorvem agua, o grau de inchamento aumenta, os poros na superficie do granulo
abrem, as moléculas de amilose escapam e, neste instante, o caracteristico aumento
da viscosidade ocorre (JUSZCZAK; FORTUNA; KROK, 2003; PEREZ et al, 2009).
Sem resisténcia a deformacdo, o granulo se rompe, 0os demais componentes se
dispersam na agua e os fragmentos de granulos se solubilizam totalmente se a
temperatura ultrapassar 90 °C (Al; JANE, 2015; COOKE; GIDLEY, 1992; ZOBEL,
1988).

Ghiasi, Hoseney e Varriano-Marston (1982) aqueceram suspensdes de amido
de trigo na razdo massica agua:amido 2,0 a taxa de 10 °C min~t em um calorimetro
diferencial de fluxo de calor até a temperatura de 57 °C, 64 °C e 67 °C. Os autores
apresentaram micrografias de campo claro e de luz polarizada (Figura 7) das
suspensdes gelatinizadas, que ilustram a relacdo entre o grau de inchamento dos
granulos e a perda do sinal de birrefringéncia na gelatiniza¢do induzida pelo aumento
da temperatura.

O desaparecimento do sinal de birrefringéncia esta relacionado com a fusao
dos cristais de amilopectina e a agua absorvida pelas partes, antes cristalinas, da
amilopectina é que causam o grau maximo de inchamento do granulo antes da ruptura
(BILIADERIS, 2009; OOSTEN, 1982).
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Figura 7 — Relacao entre o inchamento do granulo e o sinal de birrefringéncia da suspensao

do amido de trigo-agua (1:2) aquecida a taxa de 10 °C min™.

T=57°C

Fonte: Adaptado de Ghiasi, Hoseney e Varriano-Marston (1982).

Cada mudanca estrutural ocorre em escala de tempo e condicao diferentes,
nem todas as alteracdes moleculares podem ser observadas de uma Unica vez,
algumas estédo ocultas e outras ndo ocorrem (FLORY, 1953; RANDZIO et al., 2002,
VAMADEVAN et al., 2013).

Em sistemas amido-agua com teor de agua proximo de 70 a 80 mg/100 mg e
gelatinizados lentamente (~ 1 °C min~!) as moléculas de amilopectina se dispersam
na agua de modo ordenado em uma fase entre o estado solido (cristalino) e o liquido

(isotrépico) chamada de cristal liquido. Variagbes no alinhamento e na posicéo das
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moléculas marcam as transi¢cdes entre fases de cristais liquidos (FISCH; KUMAR,
2001; FLORY, 1984; RANDZIO et al., 2002).

Primeiro, as moléculas de amilopectina estdo organizadas com 0s eixos mais
ou menos paralelos na mesma posicdo e voltados para uma mesma direcao,
formando faixas que, por sua vez, se alinham uma em relacdo a outra como uma
estrutura em camadas (fase smética). Depois, elas se desorganizam na posicao, as
camadas nao existem mais, contudo continuam apontando para uma mesma direcao
(fase nematica). Por ultimo, se dispersam de modo aleatério (fase isotrépica) e o
sistema torna-se um coloide-sol (FISCH; KUMAR, 2001; FLORY, 1984; RANDZIO
et al., 2002).

As quantidades de energia envolvidas nas transicOes estruturais durante a
gelatinizac@o servem para avaliar a estabilidade térmica do gréanulo. Do ponto de vista
pratico, a entalpia de gelatinizacdo (AmH) corresponde a energia necessaria para
liberar e desemparelhar as hélices duplas da rede cristalina e a temperatura de fuséo
dos cristais corresponde a temperatura de gelatinizacdo (Tm) (BILIADERIS, 2009;
COOKE; GIDLEY, 1992; JANE, 1993; RANDZIO et al., 2002; VAMADEVAN et al.,
2013).

O efeito das interacdes ion-molécula sobre as propriedades fisicas do granulo
varia com o tipo de ion, a concentracdo e a densidade de carga (BILIADERIS, 2009;
GOUGH; PHYBUS, 1973; JANE, 1993; OOSTEN, 1982; OOSTEN, 1990). Um ou mais
grupos hidroxila (—OH) se dissocia na agua, as moléculas de amido adquirem carga

negativa

interagem com ions e certos ions induzem alteracdes estruturais semelhantes aquelas
causadas pelo aumento de temperatura (BILIADERIS, 2009; GOUGH; PHYBUS,
1973; JANE, 1993). Se a concentracdo dos ions H3O*(aq) diminuir no interior do
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granulo, o desequilibrio de cargas gera forcas de repulsdo que deformardo as
moléculas do amido, fazendo o granulo inchar (BILIADERIS, 2009; JANE, 1993).

Nestas circunstancias, o inchamento dependera da distribuicdo das cargas
negativas nas moléculas de amilopectina e um comportamento Unico de inchamento
nao existe mais. O granulo pode aumentar uniformemente de volume, aumentar em
direcBes preferenciais, ou apenas a camada mais externa pode aumentar de volume
(GOUGH; PHYBUS, 1973).

A depender da concentracdo dos ions, da densidade de carga e da pressao
osmoética sobre o granulo, a camada mais externa também pode gelatinizar. A
gelatinizacdo induzida por ions ocorre porque o ponto de fusdo dos cristais de
amilopectina diminui. O abaixamento da temperatura de gelatinizacdo é maior em
amidos com cristais hexagonais quando anions capazes de interagir
eletrostaticamente com a agua dos cristais estdo difundindo da suspensdo para o
interior do granulo (OOSTEN, 1982; OOSTEN, 1990).

Os anions desestruturam as ligacdes das 18 moléculas de agua no interior de
cada cristal, as moléculas ganham movimento e agua flui pela rede cristalina, diluindo
a fase fundida de amilopectina que comeca a se formar. A 4gua do interior dos cristais
€ o diluente que causa a queda do ponto de fusdo da amilopectina conforme previsto
pela teoria do abaixamento do ponto de fusdo de Flory (1953) expressa

matematicamente por:

i_ioz[ij[v_uj(vl_m), &
T, T, \AHJv,

m m

em que Tm é a temperatura de fusdo ou gelatinizacdo se 4gua (ou uma impureza)
estiver presente na fase fundida, T, é a temperatura de fuséo do polimero puro, R é

a constante dos gases, AmH é a variagdo de entalpia de fusdo ou gelatinizagdo por

mol de unidade polimérica, vu € o volume molar da unidade polimérica, vi € o volume
molar da agua, v, é a fracdo volumétrica da agua e ¥, € o parametro de interacao.
O efeito diluente da agua e o desestruturante dos anions sobre as moléculas

de agua dos cristais se somam e a temperatura de gelatinizacdo diminui mais rapido

conforme a concentracao dos anions aumenta na suspenséo (JANE, 1993).
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As transi¢cbes estruturais que ocorrem na gelatinizacdo definem os usos
industriais do amido. Uma forma de controlar o comportamento das moléculas do
amido na gelatinizagcdo € alterando sua estrutura quimica (SINGH; KAUR,;
MCCARTHY, 2007; ZOBEL, 1988).

Dessa forma, o inchamento do granulo pode ser inibido, a solubilizacdo dos
componentes do amido pode ser retardada e as propriedades reolégicas de pasta ou
de gel do amido podem ser ajustadas as demandas da aplicacédo (CHEN et al., 2015;
JAROWENKO, 1986, MOSER, 1986; SINGH; KAUR; MCCARTHY, 2007).

3.2.3 Modificacdo quimica

A madificagcdo quimica do amido consiste em substituir grupos (—OH) nos
carbonos 2, 3 e 6 das unidades de anidroglicose por outros grupos funcionais para
atribuir caracteristicas quimicas as moléculas do amido ou para controlar as
propriedades fisicas do granulo (MASINA et al., 2017; SINGH; KAUR; MCCARTHY,
2007). No caso dos derivados de amido grau alimenticio e farmacéutico, a razdo molar
de substituicdo deve ser menor que 0,5 e a integridade do granulo deve ser
preservada (FDA, 2017).

Nessa situacao, a sintese é conduzida em meio aquoso na presenca de NaOH
para facilitar a reacéo entre as moléculas do amido e as do reagente ativo. Isto €, um
sistema amido—agua com reacdo quimica no qual ions estdo difundindo entre a

superficie e o interior do granulo (OOSTEN, 1990).

O granulo é relativamente grande e compacto com massa especifica
aproximada de 1,5 g cm™3, estas caracteristicas devem ser consideradas na escolha
do reagente ativo e na definicdo das condi¢des de reacdo (BILIADERIS, 2009; CHIU;
SOLAREK, 2009; JANE, 2009).

Se as moléculas do reagente forem grandes ou difundirem com dificuldade
através das camadas do granulo, as moléculas de amilose e amilopectina na regido
amorfa da camada mais externa sofrerdo maior grau de modificacdo. Isso ja torna o
granulo resistente ao ataque de proteinas e adequado para ser modificado por
moléculas-farmaco e ser utilizado como droga polimérica (BESHEER et al., 2007;
CHEN et al., 2015; GOLACHOWSKI et al., 2015; SINGH; KAUR; MCCARTHY, 2007;
SLEIGHTHOLM et al., 2017; ZHAO et al., 2017).
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Se o propésito da modificacdo for reforcar a coesédo da estrutura do granulo
para controlar o comportamento de inchamento e gelatinizacdo, as moléculas das
camadas mais internas também devem ser modificadas por espécies quimicas que
promovam ligagdes covalentes entre as moléculas de amilose e amilopectina (JANE,
1994; JANE; RADOSAVLJEVIC; SEIB, 1992; SINGH; KAUR; MCCARTHY, 2007;
WURZBURG, 1986).

Para tal fim, as moléculas do reagente devem difundir pelas camadas do
granulo e atingir regides onde as moléculas de amilose e amilopectina estao proximas
o suficiente (4 a 7,5 A) uma da outra e as condi¢cbes do meio interno do granulo
favoreca a formacdo de ligacbes cruzadas (KASEMSUWAN; JANE, 1994; JANE,
2009; JANE; RADOSAVLJEVIC; SEIB, 1992; SINGH; KAUR; MCCARTHY, 2007).

3.2.3.1 Reticulacao

De acordo com a literatura, o cloreto de fosforila (POCIs) e o trimetafosfato
trisédio (NazO9P3) sdo os agentes de ligacao cruzada, ou de reticulacdo, mais usados
para sintetizar derivados de grau alimenticio e farmacéutico (BILIADERIS, 2009;
CHEN et al., 2015; HEINZE; LIEBERT; KOSCHELLA, 2003; LACK et al., 2007
SINGH; KAUR; MCCARTHY, 2007).

O trimetafosfato tris6dio € um sal com estrutura molecular ciclica que foi
proposto como promotor de ligacdo cruzada entre as moléculas de amido na década
de 60 (KERR; CLEVELAND, 1962; WURZBURG, 1982). Atualmente, ele € o reagente
preferencial quando o objetivo € testar polissacarideos reticulados como biomateriais
(AGUIAR, 2014; BEJENARU et al., 2009; DULONG et al., 2011; LACK et al., 2007).

Lack et al. (2007) estudaram a reagéo de polissacarideos com o trimetafosfato
trisédio em meio alcalino na presenca de NaOH(aq) por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear e propuseram um mecanismo com cinco reagdes
quimicas— dependentes do pH; da atividade dos ions H3O*, OH-, Na*, P3Og3-, P207 4~
e P3010° e da forca ibnica do meio de reagdo—as quais estédo descritas a seguir:

. Formacao do alcoxido: ions Na*(aq) se ligam as hidroxilas dissociadas

das moléculas do polissacarideo, formando o alcoxido
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ROH(aq) + NaOH(aq) - > RONa(aq) .

Polissacarideo Hidréxido de sédio Alcéxido

. Formacdo do tripolifosfato de sédio enxertado na molécula do
polissacarideo: a espécie alcoxido se liga a molécula do trimetafosfato

trisddio, abrindo o anel. A molécula do polissacarideo se liga a uma

extremidade e a outra o Na*(aq)

O\\ /ONa
O/P\o/N 0 0
RONa(q) + I | —> RO—P—0O0—P—0—P—ONa.
NaO—P-__ _R—ONa | |
7 07N ONa ONa ONa
(0] 0]
Alcoxido Trimetafosfato trisédio Tripolifosfato de sédio enxertado

. Formacéao do diéster de fosfato (reticulacéo): a espécie alcoxido se liga
ao tripolifosfato de sédio enxertado, formando um diéster de fosfato que une,

como se fosse uma ponte, as moléculas do polissacarideo. O pirofosfato

inorganico € gerado como subproduto

| Ml I
RONa(aq) + RO—P—O—P—O—P—0ONa ——> RO*IQ*OR + NaO*E’*O*I‘D*ONa.
ONa ONa

ONa ONa ONa ONa

Alcoxido Tripolifosfato de sédio enxertado Diéster (cross-link) Pirofosfato inorganico
As demais reac¢des ocorrem se o0 NaOH(aq) estiver em excesso em relagao ao

trimetafosfato trisédio, desfavorecendo a reticulagéo das moléculas do polissacarideo.
. Formacgéo do monoéster de fosfato: o ion Na*(aq) em excesso se liga a

molécula do tripolifosfato de sédio enxertado na molécula do polissacarideo, formando

0 monoéster e o pirofosfato inorganico
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|| (V | II

NaOH(aq) + RO—P—O—P—O—P—ONa ———> RO— P ONa + NaO— F|> o— P ONa.
ONa ONa ONa ONa ONa ONa
Hidroxido de sodio  Tripolifosfato de sddio enxertado Monoéster Pirofosfato inorganico
. Degradacdo do trimetafosfato trisédio: os ions Na*(agq) e OH™ em

excesso preferencialmente se ligam, abrindo o anel, as extremidades da molécula do

trimetafosfato trisddio e formam o tripolifosfato de sédio

O\\ /ONa
P/
?/ \(I) I (I? I
NaOHq + NaO— P\ _ \\ —ONa —— NaO—IID—O—IID—O—I:I’—ONa.
d ONa ONa ONa
Hidroxido de sédio Trimetafosfato trisddio Tripolifosfato de sédio

E fato relevante que, os dados experimentais para esse mecanismo foram da
reticulacdo do monossacarideo metil-a-D-glicopiranosideo (C7H1406) € 0 pululano foi
0 polissacarideo utilizado para validar o mecanismo de reagdo (DULONG et al., 2011,
LACK et al.,, 2007). Posteriormente, os pesquisadores estudaram a reticulacdo da
goma xantana por meio desse mesmo mecanismo (BEJENARU et al., 2009). E fato
relevante também que, os polissacarideos estudados ndo sao constituidos por mais
de um tipo de molécula que se arranjam diferentemente em uma Unica estrutura
semelhante ao granulo do amido (HEINZE; LIEBERT; KOSCHELLA, 2003).

Reticular as moléculas do amido com trimetafosfato trisédio requer
monitoramento e controle do pH do meio para acompanhar a evolugcao da reacéo, a
difus@o dos ions através do granulo e a interacdo desses ions com as moléculas do
amido, prevenindo a ruptura do granulo (BILIADERIS, 2009; CHIU; SOLAREK, 2009).

3.2.3.2 Acetilacéo

s

A acetilacdo € um tipo de modificacdo do amido que requer também

monitoramento com controle das condigbes do meio de reacdo (CHIU; SOLAREK,
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2009; JAROWENKO, 1986; JETTEN; STAMHUIS; JOOSTEN, 1980). Na acetilacao,
os grupos (—OH) nas unidades de anidroglicose séo esterificados por meio da reacéo
do amido com acetato de vinila ou com anidrido acético com o intuito de inserir grupos
acetila (CHsCO—) nas moléculas do amido (GOLACHOWSKI et al., 2015;
JAROWENKO; 1986).

A razao molar de substituicdo dos derivados acetilados grau farmacéutico dever
ser menor que 0,2 para nao comprometer a estrutura do granulo (FDA, 2017;
GOLACHOWSKI et al., 2015; JAROWENKO, 1986; MASINA et al., 2017). De acordo
com a literatura, a razdo molar de substituicdo depende do tipo de amido, do reagente
ativo, da proporcao dos reagentes, do tempo de reacéo, e do pH e da temperatura do
meio de acetilagdo (GOLACHOWSKI et al., 2015; JAROWENKO, 1986).

Por isso, as reac0es de acetilacdo sdo conduzidas em sistemas de batelada
alimentada nos quais o reagente ativo é adicionado a uma suspensdo aquosa de
amido e o pH é mantido na faixa de 8,0 a 8,5 para facilitar a acetilacdo e evitar a
hidrolise das moléculas (CHIU; SOLAREK, 2009; JAROWENKO, 1986; JETTEN;
STAMHUIS; JOOSTEN, 1988; HUNG; MORITA, 2005; PHILLIPS et al., 1999; SINGH,
KAUR, MCCARTHY; 2007).

O pH normalmente é controlado pela adicdo de NaOH(aq) (JAROWENKO,
1986; JETTEN; STAMHUIS; JOOSTEN, 1988; HUNG; MORITA, 2005; PHILLIPS et
al., 1999;). Na acetilacdo do amido com anidrido acético, parte do NaOH(aq) gasto no

controle do pH, é usado para neutralizar o acido acético formado na acetilacao

CH3COOCOCH3(|) + |_|20(|) 2 CH3COOH(aQ) ’

Anidrido acético Acido acético

As moléculas do anidrido acético, que ndo formam o acido acético, reagem com
as moléculas do amido. As hidroxilas dissociadas na molécula do amido reagem com

o ion Na* (aqg), formando o alcéxido de amido

ROH(aq) + NaOH(aq) > RONa(aq) .

Amido Hidréoxido de sédio Alcoxido
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O alcoxido de amido reage com o anidrido acético, ligando-se ao radical acetila,

e formando o acetato de amido

RONa(aq) + CH3COOCOCH3(|) —_— ROCOCH3(aq) + CH3COONa(aq) .

Alcoxido de amido Anidrido acético Acetato de amido Acetato de sédio

A adi¢éo descasada de CH3COOCOCHs3(l) e de NaOH(aq) causa oscila¢des de
pH que comprometem a estrutura do granulo. A adicdo em excesso de NaOH(aq)
provoca o inchamento do granulo e a acidificag&o recorrente do meio provoca a eroséo
do granulo (GOLACHOWSKI et al., 2015; HUNG; MORITA, 2005; JAROWENKO;
1986).

O efetivo controle do pH é alcancado quando a taxa de alimentacdo do
reagente é controlada ou mantida constante. O sistema de controle assim definido,
além de manter as condicdbes do meio de acetilacdo seguras para o granulo,
estabelece o tempo de alimentacdo do reagente e, como consequéncia, o tempo de
reacdo do sistema (GOLACHOWSKI et al., 2015; HAN et al., 2012; JETTEN;
STAMHUIS; JOOSTEN, 1988).

3.2.3.3 Abordagem experimental

A literatura especifica sobre amido quimicamente modificado trata o sistema de
reacao como uma caixa—preta, estudando a modificacdo quimica com base somente
em dados de caracterizacdo dos derivados e colocando as consequéncias das
condicdes no meio de reagdo sobre as moléculas do amido em segundo plano
(AGUIAR, 2014; BEJENARU et al., 2009; DULONG et al., 2011; HUANG et al., 2006;
HUNG; MORITA, 2005; JAROWENKO, 1986; LACK et al., 2007; PHILLIPS et al.,
1999; SINGH, KAUR, MCCARTHY; 2007).

A maioria dos estudos avaliados nao descreveu como o pH foi controlado nem
informou o tempo de reacédo (HUANG et al., 2006; HUNG; MORITA, 2005; PHILLIPS
et al., 1999; SINGH, KAUR, MCCARTHY; 2007). Huang et al. (2006) apenas
informaram as proporgdes entre os reagentes e acetilaram o amido de feijao verde em

um laboratério externo.
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Uma excecdao foi o trabalho de Jetten, Stamhuis e Joosten (1980) no qual os
pesquisadores descreveram um sistema de controle do pH do meio de acetilacdo do
amido de batata com acetato de vinila. O sistema comparava o valor de leitura enviado
por um pHmetro com o valor de referéncia e enviava um sinal para ligar o motor de
uma bureta automatica que dispensava NaOH(aq) no meio de reacéo.

Os protocolos de reticulacao e acetilacdo do amido datam das décadas de 50
e 60 quando néo se falava de instrumentacao cientifica de baixo custo, de programas
de computador e de hardware para integrar e controlar equipamentos de laboratorio
(JAROWENKO, 1986; KERR; CLEVELAND, 1962; MABBOTT, 2014; PHILLIPS et al.,
1999; WURZBURGH, 1986). Isto explica porque a abordagem caixa—preta domina na
literatura sobre a sintese de amido quimicamente modificado (HUANG et al., 2006;
PHILLIPS et al., 1999; SINGH, KAUR, MCCARTHY; 2007; WUZBURG, 1982).

O emprego de montagens experimentais automatizadas como unidades de
sintese de derivados de amido se torna uma alternativa gracas a disponibilidade de
hardware livres, e de programas para a aquisicdo de dados com interfaceamento para
equipamentos e instrumentos de laboratério (GALAS; HAGHIRI-GOSNET; ESTEVEZ-
TORRES, 2013; GRINIAS et al., 2016; KALKMAN, 1995; MABBOTT, 2014; PEARCE,
2014).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

A matéria-prima utilizada nos experimentos foi o amido de mandioca nativo
(AMILOGILL1500 lote 201605005M, Cargill, Brasil) diretamente obtido da fecularia e

cuja composicao € mostrada na Tabela 1.

Tabela 1 — Composicdo do amido de mandioca nativo utilizado nos experimentos de
reticulacdo e acetilacéo

Teor e método de analise

Componente Valor Norma

Amido (g/100 g) 83,7+1,3 AACC 76 - 11
Umidade (9/100 g) 13,2+ 0,2 ISO 1666 - 1997
Proteinas (9/100 g) < limite AOAC 960.52
Lipidios totais (g/100 g) 0,28 + 0,05 AACC 30 - 25
Cinzas (9/100 g) 0,08 + 0,02 ISO 3593 - 1981

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

O agente de reticulacdo foi o trimetafosfato trisédio (NasP3Oo,
pureza > 95 g/100 g, CAS 7785-84-4, Sigma Aldrich, Brasil) e o agente de acetilacdo
foi 0 anidrido acético ((CH3CO)20, = 97 mL/100 mL, CAS 108-24-7, Synth, Brazil).

4.1.1 Sintese do amido de mandioca quimicamente modificado

As amostras de cada experimento foram identificadas por um mesmo codigo.
A letra R indica que a amostra foi reticulada e quando acompanhada da letra A (RA)
indica que foi reticulada e depois foi acetilada. Os nimeros de 1 a 4 indicam a
condicao de reacao de sintese do derivado reticulado e as réplicas foram identificadas

somando-se quatro a esses numeros—por exemplo, R1, Rs, Rg € assim por diante.
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Todos foram sintetizados na condicdo de reacdo #1—o0s numeros também
identificam o par acetilado da amostra reticulada, por exemplo, R1 e RA1.

Os derivados reticulados foram sintetizados em quatro condigdes reacionais
segundo um planejamento 22 fatorial no qual as variaveis independentes foram o pH
do meio de reacdo e a razdo molar de trimetafosfato de trisédio por unidade de
anidroglicose (Rstmp:acu) € as variaveis dependentes foram os parametros de
gelatinizagéo.

Os limites das variaveis independentes foram definidos a partir do estudo de
Aguiar (2014) no qual o amido de mandioca nativo foi reticulado em diferentes
proporcdes molares de trimetafosfato trisddio por unidade de anidroglicose 0 a 0,16,
mantendo-se constantes o pH, a temperatura e o tempo de reacdo em 11,0, 50 °C,
5,0 h, respectivamente. O limite inferior do pH do meio de reticulagéo foi definido com
base no estudo de Lack et al. (2007).

A matriz do planejamento de experimentos empregado para avaliar o efeito do
pH e o da quantidade de trimetafosfato trisédio sobre os par@metros de gelatinizacéo
do amido reticulado é mostrada na Tabela 2.

Tabela 2 — Matriz do planejamento experimental 22 fatorial com quatro réplicas (N = 4),
identificando as condi¢cdes do meio de reticulagéo dos experimentos de sintese do amido de

mandioca reticulado

Experimentos de sintese dos o . Variaveis
Niveis das variaveis
derivados codificadas
Identificacdo  Amostras pH (A)  Rstvr:acu Y(B) A B AB
#1 R1, Rs, Ro e Ri3 10,0 0,03 — — +
#2 R2, Re, R10 € R14 11,0 0,03 + - -
#3 R3, R7, Ri1 e Ris 10,0 0,08 - + -
#4 R4, Rs, R12 e R1s 11,0 0,08 + + +

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

(1) O ndmero de mol de unidades de anidroglicose foi estimado dividindo a massa de amido
desidratada pela massa molecular da anidroglicose (162,14 kg kmol) e excluindo as unidades nas
pontas das moléculas, as moléculas de agua internas as regides cristalinas e as adsorvidas na regido

amorfa, e outros componentes minoritarios.
Os derivados reticulados de amido de mandioca foram acetilados com anidrido

acético sob pH controlado de 8,4, razdo molar de anidrido acético por unidade de
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anidroglicose (Raac:acu) de 0,16 e temperatura de 30,0 °C. O esquema mostrado na

Figura 8 ilustra a sintese dos derivados de amido de mandioca.

Figura 8 — Esquema ilustrativo da reticulagédo e posterior acetilacdo do amido de mandioca.

Amido de mandioca nativo

T =50,0 °C t=50h
y l
Ry R; R3 Ra
pH=10,0 pH=11,0 pH=10,0 pH=11,0
RSTMP:AGU = 0'03 RSTMF’:AGU = 0’03 RSTMP:AGU = 0’08 RSTMP:AGU = 0708
T=30,0°C t=4,0h
pH=28,4 Raac:acu = 0,16
RA, RA, RA; RA,

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

O protocolo usado para acetilar o derivado reticulado de amido de mandioca foi

0 descrito por Phillips et al. (1999). Este protocolo foi selecionado porque o0s
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pesquisadores mostraram que nas proporcdes de reagentes utilizadas a razdo molar
de substituicdo dos derivados foi menor que 0,2.

A montagem experimental imp&s minimas alteragbes ao protocolo e permitiu
especificar o tempo de reacdo uma vez que o anidrido acético (AAc) foi adicionado a
taxa controlada ao meio de reacdo. A comparacado entre 0 protocolo proposto por

Phillips et al. (1999) e o adaptado para este trabalho est4 apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 — Comparacéo entre as condicBes do meio de acetilacdo e de processo da sintese

do amido de mandioca acetilado do protocolo original e deste trabalho

Protocolo

Condicdes de processo Phillips et al. (1999) Este trabalho
Temperatura (°C) 25,0 30,0

pH 8,0-8,4 8,0-8,5
Raac:acu (mol mol™t) 0,16 0,16
Tempo de adicdo de AAc (h) D 2,3
Tempo de reacao (h) D) 25
Tempo de sintese (h) Q) 4,0

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

™ N3o informado.

Nota-se na tabela que o tempo de adicéo de anidrido acético, uma variavel que
influencia o grau de acetilacdo das moléculas do amido, ndo foi informado pelos
pesquisadores acima citados.

A matriz completa dos experimentos € mostrada na Tabela 4 na qual os
derivados reticulados e acetilados estdo divididos em grupos de acordo com as

condicdes do meio de reticulacéo.
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acetilados de amido de mandioca
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Condicdes de reacao Derivados reticulados Derivados acetilados

pH Rstmp:acuU Grupo Amostras Grupo  Amostras
1 5

10,0 0,03 R1, Rs, Ro € R13 RA1, RAs, RAs e RA13
2 6

11,0 0,03 R2, Re, R10 € R14 RA2, RAs, RA10 € RA14
3 7

10,0 0,08 Rs, R7, Ri11 e Ris RA3, RA7, RA11 € RAs
4 8

11,0 0,08 R4, Rs, R12 € R1s RA4, RAs, RA12 € RA16

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

41.1.1 Montagem experimental

Uma montagem experimental foi construida para adicionar automaticamente os

reagentes, ler e armazenar dados de pH e temperatura, e corrigir o pH do meio da

reacao. Um projeto foi criado no programa LabVIEW (2014 SPI, National Instruments,

Estados Unidos) para atuar como uma central de gerenciamento de todo o sistema e

servir de interface entre o usuario e o sistema de reacéo.

Observa-se na Figura 9 a tela de interface na qual estdo mostradas as curvas

de evolucao do pH e da temperatura de rea¢cdo em tempo real. Visualiza-se também

o valor de referéncia do pH, que € introduzido pelo usuario, e o da Ultima leitura do

pHmetro. A partir disto, o programa compara ambos valores e calcula um erro

enviando um sinal de corre¢céo do pH para o sistema de controle.
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Figura 9 — Tela de interface do programa de monitoramento da temperatura e do pH do meio de reacao no LabVIEW.
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Os experimentos foram conduzidos em um baldo de reacdo de 500 mL nao
volumétrico de trés bocas. A temperatura do meio reacional foi mantida pela
submersédo do baldo em um banho de 4gua aquecido por intermédio de uma placa de
aquecimento elétrico (AA2050, Gehaka, Brasil) e pela homogeneiza¢do do meio de
reacao por uma barra magnética.

Os instrumentos de medicdo foram o eletrodo de pH (DME-CV2, Digimed,
Brasil) e o termopar, os dois acoplados ao pHmetro (TEC-3-MP, Tecnal, Brasil), como

ilustrado na Figura 10.

Figura 10 — Desenho ilustrativo do sistema de reagéo para a sintese do amido de mandioca

guimicamente modificado.

Eletrodo de pH

Agulha de injecéo

Termopar
de reagentes P

Baldo de reacdo

Banho de agua

Placa de aquecimento elétrica com agitag&o magnética

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

A adicdo automatica de anidrido acético foi realizada por um dispositivo
adaptado de uma peca de scanner para funcionar como um sistema de adicdo de
liguidos por seringa. Para tanto, um suporte para a seringa e um carro de
deslocamento para empurrar o Embolo foram construidos e adaptados na peca, como

mostrado na Figura 11.
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Figura 11 — Esquema do sistema de adi¢cdo automética de anidrido acético.

Carro de deslocamento Sensor de posi¢&o Seringa

Motor de passo Suporte Sistema de transmisséo

\
\
\_ : l § Fonte 12V

Microcontrolador

Inversor

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

O sistema foi automatizado por meio da integragdo de um microcontrolador
(Uno SMD RS3, Arduino, Italia) a um modulo de motor de passo (vl, EasyDriver,
Estados Unidos) e tudo acoplado ao motor (M35SP — 7T, Mitsumi, Japao) do scanner,
como mostrado na Figura 11.

O reagente foi alimentado a vazdo constante de 23 puL min~. A esséncia do
funcionamento do sistema de dosagem foi manter a alimentacdo do reagente
cadenciada e lenta o suficiente para dar tempo ao sistema de controle atuar e manter
o valor do pH na faixa desejada de 8,0 a 8,5.

O sistema de controle de pH atuava por intermédio de uma bomba peristéltica
gue adicionava a quantidade de base para corrigir o pH. Para isso, um
microcontrolador (Uno SMD R3, Arduino, Italia) foi acoplado ao motor da bomba
(IPC — 4 v301, Ismatec, Alemanha) por meio de um transistor para ligar a bomba
mediante o sinal do controlador do LabVIEW ao microcontrolador, como. representado
na Figura 12.

Em relacdo a programacédo, o LabVIEW enviava o sinal de controle para o

microcontrolador acionar o motor da bomba quando lia valores de pH inferiores a 8,4.
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Figura 12 — Esquema do sistema de controle do pH do meio de reagéo.

Bomba peristaltica

Rotor

Transistor 5V

Descarga
Solugéo de NaOH,, [H} [|1 Microcontrolador

A

ol

Baléo de reacéo

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Um novo sistema semelhante ao de adicdo de anidrido acético foi construido
para adquirir as curvas de consumo de NaOH(aq) e acompanhar o progresso da
acetilacdo das moléculas do amido de mandioca. Um esquema do sistema esta

mostrado na Figura 13.

Figura 13 — Esquema do novo sistema de controle do pH do meio de acetilagéo.

Carro de deslocamento Sistema de transmiss&o
”/
9 | |
. rrrrrT
< -
| 2 Q )
A\ 1
\
Seringa

Fonte 12V

Driver

Microcontrolador

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Diferentemente do sistema com a bomba, neste o programa do LabVIEW
enviava um sinal de controle proporcional ao valor do erro calculado ao
microcontrolador que modulava a velocidade do carro de deslocamento e restringia a

guantidade de NaOH (aq) transferida ao baléo de reacao.

41.1.2 Protocolo de reticulacéo

Amido de mandioca nativo seco (65,0 g; 0,40 mol de unidades de anidroglicose)
foi disperso em 350 mL de agua ultrapura tipo Il (ASTM, 2018) em temperatura
ambiente. A suspenséo foi transferida para o baldo de reacédo que foi submerso em
banho de 4gua a 50 °C sob agitacdo magnética a 750 rpm. Depois de 15 min, o
termopar e o eletrodo de pH foram conectados ao balédo de reagao

Trimetafosfato trisodio (3,25 g; 0,01 mol ou 9,75 g; 0,03 mol) foi dissolvido em
100 mL de &gua ultrapura tipo Il (ASTM, 2018) em temperatura ambiente. A solugéo
foi transferida para o baldo de reacdo por meio de uma bomba dosadora
(202, Milan, Brasil).

Apoés o sistema de reacédo estabilizar, o pH foi ajustado (10,0 ou 11,0) com a
adicdo gota a gota de solugdo de NaOH a 0,5 mol L™ . A reacéo foi encerrada apés
5 h com a neutralizacdo do meio com solucéo de HCl a 1,0 mol L2,

Todo o processo de sintese do derivado reticulado durou em média 20 h. A
sintese propriamente dita, a lavagem e a secagem duravam 5,0 h; 2,5 h e 12 h,
respectivamente.

O amido reticulado foi separado do meio de reacao por filtracdo a vacuo e a
torta foi lavada (ressuspensa) trés vezes com agua ultrapura tipo Il (ASTM, 2018) e
deixada em uma estufa (N480, Nova Etica, Brasil) para secar a 45 °C por 12 h.

O derivado seco foi triturado para desfazer os aglomerados, a massa medida e
colocada em um pote de polipropileno com fechamento hermético e acondicionado a
temperatura ambiente protegido da luz em um dessecador. O diagrama de blocos da
Figura 14 mostra as etapas do experimento de reticulacdo do amido nativo.
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Figura 14 — Diagrama de blocos das etapas dos experimentos de reticulacdo do amido de

mandioca nativo.

H,0 Solugéio NaOH / HCI H,0 Torta lavada
Filtragao Il

Filtracdo |

Meio de reacéo

Torta lavada -

—_——
- . . Torta Amido
Ressuspenséo Filtragao Il Secagem ’ reticulado

Agua de lavagem

Reagdo
Quimica

Amido
nativo

Ressuspensdo Filtrag&o 11

Trimetafosfato trisédio

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Os parametros de gelatinizacdo do amido reticulado de mandioca em cada
condicdo foram determinados em duplicata por meio de curvas de microcalorimetria
exploratdria diferencial, o teor de umidade foi determinado em duplicata de acordo
com a norma DIN EN ISO 166:1997 e a estrutura molecular foi avaliada por

espectroscopia de absorc¢éo no infravermelho e por microscopia Raman

4.1.1.3 Protocolo de acetilacao

Amido reticulado (30,0 g; 0,19 mol de unidades de anidroglicose) foi disperso
em 300 mL de agua ultrapura tipo Il (ASTM, 2018) em temperatura ambiente. A
suspensao foi transferida para o baldo de reacdo, ao qual foram conectados os

instrumentos de medicéo.

A suspensao foi homogeneizada por 60 min a 30 °C. Depois o pH do meio foi
ajustado para 8,4 com solucédo de NaOH a 0,5 mol L~*. O anidrido acético (3,0 mL;
0,03 mol) foi transferido a taxa constante para o baldo de reacéo, enquanto o sistema
de controle mantinha o pH alcalino. Finalizada a alimentagé&o, a reagdo foi mantida por
15 min. A reacao foi encerrada com a acidificacdo do meio, reduzindo o pH para 4,5

com solucédo de HCla 1,0 mol L ~ 1.
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O derivado foi filtrado a vacuo e a torta lavada com agua ultrapura tipo i
(ASTM, 2018). A torta foi ressuspensa em agua duas vezes e uma vez (lavagem
intermediaria) em &lcool etilico para remover impurezas organicas. O derivado foi
deixado em uma estufa (N480, Nova Etica, Brasil) a 45 °C por 12 h. As etapas do
experimento de acetilacdo do amido reticulado estdo mostradas no diagrama de

blocos da Figura 15.

Figura 15— Diagrama de blocos das etapas dos experimentos de acetilacdo do amido de

mandioca reticulado.

H,0 Solugéo NaOH / HCI H,O / Etanol Torta lavada -
Filtragéo Il

; Reacdo . " N
Amido age Filtrag&o | Ressuspensdo
reticulado Quimica

Anidrido acético

Filtragdo Il

Meic de reacgéo

Torta lavada =

- . - Torta Amido

Agua de lavagem / Etanol

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

O tempo total de sintese foi de 4 h, sendo que foram necessérias 2 h e 15 min
para alimentar 3 mL de reagente ao sistema de reacdo. O tempo de processo,
englobando as etapas de sintese, de lavagem e de secagem foi de 17 h.

A massa do amido acetilado foi acondicionada protegida da luz e a temperatura
ambiente.

Os parametros de gelatinizagdo do amido de mandioca acetilado foram
determinados em duplicata por meio de curvas microcalorimetria exploratéria
diferencial, o teor de umidade foi determinado em duplicata de acordo com a norma
DIN EN ISO 166:1997 e a estrutura molecular foi avaliada por espectroscopia de

absorcgéo no infravermelho e por microscopia Raman.
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4.2 METODOS

4.2.1 Parametros de gelatinizacdo do amido de mandioca quimicamente
modificado

A microcalorimetria exploratéria diferencial emprega calorimetros de alta
sensibilidade e com resolugcdo para medir quantidades pequenas de calor pela
imposicao de programas de temperatura com taxa de variagao igual ou menor que
1,0 °C min~! (LEVER et al., 2014).

Outra caracteristica dessa técnica é a quantidade relativamente grande de
amostra, quando comparada com a quantidade de amostra de um calorimetro de fluxo
de calor convencional, que pode ser testada em cada experimento e que permite
acoplar de maneira descontinua outras técnicas a microcalorimetria.

A escolha da microcalorimetria exploratéria diferencial foi com base na
possibilidade de separar eventos sobrepostos no pico de gelatinizacdo e de acoplar a
microscopia Raman. As duas técnicas sao complementares e, por meio de principios
diferentes de medida, informam sobre as transi¢des estruturais que as moléculas do
amido sofrem na gelatinizacdo e permitem a correlacéo direta da presenca dos grupos
fosfato e acetila com a estabilidade térmica do granulo.

As curvas de pDSC dos derivados de amido de mandioca foram adquiridas
usando o microcalorimetro (uDSC 7 Evo, Setaram, Franca) calibrado pelo método do
efeito Joule. O naftaleno (LGC, = 99,97 mol/100 mol, CAS 92-20-3, Inglaterra) foi
usado para verificar a calibragdo (AwsH = 18,923 + 0,083 kJ mol, Tws = 80,25 *
0,03 °C) (RYCERZ, 2013).

Uma célula calorimétrica de Hastelloy C276, com tampa tipo rosca, de
capacidade nominal de 1 cm? foi utilizada nos experimentos; outra célula idéntica vazia
foi usada como referéncia.

O géas nitrogénio a vazéo de 80 mL min*foi utilizado como gas de arraste.

As massas das amostras e da célula calorimétrica foram medidas em uma
balanca analitica (Shimadzu, AUW220D, Japao) com resolucdo de 0,01 mg para a
capacidade de 82 g.

Supensdes de derivados de amido foram preparadas com agua ultrapura tipo Il

(ASTM, 2018) na razdo massica amido-agua de 1:3, considerando a umidade inicial
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das amostras determinada sob temperatura média de 131 °C e tempo de secagem de
90 min, de acordo com a norma DIN EN ISO 1666:1997.

Uma massa de 30,00 mg de amido foi colocada na célula calorimétrica e agua
foi adicionada com uma micropipeta. A célula foi fechada e deixada em repouso a
22 °C por 30 min.

O programa de temperatura aplicado esta mostrado na Tabela 5 . Este foi 0
mesmo que Randzio et al. (2002) aplicaram para examinar a natureza das multiplas
transic6es endotérmicas (T > 80 °C) em sistemas amido de trigo-agua, variando o teor

de agua.

Tabela 5 — Programa de temperatura aplicado nos ensaios de microcalorimetria exploratoria

diferencial
Etapa Condi¢6es dos ensaios
Descrigéo Temperatura inicial Temperatura final Taxa Tempo
(°C) (°C) (°C min™Y) (min)
Equilibrio 20,0 20,0 0 5
Aquecimento 20,0 110,0 1,0 90
Equilibrio 110,0 110,0 0 5
Resfriamento 110,0 20,0 2,0 45

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

A taxa de resfriamento de 2,0 °C min foi selecionada para diminuir o tempo
total do experimento. Essa etapa € uma imposi¢ao do instrumento que deve retornar

para as condi¢cdes iniciais.

A técnica de deconvolucdo foi empregado para estimar os parametros de
gelatinizacdo e maximizar a resolu¢do do microcalorimetro. O tratamento dos dados
foi realizado no programa Fityk 1.2.9 (WOJDYR, 2010).

A linha de base das curvas de microcalorimetria exploratéria diferencial no
tempo e na temperatura foram corrigidas por intermédio de splines de interpolacédo e
funcdes gaussianas (y) foram ajustadas aos dados experimentais, estimando o0s

parametros ao, a1 € az.
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y = a exp [—In(z) (=2 @

2

Sendo que, ao € a altura da fungéo, a1 é o centro, az € a meia largura a meia altura, e
X € a variavel independente. A funcdo soma ponderada dos quadrados residuais foi
minimizada usando o método de Levenberg-Marquardt. Na Figura 16, é exemplificada

a deconvolucdo de uma transicao exotérmica.

Figura 16 — Exemplo de deconvolugdo de uma transicdo exotérmica para uma substancia
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Fonte: Adaptado de Gatta (2006).

to instante inicial do aquecimento, ti instante inicial da transicéo, tr instante final da transicéo, t, instante
em que ocorre o valor maximo de fluxo de calor, t: instante final do aquecimento, To temperatura inicial
de equilibrio, Ti temperatura inicial da transi¢c&o, Tr temperatura final da transi¢cdo, Tt temperatura final
de equilibrio, Tc temperatura do fendmeno para uma substancia cristalina, FWHM a largura & meia
altura da funcdo gaussiana, ao altura da gaussiana, a1 centro da gaussiana que corresponde ao instante
em gue ocorre 0 ponto maximo da transi¢éo, a- metade do valor da FWHM e corresponde aos valores

extremos de tempo a meia altura da fungdo gaussiana.

A altura da gaussiana ao é a altura do pico da transi¢éo (A), ou a intensidade
do sinal de fluxo de calor (§) que corresponde ao valor de maximo ou de minimo

detectado pelo calorimetro. O valor de a1 corresponde ao instante (ou a temperatura
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gue é designada de temperatura de pico) no qual o valor de minimo ou de maximo do
sinal é registrado e o valor de az corresponde & metade do valor da largura a meia
altura (FWHM). O valor de a2 é também proporcional ao desvio padrédo (o) da funcéo
ajustada:

a, =v2In2 o. (3)
Dessa forma, temperatura de gelatinizacao (Tm) corresponde ao valor estimado
de ai, e a entalpia de gelatinizacdo (AmH) corresponde a area da funcdo gaussiana

ajustada ao pico da transi¢ao na curva fluxo de calor em funcdo do tempo, calculada

pela equacéao:

_ ag x FWHM
" 2v21n2 x 0,3989

(4)

m

E para estimar todos os parametros da transicao pela técnica de deconvolucéo foi
convencionado que a temperatura inicial (Tm,) e final de (Tms) de gelatinizagéo podem

ser estimadas por meio das equacoes:

Tmi=Tm—20 (5)
e

Tme= Tm + 20. (6)

Nos programas comerciais de analise de dados de calorimetria exploratéria

diferencial, a Tm,i € Tm, S0 estimadas passando uma reta tangente pelos pontos de
inflex@o do pico de fusdo, como mostrado na Figura 16 para uma transicao exotérmica,
e os valores de Tm, € Tm, f correspondem as abscissas desses pontos na curva fluxo

de calor em fungéo da temperatura (ASTM; 2015).

Por isso, para a temperatura inicial e final deste trabalho, uma tolerancia deve
ser admitida para os desvios quando esses valores de temperatura forem comparados

com os da literatura.

O tratamento estatistico dos parametros de gelatinizacdo foi executado no
SPSS (PASW Statistic 17.0, SPSS Inc., Estados Unidos), utilizando métodos de
estatistica ndo paramétrica. O teste de Levene ndo paramétrico foi utilizado para
verificar a homogeneidade de variancia dos dados (NORDSTOKKE; ZUMBO, 2010).
A analise de variancia dos dados foi pelo método de Kruskal-Wallis e a comparacgao

entre médias pelo teste de Games-Howell com nivel de significancia de 0,05.
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4.2.2 Estrutura molecular do amido de mandioca quimicamente modificado

granular

A espectroscopia de absorcdo no infravermelho se baseia no movimento
vibracional das moléculas provocado por deslocamentos dos nucleos dos atomos
(SALA, 2008a). Esses deslocamentos podem ser explicados como se 0s atomos e as
ligacbes quimicas fossem um sistema massa-mola em movimento oscilatério, como
ilustrado na Figura 17 (PAVIA et al., 2009; SALA, 2008a).

Figura 17 — Representacdo de dois sistemas de massas pontuais ligadas por molas

executando movimento oscilatorio.
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Fonte: Adaptado de Sala (2008, p. 26).

De um modo geral, o movimento vibracional é classificado de estiramento ou
deformacéo (Figura 17) . O estiramento (v) ocorre devido a variagbes no comprimento
da ligacdo quimica e esses distanceamentos internucleares podem ser simétricos (vs)
ou assimeétricos (vas). A deformagao (&) ocorre devido a variagbes no angulo da
ligacdo, no plano ou fora do plano molecular, e esses distanciamentos podem também
ser simétricos (0s) ou assimétricos (das) (PAVIA et al.,, 2009; SILVERSTEIN;
BASSLER; MORRIL, 1991).

Nas ilustracbes mostradas na Figura 18, é possivel visualizar os movimentos
vibracionais de estiramento e de deformacdo das ligagbes quimicas do grupo
(— CHz2 —).
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Figura 18 — Movimentos vibracionais das ligacdes quimicas do grupo funcional (—CHx—).
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Fonte: Adaptado de Pavia et al. (2009, p.18).

Cada movimento vibracional das ligacbes de um grupo quimico tem uma
frequéncia de vibracdo que quando coincide com a da luz infravermelha ocorre a
absorcdo. As frequéncias de vibracdo dos modos vs (—CH2—) e vas (—CH2—) sado
em torno de 2853 cm~ e 2926 cm~, e a dos modos s (—CH2—) e 8as (—CH2—) em
torno de 1450 cm~! e 1250 cm~* (PAVIA et al., 2009).

As moléculas ativas no infravermelho sdo aquelas cujo momento de dipolo
muda quando absorvem a radiacdo e essa mudanca, por sua vez, altera a energia
associada ao modo de vibracao das ligacdes quimicas. Esta transicdo de energia e a
frequéncia na qual ocorre sao registradas no espectro vibracional (BAKER et al., 2014;
PAVIA et al., 2009)

A transmissao, a foto-acustica e a reflectancia interna sdo as técnicas mais
empregadas para adquirir espectros vibracionais no infravermelho (ASTM, 2013).
Uma caracteristica da técnica de reflectancia interna € a baixa profundidade de
penetragcdo (Dp) da radiacdo na amostra, como visualiza-se no desenho esquematico
da Figura 19.
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Figura 19 — Representacdo esquematica do caminho de um raio de luz infravermelha em um

elemento de reflectancia interna.

Luz infravermelha

Fonte: Adaptado de ASTM. (2013, p. 2).
n1 indice de refracdo do elemento de reflecténcia interna; nz indice de refracdo do material de teste na
interface do cristal; D deslocamento do raio; Dp profundidade de penetragdo; e 6 angulo de incidéncia

do raio na face interna do cristal.

De acordo com o0 esquema, a luz atravessa o cristal, incide na sua face interna,
ultrapassa seu limite ao refletir e penetra na amostra, deslocando-se. Este
deslocamento (D) e a profundidade de penetracdo delimitam a area da amostra que é
analisada.

A espectroscopia de absorcéo no infravermelho com reflectancia interna total
atenuada foi utilizada para comprovar a presenca dos grupos funcionais fosfato e
acetila nas moléculas dos derivados de amido e eventual presenca de outros grupos
em moléculas que poderiam ter difundido para o interior do granulo durante o processo
de modificacéo.

Sabendo que o diametro médio do granulo de amido de mandioca varia de 4 a
40 um, a distancia de penetracdo da luz infravermelha no granulo do amido de

mandioca foi avaliada por meio da equagéao
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At
D, = i )
21 (sin®6 — ny) /2

em que A1 = A/n1e n21 = n2/n1. O comprimento de onda (A) da luz infravermelha variou
de 2,5 um (4000 cm™?) a 25 um (400 cm™); n1 = 1,2 (valor tipico para materiais
organicos); n2 = 2,4 (cristal de diamante) e 6 = 45 ° (ASTM, 2013; CUI et al., 2015;
VAMADEVAN; BERTOFT; 2015; WARREN et al., 2013).

Os limites para os valores de profundidade de penetracdo foram 0,3 e 3,3 um
e correspondem aproximadamente a 1 a 83% do diametro do granulo do amido de
mandioca. As moléculas de amilose e amilopectina sujeitas a modificagdo quimica sao
aqguelas localizadas nas regides amorfas das camadas de crescimento mais externas
do granulo. Assim mesmo com a baixa penetracdo da luz infravermelha, a area
avaliada é representativa da amostra.

Os espectros foram adquiridos no espectrometro (Alpha, Bruker,
Estados Unidos) ao qual foi acoplado o acessorio de reflectancia total atenuada de
reflexdo unica (Platinum ATR, Bruker, Estados Unidos) de cristal de diamante. O
espectro foi adquirido em absorbancia com correcédo de intensidade na regiao entre
4000 a 400 cm™, resolugdo de 2 cm e 60 acumulagdes.

Amostras de 35,0 mg de amido desidratado foram compactadas (13 mm Die,
PerkinElmer, Estados Unidos) sob vacuo com a pressédo de compressao proximo de
7,0 atm por 1 min. Para cada amostra trés pastilhas foram preparadas e um espectro
foi tomado de cada uma.

Os dados foram tratados no Fityk (WOJDYR, 2010). A linha de base foi corrigida
por meio do ajuste e da subtracdao de uma spline de interpolagéo ao longo da faixa de
frequéncia de 4000 a 800 cm~. Os espectros com a linha de base corrigida foram
normalizados dividindo cada ponto pelo desvio padrdo dos valores de absorbancia e

fungBes gaussianas foram ajustadas as bandas (ASTM, 2013; ASTM, 2016).

4.2.3 Estrutura molecular do amido de mandioca quimicamente modificado

gelatinizado

A microscopia Raman se baseia no espalhamento inelastico da luz causado

pela interacdo dos fotons de luz com os modos vibracionais das ligacdes quimicas de
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um material (BUTLER et al., 2016). O esquema mostrado na Figura 20 illustra as

formas como a luz espalha ao interagir com um material.

Figura 20 — Esquema identificando os tipos de espalhamento da luz quando um

material é irradiado por um laser.
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Fonte: Adaptado de Butler et al. (2016).

A interacdo entre a luz e a matéria pode ser entendida como se fosse uma
colisdo entre esferas. Estas seriam os fétons da luz incidente e os elétrons da nuvem
eletrdnica das ligacdes quimicas, a interacao ocorre quando os fétons colidem com os
elétrons e o resultado da colisdo dependera do estado vibracional das ligacdes
guimicas dos grupos funcionais presentes na molécula do material (SALA, 2008b;
BUTLER et al., 2016).

Na colisdo elastica ou Rayleigh, os fétons mudam de direcéo e espalham com
a mesma energia que incidiram no material. Transferéncia de energia ocorre na
colisdo inelastica ou Raman. Se a energia for transferida dos fétons para os elétrons,
os fotons espalhardo com menor energia (Stokes) e, no caso contrario, eles
espalhardo com maior energia (anti-Stokes) (SALA, 2008b; BUTLER et al., 2016).

Nos dois casos, o espalhamento da luz é acompanhado por transicoes de

energia nos modos vibracionais (BUTLER et al., 2016). Isto ocorre porque 0 campo
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elétrico da luz incidente movimenta os elétrons na nuvem eletrénica da molécula e um
momento de dipolo induzido é formado, o qual interage com as ligacdes da molécula,
polarizando a nuvem eletrénica. A polarizabilidade da molécula revela as variagdes
de energia sofridas pelos modos vibracionas das ligagfes quimicas (SALA, 2008b).

O esquema da Figura 20 mostra também o fendbmeno da fotoluminescéncia,
inerente ao espalhamento da luz, no qual um elétron eventualmente excitado muda
de nivel eletrénico e ao relaxar emite um foton, o qual é coletado junto com os foétons
espalhados da luz. Essa é uma das causas do ruido de fundo nos espectros Raman
(BUTLER et al., 2016).

A microscopia Raman foi escolhida para avaliar a influéncia dos grupos
funcionais fosfato e acetila sobre as transi¢cdes estruturais sofridas pelas moléculas
do amido nos experimentos de microcalorimetria exploratdria diferencial.

A molécula de agua pouco se polariza e a intensidade do espalhamento Raman
€ baixa, a ponto de néo interferir no espectro o que € uma vantagem quando se deseja
informacdes estruturais das moléculas gelatinizadas do amido (BUTLER et al., 2016).

Os espectros do amido de mandioca reticulado e acetilado foram adquiridos em
um microespectrometro Raman (InVia, Renishaw, Reino Unido) com microscépio
optico (DM 2500M, Leica Biosystemns, Alemanha) e detector charge coupled device.
O laser de A = 785 nm (HPNIR785, Renisahw, Reino Unido), cujo comprimento de
onda foi corrigido tomando o espectro do cristal de silicio, foi utilizado para irradiar as
amostras.

Uma lente objetiva de longo alcance com magnificacdo de 20x, abertura
numeérica de 0,40 e distancia focal de 180 mm foi utilizada para focalizar a luz na
amostra e coletar a luz espalhada. O instrumento foi configurado para o modo padréo
com rede de difracdo de 1200 linhas por milimetro. Os parametros de aquisicdo dos
espectros foram tempo de exposi¢édo a luz de 1 s, poténcia do laser de 100%, faixa de
frequéncia de 3200 a 400 cm, resolucéo de 0,5 cm com trés acumulacgées.

Os espectros foram adquiridos das amostras gelatinizadas nos ensaios
microcalorimetria exploratoria diferencial. Placas de Petri de poliestireno cristal foram
usadas como substrato.

Os dados foram tratados no MATLAB® (R2018a, Mathworks, Estados Unidos).
O ruido de fundo foi removido no aplicativo Biodata e os espectros foram normalizados
dividindo cada um pelo desvio padréao dos valores de intensidade Raman (BUTLER et
al., 2016; ZHAO et al., 2007).
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5 RESULTADOS

5.1 SINTESE DO AMIDO DE MANDIOCA QUIMICAMENTE MODIFICADO

Na unidade quimica automatizada construida no laboratorio, os experimentos
de sintese do amido de mandioca reticulado e acetilado foram adequadamente
conduzidos sob pH controlado. As curvas de variacdo do pH mostraram que néo
houve mudanca do pH do meio de reticulagdo e o sistema de controle permaneceu
inoperante ao longo do tempo. Diferentemente, o sistema de controle atuou e manteve
o pH do meio de acetilacao alcalino na faixa pretendida de 8,0 a 8,5.

A ordem de execucao dos experimentos de sintese dos derivados reticulados
de amido de mandioca e as condi¢cdes do meio de reticulacdo estdo apresentadas na
Tabela 6.

Tabela 6 (continua) — Ordem randomizada de execuc¢do dos experimentos de sintese dos do
amido de mandioca reticulado, com as respectivas condi¢des de pH, temperatura e razéo

molar de trimetafosfato trisédio (STMP) por unidade de anidroglicose (AGU) do meio de

reticulacao
Experimento Condigbes do meio de reticulagéo®?
Ordem Derivado pH Temperatura (°C) Rstmp:AGU
1° Re 9,8+0,0 51,8 +1,0 0,026
20 R2 10,9+ 0,0 51,7+ 0,4 0,026
3° R1o 109+£0,1 51,1+1.2 0,027
40 R1 9,9+0,0 51,6 +0,2 0,026
5° Ris 9,8+0,0 51,7+0,2 0,079
6° Rie 10,8 +£0,1 51,6 £ 0,8 0,077
7° Ra 11,0+ 0,0 51,4+£0,6 0,076

8° Ris 10,0+ 0,0 51,4+0,3 0,026
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Tabela 6 (conclusdo) — Ordem randomizada de execuc¢ao dos experimentos de sintese dos
do amido de mandioca reticulado, com as respectivas condi¢des de pH, temperatura e razao

molar de trimetafosfato trisédio (STMP) por unidade de anidroglicose (AGU) do meio de

reticulacdo
Experimento Condicdes do meio de reticulagdo®
Ordem Derivado pH Temperatura (°C) Rstmp:AGU

9o Rs 10,0+ 0,0 51,6 £ 0,3 0,026
10° Ria 11,1+0,1 51,1+0,2 0,027
11° R 10,0+ 0,0 51,2+0,8 0,076
12° R7 10,0+ 0,0 51,3+0,5 0,076
13° Rs 11,0+ 0,0 51,6 £ 0,3 0,076
14° Ri12 — — —
15° Re — — _
16° Rs — _ _

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
(1) Média + Desvio Padréo, se aplicavel.

(2) O tempo de reagéo na sintese dos derivados reticulados foi 5 h.

A ordem randomizada de execucdo dos experimentos foi respeitada, mas
interrompida no 13° experimento porque nado foi possivel recuperar os derivados Ra,
Rs e Ris, em uma das etapas de filtracdo na lavagem.

Os experimentos de sintese de R4 e Ris foram repetidos para descartar a
possibilidade de erro experimental e as condi¢cdes do meio de reticulacdo do segundo
experimento de sintese de R4 e Ris sdo as mostradas na Tabela 6.

A variacao do pH ao longo do tempo de reagao pode ser visualizada na Figura

21, referente a sintese de R1.
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Figura 21 — Variacdo do pH (a) e da temperatura (b) do meio de reticulacdo em funcao do

tempo de sintese do derivado reticulado R; (pH 10,0 € Rstmpeacu 0,03).
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Como pode ser observado na Figura 21, o pH inicial do meio de reticulacao

estava acido, mesmo apos a adicdo do trimetafosfato trisddio e, depois, foi

alcalinizado para dar inicio a reacdo. Observa-se também que o pH permaneceu

constante, o sistema de controle ndo atuou e a temperatura foi proximo de 51 °C ao

longo do tempo de reacéo.

A variacdo do pH ao longo do tempo de reacdo de sintese dos demais

derivados apresentou perfil semelhante ao de Ri, com a temperatura de reacao

constante em £ 51 °C nas quatro condicbes de reacdo. As curvas da Figura 22

mostram a variacdo do pH e da temperatura do meio de reticulacéo de Ra.

Figura 22 — Variacdo do pH (a) e da temperatura (b) do meio de reticulacdo em funcéo do

tempo de sintese do derivado reticulado R4 (pH 11,0 € Rstwp:acu 0,08).
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Observa-se na Figura 22 que houve oscilacdes no pH do meio de reagcédo ao
longo do tempo, mas essas alteragcdes ndo necessitaram de acdo do sistema de
controle, e que a temperatura permaneceu em torno de + 51 °C. Na Figura 23, estédo
mostradas as curvas de variacdo do pH e da temperatura do longo do tempo do

segundo experimento do derivado Ris.

Figura 23 — Variacao do pH (a) e da temperatura (b) do meio de reticulacdo em fungéo do

tempo de sintese do derivado reticulado Ris (pH 11,0 € Rstmp:acu 0,08).
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Como pode ser visualizado na Figura 23, oscilac6es do pH ocorreram no inicio
da reacao,contudo essas oscilacées também ndo precisaram de a¢éo do sistema de
controle do pH.

Nos experimentos de sintese em que o amido de mandioca foi reticulado no pH
11,0 e razdo molar de trimetafosfato trisddio por unidade de anidroglicose de 0,08, os
derivados néo foram recuperados apos lavagem porque néo foi possivel sua filtracao,
a excecao foi Ris

As curvas de variacdo do pH do meio de reticulacdo mostraram que o pH ndo
variou ao longo do tempo de reagédo o que indicou que a reacao de reticulacdo das
moléculas do amido de mandioca com trimetafosfato trisddio foi lenta ou n&o ocorreu

nas condicdes de processo estudadas.
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Os valores do pH e da temperatura do meio de reacdo medidos durante a

sintese do amido de mandioca acetilado estdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7 — Valores medidos de temperatura e pH (Média + Desvio Padrdo) do meio de

acetilacdo dos experimentos de sintese dos derivados acetilados de amido de mandioca

Condicdes do meio de acetilgdo®

Derivado Temperatura (°C) pH

RA:1 31,3+1,2 8,4+0,2
RA:2 31,4+1,0 8,3%+0,2
RAs 31,7+0,8 8,4+0,3
RA7 31,7+0,7 8,4+0,2
RA9 30,9+0,7 8,5+0,3
RA10 31,2+0,7 8,4+0,2
RA11 31,3+1,3 8,4+0,3
RA13 31,1+0,6 8,4+0,3
RA14 30,8+14 8,4+0,3
RA1s 30,6 £0,9 8,3+0,3
RA16 31,6+1,0 8,5+0,4

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

(1) Os derivados foram acetilados na mesma razao molar de anidrido acético por unidade de anidroglicose de 0,16

e tempo de reacdo de 2,5 h.

A variacéo do pH do meio de acetilacdo ao longo da sintese de RA1 é mostrada

na Figura 24, em que o primeiro patamar corresponde a etapa de hidratacéo e

inchamento reversivel das moléculas do amido nas regides amorfas do granulo e o

segundo patamar corresponde a adi¢cdo do anidrido acético.
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Figura 24 — Variacao do pH (a) e da temperatura (b) do meio de acetilagdo em funcao do
tempo de sintese do derivado acetilado RA: (pH 10,0 e Rstmp:acu 0,03).
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Como observa-se na Figura 24, o pH do meio de acetilagdo permaneceu
alcalino durante a adicdo do anidrido acético, indicando que o controle automético do
sistema atuou adequadamente. J& a curva de variacdo de temperatura ao longo do
tempo mostrou que a temperatura do meio de acetilacdo ndo atingiu o regime
permanente. Isto ocorreu porque a temperatura de 30 °C foi préxima da temperatura
ambiente. O sistema elétrico de aquecimento do banho de agua ndo conseguiu manter
a temperatura, que variou entre 25 e 35 °C.

A variacdo do pH do meio de acetilacdo dos outros experimentos de sintese
apresentou perfil semelhante ao de RA1 e com a temperatura variando entre 25 e

35°C, como mostra a Figura 25, referente ao experimento de sintese de RA2.

Figura 25 — Variacdo do pH (a) e da temperatura (b) do meio de acetilagdo em funcao do
tempo de sintese do derivado acetilado RA; (pH 11,0 e Rstmp:acu 0,03).
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Como pode ser visualizado na curva de variacdo do pH ao longo do tempo da
Figura 25, o pH do meio de acetilagdo de RAz atingiu valores instantéaneos entre 6,0
e 9,0. Dentre os experimentos de sintese dos derivados acetilados, o menor valor de
pH registrado foi proximo de 6,0 (Figura 25) e o maior valor de pH registrado foi
préximo de 11,0, como visualiza-se na Figura 26, referente ao experimento de sintese
de RAus.

Figura 26 — Variacdo do pH (a) e da temperatura (b) do meio de acetilacdo em funcéo do
tempo de sintese do derivado acetilado RA1s (pH 10,0 e Rstme:acu 0,08).
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

A curva de variacdo do pH do meio de acetilacdo do derivado RA1s foi a que
apresentou os maiores valores de pH instantaneos. De qualquer forma, o meio de
acetilacdo permaneceu a maior parte do tempo na faixa desejada de 8,0 a 8,5 e sem
risco de gelatinizar o amido de mandioca por excesso de NaOH(aq).

Esses resultados mostraram que os derivados acetilados de amido de
mandioca foram sintetizados sob condicbes semelhantes de reacéo e seguras para o

granulo de amido de mandioca.

5.2 ESTRUTURA MOLECULAR DO AMIDO DE MANDIOCA QUIMICAMENTE
MODIFICADO GRANULAR

Os resultados da analise dos espectros no infravermelho dos granulos do

amido de mandioca reticulado nas quatro condigdes de reagdo n&o mostraram a
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presenca de novas ligacdes quimicas. Ja os resultados do amido de mandioca
acetilado mostraram a presenca de ligacdes associadas com a formacao de acetato
de amido.

Os espectros normalizados de absorcdo no infravermelho do amido de
mandioca nativo e dos derivados reticulados podem ser visualizados na Figura 27,
indicando que ndo houve alteracdo no espectro vibracional dos derivados reticulados

em relag&o ao espectro do amido de mandioca nativo nas quatro condi¢cdes de reacéo

estudadas.

Figura 27 — Espectros normalizados de absorg&o no infravermelho do (a) amido de
mandioca nativo e dos derivados reticulados a pH 10,0 e Rstmp.acu 0,03, e dos (b) derivados
reticulados a pH 11,0 e Rstwpr:acu 0,03, e dos derivados (c) reticulados a pH 10,0 e Rstmp:acu

0,08, e do (d) derivado reticulado a pH 11,0 € Rstwp:acu 0,08.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Os modos vibracionais de deformacédo axial (daxia) das ligacbes no grupo
fosfato (P—0) e (C—P—0) absorvem radiacdo infravermelha nas faixas de

frequéncia de 1300 a 1250 cm™, 1050 a 940 cm~ e 830 a 740 cm~ (SILVERSTEIN;
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BASSLER; MORRIL, 1974; SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 1991). Os espectros
de absorcéao no infravermelho do amido de mandioca nativo e do derivado R1 (pH 10,0

e Rstvr:acu 0,03) deconvoluidos nessas faixas de frequéncia estdo mostrados na

Figura 28.

Figura 28 — Comparacao dos espectros deconvoluidos de absorcdo no infravermelho do

amido de mandioca nativo nas faixas de frequéncia de (a) 1500 a 1100 cm, de (b) 1120 a
940) cm e de (c) 940 a 820 cm™ e do derivado R; (pH 10,0 e Rstme:acu 0,03) nas faixas de
frequéncia de (d) 1500 a 1100 cm™, de (e) 1120 a 940 cm™ e de (f) 940 a 820 cm™.

(@) (d)
1,0 T T T T 1,0 T T T T T T T
g 08r o 08F 4
_g 0,6 - g 0,6 B
'g 04} I% 0.4
€ 02F £ 02
0.0 1 1 1 L 0,0 1 1 1 L 1 n .

1500 1450 1400 1350 1300 1250 1200 1150 1100

NGmero de onda (cm™)

(b) (e)
610 T T T T T T T 610 T T T T T T T T
-% 45 .% 45t 4

S 30 B 30
2 a =
[] [¢]
g 15 g 15
0‘0 1 1 1 1 1 O’O 1 1 I\ 1 1 1 I/ 1

NGmero de onda (cm™)

1 1
1120 1100 1080 1060 1040 1020 1000 980 960 940

1500 1450 1400 1350 1300 1250 1200 1150

1100

NUmero de onda (cm™)

1120 1100 1080 1060 1040 1020 1000 980 960 940

Numero de onda (cm™)

(c) ()
110 T T T T T T T 110 T T T T T T T
o 08 o 08F 1
%g 06 %g 0,6 -
g 0.4 % 04t 4
£ 02 E 02p i
0,0 0,0 P '
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
940 920 900 880 860 840 820 940 920 900 880 860 840 820

NGmero de onda (cm™)
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Observa-se na Figura 28 que o espectro deconvoluido de R1 na frequéncia de
1500 a 1100 cm™ ndo revelou banda associada com o modo vibracional de
Oaxial ( P=——=0 ) e o0s espectros deconvoluidos nas faixas de frequéncia de 1120 a
940 cm™! e de 940 a 820 cm~! também néo revelaram bandas associadas com o modo

vibracional de daxial (C—P—0).
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Semelhantemente, os espectros de absorcao no infravermelho de Ris (pH 11,0
e Rstmp:acu 0,08) deconvoluidos na regido de 1500 a 820 cm~! também néo indicaram
bandas associadas com os modos vibracionais das ligagdes no grupo fosfato, como

pode ser visualizado na Figura 29.

Figura 29 — Comparacao dos espectros deconvoluidos de absor¢ao no infravermelho do
amido de mandioca nativo nas faixas de frequéncia de (a) 1500 a 1100 cm™, de (b)
1120 a 940 cm™ e de (c) 940 a 820 cm™ e do derivado Ris (pH 11,0 e Rsrump:acu 0,08) nas
faixas de frequéncia de (d) 1500 a 1100 cm=, de (e) 1120 a 940 cm™ e de (f) 940 a
820 cm~1.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Ao observar os espectros dos derivados de amido de mandioca da Figura 28 e
da Figura 29, pode-se constar que R1 e Ris apresentaram espectros semelhantes,
demonstrando que o aumento do pH de 10,0 para 11,0 e o da razdo molar
trimetafosfato trisédio por unidade de anidroglicose de 0,03 para 0,08 no meio de
reticulacdo ndo promoveram ligacfes cruzadas entre as moléculas do amido de

mandioca.
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Os resultados de espectroscopia de absorcdo no infravermelho demonstraram
gue as moléculas dos derivados reticulados de amido de mandioca nao reticulam nas

condi¢Oes de reacgéo estudadas.

Os espectros normalizados de absor¢cdo no infravermelho do amido de
mandioca nativo e dos derivados acetilados indicaram a ocorréncia de duas bandas.
Uma na frequéncia de 1730 a 1715 cm™ associada com o modo vibracional de
v ( €C=—=0O) e outra na frequéncia de 1300 a 1200 cm~ associada com o modo

vibracional de v (C—0O), como pode ser observado na Figura 30.

Figura 30 — Espectros normalizados de absorgéo no infravermelho do (a) amido de
mandioca nativo e dos derivados acetilados (pH 10,0 e Rstme:acu 0,03), e dos (b) derivados
acetilados (pH 11,0 e Rstme:acu 0,03), e dos (c) derivados acetilados (pH 10,0 e Rstwme:acu
0,08), e do (d) derivado acetilado RA1s (pH 11,0 e Rstme:acu 0,08).
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Observa-se na Figura 30 que as bandas ocorreram nas frequéncias proximo de
1727,4 £+ 0,2 cm~te de 1233,4 + 0,1 cm™ e isso demonstra que as ligacdes estdo em
ésteres conjugados de acetato (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 1991; PAVIA
et al., 1987). Os espectros deconvoluidos de RA1 e RA1s nessas faixas de frequéncia

podem ser visualizados na Figura 31, que destaca o centro das duas bandas.

Figura 31 — Comparacéo dos espectros deconvoluidos de absorcéo no infravermelho do
derivado RA; (pH 10,0 e Rstwr:acu 0,03) na faixa de frequéncia de (a) 3900 a 1500 cm™e na
faixa de frequéncia de (b) 1500 a 1100 cm™ com os espectros do derivado RAss (pH 11,0 e

Rstvpacu 0,08) na faixa de frequéncia de (c) 3900 a 1500 cm™ e na faixa de frequéncia de
(d) 1500 a 1100 cm™.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Observa-se na Figura 31 que o0s espectros de absorgéo no infravermelho dos
derivados RA1 e RA1s deconvoluidos na regido de 3900 a 1100 cm™ apresentaram
perfis semelhantes, apesar das condicfes do meio de reticulacao distintas do derivado
R1 (pH 10,0 e Rstmp:acu 0,03) e do derivado Ris (pH 11,0 e Rstmp:acu 0,08).
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A comparacdo dos espectros de absorcdo no infravermelho do amido de
mandioca nativo e dos derivados acetilados na frequéncia de 1500 a 1100 cm™
mostrou uma terceira banda entre 1400 a 1350 cm™, como se observa na Figura 32,

referente a RA15, RA2 e RA13.

Figura 32 — Comparacao dos espectros deconvoluidos de absor¢do no infravermelho na
faixa de frequéncia de 1500 a 1100 cm™ do (a) amido de mandioca nativo, do (b) derivado
RA13 (pH 10,0 e Rstwp:acu 0,03), do derivado (c) RA2 (pH 11,0 e Rstvpe.acu 0,03) e do (d)
derivado RA1s (pH 10,0 e Rstvr.acu 0,08), destacando a area da banda associada com o
modo vibracional de &s (—CHz3) e de s (O—H).
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Essa banda ocorreu na regido do espectro que esta associada com o modo
vibracional de &s (—CHs3) e com o de &s (O—H) em acidos carboxilicos, demonstrando
a presenca de acido acético no interior dos granulos do amido acetilado
(SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 1974). Observa-se também na Figura 32 que a
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intensidade de radiacdo absorvida foi semelhante, como indica a area desta banda
nos espectros de RA15, RA2 e RA13.

Tudo aponta para o fato que a acetilacdo das moléculas do amido de mandioca
nao foi influenciada pelas condi¢cées do meio de reticulacéo, denotando auséncia de
grupos fosfato.

Os resultados de espectroscopia de absorcado no infravermelho confirmaram
que grupos acetila (CHsCO—) foram inseridos nas moléculas do amido e
evidenciaram a presenca de acido acético no interior dos granulos dos derivados

acetilados de amido de mandioca.
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5.3 PARAMETROS DE GELATINIZACAO DO AMIDO DE MANDIOCA
QUIMICAMENTE MODIFICADO

Independentemente do tipo de modificacdo quimica e das condicbes do meio
de reticulacdo, as curvas de microcalorimetria exploratéria diferencial (UDSC)
mostraram uma transicdo endotérmica principal que corresponde a gelatinizacéo (Ma),
uma segunda transicdo endotérmica (M2) que corresponde a fusdo de cristais de
amilopectina mais estaveis e duas transicbes (LieLz2) que correspondem a
conformacdes das moléculas de amilopectina apds a solubilizacdo do granulo.

As curvas de pDSC do amido de mandioca nativo serviram de referéncia para
identificar alteracbes no comportamento de gelatinizacdo dos derivados reticulados e
acetilados de mandioca. A Figura 33 traz as curvas dos ensaios com o amido de

mandioca nativo.

Figura 33 — Curvas de uDSC com a linha de base corrigida do primeiro (a) e do segundo

ensaio (b) do amido de mandioca nativo na razdo massica amido:agua 1:3.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Como pode ser observado na Figura 33, o pico endotérmico da gelatinizacao
(M1) ocorreu entre 50 e 80 °C. Essa € a transi¢ao principal ao longo do aquecimento
e ocorre quando os cristais de amilopectina se desprendem da rede cristalina e as
hélices duplas recém-fundidas se desemparelham.

Observa-se também na Figura 33 que uma segunda transicdo endotérmica

(M2), cujo formato de sino do pico € semelhante ao do pico de gelatinizagdo, ocorreu
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entre 80 e 90 °C e também corresponde a fuséo dos cristais de amilopectina, s6 que

dos cristais mais estaveis

A linha de base do instrumento ndo se reestabeleceu entre os picos de
gelatinizacdo e o da segunda transicdo endotérmica, como pode ser verificado na
Figura 33. Mdltiplas transicdes endotérmicas desse tipo no amido de mandioca

revelam a heterogeneidade dos cristais de amilopectina no granulo.

As transicdes L1 e L2 ocorreram entre 85 e 110 °C e apresentaram carater
exotérmico no inicio que mudou para endotérmico e novamente exotérmico conforme
a temperatura aumentou, como mostrado nos detalhes da Figura 33 (a) e da Figura
33 (b).

Os valores médios de temperatura e entalpia de gelatinizacdo do amido de
mandioca nativo, determinados por meio das curvas de uDSC da Figura 33, foram
64,7 °C e 14,9 J g1, respectivamente.

Isto posto, as curvas de uDSC dos derivados reticulados de amido de mandioca
mostraram as mesmas transi¢cdes exibidas pelas curvas de uDSC do amido nativo.
Entretanto, em alguns casos a segunda transi¢cdo endotérmica ndo ocorreu e em
outros a L1, como pode ser visto na Figura 34, referente ao derivado R1 (pH 10,0 e
Rstvp:acu 0,03) e ao Rio (pH 11,0 e Rstvp:acu 0,03).

Figura 34 — Curvas de uDSC com a linha de base corrigida do (a) derivado R1 (pH 10,0 e
Rstme:acu 0,03) na razdo massica agua:amido de 3,0 e do (b) derivado Rio (pH 11,0 e

Rstme:acu 0,03) na razdo massica amido:agua 1:3.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Nota-se ainda na Figura 34 (b) que, assim como nas curvas do amido de
mandioca nativo, a linha de base do instrumento ndo se reestabeleceu entre o pico de
gelatinizacédo e o segundo pico endotérmico.

Ao lado do pico de gelatinizagdo, L2 foi a transigcdo que persistiu nas curvas
pUDSC dos derivados reticulados e normalmente ocorreu proximo de 105 °C, como
pode ser visualizado na Figura 35, cujas curvas sao de Ri1 (pH 10,0 e Rstvp:acu 0,08).

Figura 35 — Curvas de uDSC com a linha de base corrigida do primeiro (a) e do segundo
ensaio (b) do derivado Ri1 (pH 10,0 e Rstmp:acu 0,03) na razdo massica amido:agua 1:3.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

A transi¢cdo L1 ndo ocorreu em uma curva e 0 segundo pico endotérmico nao
ocorreu na outra, como pode ser verificado nos detalhes da Figura 35 (a) e Figura
35 (b), respectivamente.

Essa variabilidade do comportamento na gelatinizacdo dos derivados
reticulados refletiu na deconvolucéao das curvas de uDSC. O ajuste de duas funcdes
gaussianas ao pico de gelatinizagdo ndo convergiu para todos 0os casos, cOmo 0

mostrado na Figura 36, referente também a Rui.
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Figura 36 — Curvas de uDSC com a linha de base corrigida do primeiro ensaio do derivado
Ri11 (pH 10,0 e Rstve:acu 0,03) deconvoluida no tempo (a) e do segundo ensaio de Ri1

deconvoluida na temperatura (b) na razdo massica amido:agua 1:3.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Observa-se na Figura 36 que o pico de gelatinizacdo de uma curva de R 11 foi
deconvoluido por uma Unica funcdo gaussiana porque o ajuste da segunda funcdo ao
pico ndo convergiu. Nesse caso, 0s valores dos parametros de gelatinizacdo do
derivado diferem, sendo o valor de entalpia de gelatinizacdo o mais afetado.

Os parametros de gelatinizacdo dos derivados reticulados de amido de
mandioca estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 — Valores médios dos parametros de gelatinizacéo dos derivados reticulados de

amido de mandioca separados por condicdo de reacdo nos experimentos de sintese dos

derivados reticulados

Parametros de gelatinizac&o?

A FWHM AcH  Tm  Tmi To
Condicdo dereacdo  Derivado (mw) (s Qgh (O (°C) C)
#1 (Grupo 1) R 08 3720 107 632 578 686
Rs 08 4702 142 634 580 688
Ro 09 4632 142 632 581 684
Ris 08 3844 11,2 635 579 69,0
#2 (Grupo 2) R: 09 4528 142 633 584 682
Re — — — — — —
Rio 09 3449 106 635 586 685
R1a — — — — — —
#3 (Grupo 3) Rs - _ _ _ _ _
R+ 09 3895 122 639 584 695
Ru1 09 4183 135 642 582 7072
Ris 09 3982 121 636 579 693
#4 (Grupo 4)?2 Ra _ . — _ — _
Re — — — — — —
Re _ _ _ _ _ _
Ris 09 4167 136 652 592 7172

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

(1) Valores médios da duplicata.

(2) Grupo excluido da analise por falta de resultado.

* O teste de Levene ndo paramétrico verificou a homogeneidade de variancia (p > 0,05) dos dados.

As curvas de uDSC dos derivados acetilados de amido de mandioca mostraram

0 pico de gelatinizagdo (M1) deslocado para uma faixa de temperatura 45 a 70 °C



92

menor em relacéo a dos derivados reticulados 50 a 80 °C, como pode ser visualizado

na Figura 37, referente ao derivado RA1 (pH 10,0 e Rstmp:acu 0,03).

Figura 37 — Curvas de uDSC com a linha de base corrigida do primeiro (a) e do segundo

ensaio (b) do derivado RA;: (pH 10,0 e Rstme:acu 0,03) na razdo massica amido:agua 1:3.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Nota-se nas curvas pUDSC de RA1 mostradas na Figura 37 que o fluxo de calor
maximo registrado também diminuiu em relacdo ao registrado pelas curvas de uDSC
dos derivados reticulados de amido de mandioca.

As curvas de uDSC dos derivados acetilados também mostraram o pico da
segunda transicao endotérmica (Mz), a qual ocorreu na mesma faixa de temperatura
80 a 90 °C daquelas nas curvas dos derivados reticulados de amido, como pode ser

visto na Figura 38 cujas curvas sdo do derivado RAz (pH 11,0 e Rstvp:acu 0,03).
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Figura 38 — Curvas de uDSC com a linha de base corrigida do primeiro (a) e do segundo

ensaio (b) do derivado RA; (pH 11,0 e Rstmeacu 0,03) na razdo massica amido:agua 1:3.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Observa-se na Figura 38, assim como na Figura 37, que a linha de base do
microcalorimetro se reestabeleceu entre o pico de gelatinizacdo (M1) e o pico da
segunda transi¢do endotérmica (M2).

Nos detalhes da Figura 38 (a) e da Figura 38 (b), observa-se a transi¢cao L1 nao
ocorreu em todas as curvas de uUDSC dos derivados acetilados. Do contréario, a
transicao L2 persistiu nas curvas de uDSC de todos os derivados acetilados de amido
de mandioca.

Algumas curvas de uDSC dos derivados acetilados, além de L1, também néo
mostraram a segunda transicdo endotérmica (Mz), como pode ser visualizado nas

curvas do derivado RA11 (pH 10,0 e Rstmr:acu 0,08) mostradas na Figura 39.
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Figura 39 — Curvas de uDSC com a linha de base corrigida do primeiro (a) e do segundo

ensaio (b) do derivado RA11 (pH 10,0 e Rstme-acu 0,08) na razdo massica amido:agua 1:3.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Visualiza-se nos detalhes da Figura 39.(a) e da Figura 39 (b) oscilacfes da
linha de base do instrumento nos lugares em que as transi¢ées M2 e L1 nhormalmente
ocorreram.

As curvas de pDSC dos derivados acetilados de amido de mandioca
evidenciaram que o pico de gelatinizacdo foi influenciado pela acetilacdo das
moléculas do amido de mandioca. A presenca de grupos acetila nas moléculas do
amido e a de &cido acético nos granulos do amido de mandioca provocaram o
abaixamento das temperaturas pico de gelatinizacéo.

Semelhante a deconvolucdo das curvas de uDSC dos derivados reticulados,
as diferencas nos perfis das curvas dos derivados acetilados se refletiram na
convolucdo do sinal de fluxo de calor do pico de gelatinizacdo, como no caso do
derivado RA1 e no do derivado RA14 (pH 11,0 e Rstmr:acu 0,03) apresentados na
Figura 40.
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Figura 40 — Curvas de uDSC com a linha de base corrigida do primeiro ensaio do derivado
RA: (pH 10,0 e Rstme-acu 0,03) deconvoluida (a) no tempo e do segundo ensaio
deconvoluida na (b) temperatura na razdo massica amido:agua 1:3, e do primeiro ensaio do
derivado RA14 (pH 11,0 e Rstve:acu 0,03) deconvoluida no (c) tempo e do segundo ensaio

deconvoluida na (d) temperatura.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Observa-se na Figura 40 (a), a deconvolucao do pico de gelatinizacéo por duas
fungbes gaussiana de uma das curvas de RAi. A deconvolugdo do pico de
gelatinizacdo por uma unica fungéo foi o caso, também, de RA1 e de uma curva de
RA14, como mostram a Figura 40 (b) e a Figura 40 (c), respectivamente.

Uma excecao a essas duas situacdes foi a deconvolucao da curva de uDSC de
RA14, a qual esta mostrada na Figura 40 (d), a altura da segunda funcé&o gaussiana
diminuiu. O achatamento da func¢é&o foi por causa da linha de base do instrumento que
levou mais tempo para se reestabelecer apos o pico de gelatinizacéo.

Dessa forma, os parametros de gelatinizacdo dos derivados acetilados de

amido de mandioca estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 — Valores médios dos parametros de gelatinizacdo dos derivados acetilados de

amido de mandioca separados por condicdo de reacdo na reticulacédo

Parametros de gelatinizag&o?

A FWHM AcH  To Tmi Tm
Condicdo dereacdo  Derivado (mw) s) (g™ (O (°C) )
#1 (Grupo 5) RA: 06 5154 108 582 50,8 656
RAs 06 5610 108 57,7 496 658
RA 06 5389 103 57,8 501 657
RA1s 06 5481 109 583 505 66,1
#2 (Grupo 6) RA2 06 4915 99 57,6 50,6 645
RAs _ _ _ _ _ _
RAw0 06 5440 108 583 50,6 66,0
RAw 05 5896 11,0 57,4 491 658
#3 (Grupo 7) RAs _ . _ _ — _
RA7 06 5543 108 57,4 494 653
RAw 06 5462 11,2 57,5 498 652
RAs 06 5552 11,5 57,6 497 656
#4 (Grupo 8)? RAs _ . _ _ _ _
RAs — — — — — —
RA12 - — - - - -
RAs 05 5449 954 562 486 63,6

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

(1) Valores médios da duplicata.
(2) Grupo excluido da andlise por falta de resultado.

* O teste de Levene ndo paramétrico verificou a homogeneidade de variancia (p > 0,05) dos dados.

O resultado da comparacao entre os grupos dos derivados reticulados e os
grupos dos derivados acetilados de amido de mandioca, com base nas condi¢des do

meio de reticulacdo, esta mostrado na Tabela 10.
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Tabela 10 — Valores (Média + Desvio Padrédo) dos parametros de gelatinizacdo dos derivados de amido de mandioca comparados com base

nas condicfes de reacdo da reticulacao e na acetilacdo dos derivados reticulados de amido de mandioca

Condicoes de reacéao

Parametros de gelatinizacéo

Grupo® pH Rstmp: acu A (mW) FWHM (s) AmH (3 071) Tm (°C) Tmi (°C) Tms (°C)

1 10,0 0,03 0,8+0,02 422,4 + 51,42 12,6 +1,92 63,5+ 0,52 57,9+ 0,22 69,2+ 1,12
2 11,0 0,03 0,9+0,02 398,9 +£76,32 12,4+ 2,62 63,4+ 0,22 58,4 £ 0,22 68,4 £ 0,22
3 10,0 0,08 0,9+0,02 402,0 + 14,82 12,5+ 0,52 63,9 +0,32 58,2+ 0,22 69,6 +£ 0,52
5 10,0 0,03 0,6 + 0,0° 540,8 + 19,2° 10,7+ 0,32 58,0 £ 0,3° 50,2 £ 0,5° 65,8 £ 0,2°
6 11,0 0,03 0,6 £ 0,0° 541,7 + 49,1° 10,6 + 0,62 57,8 +0,5° 50,1+ 0,9° 65,4 +0,8°
7 10,0 0,08 0,6 £ 0,0° 551,9 + 5,0° 11,2+ 0,42 57,5+0,2° 49,6 +0,2° 65,4 +0,2°

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

(1) Grupos 1, 2 e 3 referem-se aos derivados reticulados e os grupos 5, 6 e 7 aos derivados acetilados de amido de mandioca.

* | etras iguais na mesma coluna indicam que néo ha diferenca significativa entre as médias (p > 0,05) de acordo com o teste de Games-Howell.
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Observa-se na Tabela 10 que o0 aumento do pH do meio de reticulacdo de 10,0
para 11,0 ndo influenciou nos parametros de gelatinizagédo (p > 0,05) dos derivados
reticulados. Da mesma forma, o aumento da razdo molar de trimetafosfato trisddio por
unidade de anidroglicose também nao influenciou os pardmetros de gelatinizacéo

(p > 0,05) dos derivados reticulados de amido de mandioca.

Como consequéncia, os parametros de gelatinizacdo dos derivados acetilados
do amido de mandioca também néo foram influenciados (p > 0,05) pelo pH e pela
razdo molar de trimetafosfato trisédio por unidade de anidroglicose no meio de
reticulacéo do derivado utilizado para a sintese do seu par acetilado, como pode ser

verificado na Tabela 10.

Esses resultados evidenciaram a auséncia de grupos fosfato entre as
moléculas dos derivados reticulados, apontando para o fato que as moléculas de

amido de mandioca nao reticularam.

Como pode ser verificado na Tabela 10, a acetilacdo das moléculas do amido
de mandioca influenciou (p < 0,05) nos parametros de gelatinizacdo dos derivados
acetilados.

O méaximo valor do sinal de fluxo de calor (A) diminuiu, indicando que uma
parcela de energia deixou de contribuir para a transicdo. A largura a meia altura
(FWHM) aumentou. Ou seja, a transicdo durou um intervalo de tempo maior, indicando
maior heterogeneidade de componentes no derivado acetilado. A temperatura de
gelatinizacdo (Tm), a temperatura inicial (Tm,) e final (Tms) da transicdo diminuiram,
indicando o abaixamento do ponto de fuséo da amilopectina.

A entalpia de gelatinizacdo (AmH) também diminuiu, mas a diferenca entre as
médias n&o alcancou significancia estatistica (p > 0,05), como pode ser verificado na
Tabela 10.

5.4 ESTRUTURA MOLECULAR DO AMIDO DE MANDIOCA QUIMICAMENTE
MODIFICADO GELATINIZADO

Os espectros Raman das moléculas gelatinizadas do amido de mandioca
reticulado ndo apontaram a presenca de ligacdes quimicas de grupos fosfato, nem
evidenciaram mudanca no espectro devido a solubilizacdo dos granulos. Por outro

lado, os espectros Raman das moléculas gelatinizadas do amido de mandioca
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acetilado foram desconsiderados por causa da interferéncia de bandas do material do
substrato.

Assim como o0s espectros de absorcdo no infravermelho dos derivados
reticulados ndo demonstraram absorcao de luz em frequéncias associadas aos modos
vibracionais Oaxial (P=—=0) e &axia (C—P—0), 0s espectros Raman também né&o
indicaram o espalhamento da luz (A = 785 nm) em frequéncias associadas aos modos

vibracionais das ligac6es nos grupos fosfato, como pode ser visualizado na Figura 41.

Figura 41 — Espectro Raman normalizado das moléculas gelatinizadas e na forma granular
do (a) derivado reticulado Ris (pH 10,0 e Rstmpe.acu 0,03), do (b) derivado reticulado Rz (pH
11,0 e Rstmpr:acu 0,03), do (c) derivado reticulado Ris (pH 10,0 € Rstmp:acu 0,08) e do (d)
derivado reticulado Ri6 (pH 11,0 € Rstmp:acu 0,08).
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Observa-se na Figura 41 que as transicdes estruturais pelas quais as moléculas

dos derivados reticulados passaram nos ensaios de microcalorimetria exploratoria
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diferencial ndo afetaram a intensidade Raman das bandas das liga¢des quimicas nas
moléculas do amido de mandioca. Ou seja, as bandas do espectro Raman do amido
de mandioca foram insensiveis a perda de cristalinidade e a solubilizacdo dos
componentes do amido de mandioca na agua.

Neste trabalho o0s resultados de microscopia Raman das moléculas
gelatinizadas dos derivados reticulados estdo diretamente relacionados aos de
microcalorimetria exploratéria diferencial, portanto, mais uma evidéncia de que nao
houve mudanca quimica nas moléculas do amido de mandioca nas quatro condi¢des
de reacédo estudadas.

Os espectros Raman dos derivados acetilados de amido de mandioca
mostraram perda de intensidade de modo que as bandas do poliestireno cristal, o
substrato no qual as amostras gelatinizadas foram colocadas, se sobrepuseram as

bandas do amido ao longo de todo o espectro e, por isso, ndo houve resultados.



101

6 DISCUSSAO

6.1 SINTESE DO AMIDO DE MANDIOCA QUIMICAMENTE MODIFICADO

Com base nos resultados, foi possivel argumentar que os préprios anions do
trimetafosfato trisddio inibem a formacéo de ligacdes cruzadas entre as moléculas do
amido e causam o inchamento do granulo do amido de mandioca a depender das
condi¢Oes de pH e temperatura do meio de reticulagéo.

O pH do meio de reticulacédo diminui & medida que o intermediario tripolifosfato
de sodio enxertado é formado. Este intermediario € o promotor de ligacdes cruzadas
entre as moléculas dos polissacarideos (LACK et al., 2007).

Woo e Seib (2002) sintetizaram amido de mandioca reticulado com
trimetafosfato trisédio na razdo molar por unidade de anidroglicose de 0,06, pH 11,5,
temperatura 45 °C, tempo de reacdo de 3 h e na presenca de sulfato de sodio
(Na2S04) e de tripolifosfato de sodio (NasP3O10), com o intuito de utilizar o derivado
como amido resistente. Os pesquisadores argumentam ter registrado queda do pH do
meio de reticulacéo entre 0,2 a 0,3, mas nao informaram como monitoraram o pH nem
apresentaram curvas de variacdo do pH ao longo do tempo de reacéo.

As curvas de variacdo do pH do meio de reticulacdo deste trabalho nado
indicaram tal diminuicdo. Os experimentos dos derivados Rio, Rie € Ris4, todos
reticulados a pH 11,0, mostraram variacao do pH de 0,1 (Tabela 6, p. 73).

Isto pode estar associado com o baixo consumo de NaOH(aq) para formar o
tripolifosfato enxertado de amilose e de amilopectina, denotando que a reticulagcéo das
moléculas do amido é lenta e a difusdo dos anions P30g%(aqg) do meio de reticulacédo
para o interior do granulo seja a etapa limitante (LACK et al., 2007).

Alternativamente, isto pode estar associado com o fato que o NaOH(aq) estava
em excesso em relagdo ao trimetafosfato trisédio nas quatro condi¢cdes de reacéo
estudadas e, nessas circunstancias, as moléculas do reagente foram degradadas a
tripolifosfato de sédio sem promover a reticulagdo das moléculas do amido (LACK et
al., 2007).

Neste cenario, os granulos do amido estdo hidratados, reversivelmente
inchados com carga negativa e na presenca dos ions HsO*(aq), OH-(aq), Na*(aq),
P30 3-(aq), P207 *(aq) e P3010°(aq) ao longo de 5 h (LACK et al., 2007). Quanto
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mais alcalino estiver o meio de reticulagdo, maior quantidade de ions HsO*(aq)
migrardo das moléculas do amido para a suspensdo devido a diferenca de
concentragcdo, aumentando a densidade de carga negativa nas moléculas do amido
(OOSTEN, 1982; OOSTEN, 1990).

Isso dificulta a difusédo dos anions P3O9 3-(aqg) para o interior do granulo por
causa da acdo de forcas eletrostaticas de repulsdo, os anions P207 “(aq) e
P3010 > (aq) aumentam também a densidade de carga negativa no meio de reacéo e
eles podem ter se distribuido ao redor dos granulos, dificultando ainda mais a difuséo
dos anions P30 %-(aq) (JANE, 1993).

Wongsagonsup et al. (2014) sintetizaram amido de mandioca reticulado na
razdo molar de trimetafosfato trisédio por unidade anidroglicose de 0,001 a 0,03, pH
11,0, temperatura de 45 °C e tempo de reacdo de 3 h, com o propdésito de utilizar o
derivado em férmulas de sopas prontas.

Os autores mostraram, por termogravimetria, que o teor de fésforo nos
derivados reticulados de amido de mandioca aumentou, sendo a diferenca méaxima
entre o amido reticulado de mandioca (Rstvp:acu = 0,03) e 0 amido de mandioca nativo
de 0,026%. Contudo, tal resultado sozinho ndo é evidéncia de ligacdo cruzada nas
moléculas do amido de mandioca. Ele facilmente pode revelar a presenca de
monoésteres de fosfato ou de sais de fosfato que se formam no meio de reticulacdo e
gue nao foram removidos na lavagem do derivado.

Além da hipotese de auséncia de reticulagdo das moléculas do amido, os
granulos do derivado reticulado na razdo molar de 0,08 e pH 11,0 incharam na etapa
de lavagem como consequéncia das interagdes dos anions P30g 3~ (aq), P2074(aq) e
P3010 >(aq) com as moléculas do amido de mandioca (GOUGH, PHYBUS, 1973).
Essa hipotese do inchamento dos granulos de R4 (dois experimentos de sintese), Rs
e Ris (dois experimentos de sintese) explicaria porque nado foi possivel recuperar
esses derivados por filtragdo na lavagem.

Woo e Seib (2002) recuperaram o amido de mandioca reticulados na etapa de
lavagem por centrifugacéo, isto &, o inchamento dos granulos do derivado n&o seria
prontamente percebido. JA Wongsagonsup et al. (2014) ndo especificaram se 0s
derivados de amido de mandioca foram recuperados por filtragdo ou por centrifugagéo
e ndo mencionaram problemas, que poderiam ser atribuidos ao inchamento.

Partindo da suposicdo de excesso de cargas negativas no granulo e no meio

de reticulagcdo, as moléculas do amido nas camadas mais externas se deformaram no
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interior dos granulos, contudo eles ndo incharam por causa da presenca dos ions
Na *(aq) que geraram forcas eletrostaticas de atracdo, as quais mantiveram a
estrutura do granulo unida. Entretanto, conforme os granulos foram sendo lavados, os
ions foram sendo removidos e quando as forcas eletrostaticas de atracdo ficaram
fracas os granulos incharam, impedindo a filtracdo (JANE, 1993; GOUGH; PHYBUS,
1973).

As moléculas desses derivados também podem ter gelatinizado. Oosten (1982)
prop0s que os anions seriam os verdadeiros agentes do inchamento e da
gelatinizacéo. Eles desestabilizam as liga¢des intramoleculares de hidrogénio da agua
nos cristais de amilopectina e isso aumenta a mobilidade das moléculas de agua e
facilita as hélices duplas de amilopectina se desprenderem do conjunto cristalino
(JANE, 1993; LECHERT, 1981). Os anions P3010 >(aq) aumentam a densidade de
carga negativa no meio de reticulagcdo de modo que enfraquecem as ligagcOes de
hidrogénio das moléculas de agua nos cristais de amilopectina e desencadeam a
gelatinizacgéo.

Se os granulos tivessem sido observados ao longo do experimento de sintese
e das etapas de purificacdo em um microscopio 6ptico de luz polarizada, a perda do
sinal de birrefringéncia teria sido constatada e haveria evidéncia para o inchamento
do granulo e a gelatinizacdo das moléculas do amido de mandioca.

Os resultados deste trabalho sugerem que, a depender da concentracdo, o
trimetafosfato trisédio (~ 0,1 mol L) desestabiliza os granulos do amido de mandioca
nativo em supensdes a pH proximo de 11,0 e a temperatura de 50 °C. O efeito dessa
desestabilizacdo pode ndo ser necessariamente percebido durante a sintese, ele pode
se manifestar nas etapas subsequentes.

Como os efeitos das interacdes idnicas sobre o comportamento de inchamento

e de gelatinizacdo dependem da concentracao e da densidade de carga, a forga ibnica

(W
y = %xquzg )

seria um parametro pratico na definicdo das condi¢des de reticulacdo de amidos com
trimetafosfato trisddio porque no seu calculo sdo consideradas a concentracdo de

cada ion (ci) e a contribui¢cdo de sua carga (zi).
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Com base no que foi discutido, o derivado Rie foi descartado como resultado
porque sua sintese foi ao acaso; um sucesso em cinco tentativas. De qualquer modo,
este derivado foi acetilado e caracterizado assim como os demais.

Sem uma parte dos derivados, a matriz dos experimentos de sintese dos
derivados reticulados de amido de mandioca foi reduzida de 16 para nove derivados,

como mostra a Tabela 11.

Tabela 11 — Matriz final dos experimentos de sintese dos derivados reticulados de amido de
mandioca, com os respectivos pH de reacdo e razdo molar de trimetafosfato trisddio por

unidade de anidroglicose

Derivados por condi¢cdo de reacédo Tamanho amostra
Rstmp:acu N
pH 0,03 0,08 Total
10,0 Ri1; Rs; Re e Ris R7; Ri1 e Ris 7
11,0 R2 e Rio — 2
Total 6 3 9

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

O derivado Ris foi excluido da matriz final de experimentos porque ele foi
acidentalmente contaminado durante a execucao dos ensaios de determinacdo do
teor de umidade.

Por tudo isso, ndo se pdde diferenciar o efeito do aumento da quantidade de
trimetafosfato trisédio do efeito do pH sobre os parametros de gelatinizagdo do amido
de mandioca reticulado. Uma analise de variancia fatorial ndo faria sentido para uma
matriz de experimentos cujo numero de amostras a pH 11,0 é duas vezes menor que
0 numero de amostras reticuladas a pH 10,0, sendo que a maior parte das amostras
neste pH foram sintetizadas na menor proporcéo de trimetafosfato trisodio (Tabela 11).

Precaucao deve ser tomada ao definir as propor¢des de trimetafosfato trisodio,
os limites de pH e de temperatura de reacdo para que as moléculas do amido néo se
desestabilizem, rompendo o granulo ou que impeca a difusdo dos anions fosfato para

o interior do granulo, prevenindo a reticulacdo das moléculas do amido.



105

A integridade dos granulos de amido tem de ser garantida desde a sintese até
o momento do uso do produto, tendo em vista que o inchamento e a gelatinizacéao
inesperados dos granulos normalmente comprometem a utilidade do produto. Por
isso, as implicag6es das moléculas do amido estarem confinadas no granulo e das
interacbes ions—moléculas de amido desencadearem a gelatinizacdo devem ser
consideradas para definir a abordagem experimental e as condicfes de reacdo que
assegurem a integridade do granulo e a eficacia do processo de modificagdo quimica.

O sistema de controle do pH néo foi exato, por isso, o pH do meio de acetilacao
nao convergiu para o valor de referéncia, mas o sistema atendeu ao propdsito de
manter o meio de reacdo alcalino e em condi¢cfes seguras ao granulo do amido de
mandioca. Se o ajuste do pH tivesse sido feito manualmente seria alta a probabilidade
de perder os derivados por descontrole do pH e de sintetizar derivados em condi¢des
diferentes, prejudicando a comparacdo dos resultados e a credibilidade das
conclusdes deste trabalho (VAUX; FIDLER; CUMMING, 2012).

Curvas de consumo de NaOH(aq) a 3,0 mol L= do sistema de acetilacdo sem
e com amido de mandioca nativo estdo mostradas na Figura 42. Estas curvas foram
adquiridas usando o sistema de controle de pH aprimorado com dosagem de

NaOH(aq) via seringa (Figura 13, p. 59).
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Figura 42 — Relacdo entre os volumes gastos de NaOH(aq) a 3,0 mol L™ para manter o meio
de acetilacdo alcalino proximo de 10,0 do (a) sistema de reacdo sem amido de mandioca

nativo e do (b) sistema de reagcdo com amido de mandioca nativo.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

A reacao de acetilagdo do amido em meio aquoso € a neutralizacao do acido
e, secundariamente, forma o acetato de amido. As curvas de consumo de NaOH(aq)
da Figura 42 evidenciam o potencial do dano que a hidrélise acida pode causar ao
granulo por meio da quantidade de acido acético gerado.

A presenca dos granulos de amido de mandioca diminui a taxa de consumo de
NaOH(aq). A inclinacédo das curvas da Figura 42 (b) foi menor que a inclinacéo das
curvas na Figura 42 (a) porque uma parte das moléculas do anidrido acético formaram
acetato com as moléculas do amido. Entretanto, a proporgéo € pequena e a formacéao
do &cido acético prevalece, o qual pode tamponar o meio de acetilacédo e degradar os
granulos se nao for rapidamente neutralizado.

Com base nisso, é possivel identificar que a vazdo da solu¢cdo de NaOH(aq)
poderia ser usada para o acompanhamento indireto do progresso da reacao e, desta
forma, estabelecer o instante em que a adicdo de anidrido acético poderia ser
encerrada. Entretanto, isto requerira um projeto com a integracdo mecanica de cada
sistema a montagem experimental.

Os estudos disponiveis ndo discorrem sobre o fato de que a neutralizacdo
inadequada do acido acético causaria a hidrélise das moléculas do amido e que a
adicdo exagerada do NaOH(aq) causaria a gelatinizacdo. Aléem disto, os autores
constatam que os granulos dos derivados erodiram ou se aglutinaram, mas néo

correlacionam essas evidéncias as condicdes em que o derivado foi sintetizado
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(GOLACHOWSKI et al., 2015; HUANG et al., 2006; HUNG; MORITA, 2005; SINGH,;
CHAWLA,; SINGH, 2004; SINGH; KAUR; MCCARTHY, 2007; WURZBURG,1986).
N&o foi possivel encontrar na literatura curvas de pH ao longo do tempo de
sistemas de acetilacdo de amido, apesar da abundancia de trabalhos sobre a
acetilacao de diversos tipos de amidos para aplicacdes nas industrias alimenticia e

biomédica.

6.2 ESTRUTURA MOLECULAR DO AMIDO DE MANDIOCA QUIMICAMENTE
MODIFICADO GRANULAR

Os espectros vibracionais no infravermelho dos derivados reticulados de amido
de mandioca ndo demonstraram modificacdo quimica das moléculas do amido no
granulo e fortaleceram a hipotese que as moléculas do amido ndo reticulam nas
condicbBes de reacdo estudadas. Ja os espectros vibracionais no infravermelho dos
derivados acetilados de amido de mandioca, além da presenca de grupos acetila nas
moléculas do amido, demonstraram a presenca de moléculas de acido acético na
estrutura do granulo.

Mesmo que a deconvolugcdo dos espectros no infravermelho dos derivados
reticulados do amido de mandioca ndo tenham indicado absorcdo em frequéncias
associadas com os modos de vibracao das ligacdes no grupo fosfato, essas bandas
podem estar sobrepostas e ocultas por outras mais intensas.

Isto ocorre quando poucos grupos fosfato séo inseridos nas moléculas do
amido, ou quando as moléculas modificadas estdo localizadas em regifes fora do
alcance da luz infravermelha (ASTM, 2013; WARREN et al., 2013).

Porém, a hipotese de que ndo houve reticulacdo tem evidéncia experimental.
Aguiar (2014) empregou a técnica de transmissao para avaliar a estrutura molecular
de derivados reticulados de amido de mandioca no infravermelho. A autora avaliou
estrutura molecular dos derivados reticulados com maior quantidade de trimetafosfato
trisddio (Rstmp:acu de 0 a 0,16, pH 11,0, temperatura de 50 °C e tempo de reacao de
5 h) em comparacdo a deste trabalho e os resultados também néo indicaram a
presenca de grupos fosfato na moléculas do amido.

Os demais estudos sobre amido de mandioca reticulado com trimetafosfato

trisddio avaliados ndo empregaram técnicas espectroscopicas para caracterizar a
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estrutura molecular do amido de mandioca modificado (KASEMSUWAN; BAILEY;
JANE, 1998; WONGSAGONSUP et al., 2014; WOO; SEIB, 1997; WOO; SEIB, 2002).

Com base nos resultados dos experimentos de sintese dos derivados
reticulados de amido de mandioca e nos resultados de espectroscopia no
infravermelho deste trabalho e do de Aguiar (2014), a hipétese de que ndo houve
reticulacdo das moléculas do amido € plausivel.

Mais, é possivel supor que o tripolifosfato de sédio ndo foi enxertado nas
moléculas do amido e, por isso, a ligacdo cruzada ndo ocorreu nem houve a formacgéo
de monoésteres (LACK et al., 2007). Para o tripolifosfato de sédio enxertado se formar,
os anions P30¢*(aq) precisam difundir do meio de reacéo para o interior do granulo e
ISSO N&o ocorreu.

Os resultados de espectroscopia no infravermelho confirmaram a presenca dos
grupos acetila (CHsCO—) nas moléculas do amido e indicaram a presenca de
moléculas de acido acético no interior do granulo do amido de mandioca.

Huang et al. (2006) acetilaram o amido de feijao verde com acetato de vinila ou
com anidrido acético na mesma razao de 0,088 mol de agente acetilante por mol de
unidade de anidroglicose e compararam o padrdo de substituicAo dos grupos
hidroxilas nas moléculas dos dois derivados. Os autores demonstraram que as
moléculas de amilopectina apresentaram cerca de 45% dos grupos acetila do total
inserido nas moléculas do amido e que o0s grupos acetila se distribuiram mais
uniformemente nas moléculas do amido de feijdo quando acetiladas com anidrido
aceético.

Com base nos resultados acima, os grupos acetila inseridos nas unidades de
anidroglicose fazem das moléculas modificadas unidades copolimerizadas, como se
tivessem sido formadas por mais um mondémero.

Sabendo que apenas as moléculas de amilopectina localizadas nas regides
amorfas das camadas de crescimento sdo modificadas, as unidades copolimerizadas
ai formadas estao sujeitas a hidrélise pelo acido acético e as moléculas hidrolisadas
dessas unidades atuam como contaminantes no granulo (BERTOFT et al., 2010;
BERTOFT, 2013; FLORY, 1953).
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6.3 PARAMETROS DE GELATINIZACAO DO AMIDO DE MANDIOCA
QUIMICAMENTE MODIFICADO

Os resultados de microcalorimetria exploratoria diferencial e os de
espectroscopia no infravermelho se conciliaram e reforgcaram a hipétese que os anions
fosfato P3O9 3, P207 4 e P3010 >~ inibem a reticulagdo das moléculas do amido de
mandioca.

As causas para a falta de grupos fosfato nas moléculas do amido de mandioca
poderiam ser o tempo de reacao insuficiente e os ions ndo alcancaram as moléculas
suscetiveis a reticulacdo, ou a movimentacdo dos ions no meio de reticulacéo foi tal
que eletrostaticamente blindou os granulos, repelindo os anions OH-(aq), P309¢%(aq),
P207*(aq) e P3010°(aq).

A segunda causa € a mais coerente com o0s resultados deste trabalho porque
os granulos dos derivados reticulados no pH 11,0 e razdo molar de reagentes 0,08 se
desestabilizaram quando eles foram recuperados do meio de reticulagao e lavados.

Woo e Seib (2002) também analisaram os derivados reticulados por
calorimetria exploratdria diferencial nas seguintes condicfes: razdo em massa de
amido e de agua 1:4, faixa de temperatura de 20 a 120 °C e taxa de aquecimento de
10 °C min.

Os pesquisadores nao apresentaram os resultados da andlise para o amido de
mandioca. A temperatura de gelatinizacdo dos derivados reticulados de amido de
trigo, trigo ceroso, milho, milho ceroso e batata (60,9; 66,9; 69,6; 73,6 e 59,4) °C
aumentou quando comparada a temperatura de gelatinizacdo de um branco (56,6;
60,0; 64,3; 65,2 e 57,3) °C e isso foi atribuido as liga¢gdes cruzadas nas moléculas do
amido.

A entalpia de gelatinizagdo dos derivados reticulados (8,9; 12,2; 10,5; 12,4;
12,3) J g! diminuiu quando comparada com a do branco (9,8; 13,1; 11,9; 15,7;
11,6) J g*. Neste caso, os autores explicaram que houve annealing do granulo de
amido ao longo do tempo de reacéo e, por tanto, a entalpia de gelatinizagéo diminuiu.

Esses resultados ndo confirmaram nem esclareceram os resultados deste
trabalho para o amido de mandioca. O annealing promove o reordenamento e
recristalizacdo das hélices duplas de amilopectina e isto aumenta a entalpia de

gelatinizacdo de acordo com o estudo de Vamadevan et al. (2013). Além disso, 0
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tempo de 3 h ou de 5 h ndo seria suficiente para promover tal reorganizacdo dos
cristais de amilopectina no amido de mandioca (BILIADERIS, 2009; VAMADEVAN
et al., 2013)

No estudo de Wongsagonsup et al. (2014), os pesquisadores caracterizaram
os derivados reticulados por calorimetria exploratéria diferencial nas seguintes
condi¢cBes: razdo em massa de amido e de agua 1:3, faixa de temperatura de 25 a
100 °C e taxa de aquecimento de 10 °C min~2,

Os pesquisadores mostraram que a temperatura de gelatinizagdo dos
derivados reticulados de amido de mandioca foi insensivel a variacdo da quantidade
de trimetafosfato trisddio o que condiz com os resultados deste trabalho.

Nas condi¢cbes estudadas por Wongsagonsup et al. (2014), a entalpia de
gelatinizac@o dos derivados reticulados de amido de mandioca aumentou, a medida
gue a quantidade de trimetafosfato trisddio foi maior no meio de reticulagdo o que foi
atribuido a presenca de ligacdes cruzadas nas moléculas do amido de mandioca.

Entretanto, essa explicacdo ndo tem evidéncia que mostre os grupos fosfato na
estrutura molecular dos derivados e é contestada pelo fato de que as ligacdes
cruzadas ocorrem nas regifées amorfas do granulo entre as moléculas de amilose e
amilopectina (KASEMSUWAN; JANE, 1994; JANE, 2009). O efeito direto disso, na
realidade, € o aumento das temperaturas da transi¢cdo, visto que o inchamento do
granulo é inibido pelas ligacdes cruzadas, que sdo covalentes (SINGH; KAUR;
MACCARTHY, 2006).

A parte as diferencas nos resultados devido as condicdes de ensaio, 0s
resultados de Woo e Seib (2002) e de Wongsagousung et al. (2014) ndo se
conciliaram com os deste trabalho e a hipétese de que as moléculas do amido de
mandioca néo reticularam ainda é plausivel.

Multiplas transi¢cdes endotérmicas ocorrem quando suspensdes de amido sdo
aquecidas até 150 °C. Nao ha consenso, mas as transi¢des abaixo de 100 °C estariam
relacionadas a fusdo dos cristais de amilopectina (BILIADERIS, 2009). Com base
nisso e levando em consideragdo a natureza semicristalina do granulo, é plausivel
supor que a transicdo endotérmica (M2) corresponda a fusdo de cristais de
amilopectina mais estaveis (FLORY, 1953).

Esses cristais se recristalizaram ao longo do ensaio de microcalorimetria
exploratoria diferencial, a recristalizacdo pode ocorrer quando o granulo € lentamente

aquecido na presenca de agua. Nestas condi¢fes, as regibes amorfas hidratadas
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aumentam de volume e os cristais menos estaveis de amilopectina se fundem,
aliviando tens@es na rede cristalina onde os cristais remanescentes tém as condicdes
para se recristalizarem, tornando-se mais estaveis e fundindo a temperatura maior
(FLORY,1953).

Outra explicacdo para a natureza da transicdo M2 seria a de que se trata de
uma transicao reversivel de fase de cristal liquido (BILIADERIS, 2009; FLORY, 1984;
RANDZIO et al., 2002). Se a etapa de resfriamento tivesse sido realizada a taxa de
1,0 °C min, igual a taxa de aguecimento, a curva de resfriamento poderia ter sido

usada para confirmar a natureza de M.

As transicdes L1 e L2 podem ser acomodacdes das hélices de amilopectina e
de amilose entre fases de cristal liquido (FLORY, 1984). Isso é possivel porque o
sistema amido-agua deste trabalho foi lentamente aquecido e tinha a proporcao de
amido e 4gua (1:3) que favorecia a formagéo de coloide-sol apds a solubilizacdo dos
componentes do granulo (FISCH; KUMAR, 2001; FLORY, 1984; NEUBERT; 2001;
RANDZIO et al., 2002).

As moléculas de amilopectina, que estdo em maior quantidade, sdo as que
comandam essas transi¢des de fase. Os cristais de amilopectina vagarosamente se
soltam da rede cristalina, as hélices continuam emparelhadas e assim se dispersam
na agua voltadas para uma mesma direcdo e com mesmo angulo em relagéo ao eixo
dessa direcao principal. Dessa forma, varios agrupamentos organizados de hélices
duplas formam uma fase e o sistema exibe comportamento de cristal liquido (FISCH,;
KUMAR, 2001; FLORY, 1984).

s

Essa fase é que teria passado pelas transicdes L1 e L2 (Smética —
nematica — isotropica) até as hélices completamente se desorganizarem. Reiterando,
a curva de resfriamento do sistema poderia ter ajudado a esclarecer se essas
transi¢cdes de fase ocorreram (FISCH; KUMAR, 2001; NEUBERT;, 2001).

Em relagdo ao tratamento dos dados de microcalorimetria exploratoria
diferencial, num primeiro momento, a deconvolugao do sinal de fluxo de calor seria a
estratégia mais adequada para maximizar a sensibilidade do calorimetro e estimar os

parametros térmicos do fendmeno de fuséo dos cristais de amilopectina.

A motivacao para essa abordagem baseou-se nas evidéncias experimentais de

que o pico de gelatinizagdo é uma transicao de energia de um evento médio entre a
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fusdo dos cristais de amilopectina e o desemparelhamento das hélices recém-
liberadas da rede cristalina (BILIADERIS, 2009; PEREZ; BALDWIN; GALLANT, 2009).

A fuséo seria 0 evento que mais contribui para a transicao e a contribuicdo do
desemparelhamento das hélices estaria oculta. A intencdo foi separa-los,
deconvoluindo o pico de gelatinizacdo com duas funcbes gaussianas. Sem a
pretensdo de descrever matematicamente os fenébmenos, a escolha do tipo de fungéao
foi arbitraria e levou apenas em consideracdo o formato de sino que as transi¢des de

energia nas curvas de calorimetria exploratéria diferencial normalmente assumem.

Entretanto, na prética, essa abordagem levou a uma manipulacdo excessiva
dos dados durante o tratamento em um esforco de padronizar as curvas de
microcalorimetria exploratoria diferencial para o ajuste das funcdes gaussianas.
Apesar dos detalhes nas transicdes que a microcalorimetria exploratéria diferencial

oferece, o tratamento dos dados pode impor limitacdes ao uso da técnica.

As condicfes do meio de reticulacao nao influenciaram os parametros térmicos
de gelatinizacdo dos derivados acetilados do amido de mandioca. Isto pode ser
explicado, assumindo que os grupos acetila ligaram-se as moléculas das camadas
mais externas do granulo e que os grupos fosfato estariam ligados as moléculas das
camadas mais internas e, por isso, nao influenciaram na acetilacdo das moléculas dos
derivados reticulados (HUNG; MORITA, 2005; SINGH; KAUR; MCCARTHY, 2006).

A explicacdo alternativa € que ndo havia grupos fosfato nas moléculas dos
derivados reticulados e, por isso, a acetilacdo afetou igualmente os parametros

térmicos de gelatinizacdo dos derivados acetilados de amido de mandioca.

Isto é outro fato associado com a auséncia de ligacfes cruzadas nas moléculas
do amido de mandioca reticulado, visto que as moléculas sujeitas a reticulacao seriam
as mesmas a receber os grupos acetila. Nesta situacao, os grupos fosfato dificultariam
a entrada dos grupos acetila, interferindo no padréo e na razao molar de substituicdo
dos derivados acetilados (HUNG; MORITA, 2005; SINGH; KAUR; MCCARTHY,
2006).

A acetilacdo das moléculas do amido de mandioca diminuiu a estabilidade
térmica dos granulos devido ao abaixamento do ponto de fusdo dos cristais de
amilopectina causado pela presenca de moléculas de amido hidrolisadas na fase
fundida (BILIADERIS, 2009; COOKE; GIDLEY, 1992; FLORY, 1953).
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Por isso, 0 pico de gelatinizacdo apresentou-se mais largo, em comparacao ao
pico de gelatinizacdo dos derivados reticulados, abriu e avancou para valores
menores de temperatura.

Do ponto de vista fisico, 0 aumento do tempo de gelatinizacdo revelou novas
interacOes entre o componente (hélice de amilopectina) envolvido diretamente com a
transicdo e os novos componentes (moléculas hidrolisadas) na fase fundida. As
moléculas hidrolisadas com grupos acetila agiriam como se fossem unidades
copolimerizadas, isto €, impurezas no interior do granulo (FLORY, 1953).

Essa hipdtese estd alinhada com os resultados de espectroscopia no
infravermelho que apontaram para a presenca de grupos acetila nas moléculas do
amido e de 4cido acético no interior dos granulos.

A gueda de intensidade do sinal de fluxo de calor revelou que uma parcela de
energia deixou de contribuir para a transicdo. Como as moléculas de amilopectina das
regides cristalinas ndo sdo modificadas na acetilacdo, a contribuicdo do calor latente
de fuséo dos cristais de amilopectina ndo mudaria.

Parte da energia liberada no desemparelhamento das hélices de amilopectina
pode ter deixado de contribuir para a transicdo; o desemparelhamento foi facilitado
(BILIADERIS; 2009; COOKE; GIDLEY, 1992). As cadeias-backbone interconectam as
hélices dos arranjos cristalinos, formando uma rede que esta imersa nas areas
armorfas das camadas de crescimento e sujeita a interagir com reagentes, diluentes
e impurezas que se difundem pelo granulo (BERTOFT et al., 2010; BERTOFT, 2013;
LAOHPHATANALEART et al., 2010).

O é&cido acético pode ter hidrolisado as cadeias-backbone durante os
experimentos de microcalorimetria exploratoria diferencial. Se for fato que as
cadeias- backbone hidrolisaram, as hélices de amilopectina se desorganizaram com
maior facilidade e, como os acidos aleatoriamente quebram as moléculas do amido, a
heterogeneidade de componentes na fase fundida aumentou.

Os resultados evidenciaram a auséncia de reticulacdo das moléculas dos
derivados de amido de mandioca e levantou-se a hipétese de que a causa da menor
estabilidade térmica dos derivados acetilados de amido de mandioca pode ser a
presenca de moléculas hidrolisadas na fase fundida da amilopectina, levando ao

abaixamento do ponto de fuséo.
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6.4 ESTRUTURA MOLECULAR DO AMIDO DE MANDIOCA QUIMICAMENTE
MODIFICADO GELATINIZADO

Os espectros Raman confirmaram a inexisténcia de ligacbes covalentes
cruzadas nas moléculas do amido de mandioca reticulado, corroborando os resultados
de microcalorimetria exploratéria diferencial. As transi¢cdes estruturais, marcadas pela
quebra de ligagdes de hidrogénio, das moléculas do amido de mandioca reticulado na
gelatinizagdo nao alteraram o perfil do espectro Raman em relacdo ao contraparte
granular, no qual as moléculas do amido estdo organizadas no granulo.

As amostras ap0s os experimentos de microcalorimetria diferencial estavam
gelificadas e com algum grau de organizacado das moléculas do amido, como mostram
as curvas de microcalorimentria exploratéria diferencial no resfriamento dos derivados

Ri3, R2, R1s € R16 ha Figura 43.

Figura 43 — Curva de uDSC com a linha de base corrigida no resfriamento do (a) derivado
Rz (pH 10,0 e Rstvp:acu 0,03), do (b) derivado R, (pH 11,0 e Rstme:acu 0,03), do (c) derivado
Ris (pH 10,0 € Rstvpe:acu 0,08) e do (d) derivado Ris (pH 11,0 € Rstmp:acu 0,08).
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Observa-se na Figura 43 que as curvas de microcalorimentria exploratoria
diferencial do resfriamento evidenciaram uma transicdo exotérmica entre 50 e 70 °C
com valor maximo de fluxo de calor proximo de 61 °C.

Esta transicdo estd associada com o reordenamento ou recristalizacdo das
moléculas do amido de mandioca e demonstra que o sistema no aquecimento tornou-
se de fato um sol e as condi¢des do resfriamento o levou de sol para gel (BILIADERIS,
2009; FLORY, 1984).

Trata-se de uma inconsisténcia nas analises, as amostras ndo estavam
amorfas. De qualquer forma, ndo invalida os resultados, visto que a quantidade de
cristais formados no resfriamento ndo ocultaria uma alteracdo no espectro causada
pela fuséo dos cristais de amilopectina.

O alinhamento dos resultados de espectroscopia no infravermelho, de
microcalorimetria diferencial e de microscopia Raman permite argumentar que as
moléculas do amido de mandioca ndo se reticularam nas condi¢cdes de reacao
estudadas.

Uma forma de comprovar isso seria analisar a distribuigdo da massa molecular
das moléculas de amilopectina dos derivados reticulados por cromatografia de
permeacdo em gel. O aumento da massa molecular revelaria se as moléculas de
amilose se reticularam as de amilopectina e daria uma nocéao relativa da densidade
de ligacdo cruzada (JANE; XU; RADOSAVLJEVIC;SEIB, 1992; KASEMSUWAN,;
JANE, 1994).

A industria e a academia lancam mao de ensaios reoldgicos nos quais curvas
da razdo entre o médulo dindmico de armazenamento e o médulo de perda em funcéo
da frequéncia de oscilagdo qualitativamente informam a presenca de ligacdes
cruzadas no amido (DULONG et al, 2011, KASEMSUWAN; JANE, 1994,
KASEMSUWAN; BAILEY; JANE, 1998, WONGSAGONSUP et al., 2014;
WURZBURG, 1986).

O problema é que usar uma propriedade macroscopica para comprovar ou
identificar alteracdo da estrutura molecular nos granulos pode levar a conclusdes
equivocadas. fons de sais ndo removidos durante a lavagem dos granulos do derivado
reticulado com trimetafosfato trisddio, por exemplo, podem interferir nas andlises das
moléculas solubilizadas, porque geram forcas eletrostaticas de atracéo, e isso pode

ser equivocadamente atribuido a presenca de ligagcbes cruzadas.



116

Os espectros Raman dos derivados acetilados sofreram interferéncia das
bandas do poliestireno cristal do substrato de um modo que néo foi possivel recupera-

los, como pode ser visualizado na Figura 44.

Figura 44 — Espectro Raman da (a) placa de Petri de poliestireno cristal na frequéncia de
3200 a 400 cm™* adquirido nas condi¢cdes em que os ensaios dos derivados acetilados foram
realizados e o espectro Raman do (b) derivado RAs na frequéncia de 3200 a 400 cm™ no

qual as bandas do substrato predominaram.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Na Figura 44 (b) observa-se que apagar as bandas do poliestireno ou subtrair
0 espectro do poliestireno do espectro do derivados descaracterizaria 0 espectro
vibracional do amido de mandioca.

Para o material do substrato ter interferido no espectro da amostra, duas
situacOes podem ter ocorrido ou os géis de amido acetilado comportaram-se como se
fossem meios transparentes e a luz atravessou a amostra, incidindo no substrato, ou
0s géis encolheram com o calor gerado pela luz, expondo o substrato ao feixe de luz.

Como isso ndo ocorreu com os géis dos derivados reticulados, a hidrélise acida
das moléculas dos derivados acetilados foi a causa da diminui¢do da intensidade do
espalhamento Raman, visto que as ligagdes quimicas quebraram.

Uma solugao para evitar bandas do material do substrato no espectro da
amostra teria sido usar folhas de aluminio como o proprio substrato. O espectro
Raman do aluminio na frequéncia de 2000 a 400 cm™ praticamente é uma reta em

torno de valores baixos de intensidade que néo interfeririam no espectro do amido de
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mandioca. Além disso, outra vantagem do aluminio é o seu espectro apresentar baixo
ruido de fundo (BUTLER et al., 2016; CUI; BUTLER; MARTIN, 2016).

Dessa forma, o espectro dos derivados acetilados seria preservado e haveria
evidéncia da quebra das ligacdes quimicas nas moléculas do amido de mandioca.
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7 CONCLUSAO

O estudo das condi¢cdes do meio de reticulacédo e de acetilacdo do amido de
mandioca mostrou que a reticulacéo € inibida por anions fosfato, as condi¢ées do meio
de reticulagdo comprometem a estrutura do granulo e a acetilagdo diminui sua

estabilidade.

A unidade quimica automatizada construida para conduzir os experimentos de
sintese do amido modificado correspondeu ao proposito de monitorar o pH e a
temperatura de reagdo com controle do pH. N&o houve perdas de derivados de amido
de mandioca por causa do descontrole de pH e a repetibilidade das condi¢ées do meio

de reacéo foi assegurada.

Reticular o amido de mandioca no pH 10,0 ou pH 11,0 e razdo molar de
trimetafosfato trisédio por unidade de anidroglicose de 0,03 ou 0,08 néo alterou o perfil
do pH do meio de reticulagcdo ao longo do tempo de reagéo, denotando auséncia de
reticulacdo das moléculas do amido de mandioca.

Os granulos dos derivados reticulados no pH 11,0 e razdo molar de
trimetafosfato trisédio por unidade de anidroglicose de 0,08 sofreram alteracao fisica
ou quimica. O provavel é que os anions P30g %, P2074 ou P3010°~ tenham deformado
as moléculas do amido nas camadas mais externas devido a acdo de forcas
eletrostaticas de repulsdo que causaram o inchamento do granulo. Os experimentos
de sintese nessa condicao foram perdidos.

A entalpia (12,2 + 1,3) J g* e a temperatura (63,6 + 0,4) °C de gelatinizagdo
dos derivados reticulados foram, em média, iguais.

Os espectros vibracionais de absorcdo no infravermelho exibiram o mesmo
perfil, sem evidéncia de absorcdo de radiacdo nas frequéncias associadas com as
ligagbes (P=—=0) e (C—P—0) em grupos fosfato, em relacéo ao espectro do amido
de mandioca nativo.

Os espectros Raman das moléculas gelatinizadas dos derivados reticulados
nao registraram transicdbes em frequéncias associadas com as das ligacbes em
grupos fosfato e as transi¢cdes vibracionais das moléculas do amido permaneceram
inalteradas mesmo apds o inchamento, a fusdo dos cristais de amilopectina e a

solubilizag&o do granulo.
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Disto tudo, concluiu-se que os anions fosfato presentes no meio de reticulacéo
alteram o granulo, levando ao inchamento e a gelatinizacdo, e que as moléculas do
amido de mandioca néo reticulam nas condi¢cdes estudadas.

O amido de mandioca reticulado foi acetilado na faixa desejada de pH 8,0 a 8,5.
A taxa de adic&o do anidrido acético controlada e constante reduziu o risco de hidrélise
acida das moléculas do amido. Nenhum experimento de sintese dos derivados
acetilados de amido de mandioca foi perdido.

A entalpia (10,8 + 0,4) J g* e a temperatura (57,8 + 0,4) °C de gelatinizacéo
dos derivados acetilados foram, em média, iguais.

Comparando os derivados acetilados com os reticulados, a entalpia de
gelatinizacdo diminuiu sem alcancar significancia estatistica e a temperatura de
gelatinizagéo diminuiu significativamente.

Os espectros de absorcédo no infravermelho indicaram absorcdo de radiacao
em frequéncias associadas com o estiramento das ligagbes (C=—0O) e (C—O) de
grupos acetila nas moléculas do amido e indicaram também absor¢cado em frequéncia
associada com a deformacéo das ligagdes (—CHs) e (O—H) em acidos carboxilicos.

Os espectros Raman das moléculas gelatinizadas dos derivados acetilados
demonstraram perda de intensidade do espalhamento Raman devido a quebra das
ligagBes quimicas causada pela hidrolise acida das moléculas do amido de mandioca.

A partir disto, concluiu-se que a acetilacdo das moléculas do amido de
mandioca diminui a estabilidade térmica do granulo devido ao abaixamento do ponto
de fusdo da amilopectina decorrente da presenca de moléculas modificadas e
hidrolisadas na fase fundida.

Sistemas amido-agua com reacdo quimica e presenca de anions fosfato
demostraram que as condi¢bes do meio de reacéo alteram o padrao de inchamento
dos granulos. Portanto, as condi¢cdes do meio devem ser monitoradas e controladas,
0 que se torna imperativo se o proposito for obter derivados de amido para aplicacdes

biomédicas.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

I. Conduzir um estudo preliminar de viabilidade técnico-econdémica sobre

polissacarideos empregados como biomateriais com énfase em amidos para avaliar:

i. a possibilidade de usar um amido geneticamente modificado como
matéria-prima—o amido de milho ceroso é utilizado na manufatura do

expansor de plasma sanguineo;

ii. a necessidade de alterar a arquitetura granular antes de proceder com a
modificacdo quimica das moléculas—padronizacdo da massa molecular

meédia do derivado por meio da hidrélise controlada das moléculas;

iii. a possibilidade de empregar rotas limpas de modificagcdo do amido e
com menor consumo de utilidades—esterificacdo das moléculas de
amilopectina e amilose por enzimas e a utilizacdo de liquidos ibnicos como

meio de reacao;

Iv. a relacdo valor e custo no desenvolvimento de um novo biomaterial com
base no desempenho e na confiabilidade—produtos ou sistemas que
garantam o diagnoéstico ou o tratamento médico a custo reduzido e

acessivel;

v. as aplicagcbes em éreas relacionadas—amidos quimicamente
modificados poderiam ser comercializados como amido resistente ou

alimento com atividade imunorreguladora.

Il. Quantificar os grupos funcionais introduzidos nas moléculas do amido de
mandioca, identificar as posi¢cdes de substituicdo e quais sdo as moléculas
preferencialmente modificadas e sua posicdo no granulo, correlacionando essas
informagbes com propriedades macroscopicas de interesse para aplicacdes

biomédicas.

lll. Aperfeicoar e propor um protétipo, com céarater modular, da montagem
experimental para ser utilizado em laboratérios de ensino e de pesquisa. Neste caso,
ele auxiliaria a definir condicbes de reacdo na sintese de derivados e parametros de

scale-up para projetar unidades de sintese de amido quimicamente modificado.
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