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PRE-HIDROLISE ENZIMATICA NA PRODUCAO DE AMIDO MODIFICADO

Enzymatic pre-hydrolysis in the production of modified starch

Vania Zanella PINTOY, Vandressa ALVES?, Sandra Gomes de AMORINSZ, Gustavo Henrique Fidelis dos SANTOS?,
Vinicius Goncalves DEON®

RESUMO: O emprego de amidos ndo convencionais em alimentos e embalagens biodegradaveis, bem como modificacGes
fisicas, quimica ou enzimaticas, possibilitam ampliar as aplicagdes do amido e agregar valor as matérias-primas. Assim,
objetivou-se avaliar o efeito da pré-hidrolise com a enzima o-amilase, na producdo de amido &cido-tratados ou amidos
hidrolisados, avaliando-se a cinética da hidrélise acida, o rendimento do processo e a estrutura molecular dos amidos de pinhdo
e feijao carioca. O percentual da pré-hidrélise com a- amilase foi 7% e 3% para o amido de pinh&o e feijdo, respectivamente. A
cinética de hidrolise acida com H,SO, foi maior no amido de pinh&o que no de feijdo e a pré-hidrolise teve leve efeito em ambos
os amidos. O modelo linear apresentou 2 etapas na hidrélise &cida, sendo a primeira fase mais rapida e sensivel & pré-hidrolise
enzimatica. O rendimento da hidrélise foi superior no amido de feijdo e a pré-hidrolise aumentou o rendimento no amido de
pinhédo &cido-tratado somente apds 5 dias. A pré-hidrélise enzimatica promoveu alteracdes na estrutura molecular dos amidos,
porém apds a hidrélise acida, o efeito predominante foi o do acido sulfirico. A ordem molecular de curto alcance especifico se
perdeu e a proporgdo de 1047/1022 cm e 1022/995 cm ! reduziram com a hidroélise acida. O amido de feijdo carioca se mostrou
promissor para a producdo de amido &cido-tratado, principalmente pelo elevado rendimento (>35%), sendo 180% maior do que
o verificado na literatura com a mesma metodologia.

Palavras-chave: a-amilase, acido sulfurico, amido hidrolisado, Araucaria angustifolia, hidrélise acida, Phaseolus vulgaris

ABSTRACT: The non-conventional starch uses in biodegradable food and packaging, as well as its physical, chemical, or
enzymatic modifications, make possible to expand applications and add value to raw materials. The objective was to evaluate
the effect of a-amylase pre-hydrolysis, in the production of acid-treated starches or hydrolyzed starches, evaluating the acid
hydrolysis kinetics, process yield and the molecular structure of pinhdo and carioca beans starch. The percentage of pre-
hydrolysis with a-amylase was 7% and 3% for pinh&o and bean starches, respectively. The H,SO4 hydrolysis kinetics was higher
in pinh&o starch than in bean starch and the pre-hydrolysis had a slight effect on both starches. The linear model presented 2
stages in acid hydrolysis, the first stage being faster and more sensitive to enzymatic pre-hydrolysis. The yield of hydrolysis was
higher in bean starch and pre-hydrolysis increased the yield in acid-treated pinhdo starch only after 5 days. Enzymatic pre-
hydrolysis promoted changes in the starches molecular structure, however after the acid hydrolysis it effects was predominant.
The specific short-range molecular order was lost and the proportion of 1047/1022 cm-1 and 1022/995 cm — 1 decreased with
acid hydrolysis. Carioca bean starch proved to be promising to produce acid-treated starch, mainly due to its high yield (> 35%),
being 180% higher than that verified in the literature with the same methodology.

Key words: a-amylase, sulfuric acid, hydrolyzed starch, Araucaria angustifolia, acid hydrolysis, Phaseolus vulgaris.
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INTRODUGAO

O amido, um polimero natural, pode ser usado em
diversas aplicagdes alimenticias e ndo alimenticias, sendo
encontrado em diferentes fontes vegetais como cereais, raizes,
tubérculos, sementes entre outras (BARROS et al., 2021;
CASTANHA et al., 2018; KLEIN et al., 2013; LI et al., 2020;
ZHOU et al., 2021). Os granulos de amido sdo compostos por
macromoléculas ramificadas (amilopectina) e ndo ramificadas
(amilose) e variam quanto a sua forma, tamanho, estrutura e
composicdo quimica, as quais dependem da origem boténica e
caracteristicas genéticas das plantas (SMITH, 2001).

As propriedades funcionais, reolégicas e fisico-quimicas
dos amidos de fontes ndo convencionais tém sido estudadas
com recorréncia, afim de verificar a sua aplicabilidade nos
segmentos industriais (HOOVER, 2000; MOORTHY, 2002;
RUPOLLO et al., 2011; ZHANG et al., 2005). Dentre essas
fontes ndo convencionais de amido, pode-se destacar as
leguminosas como o feijdo carioca (Phaseolus vulgaris L.), que
sdo cariopses comestiveis ricas em amido e produzidas em todo
0 mundo e as sementes de pinhdo oriundas da araucéria
(Araucaria angustifélia), espécie arbérea predominante da
floresta ombrofila mista da regido sul do Brasil, e que possuem
cerca de 68-72% de amido (BELLO-PEREZ et al., 2006;
BICUDO etal., 2009; HOOVER et al., 2010; KIM et al., 2012;
PINTO et al., 2012).

As propriedades do amido nativo sdo frequentemente
modificadas por diferentes processos fisicos, quimicos ou
enzimaticos com a finalidade de aprimorar e ampliar suas
aplicacles, sendo os métodos quimicos 0os mais empregados
para a funcionalizagdo do amido (QIU et al., 2020). Os &cidos
como o cloridrico e o sulfdrico, alteram a estrutura e as
propriedades do amido nativo, principalmente nas regides
amorfas do granulo, as quais sdo mais suscetiveis a hidrdlise
cida (HAO et al., 2018; HOOVER, 2000).

Né&geli (1874), ao fazer um tratamento de amido de batata
com 15% de H,SO., por 30 dias em temperatura ambiente,
verificou que uma fracdo, a qual ficou conhecida como
amilodextrina de Naegeli, era resistente & hidrolise &cida e
soluvel em &gua quente. Essa mistura de dextrinas demonstrou
ser de baixo peso molecular, linear e ramificada e com um grau
médio de despolimerizagdo (DP), cerca de 25 a 30%. J& Lintner
(1886), utilizou uma modificagdo acida com uma suspensao
aquosa de amido de batata e 7,5% de HCI por 7 dias a
temperatura ambiente. O produto da hidrdlise possuia alto peso
molecular, com formacdo de uma solucdo limpida em &gua
quente, amplamente usada como pardmetro para a andlise
enzimaética.

Na industria, amidos modificados por hidrélise acida séo
preparados a partir da mistura da pasta de amido (40%) com
HCl ou H,SO4 e diluidos a 25-55 °C (HOOVER, 2000).
Contudo, fatores como a viscosidade da pasta fria e quente e a
textura do gel, influenciam na hidrdélise acida, fazendo com que
os tempos das hidrélises sejam muito longos, o que faz com
que haja a necessidade de um pré-tratamento que permita uma
melhor difusdo do acido através dos granulos do amido nativo.

Uma alternativa a isso é 0 uso de enzimas, uma vez que
sdo amplamente utilizadas na industria de processamento de
amido (LECORRE; BRAS; DUFRESNE, 2011). A hidrolise
enzimatica, fazendo uso das a-amilases, tem como principal
fungdo modificar as propriedades do amido, como viscosidade
e grau de polimerizacdo (DP) e, consecutivamente, espera-se
que ao aplicar a hidrélise enzimatica como pré-tratamento ou

pré-hidrolise ocorra a reducdo no tempo de processamento ou
ainda que esta altere as caracteristicas do amido modificado.

Com base nisso, objetivou-se avaliar o efeito da pré-
hidrolise com a enzima a-amilase na producédo de amido de
pinhdo e feijao carioca acido-tratados ou hidrolisados.

MATERIAL E METODOS

Material

As sementes de pinhao e os gréos de feijdo Carioca, foram
adquiridos em comércio local da cidade de Laranjeiras do Sul,
PR, Brasil. O amido de pinhdo foi isolado de acordo com a
metodologia de Pinto et al. (2012) e o amido de feijao foi
isolado de acordo com a metodologia de Rupollo et al. (2011),
com pureza de 98% e 97%, respectivamente.

A enzima a-amilase pancredtica foi adquira da
Megazyme (150.000 U g*), bem como as enzimas pululanase
(29 U mg?Y) e isoamilase (260 U mg?') (Megazyme
International, Bray, lIreland). Todos os demais reagentes
empregados na pesquisa foram de grau analitico (ACS).

Pré-hidrdlise enzimatica (ENZ)

A pré-hidroélise enzimatica foi conduzida com o emprego
da enzima a-amilase de origem pancreética, conforme descrito
por Kim, Park & Lim (2008), com modifica¢des. A quantidade
de material utilizado foi adaptado para manter a mesma razéo
da atividade enzimatica/amido (804 U.g* de amido) proposto
por Kim, Park & Lim (2008) e também empregado por
LeCorre et al., (2012b). A enzima a-amilase foi dissolvida em
tampédo fosfato 20 mM (pH 6,9) contendo NaCl 6,7 mM. O
amido (100 g, base seca (bs)) foi disperso na solucéo contendo
a enzima (3000 mL) e a suspensdo foi incubada a 37°C por 2h
com agitacdo constante. Ao final da hidrolise foi adicionado
etanol (1:2 v/v) para inativar a enzima e parar a reacdo. O
amido hidrolisado foi recolhido por filtracdo utilizando papel
filtro de média porosidade com o auxilio de funil de Buncher e
bomba a vacuo. O amido recuperado foi lavado duas vezes com
etanol 50% (500 mL), colocado em bandejas, seco a 40°C e na
sequéncia moido e armazenado. O sobrenadante foi analisado
para quantificar os carboidratos solGveis resultantes da
hidrdlise, a cada 30 min. e a quantificacdo foi realizada
utilizando a reagdo fenol - 4cido sulfirico (DUBOIS et al.,

1956).

Cinética da hidrolise acida e rendimento

O grau de hidrolise é&cida foi determinado pela
quantificacdo dos carboidratos sollveis, durante a reacdo de
hidrolise acida em 7 dias. Aliquotas de 20 pL foram coletadas
a cada 24 horas, diluidas em 10 mL de agua deionizada e
centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos. Posteriormente, 1
mL do sobrenadante foi utilizado para quantificar os
carboidratos sollveis resultantes da hidrdlise pelo método de
fenol-acido sulfarico (DUBOIS et al., 1956). O grau de
hidrélise foi determinado a partir dos carboidratos sollveis
totais formados. O rendimento da hidrolise foi determinado
pela diferenca entre o amido hidrolisado de recuperacgéo (ap6s
lavagem e liofilizag&o) e o peso inicial do amido. Os dados de
hidrélise &cida foram expressos como amido residual (%) e
descritos usando o modelo de reacdo de primeira ordem
(Equagédo 1).

Cp = Co (10 Eq. 1

Revista Brasileira de Agrotecnologia - ISSN 2317-3114 - (BRASIL) v. 11, n.2, p. 1033-1042, abr-jun, 2021



Em que Cp é o tempo de hidrolise do amido; Co é a
porcentagem inicial de amido hidrolisado; t é o tempo de
reacdo em dias e k é a constante da reagdo de primeira ordem
(dia™).

Cromatografia de permeacdo em gel (GPC) em
Sepharose CL-2B e CL- 6B

A cromatografia de permeacdo em gel (GPC) foi
realizada para verificar a distribuicdo de tamanho das cadeias
do amido, antes e depois da desramificacdo, com o0 emprego de
colunas contendo gel de agarose Sepharose CL-2B (1,6 x 32
cm) e gel de agarose Sepharose CL-6B (1,6 x 90 cm)
(Pharmacia, Uppsala, Suécia). As amostras de amido (4 e 8
mg) foram dissolvidas em DMSO a 90%, com agitagdo e
aquecimento (5 minutos) e deixadas a temperatura ambiente
por 16 h (Bertoft et al., 2008). Para a analise em Sepharose CL-
6B foi adicionado 100 pL de tampéo acetato de sédio 0,01 mol
L? (pH 5,5) com posterior adicdo de 1 pL das enzimas
pululanase e isoamilase para a desramificacdo do amido. Uma
fracéo de 0,3 mL de amido dissolvido foi eluido através de cada
coluna com NaOH 0,01 e 0,5mol L%, aumataxade 0,5e 1 mL
min, respectivamente. FragBes de 1 mL foram coletadas a
cada 1 minuto e o teor de carboidratos totais foi determinado
pela reacdo de fenol-acido sulfdrico (DUBOIS et al., 1956). As
amostras eluidas na coluna em gel com CL-2B foram ainda
adicionadas de 0,1 mL de solugdes I, (0,1 M) / KI (0,01 M) e
posteriormente neutralizadas com HCI 0,01 M. O teor de
amilose (AM) das amostras de amido foi definida de acordo
com Sargeant & Wycombe (1982). A quantificacdo das fracoes
F1 — cadeias glicose lineares longas, F2 - material
intermediario e F3 — cadeias de glicose lineares curtas, (CL-
6B) foi realizada pela soma das fagBes equivalentes que
formam os picos.

Espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier com refleténcia total atenuada (FTIR-ATR)

A organizagdo molecular dos amidos foi avaliada por um
FTIR-ATR (IRTracer-100, Shimadzu, Toéquio, Japdo). O
amido seco foi usado para anélise e os espectros FTIR-ATR
foram obtidos na faixa de comprimento de onda de 4000-800
cm! e foram a média de 100 leituras. Os espectros foram entéo
corrigidos na linha de base e deconvoluidos na regido de 1200-
900 cm™ (Fityk Free Software, 1.3.1, Warsaw, Poldnia). As
intensidades de absorbancia das bandas em cerca de 1047,
1022 e 995 cm foram usadas para investigar as estruturas
cristalinas (Soest et al., 1995; Zhang et al., 2013).

Difracéo de Raio-X

O padréo de difracdo de raio-X dos amidos antes e apés a
hidrolise com &cido sulfarico foi obtido com difratbmetro de
raio-X (Rigaku Powder Diffractometer, Rigaku Co., Tokyo,
Japan). A regido de varredura variou de 5° até 30°, com uma
tensdo de voltagem de 30 kV, corrente de 30 mA e velocidade
de 1° min, utilizando CuKal (A = 1,54 A) como fonte de
radiacdo e o angulo de difracdo 20. A cristalinidade relativa
(CR) das amostras foi calculada pela seguinte razdo entre a area
cristalina e a area total (cristalina + amorfa) dos difratogramas.

Andlise estatistica

Os dados do rendimento da hidrélise acida do amido de
feijdo carioca e de pinhdo foram analisados por meio de uma
analise de variancia (ANOVA) e os valores médios foram

comparados por um teste de Tukey e um teste t a um nivel de
significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pré-hidrdlise enzimatica (ENZ)

A pré-hidrdlise enzimatica com a- amilase por duas horas
a 37°C apresentou um percentual de hidrolise de
aproximadamente 7% para o amido de pinhdo e 3% para o
amido de feijdo (Figura 1). A hidrélise enzimatica por a-
amilase ocorre randomicamente nas ligagdes a, (1-4) e
preferencialmente na regido amorfa (TESTER; QlI;
KARKALAS, 2006). Comparando os resultados da hidrdlise
do amido de pinhdo e de feijdo Carioca (Figura 1), observa-se
que o amido de feijdo ¢ mais resistente a hidrdlise por a-
amilase. Este comportamento pode ser atribuido a origem
botanica dos amidos, a razdo amilose:amilpectina de cada
amido, a cristalinidade relativa e a organizacdo das cadeias
laterais da amilopectina presentes nos amidos (BLAZEK;
GILBERT, 2010; GALLANT et al., 1992; KIM; PARK; LI1M,
2008; LECORRE et al., 2012; O’BRIEN; WANG, 2008;
UTHUMPORN; ZAIDUL; KARIM, 2010; ZHU; WANG;
WANG, 2013).

Figura 1. Perfil de hidrélise dos amidos de pinhdo e feijdo
carioca com enzima o- amilase por 2h
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Cinética da hidrolise e rendimento

As amostras de amido de pinhéo e feijdo nativos e pré-
tratadas com ENZ foram submetidas & hidrolise &cida com
H2SO4 3M a 40°C por 7 dias. O comportamento desta hidrdlise
foi monitorado a cada 24 horas e esté representado na Figura
2a. Observa-se que todas as amostras de amido apresentaram o
mesmo perfil de hidrélise, descritos por uma equacdo de
primeira ordem. O amido de feijdo apresentou menor
velocidade na hidrolise acida, sendo que a pré-hidrélise ndo
alterou o comportamento geral da hidrolise tanto para o feijdo
(k~0,21) quanto para o pinhdo (0,53 - 0,56) (Tabela 1). Para
avaliar a velocidade de cada etapa da hidrolise cida no amido,
aplicou-se a seguinte equacéo (Eq. 2) a Eq. 1.

Co
=kt
Co-Cp

In Eq. 2

As curvas de hidrélise acida demonstram que o processo
pode ser dividido em duas fases devido aos valores
relativamente diferentes de k. A primeira fase descreve uma
hidrdlise relativamente rapida (k”) até o segundo dia, seguida
de uma fase com menor velocidade (k’*) até o final da hidrdlise
acida (Figura 2b).
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Figura 2 Cinética de hidrélise por acido sulfirico ap6s 7 dias
de hidrdlise dos amidos de pinhdo e feijdo carioca nativos e
pré-hidrolisados com o-amilase. (a) Modelo de primeira
ordem; (b) Modelo linear (In) de primeira ordem com duas
etapas no processo de hidrdlise
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O amido de pinhdo apresentou maior velocidade na
primeira fase da hidrélise acida, enquanto na segunda fase da
hidrdlise, ambos apresentaram reducdo da velocidade, sendo
k>’~0,1. A pré-hidrélise enzimatica aumentou levemente a
velocidade de hidrélise (k”) dos amidos de pinhdo e feijdo
carioca. Porém o amido de feijdo apresentou maior resisténcia
a pré-hidrélise com a-amilase (Figura 1b), o que também se
confirmou em menor velocidade da hidrélise &cida na primeira
fase em relacdo ao amido de pinhdo (Tabela 1).

O comportamento bifasico na hidrélise &cida do amido
tem sido atribuido como a hidrélise das regides mais amorfas
dos granulos de amido na fase rapida enquanto que durante a
fase lenta, o material cristalino é degradado lentamente (DAI;
ZHANG; CHENG, 2019; HOOVER, 2000; KRISTO;
BILIADERIS, 2007; PINTO et al., 2020).

A pré-hidrolise enzimatica também apresenta duas fases,
sendo uma réapida, que ocorre preferencialmente na regido
amorfa (0 a 9h de reacdo) dos granulos de amido e uma fase
mais lenta, na qual a enzima promove erosdes na regido
cristalina, causando alteracfes na cristalinidade, propriedades
térmicas dos cristais e a presenca de poros dos granulos (Kim;
Park &Lim, 2008) A presenca destes poros pode ser maior no
amido de pinhdo, o que pode ter facilitado o acesso do &cido ao
interior dos granulos e, consequentemente, aumentado a
velocidade de hidrdlise &cida para o amido de pinhdo. O amido
de feijdo foi mais resistente, tanto a pré-hidrolise, quanto a
hidrdlise com H,SO. (Figura 1, Figura 2, Tabela 1).

Ao final de 5 e 7 dias, obteve-se o rendimento da hidrdlise
que esta apresentado na Tabela 1. O amido de feijao apresentou
rendimento cerca de 3 vezes superior que o amido de pinh&o.
Este amido apresentou rendimento cerca de 180% maior do
que o verificado na literatura empregando outras fontes de
amido e a mesma metodologia de hidrélise acida (Le Corre &
Angellier-Coussy, 2014; Pinto et al., 2020).

A pré-hidrolise enzimatica aumentou o rendimento do
processo apos 5 dias de hidrolise acida do amido de pinhdo. No
entanto, a pré-hidrdlise no amido de feijdo carioca ndo foi
suficiente para promover melhoras no rendimento.
Independentemente do uso de pré-hidrolise, todas as amostras
apresentaram uma redugdo no rendimento da hidrolise de 5
para 7 dias de reac&o, ndo diferindo dos amidos nativos. Desta
forma, a pré-hidrolise de 2h horas com a-amilase somente foi
eficiente no amido de pinhdo, pois foi mais intensa, quando
comparada ao amido de feijdo (Figura 1) e, desta forma,
contribuiu para o aumento do rendimento do processo ap6s 5
dias de hidrolise acida.

Tabela 1. Rendimento da hidrélise acida nos amidos nativo
de pinh&o e com pré-tratamentos

Rendimento da hidrélise

T k k k7 (%)
5 dias 7 dias
Amido de pinhdo
Nativo 0,53 0,62 0,10 10,2+0.9™ 8,2+0,2°
ENZ 056 0,64 0,15 115+0,2"™ 8,6%0,1°
Amido de feijdo carioca
Nativo 0,22 0,27 0,10 35,9+0,6™ 30,13+0,9°
ENZ 021 032 0,11 36,3x0,4™ 31,10+0,6°

1Os resultados sdo a média de duas determinagdes. Os valores com
diferentes letras minudsculas na mesma coluna diferem entre si (p <
0,05) pelo teste de Tukey. * e ns na mesma linha representam
diferenca e ndo diferenca significativa, respectivamente, entre as
médias submetidas ao teste t a 5% de probabilidade de erro.

Cromatografia de permeacéo em gel (GPC)

A distribuicio do peso molecular das fracdes
amilopectina e amilose, respectivamente, deslocaram-se para a
direita apds a pré-hidrolise enzimatica do amido de pinhdo com
a-amilase, quando comparada ao amido nativo (Figura 3a).

Pode-se verificar pequenas altera¢des na concentragdo de
carboidratos para 0 amido de feijdo, no entanto, ndo foi
possivel verificar alteracdes no perfil de distribuicdo nas
cadeias e nem no Amax (Figura 3b). O maior Amax é resultado das
ligacBes do iodo com as longas cadeias de amilose dos amidos
(Pinto et al., 2015) e indica que o amido de feijdo apresenta
cadeias de amilose mais longas que as presentes no amido de
pinh&o.

As curvas de exclusdo de tamanho ap6s a separagao por
GPC em gel de agarose CL-6B revelou a presenga de trés
fracbes que incluem longas cadeias lineares (F1), materiais
intermediarios (F2) e cadeias curtas de glicose (F3). Ap6s a
desramificacdo as cadeias longas representam a amilose e as
cadeias curtas sdo as cadeias laterais das ramificagdes da
amilopectina (VAMADEVAN et al.,, 2014). O amido de
pinh&o apresentou cerca de 26% de amilose (F1+F2) e 0 amido
de feijdo carioca 39%.

Figura 3. Cromatografia de exclusdo de tamanho em gel
Sepharose CL 2B (GPC) dos amidos de pinhdo (a) e feijao
carioca (b) nativos e pré-hidrolisados pela enzima a-amilase
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(ENZ). No eixo principal o conteldo total de carboidratos
(linhas continua e tracejada) e no eixo secundario o
comprimento de onda maximo (Amex) (m nativo e A ENZ)
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Este comportamento € esperado ao se observar o perfil de
hidrélise (Figura 1), bem como o grau de hidrolise (pinhdo 7%
e feijdo 3%) sofrido pelos amidos quando submetidos a a¢do
da enzima. Esta enzima promove a hidrélise das moléculas de
amido aleatoriamente nas ligagdes o,(1,4) (LECORRE et al.,
2012), ocasionando redu¢do no peso molecular das cadeias de
amilopectina e de amilose. Como a pré-hidrolise foi branda, o
seu efeito é reduzido.

O deslocamento da F3 na curva de GPC da amostra ENZ
¢ mais acentuado no amido de pinhdo (Figura 4a) do que a
curva GPC no amido de feijdo. O menor percentual de hidrélise
do amido de feijao mostra a reduzida acdo enzimatica no amido
de feijdo, confirmada pela pequena variagdo na fracdo F1 do
amido desramificado (Figura 4b). Este comportamento indica
que a hidrolise enzimética promoveu reducdo no peso
molecular das cadeias de amilopectina no amido de pinhdo, e
sutilmente nas cadeias de amilose no amido de feijdo, em
relacdo ao amido nativo.

Ap0bs 5 e 7 dias de hidrélise, verificou-se que as amostras
tiveram o mesmo comportamento quanto a distribuicdo de
cadeias diante da hidrolise acida. A separacéo por GPC revelou
a presenca de duas fracGes apenas, que incluem uma pequena
porcentagem de materiais intermediarios (F2) e uma grande
quantidade de cadeias curtas (F3) (Figura 5 e 6). O
desaparecimento da fracdo F1 é verificada ap6s a hidrdlise
acida e representa a remocao de boa parte das cadeias longas
da amilopectina (F2) e a totalidade das cadeias de amilose (F1)
pela acdo do acido sulfurico.

Figura 4. Cromatografia de exclusdo de tamanho em gel
(GPC) Sepharose CL 6B dos amidos de pinhdo (a) e feijdo
carioca (b), nativos e pré-hidrolizados com a enzima a-amilase
(ENZ), desramificados com pululanase e isoamilase. No eixo
principal o contetdo total de carboidratos. F1 — cadeias de

glicose lineares longas; F2 - materiais intermediarios; F3 -
cadeias de glicose lineares curtas
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Figura 5 Cromatografia de excluséo de tamanho em gel (GPC)
Sepharose CL 6B (GPC) dos amidos de pinhdo nativo e pré-
hidrolizado com a enzima o-amilase (ENZ) apds hidrdlise
acida de 5 dias (linhas pretas) e 7 dias (linhas vermelhas), ap6s
a desramificacdo com pululanase e isoamilase
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As curvas da amostra ENZ do amido de pinhdo
deslocaram-se levemente para a direita. Este comportamento
demostrou que aos 7 dias de hidrdlise, o &cido comeca a
degradar a regido cristalina do amido previamente hidrolisado
com enzima, e que os tratamentos realizados antes da hidrdlise
favoreceram este ataque nas cadeias curtas da amilopectina
(LECORRE et al., 2012).

O maior teor de amilose (Figura 4) e a organizagao
cristalina do amido de feijdo contribuiram para a sua
resisténcia a hidrdlise enzimética (Figura 1). Apds hidrdlise de
5 dias com H2SQ,, a curva de GPC deslocou-se para a direita,
nos amidos pré-tratados (Figura 5). Este comportamento
demostrou que aos 5 dias de hidrélise, o amido de pinhdo e
feijdo pré-hidrolisados apresentam o mesmo comportamento.
No entanto, ap6s 7 dias, a curva de GPC dos amidos de feijdo
foi levemente deslocada para a direita e o efeito independe da
pré-hidrolise (Figura 6). O rendimento da hidrolise reduziu
com o aumento do tempo de hidrolise, e as amostras de feijao
apresentaram rendimento superior que as amostras de amido
de pinhdo (Tabela 1).
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Figura 6 Cromatografia de exclusdo de tamanho em gel (GPC)
Sepharose CL 6B (GPC) dos amidos de feijéo carioca nativo e
pré-hidrolizado com a enzima a-amilase (ENZ) ap6s hidrolise
acida de 5 dias (linhas pretas) e 7 dias (linhas vermelhas), apds
a desramificacdo com pululanase e isoamilase
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Este comportamento diferenciado entre 0 5° e 0 7° dia de
hidrélise e os amidos de diferentes fontes boténicas podem
estar relacionados com a menor acessibilidade do ataque dos
prétons hidroliticos na lamela cristalina das diferentes
amostras (HOOVER, 2000). Ambigaipalan et al. (2014), ndo
verificaram diferenca significativa durante os primeiros nove
dias de hidrdlise com HCI entre os amidos nativos de fava,
feijdo preto e feijdo pinto. Os autores concluiram que a reducéo
da hidrdlise depois do nono dia refletiu as alteragdes
interplanarias entre a orientacdo cristalina, o tamanho dos
cristais e o realinhamento das duplas hélices.

As cadeias de amilose e as longas cadeias de amilopectina
s80 mais susceptiveis a hidrolise &cida, provavelmente porque
estas cadeias estdo localizadas principalmente na regido
amorfa dos granulos, enquanto as cadeias curtas da
amilopectina que compfem a regido cristalina sdo mais
organizada e de dificil acesso pelo acido (Hoover et al., 2010;
Kim et al., 2012).

Espectroscopia FTIR-ATR

Todos os espectros de FTIR-ATR das amostras foram
semelhantes antes e depois da pré-hidrélise enzimatica, bem
como antes e depois da hidrélise &cida com H,SO, (Figura 7).
A auséncia de alteracdes dos espectros sugere que ndo houve
mudanca na composic¢do quimica dos amidos em funcéo dos
processos de hidrélise enzimética e &cida. No entanto, a
intensidade de bandas caracteristicas idénticas nas amostras
hidrolisadas aumentou/diminuiu em comparagdo com o0s picos
presentes nos amidos de pinhdo e feijdo nativos.

Na regido fundamental, os espectros apresentam forte
banda de absorcdo em torno de 3300 cm? e 2928 cm?,
atribuidas ao estiramento -OH (IRUDAYARAJ; YANG, 2002;
WILSON et al., 1987; WOLKERS et al., 2004) e a sua largura
indica a extensdo da formacao de ligagdes de hidrogénio inter
e intramoleculares. A medida que estas bandas mudam para um
comprimento de onda ainda maior (3330 cm™) indica que as
ligacBes de hidrogénio nas amostras foram mais fortes. As
variacOes nesta banda podem ser atribuidas a presenca de agua

e a ruptura da estrutura cristalina e a exposicao de grupos -OH
das moléculas de amido devido ao processo de hidrolise
enzimatica e/ou acida (Pinto et al., 2015; Sun et al., 2017). O
amido de pinhdo e feijdo carioca ndo apresentaram variacoes
nestas bandas.

A absorcéo em torno de 1637 cm™ ¢ atribuida a presenca
de agua limitada no amido e néo foi verificado alteracGes na
intensidade da banda ou o seu deslocamento apGs a pré-
hidrélise ou o processamento acido dos amidos de pinhédo e
feijdo.

Os espectros de infravermelho de amido tém demostrado
sensibilidade as mudancas na ordem molecular de curto
alcance, tais como presenca de estruturas em dupla hélice,
conformacéo das cadeias e forma cristalina do amido (Wu &
Seib, 1990).

As bandas de absorcdo observadas na regido de 1045-
1047 cm? e 1018-1022 cm™ correspondem as estruturas
cristalinas e amorfas do amido (CHAVEZ-MURILLO;
ORONA-PADILLA; DE LA ROSA MILLAN, 2019). As
bandas em torno de 993-995 cm ! referem-se a vibragéo do C-
OH dos amidos, associadas a interacdo da ligacdo de
hidrogénio entre o0 amido e a 4gua (VAN SOEST et al., 1995).
Assim, os espectros de FTIR- ATR de todas as amostras foram
deconvoluidos na faixa de 1200-900 cm™ (Figura 7) e foram
usados para determinar a ordem molecular de curto alcance do
amido, caracterizando as mudangas ocorridas na regido
semicristalina e amorfa dentro de granulos/particulas de amido
antes e apds a hidrdlise/fragmentacdo &cida. Estas bandas
apresentaram pequenas variagdes ap0s o tratamento acido tanto
no amido de pinhdo quanto no amido de feijao.

A razdo/proporcdo de 1045/1022 e de 995/1022 foram
obtidas a partir do ATR-FTIR deconvoluido (Tabela 2). A
razdo entre as absorbancias 1047/1022 pode ser usada para
estimar a mudanca de amido ordenado para amido amorfo e a
razdo de absorbancia 995/1022 cm pode ser usada como uma
medida do grau de hélices duplas (SUN et al., 2017).

Esses resultados também foram consistentes com aqueles
relatados por (van Soest et al. 1995), ao mudar o amido de
semicristalino para amorfo. O ambiente molecular especifico
se perde e, como resultado, os espectros dos amidos amorfos
mostram mudangas na forma e intensidade das bandas. A
propor¢do de 1047/1022 cm™ aumentou gradualmente com o
aumento do tempo de tratamento 4cido, enquanto a propor¢ao
de 1022/995 cm™ foi menor do que a do amido nativo,
refletindo que as regiGes externas dos amido tratado com
acido-etanol foram mais ordenadas do que o do amido nativo
(SUN et al., 2017).

A grande intensidade de absorbancia em torno de 995 cm-
! indicou grande quantidade de ligagGes de hidrogénio
intramoleculares dos grupos hidroxila em C-6, 0 que contribuiu
para maior ordem das duplas hélices (ordem de curto alcance).
Isso sugere que as moléculas de amido apés a hidrélise ainda
estavam ligadas por ligages de hidrogénio. Porém, nédo foi
possivel identificar um padrdo na ordem das duplas hélices,
provavelmente devido aos diferentes processos e tempos de
hidrdlise.
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Figura 7 Espectros de FTIR-ATR dos amidos nativos de pinhdo e feijdo com destaque para a regido entre 1200-900 cm™ e a

representacdo dos espectros deconvoluidos
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Tabela 2. Razéo entre os comprimentos de onda 1045/1022 cm™* e 995/1022 cm™, resultante da deconvoluicédo dos espectros de

FTIR-ATR
Tratamentos! Razéo 1045/1022 cm™* Raz&o 995/1022 cm™
. 7 dias de 5 dias 7 dias de
Antes da 5 dias de S Antes da g -
hidrélise H,SO4  hidrolise H,S0, Marolise HaS0s s elice H,s0, hﬁzrggie hidrolise HzSOx
Amido de pinhdo
Nativo 1,58+0,17* 0,41+0,03* 0,15+0,00 2,28+0,26" 0,61+0,08* 0,03+0,00
ENZ 2,86+0,25 0,23+0,05 0,41+0,03* 2,86+0,25 0,29+0,07 0,72+0,10*
Amido de feijdo carioca
Nativo 0,79+0,08 0,18+0,00 0,22+0,02 1,80+0,20 0,24+0,01 0,34+0,04
ENZ 0,85+0,11" 0,30+0,02* 0,35+0,02* 1,85+0,29" 0,49+0,06* 0,59+0,06*

'Razdo de 1047/1022 cm 1; medida da quantidade de amido ordenado para a lamela amorfa; Razdo 995/1022 cm: medida do grau de duplas
hélices. * e ns na mesma linha representam diferenca e ndo diferenca significativa, respectivamente, entre as médias submetidas ao teste t a

5% de probabilidade de erro

A anélise de GPC (Figura 4) e de FTIR-ATR (Tabela 2)
demonstraram alterac@es estruturais moleculares causadas pela
pré-hidrolise com a enzima o-amilase nos amidos de pinhdo e
feijdo carioca (Figura 7). No entanto, a hidrélise acida com
H>SO4 durante 5 ou 7 dias resultou em alteracGes moleculares
e na ordem molecular de curto alcance do amido (Tabela 2).
Assim, a estrutura cristalina foi estudada por difracéo de raio-
X das amostras antes e ap6s 7 dias de hidrélise (Figura 8).

A pré-hidrélise enzimatica aumentou, de forma sutil, a
CR dos amidos de pinhdo e de feijdo (Tabela 3), resultado da
acdo da enzima que ocorre em duas etapas. Na fase rapida a
hidrélise ocorre preferencialmente na regido amorfa (0 a 9h de
reacdo) dos granulos de amido, favorecendo a cristalinidade do
amido. Por outro lado, na fase mais lenta, a enzima promove
erosbes na regido cristalina, causando alteracfes nas
propriedades térmicas dos cristais, pela facilidade de acesso
pela agua através dos poros formados nos granulos (Kim et al.,
2008). O elevado contetdo de amilose favorece interagdes do
tipo amilose-amilose e amilose-amilopectina, sendo reportado
como fator responsavel pela dificuldade na acdo enzimatica e
assim na reduc¢do da hidrdlise (O’Brien; Wang, 2008).

A hidrolise &cida com H2SO4 promoveu aumento na CR
dos amidos nativos e pré-hidrolisados (Tabela 3). O amido
nativo de pinhdo apresentou 0 menor CR inicial e maior
incremento da CR (90%), enquanto o amido de pinhdo pré-
hidrolisado apresentou CR inicial superior ao nativo e o menor
incremento da CR (~30%) ap6s a hidrélise acida. Por outro
lado, 0 amido de feijdo carioca, mesmo com CR diferente para
0 amido nativo e pré-hidrolisado, antes da hidrdlise, resultou
no aumento de ~60% para ambas as amostras.

Tabela 3. Cristalinidade relativa (CR) dos amidos de pinh&o e
feijdo nativos e modificados

Tratamentos® Cristalinidade Relativa (%)
Antes da hidrélise 7 dias de hidrélise
H>SO4 H2SO04
Amido de pinhdo
Nativo 22,09 42,00
ENZ 22,95 29,68
Amido de feijdo carioca
Nativo 25,17 42,14
ENZ 26,18 42,06
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O residuo da hidrolise de amidos de cereais, depois de
diferentes tempos de hidrélise, sugere um mecanismo de
hidrélise “lado-a-lado” nas camadas concéntricas da
organizacdo semicristalina dos grénulos, produzindo um
alargamento de canais dos anéis de crescimento
semicristalinos, a fragmentacdo dos granulos e residuos
piramidais (Zhang, Ao & Hamaker, 2006). A digestibilidade
lenta dos amidos de cereal é determinada pela estrutura
supramolecular da estrutura cristalina tipo-A, incluindo a

distribuicdo e a perfeicdo nas regiBes cristalinas (Zhang,
Venkatachalam & Hamaker, 2006).

Além disso, Vermeylen et al. (2004), mostraram que
existe uma diferenca menor entre a densidade na lamela amorfa
e cristalina dos amidos tipo-A, quando comparado aos amidos
tipo-B. Ainda, a lamela amorfa dos amidos tipo-A apresentam
um grande numero de ramificagdes (a,(1,6)) (GERARD et al.,
2000). A presenca das ramificacdes da amilopectina na regido
amorfa, pode explicar o aumento na cristalinidade do amido de
pinhdo apds a hidrolise enzimatica (Tabela 3).

Figura 8 Difratogramas de raio-X dos amidos de pinhdo (A e B) e feijdo carioca (C e D), nativos (A e C) e pré-hidrolisados (B
e D) e antes e apds a hidrélise com &cido sulfarico (H,SO4) de 7 dias
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A presenga de picos intensos no difratogramas de raio-x
no angulo de difragdo 20 em 15°, 17°, ¢ 23° e um leve pico em
5,7° nos amidos nativos de pinhdo e feijdo carioca indicam o
padrdo de difracdo de raio-X tipo-C (A+B) (Figura 8). Os
amidos tipo-A sdo caracterizados pela presenca de picos no
angulo de difragdo 20 e, 15°,17°, 18° ¢ 23° enquanto oS amidos
tipo-B se caracterizam pela presenca de picos em 5,6°, 15°,
20°, 22° e 24° (Zhang, Ao & Hamaker, 2006; Zhang,
Venkatachalam & Hamaker, 2006). O amido tipo-C é
caracterizado pela mistura dos tipos A e B (Cai et al., 2014;
Cheetham & Tao, 1998), com picos nas mesmas regides 0s
quais foram verificados para o amido de pinhdo e feijdo, em
5,7°,15° 17°, e 23° (Figura 8).

Os picos verificados no padréo de difracdo de raio-X dos
amidos de pinhdo hidrolisados, no dngulo de difragdo 26 foram
em 15°, 17°, 18° e 23° (Figura 8). Isso indica que a hidrolise
acida promoveu uma alteragdo do padrdo de difragdo do tipo-
C (amido nativo) para o tipo-A (amido hidrolisado). Este
comportamento também foi verificado no amido de feijdo
carioca e concluiu-se que os cristais tipo-A presentes nos
amidos pareceram ser mais resistentes a hidrolise &cida que os
cristais tipo-B, ressaltando que tanto 0 amido de pinhdo quanto
0 amido de feijdo apresentam cristalinidade tipo-C (A+B).

CONCLUSOES
A pré-hidrélise com a-amilase aplicada nos amidos de
pinhéo e feijao carioca apresentou pouca influéncia na cinética

da hidrélise acida de forma geral (k). Na primeira fase da
hidrélise (k) a pré-hidrolise aumentou a velocidade apenas do
amido de pinhdo e promoveu aumento no rendimento da
producdo de amido de pinhao &cido-hidrolisado (5 dias).

O amido de feijdo carioca se mostrou promissor para a
producdo de amido acido-tratado, principalmente pelo elevado
rendimento (> 35%) apds a hidrélise com &cido sulfurico,
sendo 180% maior do que o verificado na literatura com a
mesma metodologia. A pré-hidrélise enzimatica e a hidrolise
acida causaram desordem na estrutura cristalina dos amidos. A
razdo 1047/1022 cm™ aumentou com a pré-hidrélise do amido
de pinhdo e feijdo, indicando maior organizagdo da ordem
cristalina e maior razdo 995/1022 cm do amido de pinh&o,
indicando maior grau de duplas hélices.

A hidrdlise acida reduziu a razdo 1047/1022 cm? e
995/1022 cm™ tanto do amido de pinhdo quanto de feijéo.
Desta forma, confirmou-se as alteracdes, na ordem cristalina,
caudadas pela hidrdlise acida por meio da difracdo de raio-X.
O padrao de difracdo de raio-X alterou-se do tipo-C para o tipo-
A sugerindo que os cristais tipo-A, presentes no amido de
pinhdo e feijao carioca, sdo mais resistentes a hidrdlise acida
que os cristais tipo-B.
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