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RESUMO

As antocianinas (ACNs) podem ser empregadas na industria de alimentos como corantes ou
antioxidantes e estdo relacionadas a preven¢do de doencas. Na natureza, ha diferentes fontes
de antocianinas, muitas delas, pouco estudadas. O jambolado (Syzygium cumini) ¢ uma arvore
de grande porte e pode ser encontrada em grande parte do pais. A fruta do jambolao ¢ uma
relevante fonte de antioxidantes e apresenta cor purpura intensa por ser rica em antocianinas.
Devido sua elevada instabilidade, uma forma de proteger as antocianinas ¢ a utilizacdo de
materiais de barreiras como amido, na forma de nanoparticulas. Assim, este trabalho teve por
objetivo estudar o efeito da cristalinidade e da concentragcdo dos amidos de batata ¢ mandioca
nas propriedades fisico-quimicas de nanoparticulas de amido contendo antocianinas do
jamboldo produzidas pelo método de precipitacdo antissolvente. Para tal, ACNs foram
extraidas da polpa e da casca do jamboldo em etanol acidificado, a 35 °C por 80 min, sob
agitacdo. Realizou-se a precipitacdo antissolvente do extrato de ACNs em solugdes de amido
(5 e 10 % m/v), previamente gelatinizadas a 90 °C e resfriadas at¢ 30 °C, por 30 min. O
material obtido foi caracterizado quanto a sua estrutura, comportamento térmico, solubilidade,
propriedades colorimétricas e estabilidade, além disso, calculou-se a eficiéncia de retengao
(ER). Os po6s de amidos modificados contendo ACNs apresentaram coloragao vermelha tipica
de ACNs. As amostras com 5% m/v de concentracdo de amido apresentaram valores de
eficiéncia de retengao variando de 9,89 a 12,37% e aquelas com 10% m/v de concentragdo de
amido apresentaram valores de ER de 2,78 e 4,33%. Os valores de ER ndo foram
influenciados pela fonte de amido. O amido de batata modificado (5% m/v) apresentou
coloragdo rosa claro a cinza em diferentes pHs. As amostras de nanoparticulas foram
insoluveis em etanol e soliveis em agua destilada e 4gua destilada acidificada. Os resultados
indicaram que apds a precipitacdo por antissolvente, todos os amidos modificados
apresentaram estrutura cristalina tipo V, tipica de amidos com baixa cristalinidade. A
cristalinidade relativa nos amidos modificados diminuiu, oscilando entre 1,0% e 2,5%, em
relagdo aos amidos nativos (20,9% e 14,2%). A amorfizacdo desses amidos foi confirmada
por microscopia de luz polarizada e pelas curvas de calorimetria exploratoria diferencial
(DSC) das amostras que ndo apresentaram transi¢do de gelatinizacdo. Os amidos modificados
apresentaram distribui¢des bimodais com tamanho de particula entre 30 e 100 nm e entre 200
e 900 nm. Nao houve efeito do tipo e concentragdo de amido na distribuicao granulométrica
dos amidos modificados (p>0,05). Neste estudo, foram obtidos amidos modificados amorfos.
Verificou-se que o tipo de estrutura cristalina nao afeta significativamente as propriedades dos
amidos modificados e que a concentragcdo de amido afetou apenas os valores de ER. Valores
de baixo teor de umidade e atividade de agua de amidos modificados contendo antocianinas
sugerem que esses pos podem ser classificados como pos de baixa umidade, que ndo sdo
suscetiveis ao crescimento de microrganismos e reagdes quimicas. Além disso, esses pos
foram completamente dispersos em agua e agua acidificada a temperatura ambiente. Assim,
as nanoparticulas de amidos modificados contendo antocianinas obtidas neste trabalho podem
ser usados como corante alimentar natural.

Palavras-chave: Precipitacdo antissolvente. Nanoparticulas biopoliméricas. Pigmentos

naturais.



ABSTRACT

Anthocyanins (ACNs) can be used in the food industry as dyes or antioxidants and are related
to disease prevention. In nature, there are different sources of anthocyanins, many of them,
little studied. The jambolan (Syzygium cumini) is a large tree and can be found in much of the
country. The jambolan fruit is a relevant source of antioxidants and exhibits an intense purple
color due to the high anthocyanin content. Due to its high instability, a way to protect
anthocyanins is to use barrier materials such as starch, in the form of nanoparticles. Thus, this
work aimed to study the effect of crystallinity and concentration of potato and cassava
starches on the physicochemical properties of starch nanoparticles containing jambolan
anthocyanins, produced by the anti-solvent precipitation method. For this purpose, ACNs
were extracted from the pulp and skin of the jambolan in acidified ethanol at 35 °C for 80
min, under agitation. Anti-solvent precipitation of the ACNs was carried out in starch
solutions (5 and 10% w/v), previously gelatinized at 90 ° C and cooled to 30 ° C, for 30 min.
The material obtained was characterized in terms of its structure, thermal behavior, solubility,
colorimetric properties and stability, in addition, the trapping efficiency (TE) was calculated.
Modified starch powders containing ACNs showed a red color typical of ACNs. Samples with
5% w/v starch concentration showed retention efficiency values ranging from 9.89 to 12.37%
and those with 10% w/v starch concentration showed ER values of 2.78 and 4.33 %. The TE
values were not influenced by the starch source. The modified potato starch (5% w/v) showed
a light pink to gray color at different pHs. The nanoparticle samples were insoluble in ethanol
and soluble in distilled water and acidified distilled water. The results indicated that after the
precipitation of the antisolvent, all the modified starches presented V-type crystalline
structure, typical of starches with low crystallinity. The relative crystallinity in the modified
starches decreased, oscillating between 1.0% and 2.5%, in relation to native starches (20.9%
and 14.2%). The amorphization of these starches was confirmed by polarized light
microscopy and by differential scanning calorimetry (DSC) curves of the samples that did not
show a gelatinization transition. The modified starches showed bimodal distributions with
particle size between 30 and 100 nm and between 200 and 900 nm. There was no effect of the
type and concentration of starch on the granulometric distribution of the modified starches
(p>0.05). In this study, amorphous modified starches were obtained. It was found that the type
of crystalline structure does not significantly affect the properties of the modified starches and
that the starch concentration affected only the TE values. Values of low moisture content and
water activity of modified starches containing anthocyanins suggest that these powders can be
classified as low moisture powders, which are not susceptible to the growth of
microorganisms and chemical reactions. In addition, these powders were completely
dispersed in water and acidified water at room temperature. Thus, the modified starch
nanoparticles containing anthocyanins obtained in this work can be used as a natural food
color.

Keywords: Anti-solvent precipitation. Biopolymeric nanoparticles. Natural pigments.
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1 INTRODUCAO

Os amidos sao polissacarideos utilizados como fonte de energia por plantas e sdo
armazenados na forma de graos com diferentes formatos (por exemplo, esferas, elipsoides,
poligonos, entre outros) e tamanhos (entre 0,1 e 200 um), dependendo da fonte botanica
(VALENCIA; SOBRAL, 2018). Esse polissacarideo pode ser classificado como um
biopolimero abundante, barato e biodegradavel que tem sido amplamente utilizado em
diferentes aplicacdes alimenticias ¢ nao alimenticias (CHIN; PANG; TAY, 2011; SONG;
THIO; DENG, 2011; TAY; PANG; CHIN, 2012; VALENCIA; DJABOUROV; SOBRAL,
2016; VALENCIA; SOBRAL, 2018).

Os granulos de amido sdo formados por cadeias de amilose linear (20-30%) e
amilopectina ramificada (70-80%), onde a razdo amilose/amilopectina depende da fonte
(VALENCIA; SOBRAL, 2018). Os granulos de amido apresentam estrutura semicristalina,
estando associados principalmente as interacdes da cadeia da amilopectina. A cristalinidade
do amido pode ser classificada como tipo A, B e C, tipicas de amidos de cereais, tubérculos e
leguminosas, respectivamente. Os tipos A e B sdo as estruturas cristalinas mais comuns
encontradas nos amidos nativos. Além disso, o tipo C ¢ considerado uma mistura de estruturas
cristalinas dos amidos do tipo A e B. Cada tipo de estrutura cristalina do amido fornece
caracteristicas fisicas e quimicas particulares aos granulos, desejadas ou nao pelo setor
industrial (DULARIA et al., 2019; FROST et al., 2009; HE; WEI, 2017; PINTO et al., 2012).

Normalmente, os amidos nativos tém demonstrado baixa solubilidade em agua fria,
facil retrogradagdo, baixa capacidade de emulsificagdo e estabilidade de armazenamento
inadequada em temperaturas baixas (ALI; DASH; ROUTRAY, 2020). Uma alternativa para
melhorar as propriedades fisico-quimicas dos amidos nativos ¢ modifica-los por meio de
tratamentos quimicos, fisicos e/ou enzimaticos (AHMAD et al.,, 2020; ALI;, DASH;
ROUTRAY, 2020; KIM et al.,, 2004). O método de precipitagdo antissolvente ¢ um
tratamento quimico onde os granulos de amido sdo hidrolisados por aquecimento do
biopolimero na presenga de uma solucdo 4cida ou alcalina, seguido pela precipitagdo do
amido apos a adi¢do de etanol por gotejamento a primeira solu¢do (CHACON et al., 2019).
Recentemente, esse método foi usado para reter e estabilizar compostos bioativos como

curcumina, catequina, quercetina e antocianinas (ACNs) nos amidos modificados
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(ACEVEDO-GUEVARA et al., 2018; AHMAD et al., 2019; CHIN; YAZID; PANG, 2014;
FARRAG et al., 2018; XU et al., 2019a).

As antocianinas sao compostos fendlicos pertencentes aos flavonoides. Essas sdo o
principal grupo de pigmentos hidrossoliveis naturais em plantas, responsaveis pela coloragao
azul a vermelha em muitas frutas e vegetais (CAPELLO et al., 2019; ZHANG; BUTELLI;
MARTIN, 2014). A ingestdo de ACNs estd correlacionada com a prevengdao de doengas
cardiovasculares, cancer e doengas neurodegenerativas (YOUSUF et al., 2016).

Um fruto rico em antocianinas ¢ o jambolao (Syzygium cumini), arvore tropical da
familia Myrtaceae amplamente cultivada no Brasil como planta ornamental e de sombra.
Considerando que a fruta ndo tem valor comercial no pais ¢ a maior parte da producdo ¢
perdida, o jambolao torna-se uma matéria-prima barata para a extracdo de ACNs (DA SILVA
et al., 2018; RUFINO, 2008; SARI et al., 2012). Esta fruta exibe uma cor parpura intensa
devido ao alto contetido de ACNSs (cerca de 771 mg/100 g de peso seco) sendo delfinidina-3-
glicosideo, petunidina-3-glicosideo e malvidina-3-glicosideo as principais ACNs presentes
(BRITO et al., 2007; LAGO-VANZELA et al., 2011; PEREIRA DA SILVA et al., 2018).

Na literatura consultada, nenhum estudo explorou o impacto da estrutura cristalina
do amido na reten¢ao de ACNs em amidos modificados, bem como a valorizacdo de ACNs de

jambolao apds sua estabilizagao com esse biopolimero.
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1.1  OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito da cristalinidade e da concentragdao de amido de mandioca ¢ batata

nas propriedades fisico-quimicas de nanoparticulas contendo antocianinas do jambolao.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Quantificar a eficiéncia de retengdo das antocianinas em nanoparticulas de amido;

° Analisar a estrutura e as propriedades térmicas dos amidos modificados contendo
antocianinas;

° Caracterizar as propriedades colorimétricas das amostras;

° Avaliar a solubilidade dos materiais obtidos em diferentes solventes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 JAMBOLAO

O jamboldo (Syzygium cumini) é originario da India e pertence a familia Myrtaceae,
que engloba diversas espécies de outros frutos tropicais amplamente consumidos no Brasil
como a goiaba e a pitanga. E popularmente conhecida por outros nomes como jameldo, cereja,
jalao, kambol, jambu, jambul, azeitona-do-nordeste, ameixa-roxa, azeitona, murta, baga-de-
freira, guapé, jambui e azeitona-da-terra, dentre outros nomes. Essa frutifera cresce muito
bem em diferentes tipos de solo e estd adaptada as condigdes brasileiras. Assim, o jambolao
pode ser encontrado em grande parte do pais (MUSSI, 2018; NUNES, 2019).

A arvore do jamboldo ¢ de grande porte podendo alcancar mais de 20 m de altura,
com tronco geralmente tortuoso. Possui larga, densa e bem formada copa (3 a 4,5 m de
diametro de projecdo), capaz de oferecer sombra, motivo pelo qual ¢ frequentemente
cultivada como arvore ornamental nas proximidades das casas no interior do pais ¢ na
arborizagdo urbana. Suas folhas sdo simples, coriaceas, glabras, aromaticas, lustrosas e
inteiras apresentando em volta de 20 cm de comprimento € 8 cm de largura, as inflorescéncias
possuem flores numerosas, pequenas, brancas, hermafroditas e ramificadas (NUNES, 2019;
RUFINO, 2008).

No Brasil, a maturagdo ocorre nos meses de janeiro a maio. O fruto (também
chamado de jamboldo) ¢ uma baga elipsoide que possui apenas uma semente que esta coberta
por uma polpa carnosa e comestivel, mucilaginosa e doce, mas levemente amarga e
adstringente. Sua colora¢do, inicialmente branca, durante o amadurecimento torna-se
vermelha e quando maduras, roxo escuro intenso. A pele costuma ser utilizada em conjunto
com a polpa (RUFINO, 2008; SANTOS, 2017; SOARES, 2015).

Os frutos do jambolao sdo uma relevante fonte de antioxidante, sendo considerados
frutos com grande potencial nutracéutico, apresentam uma cor purpura intensa devido ao alto
teor de compostos antocianicos (771 mg/100 g de peso seco) como delfinidina-3-glicosideo,
petunidina-3-glicosideo e malvidina-3-glicosideo (BRITO et al., 2007; LAGO-VANZELA et
al.,, 2011; PEREIRA DA SILVA et al., 2018). Além disso, apresentam teores relevantes de
acidos fenolicos, como o acido elagico e flavonoides, como a quercitina e a rutina (NUNES,
2019). A Tabela 1 apresenta a média da composi¢ao centesimal e pardmetros fisico-quimicos

do jambolao.
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Tabela 1 — Composic¢do centesimal e pardmetros fisico-quimicos do fruto jamboldo

Componentes Polpa de jambolao
Teor de dgua 88,00%
Residuos minerais fixo 0,34%
Extrato etéreo 0,30%
Proteinas 0,67%
Carboidratos totais 10,70%
Acucares redutores 1,00%
Fibra alimentar 0,28%
Acidez 5,91%

pH 3,90
Solidos soluveis totais 9,00 °Brix
Vitamina C 146,37mg/g

Fonte: Adaptado de Nunes (2019).

O consumo dos frutos do jamboldo ocorre principalmente in natura, mas também
podem ser processados na forma de compotas, licores, vinhos, vinagre, geleias, tortas e doces.
Apesar da sua rica composi¢ao, boa parte da safra ¢ desperdicada, devido a sua alta produgao
espontanea, sabor adstringente, curta vida util in natura e devido a falta de conhecimento
sobre a fruta e suas possibilidades de processamento (SANTOS, 2017). Deste modo, a
retirada de composto de alto valor agregado como as antocianinas ou processamento desta

fruta sdo boas alternativas para evitar o desperdicio do fruto do jambolao.

2.2 ANTOCIANINAS

Antocianinas (do grego anthos = flor e kianos = azul) sd3o compostos bioativos
pertencentes aos flavondides. As antocianinas sdo pigmentos soliiveis em 4gua responsaveis
pelas cores azul, vermelho e roxo de flores, frutas, vegetais e alguns graos de cereais. Frutas e
vegetais como acerola, beringela e jambolao tém sido estudados como fonte de antocianinas
(PATRAS et al., 2010; YOUSUF et al., 2016; ZHANG; BUTELLI; MARTIN, 2014).

As antocianinas sdo glicosideos ou acilglicosideos de antocianidinas (ou agliconas)

(Figura 1), compostas quimicamente pelo esqueleto C6-C3-C6. As principais antocianinas
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encontradas nos alimentos sdo derivadas das seguintes agliconas: pelargonidina, cianidina,
delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina, que variam pelo nimero e grau de metilagdo
dos grupos hidroxilas no anel B das antocianidinas. Normalmente, a metilagdo aumenta a
vermelhiddo e melhora a estabilidade, enquanto a hidroxilacdo aumenta o azulado e reduz a

estabilidade (RODRIGUEZ-AMAYA, 2019; STINTZING; CARLE, 2004).

Figura 1 — Estrutura quimica basica das antocianidinas.
Rs

Re
.
Ry 0 @
C_
R; R,
Ry

Fonte: Adaptado de Castafieda-Ovando et al. (2009)

As antocianinas tém sido usadas como pigmentos em uma ampla variedade de
alimentos e bebidas. Além disso, esse grupo de compostos pode ser eficaz para aumentar a
capacidade antioxidante de produtos (EINBOND et al., 2004; KAHKONEN; HEINONEN,
2003; MAZZA et al., 2002) e, desta forma, melhorar a atividade antimicrobiana e inibidora de
enzimas no produto no qual as ACNs sejam adicionadas (BAHARFAR; AZIMI; MOHSENI,
2015; CASEDAS et al., 2017; DEMIRBAS et al., 2017; JUNQUEIRA-GONCALVES et al.,
2015; KHALIFA et al., 2015; MA et al., 2019; SUN et al., 2018).

Com relagdo as aplicagdes das ACNs como aditivo natural em produtos alimenticios,
seu efeito antioxidante desempenha um papel vital na preven¢do e/ou tratamento de doencgas
graves como cancer, obesidade, cardiopatias, entre outras (KHAN et al., 2018; LEE et al.,
2017; LIN et al, 2017; WALLACE; SLAVIN; FRANKENFELD, 2016; WINTER;
BICKFORD, 2019).

Embora as antocianinas sejam importantes antioxidantes, essas possuem aplicagao
limitada devido a sua elevada instabilidade, degradabilidade e interacdo com outros
compostos da matriz alimentar. A cor e a estabilidade das antocianinas sdo afetadas por
diversos fatores, como pH, temperatura de armazenamento e processamento, estrutura
quimica, concentra¢do, luz ultravioleta, oxigénio, solventes, presenca de enzimas,
copigmentos, proteinas e fons metalicos (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2019). Tavares et al. (2020) determinaram os valores de tempo de
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meia-vida (t12) e energia de ativacdo para o suco de jambolao em pé rico em antocianinas, ao
longo do periodo de armazenamento e em diferentes temperaturas, com o objetivo de
compreender os mecanismos de degradacdo desses produtos. Os autores obtiveram valores de
meia-vida de 630 (35 °C) a 2310 (4 °C) dias e energia de ativagdo de 26,15 kJ/mol
determinada pela equacdo de Arrhenius. Como as antocianinas sdo compostos termossensiveis
obteve-se um maior tempo de meia-vida na menor temperatura de armazenamento.

As antocianinas mudam de cor e estrutura de acordo com o pH, devido a sua
estrutura molecular i6nica. Em pH 1 (cation flavilio), as antocianinas sao vermelhas e roxas.
Em pH 2 a 4 (espécie quindide), o azul ¢ a cor predominante. Em pH 5 a 6 (pseudobase e
chalcona) as antocianinas apresentam-se incolores. Por outro lado, as solugdes alcalinas (pH >
7) levam a degradacdo das antocianinas. Assim, as antocianinas s3o mais estaveis em solugdes
4cidas quando comparadas as condi¢des basicas e neutras (CASTANEDA-OVANDO et al.,
2009; KHOO et al., 2017).

Em geral, o processamento térmico dos alimentos diminui a estabilidade das
antocianinas durante o processamento € armazenamento. E possivel que o processamento
térmico acima de 50 °C possa induzir algumas reagdes quimicas inesperadas e indesejadas o
que pode ter um grande impacto na qualidade da cor e também pode afetar as propriedades
nutricionais. A degradacdo térmica das antocianinas segue uma cinética de reagdo de primeira
ordem. Esses compostos também sdo suscetiveis a deglucosilagdo, ataque nucleofilico de
agua, clivagem e polimerizagdo. Na presenga de oxigénio, ocorre oxidacdo, gerando produtos
marrons. Além disso, as antocianinas podem ser degradadas enzimaticamente na presenca de
polifenoloxidase, portanto, alguns autores relataram que a inclusdo de uma etapa de
aquecimento moderado (aproximadamente 50 °C) pode ter um efeito positivo na retencao de
antocianinas. Reagdes de escurecimento enzimatico podem ser evitadas por outros fatores,
sem o emprego de tratamento térmico, adicionando inibidores quimicos como sulfitos, sais e
agentes redutores, reduzindo o pH e suprimindo oxigénio. Assim, a temperatura a ser utilizada
pode ter efeito positivo ou negativo na retengdo de antocianinas, portanto, a temperatura deve
ser avaliada apos o processamento (CAVALCANTI; SANTOS; MEIRELES, 2011; KHOO et
al., 2017; PATRAS et al., 2010; RODRIGUEZ-AMAYA, 2019).

Apesar de suas propriedades biologicas, as ACNs sdo sensiveis a luz, oxigénio,
reacdo enzimatica e variagdo de pH. Se as antocianinas forem utilizadas sem passar por

processo de estabilizacdo, recomenda-se a aplica¢do de antocianinas em alimentos acidos que
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ndo passaram por processamento em temperaturas superiores a 50 °C, e principalmente que
sejam embalados protegidos da luz para que as propriedades das antocianinas ndo sejam
perdidas durante o processamento e/ou armazenamento. Assim, diversos estudos tém
melhorado a estabilidade e/ou biodisponibilidade das antocianinas, empregando técnicas
como encapsulagdo, adsor¢do e atmosferas modificadas. As antocianinas tém sido aplicadas
principalmente como corante alimentar e como compostos antioxidantes. A inovagdo na
aplicacdo desses compostos € o uso de fontes geralmente subutilizadas como o jambolado, que

contém altos teores de ACNE.

23 AMIDO

O amido ¢ um polimero natural, renovével e biodegradavel, produzido por diversas
plantas como fonte de energia armazenada. E o segundo material de biomassa mais abundante
na natureza. E encontrado em raizes de plantas, caules, sementes de colheitas e produtos
basicos como arroz, milho, trigo, mandioca e batata. A induastria de amido extrai e refina
amidos por moagem uUmida, peneiramento e secagem. Esse biopolimero ¢ usado como
extraido da planta e ¢ chamado de amido nativo; ou sofre uma ou mais modificacdes para
atingir propriedades especificas e ¢ chamado de amido modificado. Em todo o mundo, as
principais fontes de amido sdo milho (82%), trigo (8%), batata (5%) e mandioca (5%), de
onde deriva o amido de tapioca. Em 2016, a produ¢do mundial anual de amido foi de
aproximadamente dois bilhdes de toneladas, que inclui cereais como arroz, milho, trigo,
cevada e outros. No entanto, a producao de amido de raizes e tubérculos foi superior a 700
milhoes de toneladas (CORRE; BRAS; DUFRESNE, 2010; MAHMOOQOD et al., 2017).

O amido nativo trata-se de p6 branco semelhante a farinha, insoliivel em 4gua fria.
Esse p6 ¢ composto por granulos microscopicos com didmetros variando de 0,1 a 200 pm,
dependendo da fonte de amido, e com densidade de 1,5. Apresentam distribuicdo de tamanho
de particula unimodal, bimodal e trimodal. A maioria dos granulos ¢ oval, mas também sao
encontrados granulos redondos, esféricos, poligonais e de formato irregular (CAl et al., 2014;
CORRE; BRAS; DUFRESNE, 2010; HOOVER, 2001).

O amido se apresenta como granulos semicristalinos composto por dois
polissacarideos a amilose (20-30%) que ¢ uma macromolécula essencialmente linear de o-d-
glucose conectadas por ligacdes glicosidicas a(1—4); e pela amilopectina que ¢ altamente

ramificada (70-80%) composta por ligacdes glicosidicas a(l—4) e a(1—6) (Figura 2). A
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propor¢cdo de amilose e amilopectina no amido depende da fonte e exerce influéncia
significativa na viscosidade e gelatinizacdo do amido (TESTER; KARKALAS; QI, 2004;
VALENCIA; SOBRAL, 2018).

Figura 2 — Estrutura parcial das cadeias de amido. (a) amilose, (b) amilopectina.
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Fonte: Adaptado de Muralikrishna e Nirmala (2005)

Sob microscopio de luz polarizada os granulos de amido apresentam birrefringéncia,
0 que aponta um certo grau de organizagdo molecular. A parte linear das moléculas de
amilopectina forma estruturas de duplas hélices, estabilizadas por ligacdes de hidrogénio entre
grupamentos hidroxila. Sdo elas que dao origem as regides cristalinas dos granulos. A regidao
amorfa ¢ constituida pelas ramificagdes de amilopectina e pelas cadeias de amilose (SOUZA;
ANDRADE, 2000). Tester, Karkalas e Qi (2004) relatam que tanto as cadeias de amilose
quanto as cadeias externas de amilopectina podem formar duplas hélices e assim serem
responsaveis por dominios cristalinos nos granulos de amido. Contudo, na maioria dos
amidos, tal caracteristica esta restrita a molécula de amilopectina.

Os granulos de amido possuem diferentes cristalinidades, apresentando padrdes de
difratogramas tipo A, B e C, dependendo do comprimento de cadeia da amilopectina. Amidos
do tipo A apresentam maiores picos de intensidade nos angulos de difracio 20 em
aproximadamente 15,3 ©; 17,1 ©; 18,2 © e 23,5 ° sendo evidenciados em amidos de cereais. Ja
o tipo B apresenta maiores picos de intensidade de difracdo para os angulos a 26 a 5,6 °; 15 ©;
17,2 °; 22,2 ° e 23 ° sendo mais comum nos amidos de tuberosas, assim como em amidos com

alto teor de amilose. O tipo C ¢ menos comum e apresenta uma mistura das caracteristicas A e
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B, com predominancia de A. Tém-se ainda um quarto tipo de cristalinidade, um padrao tipo
V, que pode aparecer apds a gelatinizagdo dos granulos; esse tipo ¢ formado pela cristalizagao
da amilose com lipidios; apresenta picos de intensidade nos angulos de difragdo 26 em
aproximadamente 12,6 °; 13,2 °; 19,4 © ¢ 20,6 ° (LI; ZHOU; JIN, 2021; LIU et al., 2009).

Quando aquecido, o amido nativo, em excesso de agua (>60%) sua natureza
semicristalina e arquitetura 3D sdo gradualmente interrompidas, resultando na transi¢ao de
fase de uma estrutura granular ordenada para um estado desordenado na agua, que ¢
conhecido como gelatinizagdo. A gelatinizacdo ocorre em uma faixa de temperatura
caracteristica da fonte de amido, geralmente entre 60 e 80 °C. Nesse processo, portanto, ha a
perda de birrefringéncia e da cristalinidade pois isto provoca o desenrolamento da dupla
hélice de amilopectina. Essa perda ¢ observada usando-se luz polarizada (perda da Cruz de
Malta) e pelo desaparecimento da cristalinidade evidenciada por difracdo de raios X. A
gelatinizagdo ¢ acompanhada por uma mudanca bastante acentuada na viscosidade da solucgio,
promove mudangas irreversiveis em suas propriedades: inchamento dos granulos, perda de
amilose para a solugdo, dissociagdo das duplas hélices, fusao dos cristais e solubilizacao do
amido (HOOVER, 2001; XIE; HALLEY; AVEROUS, 2012).

O processo de gelatinizagdo € afetado pelas caracteristicas dos granulos de amido:
composi¢do, morfologia, arquitetura molecular e peso molecular. Apos a gelatinizagdo, com o
resfriamento e armazenamento do gel, ocorre o processo de retrogradagdo, tendéncia das
moléculas de amilose e amilopectina se reorganizarem e formarem uma nova estrutura
cristalina, que foi perdida durante a gelatinizagdo. A amilose e a amilopectina tém fungdes
distintas nesse processo. A amilose tem uma alta tendéncia a retrogradacdo e produz géis
duros e filmes fortes. Ja a amilopectina dispersa em agua ¢ mais estavel e produz filmes fracos
e géis moles (pouco viscosos) (XIE; HALLEY; AVEROUS, 2012; XU et al., 2013).

Os amidos em sua forma nativa, isto €, aqueles que ndo passaram por nenhum
processo de modificacdo, tém aplicagdo limitada na induastria de alimentos por possuirem
certas restri¢des, ou seja, sdo instaveis em relagdo as alteracdes de temperatura, pH e forgas de
cisalhamento; além de possuirem alta tendéncia a retrogradar e a sinérese. Assim, surgiu a
necessidade por novas fontes de amidos, os chamados ndo convencionais, para atender aos
consumidores e as industrias. Desenvolveram-se métodos de modificar os amidos para torna-
los mais vidveis e com propriedades especificas, tais como solubilidade, textura, adesdo e
tolerancia as temperaturas de aquecimento utilizadas em processos industriais. (MIYAZAKI

et al., 2006; SINGH; KAUR; MCCARTHY, 2007). Essas modificagdes provocam a ruptura
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parcial ou total das cadeias de amilose e amilopectina do amido, enfraquecendo-os e assim
aumentando seu poder de inchamento e reten¢do de 4gua. Isso resulta num aumento da
viscosidade da solugdo final com concentracdes mais altas de amido disperso. As
modificagdes podem ser quimicas, fisicas ou bioldgicas; as modificacdes fisicas envolvem o
uso de calor e umidade, e os métodos modificagdes quimicas introduzem grupos funcionais na
molécula de amido usando reagdes de derivatizagdo ou envolvem reacdes de degradacao

(ALCAZAR-ALAY; MEIRELES, 2015).

2.4 TECNICAS DE ENCAPSULACAO

A encapsulagdo de compostos bioativos tem despertado interesse na area de
tecnologia de alimentos devido a sua variedade de possiblidades de aplicacdes. Essa técnica ¢
definida como um processo para reter uma substidncia (agente ativo) dentro de outra
substancia (material transportador) formando particulas ou capsulas em escala micrométrica
ou nanométrica. A substancia encapsulada também ¢ conhecida como nucleo, preenchimento
ou fase interna, enquanto os materiais transportadores sdo designados como material de
parede, revestimento, membrana, capsula, casca ou matriz (BORBEVIC et al.,, 2014;
NEDOVIC et al., 2011).

A encapsulacdo pode ser usada para assegurar que os compostos bioativos
permanecam intactos e ativos, protegendo-os da luz, cisalhamento, oxigénio, umidade, calor
ou outras condi¢des extremas; previne reagdes indesejadas e a sua degradagdo, aumentando
assim a sua estabilidade e mantendo a sua viabilidade (DEVI et al., 2017).

A técnica de encapsulacdo permite ainda a liberagdo controlada do composto
bioativo por periodos prolongados e em condig¢des especificas, auxilia o mascaramento de
sabores indesejaveis, reduz a perda por evaporacdo, aumenta a barreira de reatividade de
compostos bioativos e melhora a estabilidade fisica e bioldgicas desses compostos. Esse
método vem sendo amplamente empregado na industria de alimentos para encapsular aromas,
sabores, acidulantes, nutrientes, enzimas, conservantes antioxidantes e pigmentos
(KRINGEL, 2019; SILVA, 2018).

M¢étodos de microencapsulagdo e nanoencapsulacao tém sido investigados podendo
produzir microparticulas com tamanho de 1 a 1000 um e nanoparticulas com tamanhos

menores que 1 um. A diferente forma e distribuicdo de tamanho das particulas podem ter um
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impacto importante em muitos aspectos dos alimentos incluindo caracteristicas sensoriais
como sabor, textura, aparéncia e¢ funcionalidade do produto final. As caracteristicas de
encapsulacdo e liberagdo das particulas e a atividade biologica das particulas também sao
afetadas pelo tamanho das particulas. As propriedades funcionais caracteristicas das
nanoparticulas sdo atribuidas a sua maior para razao de area de superficie/volume comparadas
as particulas de maior tamanho; o que as torna agentes adequados para as nanocapsulas
contendo compostos bioativos para sua melhor distribuicao e atividade biologica direcionada
por meio de alimentos funcionais. As propriedades unicas dos nanomateriais os tornam
agentes potenciais com amplas aplicagdes na industria de alimentos e nos setores agricolas e,
portanto, uma série de produtos baseados em nanomateriais ja estdo disponiveis no mercado
(KUMARI; YADAV; YADAV, 2020; RODRIGUEZ et al., 2016; SILVA, 2018).
Independentemente do tamanho obtido, estas particulas podem receber
denominacdes distintas, devido a morfologia e a estrutura interna (Figura 3).Podem ser
divididas em dois grupos: cépsulas e esferas (Figura 4); no primeiro o nucleo ¢ nitidamente
distinto e circundado por um filme (camada de polimero) de espessura variavel, no segundo, o

nucleo é uniformemente disperso em uma matriz (RODRIGUEZ et al., 2016; SILVA, 2018).

Figura 3 — Exemplos de sistemas de entrega coloidal que podem ser usados para encapsular,
proteger e entregar ingredientes alimentares funcionais com a localiza¢do mais provavel do
composto bioativo com base em sua hidrofilicidade ou hidrofobicidade.
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Fonte: Adaptado de Joye, Davidov-Pardo e Mcclements, (2014)
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Figura 4 — Representagao esquematica de formas de encapsulamento.
Nicleo vazio Niicleo de polimero

/ Polimero

Ativo

Estrutura de capsula Estrutura de esfera

Fonte: Adaptado de Rivas et al. (2017)

No processo de encapsulamento de ativos € producao de micro e/ou nanoparticulas,
primeiramente ¢ preciso conhecer o tipo de sistema mais apropriado para o composto ativo.
Desta forma, a sele¢do do material de parede para o preparo do sistema encapsulado ¢ a
técnica utilizada para a encapsulacdo sdo importantes de serem avaliadas (KRINGEL, 2019).

Diversos métodos de encapsulagdo sdo descritos na literatura, geralmente divididos em
métodos mecanicos, fisico-quimicos e quimicos. Os métodos fisicos e fisico-quimicos
normalmente requerem a forma¢dao de uma solugdo polimérica inicial que contém a espécie
ativa, com posterior remog¢ao do solvente para a formagao da particula. A retirada do solvente
pode ser realizada por inversdo de fase e precipitacdo das particulas dopadas com o agente
ativo ou por dispersao de solu¢do em meio heterogéneo e evaporacao a quente do solvente. Os
métodos quimicos normalmente realizam a produgdo de particulas por meio de reacdo em
meio disperso, com eliminagdo eventual do solvente e residuos de reacdo por meio de
evaporacao (SILVA, 2018).

A escolha da técnica para encapsular o bioativo ird depender de varios fatores, como:
tamanho de particula requerido, propriedades fisicas e quimicas do nucleo e da parede,
aplicagdo do produto final, mecanismos desejados de liberagdo, escala de producdo e custo
(SPADA, 2011). Assim, a escolha da técnica de encapsulagdo ¢ de grande importancia para
controlar a cinética e termodinadmica do processo. Alguns dos procedimentos de encapsulagao

mais utilizados s@o a coacervagdo, a emulsdo seguida da evaporagdo, a secagem por aspersao,
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o processo dispersao liquido-liquido e o processo de precipitacdo antissolvente, detalhado a

seguir por fazer parte desse estudo (MARINI, 2014).

2.4.1 Precipitacdo antissolvente

A técnica de precipitacdo antissolvente também conhecida como nanoprecipitagao,
nanoprecipitacdo antissolvente e método por deslocamento do solvente ¢ um método de
preparagao de nanoparticulas poliméricas desenvolvido por Fessi et al. (1989). Esse método ¢
rapido, economico e reprodutivel, podendo ser realizado em temperatura ambiente e a pressao
atmosférica (SIEDLER, 2015; THORAT; DALVI, 2012).

Nesse método € necessaria a preparacao das fases de solvente e antissolvente (ndo-
solvente), que ¢ seguida pela adi¢do de uma fase a outra sob agitagdo magnética moderada.
Para que ocorra tal processo ¢ preciso que o solvente € 0o ndo solvente sejam no minimo
parcialmente misciveis. Ao adicionar o antissolvente na solu¢do com o polimero dissolvido
(ou vice-versa) ocorre a precipitagdo do polimero em quatro etapas: supersaturagao,
nucleagdo, crescimento por condensacdo e crescimento por coagulacdo que leva a formagao
de nanoparticulas de polimero ou agregados. O antissolvente pode ser adicionado de uma so
vez, em pequenas porgdes, gota a gota ou por taxa de adi¢do controlada e com ou sem um
agente tensoativo (surfactante ou estabilizante) na fase aquosa. ApoOs a precipitacdo
antissolvente o solvente pode ser evaporado da solugdo resultante (FARRAG et al., 2018;
PEREIRA, 2018; RIVAS et al., 2017).

Os solventes mais utilizados no método de nanoprecipitacao sao o etanol, o hexano, o
cloreto de metileno e o dioxano. O principal antissolvente ¢ a agua, contudo excipientes
hidrofilicos também podem ser utilizados para essa funcdo (RIVAS et al., 2017).

A morfologia e o tamanho das particulas obtidos por precipitacao antissolvente podem
ser influenciados por parametros tecnoldgicos como a natureza, a massa molar e a
concentragdo dos polimeros, a natureza e a quantidade dos solventes utilizados, a temperatura
da fase aquosa e a velocidade de agitacdo do meio, além da viabilidade de obtencdo de
nanoesferas e nanocédpsulas. Para realizar a nanoencapsulacdo de compostos bioativos o
principio ativo deve se encontrar dissolvido ou disperso na fase organica, ou previamente

dissolvido em um 6leo (PEREIRA, 2018).
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2.4.1.1 Precipitagdo antissolvente com amido

Como citado anteriormente, a escolha do material de parede ¢ um fator importante
para a execucdo da encapsulacdo. O material escolhido deve ser reconhecido como GRAS
(geralmente reconhecidos como seguros), por isso os sistemas baseados em matrizes de
biopolimeros como o amido tém ganhado interesse por serem materiais seguros para
encapsulacdo de compostos bioativos. Os granulos de amido na faixa nanométrica mostraram
propriedades funcionais tinicas. Esses materiais aumentam a biodisponibilidade e solubilidade
em agua de moléculas bioativas e as protegem em sua passagem pelo sistema digestivo, o que
os transforma em material de parede ideais para a encapsulagdo de diversas substancias
(KRINGEL, 2019; KUMARI; YADAV; YADAYV, 2020; MONTERROZA, 2018).

Diversos trabalhos na literatura tém utilizado precipitagdo antissolvente para produzir
nanoparticulas com compostos bioativos a partir de amidos de diferentes fontes. Qin et al.
(2016) usaram esse método para estudar a influéncia do teor de amilose e do tipo de amido em
nanoparticulas de amido, obtendo didmetros médios de 30 a 75 nm e estruturas cristalinas tipo
V. Os autores concluiram que a cristalinidade relativa e o contetido de amilose tém uma alta
correlagdo. Chacon et al. (2021) produziram nanoparticulas de amido de batata por
precipitacdo antissolvente, obtendo nanoparticulas com tamanhos de particula entre 50 e 150
nm e solu¢des de nanoparticulas mais estaveis que solugdes de amido de batata nativo em
temperatura ambiente. Qiu et al. (2016) prepararam nanoparticulas de amido de tamanho
controlado com base em cadeias lineares curtas de amido de milho ceroso desramificado.
Todas as nanoparticulas exibiram uma estrutura cristalina tipica do tipo V e tinham uma alta
cristalinidade relativa (43,2-49,5 %). Em comparagdo com o amido de milho ceroso nativo, a
temperatura de fusdo das nanoparticulas era mais alta e a faixa de temperatura era mais ampla.

Farrag et al. (2018) produziram nanoparticulas de amidos de ervilha, milho e batata
carregadas com quercitina usando a técnica de nanoprecipitagdo. Os autores concluiram que a
origem do amido afeta a porcentagem de carga de quercetina, a cinética de liberacdo e a
atividade antioxidante das nanoparticulas produzidas. Em outra pesquisa, Acevedo-Guevara et
al. (2018) desenvolveram nanoparticulas de amido de banana nativas e modificadas como
veiculos para a curcumina. Em ambos os nanossistemas obtiveram-se tamanhos menores que

250 nm e eficiéncia de encapsulacdo acima de 80%, com nanoparticulas de amido de banana
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modificada tendo a capacidade de encapsular mais moléculas de curcumina. Wang et al.
(2018) estudaram a liberagdo in vitro de nanoesferas de amido de milho carregadas com
extratos de Ginkgo biloba. As nanoesferas apresentaram retengdo de 0,560-1,045 mg/mg de
extratos de Ginkgo biloba e tamanho de particula de 255 a 396 nm. Os extratos

nanoencapsulados apresentaram liberagao sustentada melhor do que os extratos livres.

2.4.1.1.1 Nanoparticulas de amido e antocianinas por precipitagdo antissolvente

Nanoparticulas de amidos de diferentes origens produzidos por precipitacao
antissolvente vém sendo utilizados para nanoencapsular antocianinas. Xu et al. (2019)
utilizaram nanoparticulas de amido de batata para encapsular antocianinas extraidas de duas
variedades de magds Xinjing No.4 e Red Laiyang, ambas com polpa vermelha. As
nanoparticulas de amido com antocianinas de mag¢ds Xinjing No.4, apresentaram melhor
estabilidade e atividade antioxidante e obtiveram taxa de liberagdo mais lenta em condi¢des
gastricas e intestinais simuladas. Contudo, os autores ndo caracterizaram a estrutura cristalina
e propriedades das nanoparticulas.

Escobar-Puentes et al. (2020) empregaram nanoparticulas de amido de milho
succinilado como encapsulante de antocianinas de Gondo Mexicano (Ardisia compressa),
com o objetivo de estudar o efeito do contetdo de amilose/amilopectina e da succinilagdo do
amido. Obtiveram nanoparticulas com estrutura cristalina tipo V, com baixa ou nula
cristalinidade. Os autores concluiram que a estrutura ramificada da amilopectina e um baixo
grau de substituicdo favoreceu o encapsulamento das antocianinas e resultou em menores
tamanhos de particula.

Tong et al. (2020) produziram nanoparticulas de amilopectina de batata para entregar
antocianinas de ardnia (A4ronia melanocarpa). Obtendo nanoparticulas com estrutura
cristalina tipo V com tamanho de 100 nm. Os complexos antocianina-nanoparticulas
mostraram bom desempenho durante a digestdo do trato gastrointestinal simulada in vitro,
onde as taxas de retencdo de antocianina e os valores de capacidade antioxidante aumentaram

de 9,12% para 26,17% e de 32,69% para 57,54%, respectivamente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

Os frutos do jamboldo (Syzygium cumini) foram colhidos em janeiro de 2019, no
Campus da Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, Santa Catarina, Brasil. O
amido de mandioca (AM) e o amido de batata (AB) foram adquiridos em mercado local da
cidade de Florianopolis (Santa Catarina, Brasil) das industrias Juréia e Shambala Naturais,
respectivamente. Agua destilada, agua deionizada, etanol (> 99,5%, Exodo Cientifica, Brasil)

e acido cloridrico (37% em peso, Neon, Brasil) foram usados como solventes.

3.2 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE ANTOCIANINAS

Dentre os frutos maduros coletados, foram selecionados os frutos fisicamente
integros, sem danos fisicos. Ap0s, os frutos de jambolao foram lavados com 4gua destilada e
secos por exposicdo ao ar atmosférico (25 °C) por 4 h. A casca e a polpa foram separadas
manualmente da semente e congeladas a —18 °C, seguida de liofiliza¢do (Liotop L 101) e
moagem em laminador de ago inoxidavel (Moinho Multiuso Tecnal TE-631/2, Sao Paulo,
Brasil). O jambolao liofilizado (polpa e casca) foi armazenado a 4 °C em sacos de polietileno,
até a extragdo das ACNs (MERZ et al., 2020). O contetido final de 4dgua do jambolao
liofilizado era de 17,40 + 0,85% (base imida).

A extracdo da antocianina do jambolao liofilizado foi realizada em lotes de acordo
com o método descrito por Merz et al. (2020), com modificacdes. O p6 de jamboldo
liofilizado (0,28 g) foi adicionado a 60 mL de uma solucdo de etanol acidificado (100:1 v/v,
H>O:HCI 37% em peso) e mantido sob agitagdo continua (100 rpm) em um agitador modelo
TE-424, (Tecnal, Sdo Paulo, Brasil) a 35 °C por 80 min, na auséncia de luz. O extrato obtido
foi filtrado e utilizado imediatamente.

As medigdes do teor de antocianinas total (Tacns), no extrato de jambolao, foram
determinadas pelo método diferencial de pH, conforme descrito por Giusti ¢ Wrolstad (2001),
usando um espectrofotdmetro Hitachi U-2900 UV-vis. Aliquotas (0,5 mL) foram diluidas em
4,5 mL de tampao cloreto de potassio 0,025 M (pH = 1) e em 4,5 mL deo tampao de acetato

de sodio 0,4 M (pH = 4,5), em tubos de ensaio separados. A absorbancia dos extratos foi
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medida a 522 (As22 im) € 699 (Ag99 nm) nm. O Tacns foi expresso em mg/L, de acordo com a

equagao (1):

A+*Mw*DF+*1000
Tacns = ————— (D

exl
onde A = [(As22nm - A6oonm)pH = 1,0 - (As22nm - A69onm)pH = 45], Mw € 0 peso molecular de
cianidina-3-glucosideo (449,2 g/mol), DF (10) ¢ o fator de diluigdo, € ¢ o absortividade molar
da cianidina-3-glicosideo (26.900 L/cm.mol) e L ¢ o comprimento do caminho 6ptico (1 cm).

Solugao de etanol acidificado (100:1 v/v, H2O:HCI 37% em peso) foi usada como um branco.

3.3 RETENCAO DE ANTOCIANINAS EM AMIDOS DURANTE A PRECIPITACAO
ANTISSOLVENTE

Os amidos modificados foram preparados pelo método de precipitagdo antissolvente
proposto por Ahmad et al. (2019) e Chacon et al. (2019). Amido de mandioca modificado
(AMM) e amido de batata modificado (ABM) foram preparados separadamente em etanol
acidificado (100: 1 v/v, etanol:HCI 37% em peso) ou extrato de ACNs como antissolvente.
Granulos de amido (5 ou 10% m/v) foram dispersos em agua destilada e depois aquecidos a
90 °C por 30 min, sob agitacdo constante (290 rpm). Na sequéncia, as solugdes de amido
foram resfriadas a 25 °C, sob agitacdo constante. Extrato de antocianinas ou etanol acidificado
foram gotejados com o auxilio de uma bureta na solucao de amido gelatinizado, na proporgao
de 1:1 (% v/v). As solugdes resultantes foram agitadas (290 rpm) a 25 °C por 12 h, na
auséncia de luz; apds esse periodo de agitagdo, as solugcdes de amido foram centrifugadas a
3.600 rpm por 15 min, os sobrenadantes foram removidos e as nanoparticulas foram ainda
centrifugadas duas vezes usando solugdo 80/20 de etanol/agua, respectivamente e finalmente
lavadas com etanol absoluto para remover a dgua. Os amidos modificados foram secos a 60
°C durante 10 min usando uma estufa de secagem com circulag@o de ar forcada para remog¢ao
do etanol. Na sequéncia, os amidos modificados foram secos por liofilizagdo, finamente
macerados e armazenados em dessecadores com silica gel a 25 °C, na auséncia de luz. Por
fim, foram obtidos amidos modificados a base de amidos de mandioca (AMM-ACN) e de
batata (ABM-ACN) aprisionando ACNs. Amidos nativos (AM e AB), bem como AMM e
ABM obtidos apds gotejamento da solugdo de etanol acidificado foram utilizados como

controle.
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3.4 CARACTERIZACAO DOS AMIDOS MODIFICADOS
3.4.1 Eficiéncia de Retencio

As antocianinas foram removidas dos amidos modificados em uma etapa. Amostras
de 0,25 g foram dissolvidas em 25 mL de agua destilada acidificada (100: 1 v/v, agua: HCI,
pH = 1), as suspensdes resultantes foram agitadas a 30 rpm durante 30 min. O Tacns das
suspensodes foi calculado usando o mesmo método e configuragdo descritos na Secdo 3.2. A
eficiéncia de retencdo (ER,%) de ACNs em amidos modificados foi calculada usando a

equagao (2):

ER = —A%sms 100 @)

T ACNsextrato

em que Tacnsms € TacNsextato (Mg/L) sdo a quantidade de ACNs dessorvidas do amido
modificado e a quantidade de ACNs inicial no extrato gotejado na solucdo de amido

gelatinizado, respectivamente.
3.4.2 Distribuicdo de Tamanho de Particula e Potencial Zeta

As medi¢des de espalhamento dindmico de luz (do inglés Dynamic Light Scattering,
ou DLS) foram realizadas em dispersdes de amostra (0,03% m/v) contendo os pds (AMM,
ABM, AMM-ACN e ABM-ACN) e usando agua Mili-Q ultrapura como solvente. As
dispersdes foram sonicadas por 30 min a 40 KHz em banho de ultrassom (Ultracleaner 1650,
Unique, Brasil) e as medidas DLS foram realizadas usando o equipamento Zetasizer Nano ZS
(Malvern, Inglaterra) (AHMAD et al., 2019). As DLS de dispersdes contendo amidos nativos
(0,5% m/v) em agua Mili-Q ultrapura foram analisadas simultaneamente pelo método de
sedimentacdo centrifuga, usando um LUMiSizer (LUM GmbH, Alemanha). Antes das
analises, as dispersdes foram sonicadas a 40 KHz por 30 min no mesmo banho de ultrassom

(AHMAD et al., 2019).
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Para medicdes de carga superficial, as amostras foram diluidas em dgua deionizada
(0,03%, m/v), sonicadas a 40 KHz por 30min em banho ultrassom (Ultracleaner 1650,
Unique, Brasil), e o potencial zeta (PZ) foi medido usando o equipamento Zetasizer Nano ZS
(Malvern, Inglaterra) (AHMAD et al., 2019).

3.4.3 Difracio de Raio-X e Microscopia de luz polarizada

Os pos foram analisados usando um difratdmetro de raio-X (Rigaku MiniFlex 600
DRX, Japdo) equipado com radia¢do Cu-Ka (A = 0,154056 nm) nas faixas 20 entre 3 ° e 60 °
com velocidade de varredura de 10 °/min. O espagamento interplanar d (nm) foi calculado a
partir do angulo de difragdo na intensidade maxima dos picos/halos encontrados nos

difratogramas de raios-X e usando a lei de Bragg (equagao (3)).

nA = 2dsin6 3)
onde n ¢ a ordem de reflexdo (n = 1), A € o comprimento de onda da radiagdo CuKa ¢ 0 ¢ o
angulo de reflexdo.

A cristalinidade relativa (CR, %) foi calculada usando a Eq. (4) de acordo com Nara

e Komiya (1983).

Ac
Ac+A,

CR = (s25) * 100 (4)

onde Ac e Aa sdo as regides cristalinas e amorfas nos difratogramas de DRX,
respectivamente.

As areas empregadas para o calculo das cristalinidades relativas foram selecionadas
com software dedicado (OriginPro, versdo 8.5, OriginLab, US), conforme o modelo
apresentado na Figura 5. A area Ac dos picos esta relacionada a porg¢ao cristalina do granulo,

e a area Aa da base compreende a por¢ao amorfa.
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Figura 5 — Modelo de difratograma para célculo da cristalinidade relativa; Ac e Aa indicam as
porgdes cristalinas e amorfas no difractograma de raio-X, respectivamente.
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Angulo de Difracio 20
Fonte: Adaptado de Nara ¢ Komiya (1983)

Microscopia de luz polarizada foi usada para analisar a cristalinidade da amostra
conforme proposto por Yu et al. (2015). As amostras foram dispersas em agua destilada,
colocadas em lamina e, a seguir, cobertas com glicerina ¢ uma laminula. As amostras foram
observadas e fotografadas em microscopio de luz polarizada (ML-9400, Meiji, Japdo) com
aumento de 10x e 20x, equipado com camera com tubo trinocular acoplado a camera USB
(1,2 megapixel). As fotos foram tiradas em locais de amostra aleatdrios usando o software

gratuito AMCAP (AMCAP Direct Show Video Capture Sample v.8.12, © Microsoft Corp.).

3.4.4 Espectroscopia no Infra-Vermelho por Transformada de Fourier

Os espectros de FTIR dos pds foram obtidos usando um espectrometro infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR, Cary 600, Agilent, EUA) na regido do infravermelho

1

entre 4000 e 400 cm™ usando resolugio de 4 cm™ com 32 varreduras e pelotas de KBr

(CAPELLO et al., 2019).
3.4.5 Calorimetria Exploratoria Diferencial
As transig¢des térmicas de dispersdes de amostras em dgua destilada (30% p/p) foram

analisadas por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) (PerkinElmer Jade®, EUA).

Dispersoes (8 mg) foram colocadas em recipientes de aluminio hermeticamente selados e
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aquecidos de 20 °C a 90 °C a uma taxa de 10 °C/min, sob uma taxa de fluxo de N> de 45
mL/min (QIN et al., 2016). A entalpia de gelatinizagao (AH, expressa em Joules por grama de
amido seco), bem como as temperaturas de inicio (T;), pico (Tp) e conclusdo (T¢) foram

determinadas usando o software Pyris Data Analysis®.

3.4.6 Umidade e Atividade de Agua

O teor de umidade (TU) das amostras foi determinado por secagem em estufa a 105
°C por 24 h. Os resultados de TU foram expressos como g de dgua/100 g de material imido
(MERZ et al., 2020).

As determinacdes da atividade de dgua (aw) das amostras foram realizadas a 25 °C
usando um medidor de atividade de dgua (Aqualab Model Series 3, Decagon Devices Inc.,
Pullman, WA, EUA) (CHACON et al., 2019).

3.4.7 Cor

As cores das amostras foram determinadas usando uma camera digital de alta
resolucdo (Nikon AF-SDX Nikkor 18-55mml: 3,5-5,6G VR II, 0,28m/0,92 ft. @ 52)
configurada no modo automatico, sem zoom (55 x) e sem flash. As fotos foram tiradas ap6s o
posicionamento da amostra dentro de uma camara com ilumina¢do homogénea de uma fonte
de lampada fluorescente difusa e usando uma placa branca padrio como fundo. As fotos
foram analisadas com o auxilio do software ImageJ v 1.52a® em conjunto com o plugin
Color Space Converter (MERZ et al., 2020).

As determina¢des da cor foram basecadas em coordenadas CIELab, onde L*
representa (luminosidade, 0 a 100), a* representa o vermelho (+) ao verde (-) e b* representa o
amarelo (+) ao azul (-) (CARDENAS-PEREZ et al., 2017). A diferenca de cor (AE*) foi
calculada pela Eq. (5):

AE* = \/(AL)? + (Aa*)? + (Ab*)? (5)
onde AL" = L;)adrﬁo - Lzlmostra; Aa" = a;adréo - a;mostra; Ab* = b;;adréo - bZmostra-

A cor AMM-ACN e ABM-ACN em resposta as mudangas de pH (pH 1 a 12, com

tampodes de pH) também foi determinada sob o método e configuragao discutidos acima.
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3.4.8 Estudo de Dessorcao

Etanol (= 99,5%), etanol acidificado (100:1 v/v, etanol:HCI, pH = 1), 4gua destilada
(pH = 6,8) e agua destilada acidificada com HCI (100:1 v/v, dgua:HCI, pH = 1) foram usados
como solugdes de dessorcao para o AMM-ACN e ABM-ACN. Aproximadamente 0,25 g de
cada amostra foram adicionados a 25 mL das solugdes de dessorcdo. Os experimentos de
dessorcao foram realizados em 20 °C sob agitacao constante (30 rpm), na auséncia de luz. O

Tacns foi calculado em 30 min, sob o método e configuragao descritos na Secao 3.2.

3.4.9 Analise Estatistica

A anélise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey de comparagdes multiplas foram
realizados com nivel de significancia de 5% usando o software SAS University Edition
(versdo 6.0.16, SAS®). Todas as caracterizagdes fisico-quimicas foram feitas pelo menos em

triplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EFICIENCIA DE RETENCAO (ER)

Os valores de ER nao foram influenciados pela fonte de amido, mandioca ou batata,
mas foram impactados pela concentragdao de amido (5 ou 10% m/v) (Tabela 2). Os amidos de
mandioca e batata modificados preparados com 5% m/v apresentaram valores de ER
oscilando entre 9,89 e 12,37%. Esses valores diminuiram para aproximadamente 2,78 e
4.33%, respectivamente, quando a concentragdo de amido aumentou para 10% m/v. Esses
resultados sugerem que a eficiéncia de aprisionamento das ACNs pelos amidos modificados
aumentou com a reducdo da massa de cada amido. Os valores de ER podem ser expressos
como capacidade de retencdo (ng de ACN/mg de po). A capacidade média de captura de
AMM-ACN e ABM-ACN (5% m/v) foi de 0,33 pg de ACN/mg em p6. Esse valor ¢ inferior
ao informado por Xu et al. (2019), que obtiveram capacidade de aprisionamento entre 46 e 82
ug de ACN/mg de po, utilizando amido de milho modificado. No entanto, no trabalho de Xu e
colaboradores a razdo ACNs/massa de amido utilizada durante o método de precipitagdo foi
de 0,1/1 (mg/mg). Em contraste, no presente trabalho foram usadas relagdes de massa de
ACNs/amido mais baixas (< 5 x 10-4/1, mg/mg), indicando que mais amido foi usado para
capturar ACNs. Em outra pesquisa, Ma et al. (2020) usaram o método de precipitagdo
antissolvente para aprisionar as ACNs com gelatina/quitosana. Os autores informaram valores
de ER variando entre 28 e 72%, sendo que o ER foi influenciado negativamente com o

aumento da relagdo gelatina/quitosana.

Tabela 2 — Eficiéncia de retengdo de antocianinas nas amostras de AMM-ACN (amido de
mandioca modificado com antocianinas) e ABM-ACN (amido de batata modificado com

antocianinas)
Amostra ER
5% AMM-ACN 12,37 £ 0,874
10% AMM-ACN 433 +1,758
5% ABM-ACN 9,89 + 1,754
10% ABM-ACN 2,78 £ 0,448

Fonte: Autora (2020). Todos os valores foram expressos como média + desvio padrao (n > 3). Médias
acompanhadas de letras maitisculas diferentes sdo significativamente diferentes (p <0,05).
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42 DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE PARTICULA E POTENCIAL ZETA

Os amidos nativos de mandioca (AM) e batata (AB) tiveram distribuicdo monomodal
com tamanho de particula entre 2 e 30 um, e entre 6 ¢ 50 um, respectivamente, sendo
comparaveis aos tamanhos de particula informados por Valencia, Djabourov e Sobral (2016)
para AM e por Chacon et al. (2019) para AB (Figura 6). Apos a precipitagdo antissolvente, os
amidos modificados (AMM, ABM, AMM-ACN ¢ ABM-ACN) apresentaram distribui¢des
bimodais com tamanho de particula entre 30 e 100 nm, e entre 200 ¢ 900 nm (Figura 7). Nao
houve efeito do tipo e da concentragdo de amido (5 ou 10% m/v) na distribuicdo do tamanho

de particula dos amidos modificados (p> 0,05).

Figura 6 — Distribuicao do tamanho de particula das amostras de AM (amido de mandioca) e
AB (amido de batata).
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Fonte: Autora (2020)
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Figura 7— Distribui¢do de tamanho de particula (a) AMM (amido de mandioca modificado) e
AMM-ACN (amido de mandioca modificado com antocianinas), (b) ABM (amido de batata
modificado) e ABM-ACN (amido de batata modificado com antocianinas).

40 40

a 5% AMM b 5% ABM
35+ 5% AMM-ACN 35 5% ABM-ACN
— 10% AMM —10% ABM
. 304 10% AMM-ACN — 301 10% ABM-ACN
= =
o 25+ o 25
- o
E g |
-7 20+ B 20 4
c =4
E 15 E 15 4
104 | 10 4 !
I
R A \ 5 /X//\\
0 - T 0 T .
10 100 1000 10 100 1000
Tamanho de particula (nm) Tamanho de paticula (nm)

Fonte: Autora (2020)

Na literatura, amidos modificados com diametro de particula inferior a 900 nm foram
classificados como nanoparticulas de amido, esses materiais foram produzidos por
precipitacdo antissolvente usando amidos de castanha d'agua, caule de lotus e castanha da
[ndia (AHMAD et al., 2017, 2019, 2020). No presente trabalho, a distribui¢do granulométrica
dos amidos modificados ¢ comparavel aquelas informadas na literatura para nanoparticulas de
amido. Além disso, os resultados do tamanho de particula sugerem que a presenga de ACNs
no extrato etandlico ndo alterou a reducdo do tamanho de particula durante a precipitacdo dos
granulos de amido (p> 0,05).

A estabilidade das dispersdes de amido pode ser avaliada por meio de andlises de PZ.
Os amidos modificados contendo ACNs apresentaram valores de PZ oscilando entre -26,80 e
-16,95 mV, esses valores foram comparaveis aos valores de PZ observados em amidos nativos
e modificados usados como controles (Tabela 3). Com base nos valores de PZ, as dispersdes
de amidos modificados contendo ACNs em agua deionizada podem ser classificadas como
moderadamente estaveis. Os valores de PZ obtidos neste trabalho sdo comparaveis aos valores
de PZ informados por Ahmad et al. (2019) em particulas de amido modificado isoladas de

castanha da India, castanha d'agua e amido de caule de 16tus, contendo catequina.
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Tabela 3 — Potencial Zeta (PZ) das amostras de AM (amido de mandioca), AB (amido de
batata), AMM (amido de mandioca modificado), ABM (amido de batata modificado), AMM-
ACN (amido de mandioca modificado com antocianinas) e ABM-ACN (amido de batata
modificado com antocianinas)

Amostra PZ (mV)

AM -38.5+12.388

AB -19.8 £11.7248

5% AMM -17.8 £2.394B
5% AMM-ACN 243 +3.3248
5% ABM 24.8+0.114B
5% ABM-ACN -22.95+ 1.80*
10% AMM -11.55 £ 5.614
10% AMM-ACN -16.95 + 5.344
10% ABM -22.85+0.90"B
10% ABM-ACN -26.80 + 0.96"B

Fonte: Autora (2020). Todos os valores foram expressos como média + desvio padrdo (n > 3). Médias
acompanhadas de letras maitusculas diferentes sdo significativamente diferentes (p <0,05).

43 DIFRACAO DE RAIO-X E MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA

Os amidos de mandioca e de batata exibiram padroes de difra¢do de cristais do tipo
A e do tipo B, respectivamente (Figura 8), com picos de difra¢cdo em angulos de 20 = 15° (d =
0,59 nm), 17°(d=0,52nm) ), 18 °(d=0,49 nm) e 23 °(d = 0,39 nm) em AM;ea20~5°(d
=1,76 nm), 17 ° (d = 0,52 nm), 22 ° (d = 0,40 nm), ¢ 24 ° (d = 0,37 nm) em AB (CHACON et
al., 2019; VALENCIA; DJABOUROV; SOBRAL, 2016). Particularmente, AB mostrou um
pico de difracdo a 20 = 19,5 ° (d = 0,45 nm) associado com o complexo amilose-lipidio

(VALENCIA et al., 2015b).



42

Figura 8 — Difratogramas de raio-X dos pods de (a) AM (amido de mandioca), AMM (amido
de mandioca modificado) e AMM-ACN (amido de mandioca modificado com antocianinas),
(b) AB (amido de batata), ABM (amido de batata modificado) e ABM-ACN (amido de batata

modificado com antocianinas).
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Fonte: Autora (2020)

20 (graus)

Os amidos modificados obtidos apds precipitacdes antissolvente mostraram uma

estrutura cristalina do tipo V com um pequeno pico de difracdo a 26 =~ 13 ° (d = 0,68 nm) e

um halo a 20 = 20 ° (d = 0,44 nm) (Figura 8). Esta estrutura cristalina ¢ tipica em amidos com
baixa cristalinidade (AHMAD et al., 2020; CHACON et al., 2019; QIN et al., 2016).
Comparando os valores de CR (Tabela 4), AM e AB apresentaram valores de CR de 20,9% e

14,2%, respectivamente. ApoOs a precipitagdo antissolvente, a CR nos amidos modificados

diminuiu, variando entre 1,0% e 2,5%. Resultados semelhantes foram informados por Ahmad

et al. (2019; 2020) em amidos de castanha da India, castanha d'dgua e caule de l6tus

submetidos a precipitacdo com antissolvente.
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Tabela 4 — Cristalinidade relativa das amostras de AM (amido de mandioca), AB (amido de
batata), AMM (amido de mandioca modificado), ABM (amido de batata modificado), AMM-
ACN (amido de mandioca modificado com antocianinas) e ABM-ACN (amido de batata
modificado com antocianinas)

Amostra CR (%)
AM 20,91
AB 14,23
5% AMM 1,00
5% AMM-ACN 0,83
5% ABM 1,24
5% ABM-ACN 2,48
10% AMM 1,88
10% AMM-ACN 1,46
10% ABM 1,28
10% ABM-ACN 2,49

Fonte: Autora (2020).

Os difratogramas de DRX com suas respectivas linhas de base indicando as areas

selecionadas como amorfas estdo apresentadas nas figuras 9 e 10.

Figura 9 — Difratogramas de DRX indicando as linhas de base correspondentes as areas
amorfas do AM (amido de mandioca) e do AB (amido de batata).
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Figura 10 — Difratogramas de DRX indicando as linhas de base correspondentes as areas
amorfas dos amidos AMM (amido de mandioca modificado), AMM-ACN (amido de
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mandioca modificado com antocianinas), ABM (amido de batata modificado) e ABM-ACN
(amido de batata modificado com antocianinas).
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Fonte: Autora (2020)

A modificacao cristalina nos amidos foi confirmada pelos resultados de microscopia
de luz polarizada. AM e AB mostraram que a cruz de malta estd localizada no centro de cada
granulo, indicando a presenca de estruturas cristalinas nos granulos de amido (Figuras 11a e
11b) (YU et al., 2015). Esse fendmeno ¢ conhecido como birrefringéncia. No entanto, quando
se realiza a modificagao do amido tem-se a perda quase total da cristalinidade (evidenciada
pela andlise de DRX) e consequentemente a perda da birrefringéncia e ndo ¢ mais possivel
observar a cruz de malta nas fotomicrografias das dos amidos modificados, confirmando sua

estrutura amorfa (GARCIA et al., 1996).

Figura 11 — Fotomicrografias sob luz polarizada (a) AM (amido de mandioca), (b) AB (amido
de batata), (c) 5% AMM-ACN (5% amido de mandioca modificado com antocianinas), (c)
5% ABM (5% amido de batata modificado), (d) 5% ABM-ACN (5% amido de batata
modificado com antocianinas), (¢) 10% AMM (10% amido de mandioca modificado), (f) 10%
AMM-ACN (10% amido de mandioca modificado com antocianinas), (g) 10% ABM (10%
amido de batata modificado) e (h) 10% ABM-ACN (10% amido de batata modificado com
antocianinas).

Fonte: Autora (2020)

Os difratogramas de raio-X e as imagens de luz polarizada sugerem claramente que
os amidos modificados preparados foram transformados em estado ndo cristalinos e que
por¢des maiores de material eram amorfas. Esse comportamento ndo foi modificado pela

presenca de ACNs no extrato etandlico, nem pelo tipo e pela concentragdo de amido.
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4.4  ESPECTROSCOPIA NO INFRA-VERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER

As amostras mostraram picos centrados em 3440 cm™ e 2930 cm™! correspondendo a
vibragao de alongamento dos grupos —OH e —CHa, respectivamente (Figura 12) (AHMAD et
al., 2020; MA et al., 2020). Além disso, o pico centrado em 1659 cm™ corresponde a vibragio
de alongamento e flexdo das ligagdes —OH da dgua. A intensidade desse pico diminuiu apds a
precipitagdo do amido, sugerindo que menos moléculas de agua hidrataram os amidos
modificados (AHMAD et al., 2020). Os picos observados em 1159, 1082 e 995/930 c¢cm’!
estdo relacionados as vibragdes de alongamento ou flexdo de C=C, C=0 e C=H,

respectivamente (AHMAD et al., 2019).

Figura 12 — Espectros no FTIR dos pds de AM (amido de mandioca), AMM (amido de
mandioca modificado), AMM-ACN (amido de mandioca modificado com antocianinas), (AB
(amido de batata), ABM (amido de batata modificado) e ABM-ACN (amido de batata
modificado com antocianinas).
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Fonte: Autora (2020)

As antocianinas exibiram os picos caracteristicos de polifenois em 1622 e 1018 cm™,
associados com o alongamento C=C e as vibragdes de deformagdo C—H das espécies
aromaticas, respectivamente (MA et al., 2020). Nesse trabalho, o pico em 1622 cm™ foi
sobreposto com o pico centrado em 1659 cm! do amido (Figura 12). Um pequeno pico

centrado em 1018 cm™! confirmou a presencga de grupo aromatico de antocianinas nos amidos
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modificados. Finalmente, a sobreposi¢io de picos entre 1400 e 1350 cm’ pode ser

correlacionada com as vibracdes dos grupos —CH3 das ACNs (MA et al., 2020).

4.5 PROPRIEDADES TERMICAS

A calorimetria exploratéria diferencial de amidos nativos dispersos em dgua mostra
que o0 AM tem uma transi¢do de gelatinizagcdo com temperaturas de inicio (Ti) e pico (Tp) a
52 ¢ 59 °C, respectivamente, ¢ entalpia de transicao (AH) de 4,93 J/g de amido seco (Figura
13a). Os mesmos parametros térmicos em AB foram: Ti =53 °C, Tp =58 °C e AH =22,33 J/g
de amido seco (Figura 13b). Um valor de AH mais alto em AB quando comparado com AM
pode ser creditado a diferenga no tamanho de particula entre os amidos (ver Secdo 4.2 e 4.3).
Os resultados do DSC estao de acordo com os relatados por Valencia, Djabourov e Sobral

(2016) e Fonseca-Florido et al. (2017) para AM e AB, respectivamente.

Figura 13 — Temogramas de DSC dos pds de AM (amido de mandioca), AMM (amido de
mandioca modificado), AMM-ACN (amido de mandioca modificado com antocianinas), (AB
(amido de batata), ABM (amido de batata modificado) e ABM-ACN (amido de batata
modificado com antocianinas).
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Fonte: Autora (2020)

Todos os amidos modificados (AMM, ABM, AMM-ACN e ABM-ACN)
apresentaram curvas DSC relacionadas aos materiais amorfos, sem transicdo de gelatinizacao

nesses amidos (Figura 13). Esses resultados estdo em concordancia com os difratogramas de
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DRX discutidos na Se¢do 4.3, confirmando que os amidos modificados apds a precipitagao
antissolvente ndo t€m estrutura cristalina e que a interacao entre ACNs e cadeias de amido
ndo promoveu a reestruturacdo da cadeia de amilose/amilopectina. Além disso, os amidos
modificados s3o adequados para serem aplicados em produtos alimenticios armazenados em
baixas temperaturas, como sopas instantdneas e molhos, uma vez que esses amidos
modificados nao precisam ser gelatinizados em alta temperatura (KAUR et al., 2012;

LUCIANO et al., 2018).

4.6 UMIDADE (TU) E ATIVIDADE DE AGUA (ay)

Os amidos de mandioca e batata apresentaram valores de TU e ay tipicos de amidos
nativos (Tabela 5). Diferentes valores de TU e ay nos amidos nativos podem ser associados a
estrutura cristalina desses materiais. De acordo com Lourdin et al. (2015), a estrutura do
amido com cristalinidade A tem quatro moléculas de agua por célula unitaria, enquanto o
amido com cristalinidade B tem 36 moléculas de agua por célula unitaria, indicando que a
cristalinidade do amido B depende mais fortemente da hidratagdo. Dessa forma, o AB

apresentou valores de TU e awy maiores quando comparado ao AM.

Tabela 5 — Umidade e atividade de 4gua das amostras de AM (amido de mandioca), AB
(amido de batata), AMM (amido de mandioca modificado), ABM (amido de batata
modificado), AMM-ACN (amido de mandioca modificado com antocianinas) e ABM-ACN
(amido de batata modificado com antocianinas)

Amostra TU (%) a,,

AM 11,19 + 0,028 0,58 + 0,004

AB 15,37 + 0,804 0,61 + 0,004
5% AMM 5,83 +0,27¢ 0,24 + 0,03¢P
5% AMM-ACN 6,36 + 0,05 0,21 +£0,07¢P
5% ABM 6,67 +0,79¢ 0,31 +0,028¢
5% ABM-ACN 5,42 +0,45¢ 0,39 + 0,028
10% AMM 6,87 + 0,48 0,16 +0,01°
10% AMM-ACN 6,16 + 0,66¢ 0,18 +0,03°
10% ABM 5,09 +0,28¢ 0,30 £ 0,045¢
10% ABM 5,63+ 1,14¢ 0,26 + 0,026P

Fonte: Autora (2020). Todos os valores foram expressos como média =+ desvio padrdo (n > 3). Médias na mesma
coluna acompanhadas de letras maitsculas diferentes sdo significativamente diferentes (p <0,05).
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Apos a precipitacdo antissolvente, os amidos modificados apresentaram valores de
TU entre 5,09 e 6,87% (Tabela 1). A presenca de ACNs no extrato etandlico, bem como o
tipo € a concentragdo de amido ndo impactaram o TU dos amidos modificados (p> 0,05)
(Tabela 5). Além disso, os valores de ay oscilaram entre 0,16 e 0,39 nos amidos modificados.
A diminuicdo dos valores de aw nas amostras apds a precipitacdo antissolvente pode ser
devido a amorfizagdo dos amidos nativos (Tabela 5). Os valores de TU e aw confirmaram os
resultados de FTIR, uma vez que os amidos modificados tiveram redu¢ao no pico centrado em
1659 cm’!, associada a hidratagio da 4gua desses pos.

De acordo com os valores de TU e aw, os amidos modificados obtidos no presente
trabalho podem ser classificados como pds de baixa umidade, que nao sdo suscetiveis ao
crescimento de microrganismos e reacdes quimicas (AL-MUHTASEB; MCMINN; MAGEE,
2002). Os baixos valores de TU e aw dos amidos modificados estdo de acordo com aqueles
informados para amidos nativos e produtos secos a base de amido (LOKSUWAN, 2007;
MCMINN; AL-MUHTASEB; MAGEE, 2005).

477 COR

Os amidos nativos (AM e AB) apresentaram coloracao cinza claro com valores de L*,
a* e b*tipicos de amidos nativos (Figuras 14a e 14b; Tabela 6) (LUCIANO et al., 2017,
VALENCIA et al., 2015b, 2015a). A modificagdo de AM e AB por precipitagdo antissolvente
alterou ligeiramente (insignificativamente) os valores de L, a* e b* de AMM e ABM (Figuras
14g 14h 141 14j; Tabela 6), ainda assim, esses materiais podem ser classificados como de cor
cinza claro. A retencdo de ACNs nos amidos modificados levou a alteragdes de cor em
AMM-ACN e ABM-ACN. Em geral, os valores de L* e b* diminuiram enquanto os de a*
aumentaram, indicando uma tendéncia ao vermelho com a presenca de ACNs.
Comportamento semelhante foi observado por Merz et al. (2020) em filmes de

quitosana/alcool polivinilico apds a incorporacao de ACNs do jambolao.
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Figura 14 — P6s de AM (amido de mandioca), AMM (amido de mandioca modificado),
AMM-ACN (amido de mandioca modificado com antocianinas), (AB (amido de batata),
ABM (amido de batata modificado) e ABM-ACN (amido de batata modificado com
antocianinas).

Fonte: Autora (2020)
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Tabela 6 — Parametros de cor (L, a*, b*, e AE™) das amostras de AM (amido de mandioca), AB (amido de batata), AMM (amido de mandioca
modificado), ABM (amido de batata modificado), AMM-ACN (amido de mandioca modificado com antocianinas) e ABM-ACN (amido de

batata modificado com antocianinas)
Concentracio de amido
Amidos nativos
5% 10%
Parametro
AMM- ABM- AMM-
AM AB AMM ABM AMM ABM ABM-ACN
ACN ACN ACN
" 95,74 £ 9343+ 9147+ 87,57 £ 87,85+ 81,74 £ 92,16 + 87,20 + 89,30 + 91,46 +
0,104 0,034B 0,45%B 0,788 0,848 4,058 0,574B 1,218 5,394B 0,308
. 0,87 £ 2,85+ 1,44 + 12,13 + 7,13 £ 16,42 + 1,55+ 7,08 + 1,42 + 1,41 +
a
0,14¢ 0,02¢ 0,08 3,818 1,08¢ 6,994 0,14¢ 0,378¢ 0,07¢ 0,098:C
b 4,14 £ -5,68+ -5,99+ -10,85 £ -7,51 + -12,06 £ -4,80 + -6,96 + -4,05 -5,68 =
0,104 0,0648  0,424B 2,48B¢ 0,28A8 4,57¢ 0,954 1,104BC + 1,347 0,228
AE* 0,00 0,00 4,69 15,44 2,44 16,56 3,70 10,93 4,67 7,27
Fonte: Autora (2020). Todos os valores foram expressos como média + desvio padrdo (n > 3). Médias na mesma linha acompanhadas de letras maitusculas diferentes sdo

significativamente diferentes (p <0,05).
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Os amidos modificados produzidos usando uma solucdo de amido de 5% m/v
mostraram cor vermelha mais intensa do que aqueles produzidos usando uma solugdo de
amido de 10% m/v (Figuras 14c, 14d, 14e e 14f e Tabela 2). Esse resultado ¢ devido a maior
ER em AMM e ABM preparados com uma concentracdo de amido de 5% m/v, conforme
discutido anteriormente na Se¢do 4.1. Os valores de AE* foram calculados por meio da
equacdo (5), usando os parametros de cor de AM e AB como padrdes para comparagdo com
os amidos de mandioca e batata modificados, respectivamente. De acordo com Andretta et al.
(2019), AE* menor que 3,0 significam que as diferencas de cor entre as amostras ndo podem
ser detectadas pelo olho humano. Na pesquisa atual, os valores de AE* de AMM-ACN e
ABM-ACN foram maiores que 3, sugerindo que a incorporagdo de ACN nos amidos
modificados pode ser facilmente detectada pelo olho humano (Tabela 6). Além disso, os
valores AE* de AMM e ABM foram proximos a 3,0, sugerindo que as diferencas de cor entre
as amostras ndo podiam ser facilmente detectadas pelo olho humano.

As amostras AMM-ACN e ABM-ACN imersas em diferentes solugdes tampao
apresentaram cores diferentes (Figura 15). Assim, os amidos modificados contendo ACNs
apresentaram uma cor rosa claro em pH 1-3, associada a presenca do cation flavilio na ACN.
Em pH 7, as amostras apresentavam colorac¢do cinza seguido de coloragdo azul claro em pH
10-12 como consequéncia da formacdo de anidrobase quindide na ACN (ANDRETTA et al.,
2019; CAPELLO et al., 2019). A mudanga visual de cor de AMM-ACN e ABM-ACN sugere
que as ACNs retidas nos amidos modificados preservaram suas propriedades de mudanca de

Cor.

Figura 15 — Aspecto visual do amido de batata modificado (5% m/v) contendo antocianinas
em funcdo do pH.

I pH 3 Ht pH 7 || pH 10 || pH 11 || pH 12 ||

Fonte: Autora (2020)

4.8 EXPERIMENTOS DE DESSORCAO

No etanol e no etanol acidificado, ndo houve dessorcdo das ACNs dos amidos

modificados. Nesse caso, 0o AMM-ACN e o ABM-ACN decantados ap6s sua adi¢do a solucao
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e o Tacns nos sobrenadantes foi igual a zero, indicando auséncia de ACNs nesses solventes
(Figuras 16a e 16b). Esses resultados estdo em concordancia com a literatura, uma vez que os

amidos nativos ndo sao soluveis em alcool (CHACON et al., 2019).

Figura 16 — Amidos modificados com antocianinas dissolvidos em diferentes solventes. (a)
Dissolvido em etanol, (b) dissolvido em etanol acidificado (c) dissolvido em agua destilada e
(d) dissolvido em 4gua destilada acidificada.

Fonte: Autora (2020)

Em contraste, a solubilizacdo completa do amido foi observada apds imersdo em
agua destilada e agua destilada acidificada com HCI, sendo que a cor das ACNs muda de
vermelho para cinza claro (pH = 6,8) e rosa claro (pH = 1), respectivamente, conforme
observado anteriormente na figura 15. Esses resultados sugerem que as antocianinas de
AMM-ACN e ABM-ACN podem ser 100% dessorvidas em agua destilada acidificada com
HCI em temperatura ambiente (20 °C). Além disso, uma solubilizagdo completa de AMM-
ACN e ABM-ACN em agua pode ser creditada a redugdo no indice cristalino dos amidos
nativos durante a precipitacdo antissolvente (CHACON et al., 2019) (ver Secao 4.3). Com
base nos resultados da dessor¢do, amidos modificados contendo ACNs podem ser utilizados
como corantes naturais de produtos alimenticios com pH &cido, sendo que esses materiais

podem ser dissolvidos a temperatura ambiente.
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5 CONCLUSAO

Neste estudo, amidos modificados a base de amido de mandioca e batata contendo
antocianinas do jambolao (Syzygium cumini) foram preparados pelo método de precipitacao
antissolvente. Os amidos modificados contendo ACNs apresentaram coloracdo vermelha e
distribuicao bimodal com tamanhos de particula entre 30 ¢ 900 nm. O contetido total de
antocianinas revelou que aproximadamente 11% das antocianinas ficaram presas nos amidos
modificados durante a precipitagcdo antissolvente. Os espectros de FTIR foram caracteristicos
de amidos modificados ¢ confirmaram a presenca de ACNs nas amostras. Além disso, as
nanoparticulas de amido apresentaram estrutura cristalina tipo V, sem pico endotérmico
associado a gelatinizagdo do amido e com cristalinidade relativa reduzida se comparada com
amidos nativos. Apresentando amidos modificados amorfos, o que também foi confirmado
pela microscopia de luz polarizada.

Valores de baixo teor de umidade ¢ atividade de agua de amidos modificados contendo
antocianinas sugerem que esses pos podem ser classificados como pds de baixa umidade, que
ndo sdo suscetiveis ao crescimento de microrganismos e reagdes quimicas. Ademais, esses
pos foram completamente dispersos em agua e agua acidificada a temperatura ambiente. Esses
resultados sugerem que amidos modificados contendo antocianinas podem ser usados como

corante alimentar natural.

5.1 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

° Sugere-se para trabalhos futuros a realizacdo de teste de estabilidade durante o

armazenamento das nanoparticulas de amido contendo antocianinas;

° Fazer o estudo de liberagdo in vitro das nanoparticulas;
° Investigar a presenca de flavonoides e antioxidantes nas nanoparticulas;
° Estudar as amostras através das andlises de Microscopia Eletronica de Varredura

(MEV), Termogravimetria (TGA) e Reologia;
) Aplicar os pds obtidos em uma matriz alimentar;

° Utilizar as amostras na produgao de filmes ativos antioxidantes.
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Physicochemical Properties of Modified Starches Obtained
by Anti-Solvent Precipitation Containing Anthocyanins from

Jambolan (Syzygium cumini) Fruit

Kennya Thayres dos Santos Lima, Jussara Garcez, Maria Jaizia dos Santos Alves,

Alcilene Rodrigues Monteiro, and Germdn Ayala Valencia*

This study aims to develop and characterize modified starch particles
containing anthocyanins (ACNs) from jambolan (Syzygium cumini) fruit,
produced by an anti-solvent precipitation method. Trapping efficiency, particle
size distribution, surface charge, crystalline structure, chemical bonds,
thermal properties, moisture content, water activity, color, and desorption
experiments are carried out in modified cassava starch (MCS) and modified
potato starch (MPS), both containing ACNs. Physicochemical properties of
MCS and MPS both containing ACN (MCS-ACN and MPS-ACN) are compared
using native cassava and potato starches, as well as modified cassava and
potato starches without ACNs. ACNs are trapped into the modified starches
and the trapping efficiency value oscillates between 9.89% and 12.37%. The
resulting MCS-ACN and MPS-ACN- powders display bimodal distributions
with particle size lower than 900 nm and amorphous structure, Furthermore,
the MCS-ACN and MPS-ACN powders show red color typical of ACNs and
they are completely soluble in water and acidified water solutions at room
temperature. This research reports for the first-time, information regarding

amylose/amylopectin ratio depends on the
botanical source.!l Starch granules have
semi-crystalline structure, being associated
mainly to the amylopectin chain interac-
tions. According to the literature, the starch
crystallinity can be classified as A-, B-, and
C-type, typical of cereal, tuber, and pulse
starches, respectively. The A- and B-type
are the most common crystalline structures
found in native starches. Furthermore, the
C-type is considered as a mixture of starches
having A- and B-type crystalline structures,
Each type of starch crystalline structure pro-
vides particular physical and chemical char-
acteristics to the granules, desired or not
by the industrial sector.]

Normally, native starches have demon-
strated poor solubility in cold water, easy
retrogradation, low emulsification capac-
ity, and inadequate storage stability at

the stabilization of ACNs using modified starch particles.

1. Introduction

Starches are polysaccharides used as energy source in various
plants and they are stored in the form of grains with differ-
ent shapes (e.g., spheres, ellipsoids, polygons, among others)
and sizes (between 0.1 and 200 ym), depending of the botani-
cal source.!l This polysaccharide can be classified as an abun-
dant, inexpensive, biodegradable, and biocompatible biopoly-
mer that has been widely used in different food and non-food
applications.!'~*]

Starch granules are conformed of linear amylose (209%—
30%) and branched amylopectin (7096-80%) chains where the
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low temperatures.'®l An alternative to im-

prove the physicochemical properties of

native starches is to modify them by

means of chemical, physical, or enzymatic
treatments.">"?] The anti-solvent precipitation method is a
chemical treatment where the starch granules are hydrolyzed
by heating the biopolymer in the presence of an acid or al-
kaline solution, followed by the starch precipitation after the
addition of ethanol dropwise to the first solution.'* Recently,
this method has been used to retain and stabilize bioactive
compounds such as curcumin, catechin, quercetin, and antho-
cyanins (ACNs) on the modified starches.'* 18]

ACNs are phenolic compounds belonging to the flavonoids.
These are the main group of natural hydrosoluble pigments in
plants, responsible for blue to red coloration in many fruits and
vegetables.'??] The intake of ACNs is correlated with the pre-
vention of cardiovascular diseases, cancer, and neurodegenera-
tive disorders./?!!

A fruit rich in ACNs is the jambolan (S. cumini), a tropical tree
from the Myrtaceae family widely grown in Brazil as an orna-
mental and shade plant. Considering that the fruit has no com-
mercial value in this country and most of the production is lost,
jambolan becomes an inexpensive raw material for extraction of
ACNs.[*224] This fruit exhibits an intense purple color due to the
high content of ACNs (around 771 mg/100 g of dry weight) like
3,5-diglucosides of delphinidin, petunidin, and malvidin.[#*-%7]
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