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RESUMO

Amido de milho (AM) é considerado insolivel em agua a temperatura ambiente (25
°C), o que pode limitar suas aplicagées industriais. A possibilidade de interacéo entre
AM e moléculas anfifilicas, como o copolimero tribloco Plurénico F127 (F127), indica
que essas moléculas podem ser usadas para alterar a solubilizagdo dos granulos de
AM, inibindo sua tendéncia de aglomeracéao e precipitacdo. A partir da interacdo AM-
F127, espera-se solubilizar os granulos de AM em agua, sem a desestabilizacao das
micelas de F127. Amostras de AM-F127 desidratadas (sélidas) e hidratadas (em
solugdo) foram investigadas por espalhamento dindmico de Iluz (DLS),
espectrofotometria UV-Vis, espectroscopia de dicroismo circular (CD), espectrometria
de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), difratometria de raios-X e testes
de adicdo de lugol & mistura. Testes com lugol confirmaram que tanto o precipitado
quanto o sobrenadante de AM-F127 em agua sofrem mudancas significativas em suas
estruturas, confirmando a interacdo AM-F127. Resultados de DLS mostram que AM
em agua € altamente polidisperso e que a concentracdo de F127 e a temperatura
influenciam a formacgéao e o tamanho dos agregados. O diametro hidrodinamico (Dn =
800 nm) e os valores de elipticidade de agregados sobrenadantes em mistura de AM
e F127 (1,2%) indicam existéncia de amilose ou granulos pequenos de AM em solucao
a 25 °C. Espectrofotometria UV-Vis mostra pequeno aumento na banda de
absorbéancia de F127, evidéncia de interacdo AM-FTIR. FTIR e difratometria de raios-
X ndo apresentaram evidéncias dessa interacdo. A combinagédo desses resultados
indica pequena influéncia de F127 na solubilidade de AM e pequeno efeito, em
concentracbes moderadas, de AM nas micelas de F127. Todavia, os resultados dos
testes nas amostra de amido em agua déo indicio de uma pequena quantidade de
granulos de AM ou amilose solluveis em solu¢céo, necessitando de mais estudos para

a quantificacdo desses resultados.

Palavras—chave: Amido de milho. Plurbnico F127. Micelas. Interacdo molecular.

Solubilizacao.



ABSTRACT

Corn starch (AM) is considered insoluble in water at room temperature (25 °C), which
may limit its industrial applications. The possibility of interaction between AM and
amphiphilic molecules, such as the triblock copolymer Pluronic F127 (F127), indicates
that these molecules can be used to solubilize AM granules, inhibiting their tendency
to agglomerate and precipitate. From the AM-F127 interaction, it is expected to
solubilize the AM granules in water without destabilizing the F127 micelles. Dehydrated
(solid) and hydrated (in solution) AM-F127 samples were investigated by dynamic light
scattering (DLS), UV-Vis spectrophotometry, circular dichroism spectroscopy (CD),
Fourier transform infrared spectrometry (FTIR), X-ray diffractometry and tests for
adding lugol to the mixture. Tests with lugol confirmed that both the AM-F127
precipitate and supernatant in water undergo significant changes in their structures,
confirming the AM-F127 interaction. DLS results show that AM in water is highly
polydisperse and that the F127 concentration and temperature affect the aggregation
and hydrodynamic diameter (Dh = 800 nm) and ellipticity values of supernatant
aggregates in mixtures of AM and F127 (1.2%) indicate the existence of amylose or
small granules of AM in solution at 25 °C. UV-Vis spectrophotometry shows small
increase in F127 absorbance band, evidence of AM-F127 interaction. FTIR and X-ray
diffractometry do not yield significant results. The combination of these results indicate
little influence of F127 on the solubility of AM and small effect, at moderate
concentrations, of AM on the F127 micelles. However, test results on starch in water
samples indicate that a small amount of AM granules or amylose are water soluble,

requiring further studies to prove and quantify.

Keywords: Corn starch. Pluronic F127. Micelles. Molecular interaction. Solubilization.
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1 INTRODUCAO

Amido de milho (AM) € um polissacarideo natural proveniente do gréo de milho
utilizado como ingrediente alimenticio no Brasil ha mais de um século. AM é
constituido basicamente por estruturas lineares (amilose) e ramificadas (amilopectina)
de moléculas de glicose unidas por ligacdes glicosidicas. Estudos de suas
propriedades fisico-quimicas tém promovido uma variedade de aplicacbes de AM na
industria alimenticia, farmacéutica, téxtil e quimica (TABASUM et al., 2019).

AM é considerado insoluvel em agua a temperatura ambiente (25 °C) devido as
ligagOes de hidrogénio e regides cristalinas presentes em sua estrutura. Seu granulo
torna-se mais flexivel quando exposto a temperaturas maiores, absorvendo pequenas
porcentagens de agua em seu interior. Entretanto, sem atingir a temperatura de
gelatinizagdo, grande parte do granulo permanece insoluvel e a separacdo de fase
fica evidente (FANTA; CHRISTIANSON, 1996).

A solubilidade do amido (em seu estado natural) € uma questédo relevante a ser
estudada, pois experimentos iniciais desta pesquisa indicam que uma pequena fracéo
de AM, de dificil quantificacdo, permanece soltvel no volume aquoso a 25 °C. Sabe-
se gque, em cadeias com 70 a 150 unidades de glicose, o amido se torna soluvel
apenas com 0 emprego de agentes quimicos; e, para cadeias com 500 unidades de
glicose, ou mais, sO é possivel dissolver a amilose (um dos constituintes do amido)
em agua por meio de aquecimento. A solubilidade completa do granulo de amido
somente acontece quando a regularidade da cadeia de amilose é alterada pela
modificacdo ou adicdo de grupos quimicos e o granulo atinge a temperatura de
gelatinizacdo (ZEOULA et al.,1999).

O uso de tensoativos apropriados pode favorecer a solubilizacdo de AM de
milho em agua a temperatura ambiente, reduzindo sua tendéncia de aglomeracéo e
precipitacdo por meio de encapsulacdo (ENCAPSULACAO, 2005) e/ou formacéo de
complexos de amido-surfactante, aumentando assim, sua aplicabilidade nas
industrias (GOMEZ-ALDAPA et al., 2009).

O copolimero tribloco Plurénico F127 (F127) é um tensoativo com uma grande
variedade de aplicacdes industriais, devido a sua capacidade de formar estruturas
micelares em solugdo aquosa diluida. Estas estruturas sdo muito usadas com a

finalidade de aumentar a solubilidade de compostos hidrofébicos por meio da
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formacdo de complexos moleculares ou pela incorporagdo de moléculas pequenas
em seu nucleo hidrofébico (NAGARAJAN; GANESH, 1996).

O propdsito deste estudo foi testar o potencial de F127 na solubilizacdo de AM,
Ou seja, na suspensdo e solubilizacdo de granulos de AM em solucdo aquosa a
temperatura ambiente (25 °C), em concentra¢gOes variadas dos componentes (AM,
F127, 4gua). As técnicas utilizadas para andlise dos sistemas estudados foram:
espalhamento dinamico de luz (DLS), espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-Vis),
espectroscopia de dicroismo circular (CD), espectroscopia de Infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) e difratometria de raios-X. Estudo preliminar de
modelagem computacional de AM/F127/a4gua esta em andamento, mas ndo compde
0 escopo desta Dissertacao.

Investigamos também o efeito do AM na estabilidade da estrutura micelar de
F127, a fim de correlacionar esses dados com solubilizacdo do AM em agua e a
formacdo de complexos moleculares de F127-AM. Tais complexos podem ser
empregados na industria farmacéutica, quimica e de alimentos, para proteger e
carrear farmacos, ions metalicos, nutrientes essenciais, microrganismos, entre outros
(KHAN, 2019; QI; TESTER, 2019).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Amido

O amido é um polissacarideo heterogéneo proveniente da reserva energética
de vegetais de folhas verdes (AMIDO, 2013), composto por dois polimeros de D-
glicose: amilose (20 a 35%) e amilopectina (65 a 80%) (Figura 1). A proporcéo destes
dois polissacarideos varia de acordo com a espécie e grau de maturacdo do vegetal,
resultando em diversos tipos de granulos (Tabela 1) com propriedades fisico-quimicas
caracteristicas, possibilitando a obtencdo de amido com funcbes e aplicacdes
industriais diferenciados (JANSSEN; MOSCICKI, 2009).

Figura 1 — Estrutura molecular da amilose (a) e da amilopectina
(b). Os atomos de hidrogénio (H) ligados aos carbonos foram
removidos para melhorar a visualizagdo das moléculas de glicose.

a nE 2.
) CH,0OH CH,0OH | CH2OH Amilose
o o o
OH OH OH
/ /
OH ©) 0 OH
OH OH OH
e -—
b) CH,OH
Amilopectina
o
OH
0 0. 2 Hgaean:a-1.0
CH,0H CH,0H
OH
0 o o
OH OH OH
§o (e} e} o"

OH t OH J OH
Ligacao a-1,4

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos granulos de amido de diferentes fontes botanicas.

Amido Tipo Forma Distribuicéo Tamanho (pm)
Cevada Cereal Lenticular (tipo A) Bimodal 15-25
Esférica (tipo B) 2-5
(I\E/I:Lr;?n(](;(la)roso Cereal Esférica / poliédrica Unimodal 2-30
Aveia Cereal Poliédrica Unimodal 3 — 10 (Gnico)
80 (composto)
Ervilha Leguminosa Rentiforme (Gnico) Unimodal 5-10
Batata Tubérculo Lenticular Unimodal 5-100
Arroz Cereal Poliédrica Unimodal 3 — 8 (Unico)
150 (composto)
Trigo Cereal Lenticular (tipo A) Bimodal 15-35
Esférica (tipo B) 2-10

Fonte: Adaptado de Tester, Karkalas e Qi (2004).

A amilose é um polimero linear formado por 500 a 5000 moléculas de D-glicose
unidas por ligagdes glicosidicas em a-1,4, com algumas moléculas (0,1 a 2,2%)
ramificadas por ligagdes em a-1,6. Apesar de apresentar algumas ramificages, a
amilose se comporta como um polimero linear. Em contrapartida, a amilopectina,
formada por 4700 a 12800 moléculas de D-glicose, unidas também por ligacdes
glicosidicas a-1,4, é fortemente ramificada, com 4 a 6% das ligagbes em a-1,6
(DENARDIN; SILVA, 2009).

As ligacbes glicosidicas a-1,4 e a-1,6 séo ligacbes covalentes entre duas
glicoses na configuracao a, que envolvem o grupo hemiacetal de uma das glicoses e
o grupo hidroxila da outra glicose. O produto resultante é um dissacarideo com grupo
acetal e uma molécula de agua. A formacao da ligagao glicosidica a-1,4 pode ser vista
na Figura 2 (VARKI et al., 1999).

Além da amilose e da amilopectina, o amido apresenta alguns constituintes
secundarios (impurezas), que podem variar de acordo com a sua fonte e regido de
cultivo (ELIASSON, 2004). A Tabela 2 mostra estes constituintes e suas respectivas

porcentagens.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/starch-granules
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/starch-granules
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Figura 2 — Ligag&o glicosidica a-1,4. a refere-se a configuracdo a da molécula de
glicose e os numeros 1 e 4 referem-se aos carbonos 1 e 4 (numeragao em vermelho
nas glicoses). Os atomos de hidrogénio ligados aos de carbono 1, 2, 3, 4, 5 e 6 foram
removidos para melhorar a visualizacdo das moléculas de glicose.

CH,OH CH,0H CH,OH CH,0H
o
OH
+ —> + [H0
OH OH OH
OH OH OH
Grupo Grupo Grupo Agua
hemiacetal hidroxila acetal

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 2 — Constituintes secundarios do AM.

Constituinte secundéario Porcentagem
Lipideos <1%
Proteinas <1%
Fosforo <0,1%
Minerais e sais inorganicos —

_ <0,5%
reportados como cinzas
Umidade Aprox. 12%

Fonte: Elaborado pelo autor com base em Eliasson (2004);
Vamadevan e Bertoft (2015).

A organizacédo estrutural do granulo de amido é muito complexa e tem sido
estudada desde a invencdo do microscopio. De acordo com Bertolini (2010), a
guantidade de cadeias de amilose no granulo varia de 1 a 20, cada uma com um grau
médio de polimerizagdo de 500 unidades de glicose. Trés tipos de conformacéo da
amilose foram reportados na literatura: hélice (conformacao em solucao neutra), hélice
interrompida e hélice deformada. Além disso, a amilose em hélice pode ou nédo estar
complexada com lipideos. Ja a amilopectina possui de 20 a 25 cadeias curtas ligadas
a cadeia principal por liga¢des a-1,6. Modelos estruturais, incluindo estrutura laminada
do amido, ramificagcfes aleatdrias da amilopectina, terminologia A, B e C para designar

diferentes cadeias da amilopectina, e organizacéo de agrupamento/conceito de bloco,
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foram propostos para descrever a formagao/disposicado da amilopectina no granulo de
amido (HOOD, 1982; NIKUNI, 1978).

Com base em hipoteses do comportamento e das estruturas dos granulos de
amido, Gallant, Bouchet e Baldwin (1997) apresentaram um nivel de organizacéo
estrutural dos granulos (Figura 3), composto por conchas cristalinas, conchas
semicristalinas e hilum. As conchas cristalinas (camadas duras/rigidas) e
semicristalinas (camadas macias/flexiveis) sdo formadas por “bloquetes” (do inglés,
blocklets) de tamanhos variados (de 20 a 500 nm). As conchas semicristalinas
apresentam bloquetes com diametro de 20 a 50 nm, indicando uma organizagao
menos cristalina (devido, hipoteticamente, ao aumento da interagcdo das duplas
hélices da amilopectina com a amilose); enquanto que as conchas cristalinas
apresentam bloguetes com diametro de 50 a 500 nm. Os bloquetes sao formados por
estruturas alternadas de lamelas cristalinas (zona de duplas hélices) e amorfas (zonas
de ramificagao da amilopectina).

Figura 3 — Estrutura do granulo de amido.
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Concha semicristalina
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/

Lipideo Vista Lateral Vista do topo
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88 eg
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S_» SrfEse  Amorfa
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Fonte: Adaptado de Bertolini (2010, p. 37).

Acredita-se que as regides entre os aglomerados de amilopectina, nas duas
lamelas, sejam relativamente “mais amorfas”, sendo estas regides responsaveis pela
flexibilidade das lamelas e, junto com as lamelas amorfas, seriam encarregadas pela
elasticidade do sistema e controle de entrada e saida de agua do granulo de amido
(GALLANT; BOUCHET,; BALDWIN, 1997). Estudos de microscopia eletronica de

varredura (MEV) apontam a existéncia de orificios e canais radias nos granulos de
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amido com diametros entre 0,1 e 0,3 um e 0,07 e 0,1 um respectivamente (ELIASSON,
1996, apud PASCOAL, 2014).

As cadeias externas da amilopectina e as cadeias de amilose podem formar
estruturas de dupla hélice individualmente ou por associagéo entre elas. Contudo, na
maioria dos amidos, apenas a amilopectina forma dupla hélice. As estruturas
ordenadas de dupla hélice sdo conhecidas como regides cristalinas do granulo.
Dependendo de sua fonte, o amido apresenta diferente padréo de difracédo de raios-
X. Amido de cereais apresenta difracdo de raios-x do tipo A; amido de tubérculo e
amido com alto teor de amilose, tipo B; e amido de leguminosas, raizes e frutos, tipo
C (combinacao de polimorfos do tipo A e B). Dupla hélice do tipo A é relativamente
compacta, com baixo teor de 4gua, enquanto que a do tipo B é menos compacta com
nucleo helicoidal hidratado (TESTER, KARKALAS, QI, 2004). Duplas hélices do tipo
A e B sdo mostradas na Figura 3.

Segundo Bertolini (2010), os granulos de amido em solucdo aquosa sofrem
mudancas irreversiveis em sua estrutura quando atingem a temperatura de
gelatinizacéo (60-70 °C). Esta temperatura promove o rompimento das ligacdes de
hidrogénio do granulo, permitindo a absor¢cdo de agua do meio, formando um gel
elastico e opaco. No resfriamento, as cadeias de amido passam pelo processo
conhecido como retrogradacédo. Elas interagem mais fortemente entre si e tendem a
se associar em um estado mais ordenado, forcando a saida de moléculas de agua
(LOBO; SILVA, 2003). Quando inseridos em solucdo aquosa fria, granulos de amido
absorvem de 10 a 20% de &gua por meio de suas regides amorfas. Este processo
pode se tornar reversivel através da secagem dos granulos, fazendo com que eles
retornem a sua forma e estrutura nativa (WHO/FAO, 1998 apud DENARDIN; SILVA,
2009).

2.1.1 Amido de Milho (AM)

De acordo com Roper e Elvers (2008 apud Bertolini, 2010), 73% de todo amido
produzido no mundo advém dos grdos de milho. O 11° levantamento sobre a safra
mundial de milho 2018-2019 feito pelo USDA (United States Department of
Agriculture), estima uma producgéo de milho de 1,1 bilhdo de toneladas, um consumo

de 1,13 bilhdo de toneladas e exportacdes globais de 167,0 milhdes de toneladas.
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Importante destacar que o Brasil € o terceiro maior produtor mundial de milho, tendo
produzido 82,0 milhdes de toneladas na safra 2017-2018 (FIESP, 2019).

AM ¢é produzido em grande escala nas industrias nacionais e internacionais
sendo amplamente utilizado como gelificante, espessante e estabilizante de emulsdes
na industria de alimentos (LU; LUO; XIAO, 2012; CUI et al., 2018), na confeccéo de
flmes biodegradaveis na industria de materiais (CARMO; PAIVA, 2015; VIEGAS,
2016), ligante e elemento formador de poros na industria de ceramicas (FERNANDES,
2008), adesivo nas industrias de papeldao (RODRIGUES; CHAGAS; AGUIAR, 2014),
excipiente/desintegrante na industria farmacéutica (CASTRO et al., 2003; SADEGHI
et al., 2019), entre outras aplicacdes.

O granulo de AM regular (Figura 4), ou Dent, possui, em sua composicao, 25 a
28% de amilose e 72 a 75% de amilopectina (WEBER; COLLARES-QUEIROZ;
CHANG, 2009). Seu diametro granular apresenta distribuicdo volumétrica desigual,
conforme mostram a Tabela 3 e a Figura 5, podendo chegar a valores proximos a 30
um (TESTER; KARKALAS; QlI, 2004).

Figura 4 — Granulo de AM apoés a-amilolise observado
por microscopia eletronica de varredura (SEM).
For 3 oy a5 . %

Fonte: Adaptado de Gallant et al. (1992).

Tabela 3 — Distribuicéo do volume de granulos de AM regular (%).

Diametro (um) <2 2-15 >15
Volume (%) 6,22 +0,22 33,49+0,96 60,30 +2,07

Fonte: Adaptado de Cui et al. (2014).
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Figura 5 — Granulos de AM observados por SEM.

1

Fonte: Adaptado de Gallant et al. (1992).

AM comercial contém uma porcentagem de lipideos que ndo é removida no
processo de extracdo. Tais lipideos sao, em sua maioria, monoacil e lisofosfolipideos.
AM também contém uma porcentagem de fosforo incorporado aos fosfolipideos.
Devido a estes componentes e demais caracteristicas mencionadas acima,
comparado a outros amidos, AM comercial apresenta elevada temperatura de pasta
(80 °C), baixo pico de viscosidade e maior tendéncia a retrogradacao (PERONI, 2003).

Como € sabido, nenhum amido natural existente possui propriedades fisico-
guimicas que satisfacam todos os tipos de aplicacBes industriais. A fim de atender
aplicacBes mais especificas, a industria desenvolveu amidos modificados, produzidos
por processos fisicos, quimicos ou enzimaticos. Entretanto, a modificacdo de
ingredientes alimenticios, como do AM, ndo é bem vista pelos consumidores, que
preferem o amido natural (SINGH; GEVEKE; YADAV, 2017).

A maioria das aplica¢des industriais de AM em solug&o aquosa é feita com, ou
apos, o cozimento do granulo (processo de gelatinizacdo), a fim de aumentar a
viscosidade de produtos, obter géis, etc. H4 poucas aplicacdes de AM em solugéo
aguosa (em sua forma nativa). Entretanto, essas aplicagcbes ndo deixam de ser
importantes. Um exemplo de utilizacdo do AM nativo em solugcéo aquosa é 0 consumo
de soro oral com adicdo de AM, onde o amido pode se tornar substrato para as
bactérias enddgenas ou ser convertido em acido graxo de cadeia curta estimulando a
absorcéo de soédio e liquidos pelo colon durante quadros de diarreias infecciosas (QI;
TESTER, 2018; RAGHUPATHY et al., 2006). Entretanto, o amido adicionado no soro
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oral proporciona a solugéo (ap6s agitacédo) alta turbidez e precipita (quando esta em
repouso) nao formando uma suspensao ideal para uso (BRANDT; ANTUNES; SILVA,
2015).

Outra aplicacdo do AM nativo seria a utilizacdo dele como substituinte de
gordura em emulsdes (ex., requeijao e maionese), ou como estabilizador de emulsdes
(ex., molhos e temperos liquidos). Além disto, 0 AM em solugdo aquosa também pode
servir como uma camada protetora de alimentos, a fim de evitar o “enxarcamento” dos
mesmos durante a fritura em 6leo ou gordura (ELIASSON, 2004).

AM nativo € considerado uma substancia GRAS (Generally Recognized as
Safe), que ndo esta sujeito a analise e aprovacao pela FDA (U.S. Food and Drug
Administration), pois € reconhecida por especialistas como segura nas condi¢des de
uso e aplicacdo. Entretanto, o consumo excessivo de amido nativo pode resultar em
alguns problemas fisiol6gicos como obesidade e anemia por deficiéncia de ferro (FDA,
2015).

O uso de tensoativos pode favorecer a solubilizacdo de AM nativo em
temperatura ambiente através de interacfes intermoleculares, as quais podem ocorrer
por meio de efeito hidrofébico, ligacdes de hidrogénio (C>—H®—-0%) e/ou forcas de
Van der Waals (PIMENTEL; MCCLELLAN, 1971; PUTSEYS; LAMBERTS;
DELCOUR, 2010). A possibilidade de solubilizar AM nativo a temperatura ambiente
sem modifica-lo, pode se tornar um avanco interessante para varios tipos de

aplicacdes, como, por exemplo, as mencionadas acima.

2.2 Surfactantes

Os surfactantes (ou tensoativos) sdo moléculas anfifilicas usadas em grande
variedade de aplicacdes industriais, de cosmeéticos, farmacéuticas, alimenticias,
limpeza (detergéncia), amaciantes etc. Devido a sua capacidade de interagdo tanto
com substancias polares quanto apolares, os surfactantes alteram as propriedades de
interfaces envolvidas, gerando ambientes mais organizados por meio da formacao de
micelas, monocamadas e bicamadas (vesiculas) (KWAK, 1998).

Ha, basicamente, trés tipos de surfactantes: anionicos, catibnicos e nao-
idnicos; existindo também misturas entre eles. Os surfactantes anidnicos fornecem

ions carregados negativamente em solugdo aquosa, enquanto que 0s catidnicos
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fornecem ions carregados positivamente. Os ndo-idnicos contem grupos hidrofilicos
gue néo ionizam em solugéao aquosa (SWISHER, 1987).

Surfactantes sao aplicados em varios sistemas com a finalidade de solubilizar
componentes de baixa solubilidade em um dado solvente, ou formar novos meios e
superficies, modificando a velocidade reacional e a posicao de equilibrio de reacdes
quimicas (MANIASSO, 2001).

2.2.1 Plurbnicos

Plurénico (Pluronic®), ou Poloxameros, é uma classe de surfactantes
classificados como copolimeros tribloco n&o-ibnicos, dispostos em estrutura [EO]x—
[PO]y—[EO]x (Figura 6), sendo x o numero das unidades hidrofilicas (6xido de etileno -
EO) e y o nimero das unidades hidrofébicas (6xido de propileno - PO). A sintese
desses copolimeros se da pela adicdo de monémeros de PO e EO com auxilio de um
catalisador alcalino (KABANOV; BATRAKOVA; ALAKHOV, 2002). Os copolimeros
formados possuem uma proporcao caracteristica de EO e PO, que resulta em
diferengas fisico-quimicas importantes, como massa molecular e balan¢o hidrofilico-
lipofilico (BATRAKOVA et al., 2003), resultando em variedades estruturais formadas
em solucdo aquosa dependente da composicao do copolimero e da temperatura, além
da concentracdo. A massa molecular de alguns copolimeros e numero médio de suas

unidades (x e y) podem ser verificados na Tabela 4.

Figura 6 — Estrutura do copolimero tribloco (Plurénico ou
Poloxamero).

CH,CHO
HO — [CH,CH,0],— | |— [CH,CH,0],— H
CHs |,
[EO]x [PO]y [EO]x

Fonte: Adaptado de Kabanov, Batrakova e Alakhov (2002).
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Tabela 4 — Massa molecular de alguns Plurénicos e nimero médio de unidades
EO (x) e PO (y), com destaque para F127, objeto desta pesquisa.

Massa Massa
Plurénicos molecular X y Plurénicos molecular X y
(Da) (Da)
L35 1900 21,59 16,38 F88 11400 207,27 39,31
L43 1850 12,61 22,23 L92 3650 16,59 50,34
L44 2200 20,00 22,76 Fo8 13000 236,36 44,83
L61 2000 455 31,03 L101 3800 8,64 58,97
L62 2500 11,36 34,48 P103 4950 33,75 59,74
L64 2900 26,36 30,00 P104 5900 53,64 61,03
F68 8400 152,73 28,97 P105 6500 73,86 56,03
L81 2750 6,25 42,67 F108 14600 265,45 50,34
P84 4200 38,18 43,45 L121 4400 10,00 68,28
P85 4600 52,27 39,66 P123 5750 39,20 69,40
F87 7700 122,50 39,83 F127 12600 200,45 65,17

Fonte: Adaptado de Kabanov, Batrakova e Alakhov (2002).

Os nomes comerciais dos Plurdnicos indicam caracteristicas especificas de
cada copolimero. A letra inicial do nome, com correspondéncia em inglés, revela a
forma fisica do Plurbnico a temperatura ambiente: L = liquido (liquid), P = pasta (past),
F = floco (flake). O dltimo digito do niumero que segue a letra L, P ou F, quando
multiplicado por dez, expressa a porcentagem em massa do bloco [EO]x e o primeiro
(ou primeiro e segundo) numero esta relacionado a massa molecular do bloco [PO]y
(NAGARAJAN, 1999; ALEXANDRIDIS; HATTON, 1995). Exemplo: Plurénico F127 é
sélido a temperatura ambiente, composto de 70% em massa dos blocos EO e o bloco
PO tem massa da ordem de 4.000 Da (ALEXANDRIDIS; HATTON, 1995). De acordo
com esta notacao, o Plurdnico P123 é pastoso a temperatura ambiente, o bloco PO
tem massa molecular 4.000 Da e 30% da massa total se deve ao grupo EO.

O carater tensoativo dos Plurbnicos favorece, sob certas condi¢cdes de
temperatura e concentracéo, a formacéao de micelas em agua (GAO et al., 2011). As
moléculas de Plurdnico, em geral, ndo se estruturam em solucdo aquosa em baixas
temperatura e concentracdo, existindo apenas na forma de mondémeros. Entretanto,
para uma dada concentragdo, com 0 aumento da temperatura, estas moléculas
tendem a se agregar em estrutura micelar esférica a partir da temperatura micelar
critica (CMT) (Figura 7). Temperaturas acima da CMT fazem com que as unidades

hidrofilicas (EO) do Plurénico se voltem para o exterior da micela e as unidades
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hidrofébicas (PO) se voltem para o interior da micela. Isto acontece, porque o aumento
da temperatura diminui o grau de hidratacdo do copolimero, aumentando sua
hidrofobicidade (YAN; ZHOU; GARDEA-TORRESDEY, 2017).

Figura 7 — Representacdo esquematica de uma molécula de copolimero tribloco (a) e
de uma micela formada por moléculas de copolimero tribloco em agua (b).

a) b)

[EO]x [PO]y [EO]x

N -

Fonte: Elaborado pelo autor.

Outra propriedade relevante no processo de micelizacdo dos Plurdnicos € a
concentracdo micelar critica (CMC). Para uma dada temperatura, a concentracdo do
copolimero em agua € aumentada até atingir a CMC. Em concentracfes maiores,
copolimeros, como o F127, gelificam em solu¢cdo aquosa, com igual potencial de
aplicacdo da industria farmacéutica e cosmeética, relativamente as micelas desses
Plurénicos (RUEL-GARIEPY; LEROUX, 2004; PITTO-BARRY; BARRY, 2014). O

processo de micelizacao e gelificacdo de F127 pode ser visto na Figura 8.

Figura 8 — Representacao do processo de micelizacéo e gelificacdo de F127 em agua,
com aumento da temperatura ou da concentragdo do copolimero.

Monoémeros Monémeros e Arranjo geométrico
micelas micelar

— — ¥ e
A Micelizagéo ___ Gelificaggo * *
T e g e RN

»

Temperatura ou Concentragéo

Fonte: Adaptado de Cabrini (2018).
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Uma forma de verificar a formacdo de micelas de surfactantes em solucéo
consiste na medida de espalhamento dinamico de luz (DLS), a fim de obter
informacdes importantes a respeito da estrutura da micela, como por exemplo, o raio
hidrodinamico (rh) (BOOTH; ATTWOOD, 2000).

Plurbnicos podem ser usados de varias maneiras, por causa de suas
caracteristicas fisico-quimicas. Exemplos de aplicacbes dos Plurbnicos podem ser
verificados na Tabela 5. Entretanto, o texto de referéncia de Rowe, Sheskey e Quinn

(2009) nédo especifica o Plurénico utilizado para cada aplicacao.

Tabela 5 — Aplica¢gdes dos Plurdnicos e concentracdes de uso.

Aplicacdes Concentracéo (%)
Emulsificante de gordura 0,3
Solubilizador de aromas 0,3
Emulsificante de fluorcarbono 2,5
Agente gelificante 15-50
Agente de espalhamento 1
Agente estabilizador 1-5
Base de supositérios 4-6 ou 90
Revestimento de comprimidos 10
Excipiente para comprimidos 5-10
Agente molhante 0,01-5

Fonte: Adaptado de Rowe, Sheskey e Quinn (2009).

2.2.1.1 Plurbnico F127

Plurbnico F127, também denominado Poloxamero 407, muito utilizado em
pesquisa e aplicacdo industrial, é termossensivel, ndo idnico, constituido por 100
unidades de EO, hidrofilicas, e 65 unidades de PO, hidrofébicas (PETKOVA-OLSSON
et al.,, 2017). Ele é considerado um ingrediente inativo pela FDA (em inalagdes,
solucdes, xaropes, etc.) (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

Sua baixa toxicidade permite seu uso em diversas aplicacbes como sistemas
orais, cutaneos e oftalmologicos (GIULIANO et al., 2018). De acordo com Oh, Kang e
Lee (2018), um sistema de hidrogel, termossensivel e biocompativel, formado pela

mistura dos Plurénicos F127, F68 e P123, pode ser utilizado como uma barreira ideal
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na prevencao de adesao tecidual, normalmente formada em tecidos lesionados apés
cirurgias. Especificacdes para F127 estao contidas no Food Chemicals Codex (FCC)
(ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). Sua estrutura molecular pode ser verificada na
Figura 9.

Figura 9 — Estrutura molecular do Plurénico F127.

HO ﬂ CH,CH,0 H CH2(|IH0 H CHZCHZO}— H
100 CH; 65 100

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os valores da CMC de F127 em solucdo aquosa, em fungcdo da temperatura,
s&0 mostradas na Tabela 6. E importante destacar que a 25 °C a CMC de F127 é de
aproximadamente 0,7% (p/v), ou seja, a concentracdo de F127 em solucdo aquosa

precisa ser maior ou igual a 0,7%, a fim de que micelas sejam formadas.

Tabela 6 — CMC de F127 em solucdo aquosa para
diferentes valores de temperatura.

F127 em solugdo aquosa

Temperatura (°C) CMC % (p/v) CMC (mM)
15 10 7,935
20 4 3,174
25 0,7 0,555
30 0,1 0,079
35 0,025 0,019

Fonte: Adaptado de Alexandridis, Holzwarth e Hatton (1994).

De acordo com Alexandridis e Hatton (1995), monémeros de copolimeros em
bloco tem em torno de 2 nm de diametro hidrodinamico, enquanto que suas estruturas
micelares possuem aproximadamente 20 nm de didmetro hidrodinamico,
independente da concentragdo. A utilizagdo de concentragBes de copolimero acima
de 2% (p/p), melhora a leitura do sinal de espalhamento de luz, garantindo maior

reprodutibilidade.
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2.3 Interacdo amido-lipideo

A interacdo molecular entre AM e F127, de interesse de nossa pesquisa, esta
inserida no estudo mais geral da interacdo polimero-surfactante, que ja vem sendo
realizada ha décadas por grandes grupos de pesquisa, com especial énfase em
aplicacdo industrial, e com muito interesse académico (GODDARD;
ANANTHAPADMANABHAN, 1993). A formacédo de complexos moleculares polimero-
surfactante tem sido usada para ajustar propriedades de solu¢cdes de polimeros ou de
surfactantes separadamente, visando possiveis aplicacdes em processamento de
alimentos e formulacdes farmacéuticas e cosmeéticas (WINNIK; REGISMOND, 1996).

A separacédo de fase ocorre com frequéncia em solucdes de polimeros, porque
a entropia da solucdo é uma forca motriz termodinamicamente mais fraca para
moléculas grandes. A mistura de polimero com surfactante em solucdo aquosa pode
gerar uma interacdo entre os dois compostos, capaz de alterar significativamente as
propriedades do sistema, como a solubilidade do polimero em agua ou a estabilidade
dos agregados de surfactantes (KWAK, 1998).

Os complexos de incluséo reportados na literatura mostram que o amido é um
bom receptor de pequenas moléculas, como surfactantes (p. ex., fosfolipideos). Isso
acontece porque a hélice de amilose é hidrofilica em seu exterior e hidrofébica em seu
interior, possibilitando a adsorcdo de moléculas hidrofilicas ou hidrofébicas nesses
compartimentos do polimero, seja por efeito hidrofébico, seja por interacéo
eletrostatica (PETKOVA-OLSSON et al., 2017). A cavidade hidrofébica da hélice de
amilose é formada por ligacdbes C-H entre os planos dos anéis (JONHEAD;
JARNSTROM, 2006) e seu didmetro € ajustado de acordo com o tamanho do agente
complexante (BILIADERIS; GALLOWAY, 1989).

Andlises de cristalografia e difracdo de raios-X sugerem que a amilose
complexada com lipideos assume conformacéo helicoidal, padréo V amilose, cujo eixo
é perpendicular a superficie da lamela. A caracterizacdo estrutural destes complexos
e suas funcionalidades ainda estdo sendo investigadas e sao capazes de fornecer
varios estados de agregacdo das moléculas (BILIADERIS; GALLOWAY, 1989;
LOPEZ; VRIES; MARRINK, 2012; SCHAHL; REAT; JOLIBOIS, 2020).

A interagcdo amido-lipideo tem sido estudada por meio de técnicas
termoanaliticas, como Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), com o intuito de

verificar a temperatura de dissociacdo e entalpia dos complexos moleculares
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formados. Estudos de DSC revelam, por exemplo, que a transicdo térmica dos
complexos amilose-lipideo depende do tamanho das cadeias dos acidos graxos, da
cabeca polar do lipideo, da umidade e do tipo de amido utilizado (GOMEZ-ALDAPA
et al., 2009).

Uma relacdo importante fornecida por DSC mostra que a temperatura de fusao
de polimeros (Tm) € proporcional & temperatura de cristalizagdo dos mesmos e,
consequentemente, Tm de cristais lamelares esta associada diretamente a espessura
lamelar (BILIADERIS; GALLOWAY, 1989). Este tipo de analise também demonstra
que surfactantes com cadeia hidrofébica linear formam complexos mais estaveis
comparados a surfactantes com cadeia ramificada (JONHEAD; JARNSTROM, 2006).

Complexos de inclusdo formados por compostos polares nédo ramificados e
amilose sédo equiparados ao complexo poliiodeto de amilose (cor azul escuro). Supde-
se gue o agente complexante ocupe o eixo central da hélice de amilose constituida de
6, 7 ou 8 residuos de glicosil por volta, com passo de aproximadamente 0,8 nm
(KARKALAS; RAPHAELIDES, 1986). De acordo com sistemas modelo mostrados por
Karkalas e Raphaelides (1986), pode-se dizer que a hélice da amilose é saturada por
acidos graxos linearmente dispostos em uma razdo molar &cido graxo/amilose
prevista por meio do comprimento da cadeia dos acidos graxos. Dados relevantes
sobre a quantidade de residuos de glicosil por acido graxo e razdo molar acido

graxo/amilose sdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7 — Comprimento de cadeia de acido graxo calculado, niumero de
residuos de glicosil por acido graxo e relacdo molar de saturacdo de acido
graxo/amilose.

< . Atomos de Comprimento Residuos de Glicosil Razao molar
Acido graxo ) . . . . .
carbono (nm) por acido graxo? (acido graxo/amilose)?
6 7 8 6 7 8
Céprico 10 1,48 11,1 13,0 14,8 0,090 0,077 0,068
Laurico 12 1,73 13,0 15,1 17,3 0,077 0,066 0,058
Miristico 14 1,98 149 17,3 19,8 0,067 0,058 0,050
Palmitico 16 2,23 16,7 19,5 22,3 0,060 0,051 0,045
Estearico 18 2,49 18,7 21,8 249 0,054 0,046 0,040
Araquidonico 20 2,74 20,6 240 27,4 0,049 0,042 0,037
Behénico 22 2,99 22,4 26,2 29,9 0,045 0,038 0,033

20s nuameros 6, 7 e 8 correspondem ao nimero de residuos de glicosil por volta helicoidal, com
uma distancia de repeticdo (pitch) de 0,8 nm entre as voltas.

Fonte: Adaptado de Karkalas e Raphaelides (1986).
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A intensidade da cor azul do complexo amilose/iodo pode ser medida por
espectrofotdometro. Por meio dela € possivel quantificar os complexos amilose/iodo
presentes na amostra e, consequentemente, analisar a formacdo de complexo
amilose/tensoativo. Quando adicionado em uma amostra contendo amilose e
tensoativo, o iodo ndo consegue formar complexos com amilose, porque a cadeia
alifatica do tensoativo entra na cavidade hidrofébica da amilose originando um
complexo amilose/tensoativo, diminuindo a intensidade da cor azul (LI et al., 2014).

Complexos de amilose formados em temperaturas iguais ou inferiores a 60 °C
estruturam segmentos helicoidais individuais orientados aleatoriamente. E
indispensavel certa mobilidade das cadeias de amilose, para que a mesma consiga
interagir com o ligante, ficando evidente que as caracteristicas fisico-quimicas do
ligante e do solvente influenciam diretamente na dinamica do sistema e na formacéao
dos complexos (PUTSEYS; LAMBERTS; DELCOUR, 2010).

O granulo de AM possui canais em sua estrutura capaz de permitir a entrada
de moléculas em solucdo aguosa e adsorver a parede hidrofébica, conforme Figura
10. De acordo com Sato e Ruch (1980), a taxa de adsorcao de moléculas depende da
natureza do adsorvente, da natureza do adsorvido e da taxa de agitacédo da solucéao.
A adsorcéo de polimeros em adsorventes porosos, como a argila, € lenta, podendo
demorar horas ou dias para que o equilibrio seja estabelecido, permitindo supor que
mondmeros de F127 sdo adsorvidos mais facilmente pelos granulos de AM do que as
micelas, devido a diferenca de tamanho. Assim como na argila, espera-se que 0

processo de adsorcdo molecular no granulo de amido seja lento.!

1 Resultados preliminares de dinamica molecular, obtidos em colaboragdo com Raphael V. R. Dias,
doutorando do grupo de Fisica Bioldgica Computacional do Dr. Leandro C. de Oliveira, de um sistema
AM/Plurénico em agua confirmam esta hipétese.
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Figura 10 — SecgOes Opticas de granulos de amido de milho comum, comerciais,
tratados a curto prazo com merbromina, vistos por CSLM (microscopia confocal de
varredura a laser), ilustrando a penetracao lateral do corante nos canais na matriz
granular. O granulo a esquerda é seccionado ao longo do comprimento dos canais; 0
da direita € seccionado pelos canais.

Fonte: Huber e BeMiller (2000).
2.4 Técnicas instrumentais

O aperfeicoamento de equipamentos e softwares tem aumentado a
sensibilidade dos equipamentos de medidas, permitindo a realizacdo de analises de
pequenas amostras liquidas com baixas concentracdes de soluto (CORREIA;
DETRICH, 2008). Entre essas técnicas, destaca-se a de espalhamento dindmico de

luz.

2.4.1 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

DLS é uma técnica capaz de medir o didametro hidrodindmico (Dn) de
macromoléculas (de dimensdes coloidais) submetidas a movimentos Brownianos em
solucéo pela energia térmica natural do sistema em uma dada temperatura (FERRE-
D'AMARE; BURLEY, 1994). Esta medida pode ser obtida através da relacdo de
Stokes-Einstein no regime diluido, préximo a diluicdo infinita (KNOLL et al., 2019),

conforme a Equacgéo (2.1).
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KgT
P 3mnD,

(2.1)

Onde,

D,, = Coeficiente de difus&o translacional
Ky = Constante de Boltzmann

T = Temperatura absoluta

1 = Viscosidade dindmica da fase continua

D;, = Diametro hidrodinamico das particulas

Os elementos basicos do instrumento de DLS estédo representados na Figura
11. O laser, fonte de luz monocromética, é guiado até a célula contendo a amostra
liguida passando por fenda de colimacdo e lente de focalizacdo do feixe. A luz
espalhada pela amostra passa por um orificio, para fixar a direcdo de deteccdo,
fazendo um angulo (B), de 90° na figura, com a luz incidente. As flutuagbes de
intensidade de luz recebidas pelo detector sdo processadas pelo autocorrelador, que
fornece dados (funcéo de autocorrelacdo da intensidade da luz espalhada) do sistema
de particulas (KNOLL et al., 2019). Por meio da distribuicdo dessas fun¢des é possivel
obter o didmetro hidrodindmico médio das macromoléculas, caracterizando assim o

tamanho das estruturas em estudo.

Figura 11 — Componentes basicos do instrumento de DLS.

Amostra
Fonte de laser -
== parador
““f‘" 0 de feixe
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|

Autocorrelador

Computador

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Esta técnica foi, recentemente, utilizada no estudo de interagcbes moleculares
entre F127 e o peptideo tritrpticina (TRP3), realizados por Salay et al. (2018), a fim de
obter informacdes sobre a estabilidade coloidal dos agregados de F127 na presenca
e auséncia do peptideo variando a concentracdo dos componentes. Do mesmo modo,
neste estudo, a estabilidade das estruturas de F127 em solug&o aquosa, na presenga
e na auséncia de AM, foi investigada por DLS.

2.4.2 Espectrofotometria no Ultravioleta Visivel (UV-Vis)

Esta técnica utiliza radiacdo eletromagnética no intervalo de comprimento de
onda (i) de 100 a 750 nm. O espectro UV de uma molécula consiste em uma banda
larga de absor¢do com centro proximo ao comprimento de onda da transi¢ao principal,
uma vez que 0S niveis rotacionais e vibracionais s80 sobrepostos aos niveis
eletrbnicos. A espectroscopia de absorcdo segue a Lei de Beer-Lambert, cuja
expressao empirica pode ser vista ha Equacao (2.2). Esta lei s6 é obedecida quando

uma Unica espécie gera a absorcdo observada (PAVIA et al., 2015).

A =log (%) = &cl (2.2)
Onde,
A = absorbancia;
I,= intensidade de luz incidente na cubeta;
I = intensidade de luz que sai da cubeta;
& = absortividade molar;

¢ = concentracdo molar do soluto;

[ = comprimento da cubeta (cm).

O espectrofotbmetro UV-Vis é constituido basicamente por uma fonte de luz,
lampada de deutério com radiacdo na regido ultravioleta (UV) e lampada de tungsténio
com radiacdo na regidao do visivel (Vis); um monocromador, composto por um
colimador, um prisma e uma fenda seletora; um compartimento onde se encaixa a

cubeta de quartzo contendo a referéncia/amostra; e um detector que transmite o sinal
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para um computador para analise dos dados, conforme esquema mostrado na Figura
12 (PAVIA et al., 2015).

Por meio da intensidade de luz espalhada recebida pelo detector € possivel
calcular a intensidade de absorbancia das amostras. Variacdes significativas na
intensidade de absorbancia, deslocamentos de picos e/ou alargamentos de bandas
(sem alteracdo na concentracdo dos componentes das amostras) podem indicar
interagbes entre os componentes e mudangas estruturais dos mesmos (LU et al.,
2019). Desta forma, assim como DLS, a espectrofotometria UV-Vis permite monitorar

a estabilidade das estruturas coloidais suspensas em solugdo nas amostras em

estudo.
Figura 12 — Esquema de funcionamento dos principais componentes do
espectrofotometro.

I Cubeta

| /

Fonte Monocromador

Detector

Computador

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.4.3 Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

Esta € uma técnica instrumental usada para estudar moléculas quirais. Por
meio dela, é possivel calcular a diferenca em absorbancia da luz polarizada
circularmente & esquerda e a direita, equacio 2.3 (RODGER; NORDEN, 1997).

CD = A, — Ag (2.3)
Onde,
CD = diferenca de absorbancia,
A= absorbancia da luz polarizada circularmente a esquerda;

Ar= absorbancia da luz polarizada circularmente a direita;
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A Figura 13 mostra o esquema de funcionamento basico de um polarimetro,
gue mede a rotacdo do plano de polarizagdo da luz ao passar por uma cubeta de
guartzo contendo uma amostra opticamente ativa (FARTH; BATISTA, 2018).

Figura 13 — Esquema de funcionamento de um polarimetro.

« O
mn
< )= :
i
Fonte Polarizador Célulade Amostra Analisador
de luz Filtro Faraday Detector

Computador

Fonte: Elaborado pelo autor.

Xu et al. (2015) utilizaram a técnica de dicroismo circular para analisar as
interagbes de ligacdo entre Amilose e Glutelina de arroz e possiveis mudancas
conformacionais na estrutura secundaria da proteina. Por meio dos valores de
elipticidade negativa obtidos e dados de outras técnicas utilizadas, eles puderam
concluir que as interacdes entre amilose e proteina induziram mudancas
conformacionais na estrutura da Glutelina (aumento na quantidade de o hélice e
diminuicdo na quantidade de folhas ).

O uso desta técnica, neste estudo, tem como objetivo verificar a presenca de
amilose ou pequenos granulos de AM sollveis em solugéo aquosa de F127. Como
mencionado anteriormente, a amilose se estrutura em V amilose (hélice “compacta”),
guando complexada com lipideos. Portanto, espera-se obter valores negativos ou

positivos de elipticidade, o que pode confirmar sua solubilizacdo nas amostras.

2.4.4 Espectrometria de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Esta técnica utiliza radiagdo no intervalo de comprimento de nimero de onda
de 4000-400 cm™ (ou intervalo de comprimento de onda de 2,5-25 um). O esquema
de funcionamento de um espectrometro FTIR, mostrado na Figura 14, contém um

separador de feixe de radiacéo e 2 espelhos (um fixo e outro moével). O movimento do
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espelho movel gera feixes de radiacdo com intensidades diferentes, os quais séo
recebidos pelo detector (interferograma), que converte, pela transformada de Fourier,
os dados obtidos no dominio de tempo para o dominio de frequéncia (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2006).

Figura 14 — Esquema de funcionamento de um espectrometro FTIR.

Motor do espelho
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de feixes

Feixe
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Célula de amostra

Computador
Detector N

v
Conversor analégico-digital -—" .E

Fonte: Adaptado de Silverstein, Webster e Kiemle (2006).

Através da intensidade de absorcdo de radiacdo infravermelha, obtida pelo
interferograma, pode-se identificar a composi¢ao de substancias puras ou de misturas
presentes em amostras liquidas ou sélidas, por meio das vibracdes especificas das
ligacdes quimicas de cada molécula (CAROLEI, 2005; WHITTINGHILL; NORTON,;
PROCTOR, 2000). Neste estudo, a espectrometria de FTIR foi utilizada para analisar
a composicao do precipitado seco das amostras de F127 + AM em solugdo aquosa, a

fim de identificar a formacéo de complexos entres estas substancias.

2.4.5 Difratometria de raios-X

O esquema principal de funcionamento do difratdmetro de raios-X pode ser
visto na Figura 15. A fonte de raios-X emite radiacdo sobre um cristal contendo a
amostra. O angulo do cristal pode ser regulado na dire¢éo do circulo pontilhado, a fim

de manter o padréo desejado. Normalmente, o plano refletivo do cristal faz um angulo
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B especifico com o feixe incidente e um angulo 26 com o detector de raios-X. A
radiacdo difratada é medida em diversos angulos e seu comprimento de onda é
calculado por meio da Equacéo (2.3) advinda da lei de Bragg (CULLITY, 1978).

A = 2d senf (2.3)
Onde,

A = comprimento de onda do feixe de raios-X incidente;
d = distancia entre camadas atémicas de um cristal;

6 = angulo de incidéncia.

A técnica de raios-X € muito empregada para caracterizar estruturas de cristais.
A intensidade de absorbancia de raios-X € obtida por meio da radiacéo difratada pela
amostra. Por meio da intensidade (espectro) de absorbancia € possivel identificar o
tipo de cristal utilizado no estudo e possiveis mudancas estruturais ocasionadas pela
presenca de outra substancia na amostra (GARCES et al., 2015). Nesta pesquisa,
esta técnica foi utilizada para verificar/confirmar a formagcdo de complexos no
precipitado seco (desidratado) das amostras de AM + F127.

Figura 15 — Esquema principal de funcionamento do
difratbmetro de raios-X.

Detector
de raios-X

Y
o)
A

Fonte de /
raios-X \ /

Fonte: Adaptado de Cullity (1978).
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral:

Investigar, por meio de interacbes moleculares, a acdo de F127 na suspensao
de granulos de AM em solucdo aquosa e verificar o efeito desses granulos na
estabilidade das micelas de F127 em agua a 25 °C.

Objetivos especificos:

1) Analisar o efeito da concentracdo de AM em solucdo aquosa de F127 a
temperatura ambiente (25 °C) por meio das técnicas de DLS,
espectrofotometria UV-Vis e CD;

2) Determinar as propor¢cdes de AM e F127 mais adequadas para a
solubilizagcéo de AM,;

3) Caracterizar possiveis interagdes entre AM e F127 em solucéo aquosa a 25
°C e correlacionar essas interacdes com a solubilizacdo de AM e estabilidade
das micelas ou complexos moleculares de F127-AM formados;

4) Demonstrar a formagéo de complexos de F127-AM no sobrenadante e no
precipitado das amostras, através das técnicas de DLS, espectrofotometria
UV-Vis, CD, FTIR e espectroscopia de raios-X;

5) Verificar a suspensdo de granulos de AM em solucdo aquosa a 25 °C, na
auséncia e na presenca de F127;

6) Propor um modelo de interagdo molecular F127-AM em solugédo aquosa.
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4 MATERIAIS E METODOS

AM comercial selecionado para a realizacdo desta pesquisa foi da marca
MAIZENA®., O copolimero tribloco F127 (Pluronic® F127) utilizado, massa molecular
12.600 g/mol, foi adquirido comercialmente junto a Sigma-Aldrich (Merck) e usado
conforme recebido. Brometo de potassio (KBr), fornecido pela empresa Shimadzu
Corporation (Kyoto — Japao), massa molecular 119 g/mol, também foi usado conforme
recebido. Lugol foi obtido por meio da mistura de 5% de 12 (253,8 g/mol) (fornecido
pela empresa Conelgo) e 10% de Kl (166,0 g/mol) (fornecido pela empresa Merck) em
agua. Como a massa molecular do AM utilizado é desconhecida, a unidade escolhida

como referéncia nas amostras de AM e F127 foi porcentagem em massa (% p/p).

4.1 Métodos de preparo das amostras

O preparo das amostras de AM e de F127 em agua pode ser visualizado nos
esquemas mostrados na Figura 16a e 16b respectivamente. As amostras de AM foram
preparadas por diluicdo simples na concentracdo desejada, com auxilio de um
agitador magnético. Visualmente, o0s granulos de amido precipitam em
aproximadamente 1 dia. Por meio deste tipo de analise visual, notou-se que quanto
maior o tempo de repouso das amostras de AM mais “compacto” se torna o
precipitado. Portanto, mais facil a remocao do sobrenadante, sem a possibilidade de
suspensao de granulos de amido precipitados. Logo, optou-se por deixar o frasco em
repouso por 4 dias. Apdés quatro dias em repouso no frasco 1 (Al), 10 mL do
sobrenadante foi removido e colocado em um segundo frasco (A2), onde as amostras
permaneceram em repouso por mais seis dias (tempo suficiente para a precipitacéo
dos granulos néo soluveis e hidratacéo e reorganizacdo das estruturas soluveis) e 5
mL do sobrenadante do segundo frasco foi removido e transportado ao terceiro frasco
(A3). As amostras de F127 também foram preparadas por diluicdo simples na
concentracéo desejada, com auxilio de um agitador magnético. O tempo de agitacao
das amostras de F127 em concentra¢cdes maiores do que 1,2% foi superior a 1 h, a

fim de solubilizar completamente o composto.
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Figura 16 — Esquema do método de preparo das amostras de AM (a), com posterior
coleta de sobrenadantes (A2 e A3), e das amostras de F127 (b).

a) | Am+ b) | F27+
Agua Milli-Q Agua Milli-Q
Agitqgéo Agitacao
30 min (25 °C) 1h(25°C)
A1 Apos 4 dias A2 Apos 6 dias A3 Amostra
col. sobren. col. sobren. F127

Fonte: Elaborado pelo autor.

A fim de verificar a existéncia de AM soluvel em agua, amostra de AM (S1) foi
preparada por diluicdo simples na concentragdo desejada, com auxilio de um agitador
magnético (Figura 17). S1 foi mantida em repouso por 4 dias a 25 °C. Apés esse
periodo, 10 mL do sobrenadante de S1 foi removido e colocado em um segundo frasco
(S2). Ambos os frascos foram colocados em estufa a 30 °C durante 14 dias para
secagem lenta das amostras e nomeados “S1 seco” e “S2 seco”. Os componentes

dos frascos, inclusive os frascos, foram pesados em balanca analitica.

Figura 17 — Esquema do método de preparo das amostras de AM secas.

. AM+
Agua Milli-Q
Agitagdo
30 min (25 °C)
Apos 4 dias Secagem S2 seco 25°C
1 —_ s2 —=» o ey .
col. sobren. 14 dias (30 °C) (30 °C) S2seco
Secagem
14 dias (30 °C)
S$1 seco 25°C
> (30 °C) _— S1seco

S1 S2 S1 S2
seco seco

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A mistura de AM com F127 em &gua foi preparada pela adicdo de AM sdlido a
solucdo aquosa de F127, conforme esquema mostrado na Figura 18. Apos quatro dias
em repouso no frasco 1 (F1), 10 mL do sobrenadante foi removido e colocado em um
segundo frasco (F2). As amostras permaneceram em repouso por mais seis dias e 5
mL do sobrenadante do segundo frasco foi removido e transportado ao terceiro frasco
(F3). O precipitado de F1 foi colocado em estufa a 30 °C durante 4 dias para secagem
(com excecdao do precipitado utilizado no teste com lugol) e denominado F4. Apenas
os produtos dos frascos 2 e 3 foram analisados pelas técnicas de DLS,
espectrofotometria UV-Vis e CD e o produto do frasco 4 foi analisado pelas técnicas
de FTIR e espectroscopia de raios-X.

Figura 18 — Esquema do método de preparo da mistura de AM com F127 em agua
com posterior coleta de sobrenadantes e secagem de precipitado.
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4 dias (30 °C) Andlises por FTIR e raios-X (F4).

I
|
I
|
I
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I
I
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I
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1
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Todas as amostras utilizadas neste estudo podem ser verificadas na Tabela 8.
Os compostos AM e F127 (solidos) foram usados conforme adquiridos

comercialmente.
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Tabela 8 — Tipos de amostras preparadas e técnicas instrumentais empregadas para

cada amostra.

Técnicas instrumentais

Amostras Tipo utilizadas

AM Solida FTIR e raios-X
F127 Solida FTIR e raios-X
AM + F127 Solida FTIR e raios-X

AM (0,05; 1, 5 e 10%)

Solucéo aquosa

UV-Vis, DLS e CD

F127 (1; 1,2; 5; 6; 10 e 15%)

Solucédo aquosa

UV-Vis, DLS e CD

AM (0,2%) + F127 (6%)

Solucédo aquosa

UV-Vis, DLS, CD, FTIR e
raios-X

AM (1,2%) + F127 (1,2%)

Solucédo aquosa

UV-Vis, DLS, CD, FTIR e
raios-X

AM (0,05%) + F127 (1,2%)

Solucédo aquosa

Teste visual com lugol

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.1 Medidas de DLS

Aproximadamente 3 mL de amostra, acondicionada em cubeta de vidro

cilindrica, foi usada em cada medida de DLS. O equipamento utilizado nessas

medi¢cdes foi um gonidbmetro Bl 200SM (Brookhaven Instruments Corporation,

Holtsville, USA) um autocorrelator digital e um laser de He-Ne, operando no

comprimento de onda de 635 nm (Figura 19). Todas as medidas foram feitas em 15,

25e 35°C.
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Figura 19 — Foto do equipamento de DLS - BI
200SM, Brookhaven Instruments Corporation.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.2 Medidas de espectrofotometria UV-Vis

As amostras foram colocadas em cubetas de quartzo (com comprimento optico
de 1 cm) para realizar as medigbes de absorbéancia. O espectrofotometro utilizado
para as medi¢des foi o Cary Bio 300 UV-Vis (Varian, Mulgrave, Australia), Figura 20.
Varreduras no intervalo de comprimento de onda de 800 a 200 nm foram realizadas
em amostras especificas, utilizando dgua na cubeta de referéncia. Na analise dos

dados, o sinal de absorbancia medido foi descontado o sinal medido da agua.

Figura 20 — Foto do espectrofotémetro
CARY Bio 300 UV-Vis.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.1.3 Medidas de CD

As amostras foram colocadas em cubetas de quartzo de comprimento 6ptico
0,5 cm. Os espectros foram obtidos utilizando o espectropolarimetro CD J-815 JASCO
(Figura 21). Ao todo foram feitas 10 acumulagdes, com velocidade de 50 nm/min. Os
espectros apresentados nos resultados sdo a média das 10 acumulacgdes subtraida a
meédia das 10 acumulacées de CD do branco (dgua milli-Q ou solucdo aquosa de
F127).

Figura 21 — Espectropolarimetro CD
J-815 JASCO.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.4 Medidas de espectrometria FTIR

Para testes de FTIR, pastilhas com diametro de aproximadamente 1,3 cm
(Figura 22) foram formadas usando uma quantidade pequena de KBr e de amostra
(AM; F127; AM 0,2% + F127 6% (F4); AM 1,2% + F127 1,2% ou AM 10 mg + F127 10
mg). Uma forgca de 80 kN foi empregada durante 3 min para formar a pastilha. Os
espectros de FTIR foram registrados a temperatura ambiente na faixa de nimero de
onda de 400 a 4000 cm™ em um espectrémetro IRTracer-100 FTIR, marca Shimadzu
(Figura 23). Cada espectro foi calculado a partir de 64 varreduras com resolugao de 4
cm. Uma varredura de fundo foi registrada antes de cada medicédo e subtraida dos

espectros das amostras, a fim de extrair o sinal gerado pelo CO2 atmosférico.
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Figura 22 — Pastilhas para testes de FTIR formadas com as amostras AM (1), F127

(2), AM 0,2% + F127 6% (F4) (3), AM 1,2% + F127 1,2% (F4) (4) ou AM 10 mg + F127

10 mg (5), com adicao de KBr.
TugrE R ;

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 23 — Foto do espectrometro IRTracer-100 FTIR.
- / -

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.5 Medidas de difratometria de raios-X

Placas de vidro amorfo contendo aproximadamente 200 mg de amostra (Figura
24) foram montadas para analise. Os difratogramas foram registrados em um
difratdmetro de raios-X, modelo MiniFlex Il, marca Rigaku (Figura 25), a temperatura
ambiente, intervalo de angulo de difracdo de 3 a 50°, comprimento de onda de
radiacdo de CuKo de 1,54 A e velocidade de varredura de 2°/min. O aparelho foi

operado a uma tensao elétrica de 30 KV e corrente de 15 mA.
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Figura 24 — Imagem da placa de vidro com
200 mg de AM para testes de raios-X.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 25 — Fotos do difratdmetro de raios-X, modelo MiniFlex II.

Brtegstess MiniFlex T a-

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.6 Preparo das amostras para teste visual com lugol

Neste experimento, 20 ul de lugol (5% de |2 e 10% de KI em &gua) foi
adicionado em frascos distintos, aqui representados por Li (i: 1-6), contendo:

L1: agua;

L2: AM 0,05% em agua (Al);

L3: F127 1,2% em agua;

L4: AM 0,05% + F127 1,2% (F1);

L5: AM 0,05% + F127 1,2% (F2);

L6: AM 0,05% + F127 1,2% (F3).
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Em seguida, os frascos foram agitados manualmente e deixados em repouso
para analise visual da coloracdo da amostra. Conforme mencionado, o amido em
solucédo aquosa, na presenca de iodo, adquire cor azul escuro devido ao complexo
formado com a amilose, de acordo com o esquema mostrado na Figura 26. Cor
diferente na amostra de AM-F127 em &gua, apos a adi¢cdo de lugol, pode indicar
interacao entre estes compostos.

Figura 26 — Esquema de adsorcao de ions triiodeto (Is) & macromolécula de AM
formando o complexo azul escuro da amilose com iodo.

> Complexo azul escuro

I3

Fonte: Adaptado de Fantini (2012).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados experimentais das amostras de AM e F127 obtidos através das

técnicas instrumentais apresentadas acima sao descritos e apresentados a seguir.

5.1 DLS

Medidas do diametro hidrodinamico (Dn) das micelas de F127 variando a
concentracéo, a 25 °C, sdo importantes, visto que o tamanho dessas estruturas pode
influenciar o modo de interacdo com AM. Além disso, é relevante saber se pequenas
variacfes de temperatura também alteram o tamanho e a funcéo das micelas de F127
em concentracdes fixas.

Funcdes distribuicdo de Dn caracteristicas das amostras investigadas séo
mostradas nas Figuras 27 e 28, onde se vé que a solucdo de AM 0,05% (Al) é
altamente polidispersa comparada as solucfes de F127 (sem AM), nas concentracdes
1,1,2,5,6, 10 e 15%. Isso se deve a AM possuir granulos com tamanhos variados e
pesos moleculares ndo homogéneos. A Figura 27 mostra apenas duas populacdes
com valores de Dn 1.120 e 8.450 nm. Entretanto, outros valores de Dn foram
encontrados nas medidas de DLS, porém com baixa intensidade. Como o valor de Dn
maximo permitido pelo equipamento de DLS utilizado é de 10.000 nm, granulos
maiores do que 10.000 nm devem estar presentes na amostra, pois, conforme
mencionado, os granulos de AM tém dimensdes de até 30.000 nm. A Figura 28 mostra
apenas um resultado de Dn para cada concentragéo de F127. A fim de obter os valores
de Dn médio das populacdes dominantes das amostras investigadas, foram
selecionados todos os valores de intensidade maiores ou iguais a 50% de todas as

medidas realizadas. Os valores de Dn médios sédo mostrados nas Figuras 29-32.
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Figura 27 — Funcéo distribuigcéo de Dn de dispersdes de AM 0,05% (A1) obtidas a 25
°C.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 28 — Funcdao distribuicdo de Dn de solugbes aquosas de F127 1; 1,2;5; 6; 10 e
15% obtidas a 25°C.

100 +
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Segundo Bertolini (2010), AM é insoluvel em agua a 25°C. A fim de verificar
esta afirmacao, optou-se por medir Dn das amostras A2 e A3 de AM 0,2 e 1,2% nas
temperaturas de 15, 25 e 35 °C. Na Figura 29a, o valor de Dn das particulas nessas
amostras encontram-se na faixa de 500-700 nm. Dentro do erro experimental, de
acordo com as barras de erro mostradas na Figura 29b, a variacdo da temperatura
nao altera o valor de Dn, indicando a existéncia de pequenos granulos de AM ou parte
de granulos (por exemplo, amilose), com diametro médio de 600 nm, sollveis em
agua, na faixa de temperatura de 15-35 °C. Contrariamente a Bertolini, estes

resultados indicam que AM € parcialmente sollvel em agua.
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Figura 29 — Gréfico de Dn (a) e diagrama de barras de Dn (b) das estruturas nas
amostras de AM 0,2% A2 (A), AM 0,2% A3 (B), AM 1,2% A2 (C) e AM 1,2% A3 (D),
em agua, nas temperaturas de 15, 25 e 35 °C.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 30a mostra o efeito da concentracao de F127 (1; 1,2; 5, 6; 10 e 15%
p/p) e da temperatura de exposic¢ao (15, 25 e 35 °C) da amostra em Dy das estruturas
micelares ou monoméricas de F127 em agua. Em 15 °C, em amostras com
concentracéao inferior a 10%, predominam populacdes com Dn menor do que 15 nm,

indicando a presenca de agregados pré-micelares (mondémeros, dimeros, trimeros).
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Esses dados corroboram os da Tabela 6, onde se vé que em concentracoes de F127
menores que 10% n&o h& formacdo de micelas em agua a 15 °C. Amostras com
concentracfes de F127 entre 10 e 15% apresentaram tanto agregados pré-micelares
(Dn = 4 nm) quanto micelas (com Dn = 42 e 66 nm, respectivamente). Estruturas de
F127 menores do que 15 nm foram consideradas agregados pré-micelares nas trés
temperaturas utilizadas. As demais amostras analisadas, em 25 e 35 °C, estavam
acima da CMC, e suas dimensdes sdo compativeis com estruturas micelares, com
excecdo das concentracfes 1 e 1,2% de F127, pois concentracfes de F127 menores
que 2% dificultam a leitura do sinal de espalhamento de luz, inferferindo nos valors de
Dn obtidos. Em 35 °C e concentracdo de F127 entre 5 e 15%, Dn das micelas diminuiu,
provavelmente porque o nucleo micelar de F127 se torna mais hidrofébico com o
aumento da temperatura, levando a migracdo de agua remanescente do meio interno
para 0 meio externo das micelas (BASAK; BANDYOPADHYAY, 2013). Em
concentracbes menores que 5% foram observadas micelas apenas em 35 °C; em 25
°C (e 15 °C), por estar na regidao (ou abaixo) da CMC, predominam agregados pré
micelares.

Na Figura 30b vé-se que o desvio médio de Dn aumenta com aumento da
concentracdo de F127. Isto acontece, porque a intensidade de luz espalhada
aumenta, pois aumenta o nimero de micelas em solucao, ocorrendo interacdo entre
elas e, eventualmente, mdltiplo espalhamento. Existe ainda a possibilidade de
aumento de tamanho das micelas, tornando-se mais alongadas. A partir dessas
medidas, optou-se por utilizar nas medidas espectrofotométricas concentragcbes de
1,2 e 6,0% de F127 em solugcédo aquosa a 25 °C, a fim de comparar o efeito dos dois

tipos de populagéo (agregados pré-micelares e micelas).
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Figura 30 — Grafico de Dn (a) e diagrama de barras de Dn (b) das estruturas de F127
em agua, em funcdo da concentracdo, nas temperaturas de 15, 25 e 35 °C.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Na Figura 31a e 31b podem-se comparar os valores do Dn das estruturas nas
amostras de AM 0,2% + F127 6% (F2 e F3) com os valores de Dn das estruturas de
AM 0,2% (A2 e A3) e F127 6%, nas temperaturas de 15, 25 e 35 °C. Dh= 39 nm obtido
para as amostras de AM 0,2% + F127 6% (F2 e F3) é igual ao valor obtido para F127
6%. Na Figura 31b verifica-se, por meio das barras de erro, que ndo existe diferenca
significativa no valor de Dn das micelas de F127 contendo ou ndo AM. Portanto, dentro
do erro experimental, o tamanho das estruturas de F127 em agua nao sofreu alteracao
na presenca de AM nas trés temperaturas analisadas (lembrando que as micelas de
F127 foram formadas antes da adicdo de AM a solucdo). Apenas na temperatura de
15 °C foi possivel medir Dn das estruturas de AM tanto na amostra B quanto na
amostra C. Esses resultados nos levam a hipotetizar que o tipo de complexos com AM
depende se F127 esta na forma monomérica ou micelar, levando a formacéao,
respectivamente de complexos menores e maiores (sem e com precipitados).

Na Figura 32a e 32b verifica-se que a amostra de F127 1,2% em &agua
apresenta uma populacédo de agregados pré-micelares nas temperaturas de 15 e 25
°C, com Dn = 4 e 5 nm, respectivamente, e de micelas, com Dnh= 20 nm, em 35 °C. As
amostras de AM 1,2% + F127 1,2% (F2 e F3) apresentam popula¢gdes maiores, com
Dn na faixa de 760 a 860 nm, nas trés temperaturas citadas. Em 35 °C também
predominam estruturas micelares pequenas, com Dn = 20 nm. Comparando as
amostras B e C com as amostras D e E, respectivamente, percebe-se que Dn das
grandes estruturas das amostras B e C sdo maiores do que Dn das estruturas das
amostras D e E. Embora ndo sejam significativos, conforme mostram as barras de
erro (Figura 32b), estes aumentos de tamanho indicam a formacao de complexos de
AM-F127, ja que as estruturas de F127 sdo muito menores do que as estruturas de
AM; F127 pode interagir com o interior dos granulos sem alterar o tamanho dos
mesmos. A presenca de granulos de AM néo altera significativamente o tamanho das
estruturas (micelas ou pré-micelas) de F127 e as estruturas de AM néo sao alteradas
pela presenca de F127 em solucgao.

Comparando as interagfes entre agregados pré-micelares ou micelas e AM em
solucéo aquosa, apresentadas acima, pode-se dizer, por meio dos resultados de DLS,
que a interacdo entre agregados pré-micelares e AM é a mais indicada para a
solubilizac&o e estabilidade de AM (ou complexos AM-F127) em solucdo aquosa a 25
°C.
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Figura 31 — Gréfico de Dn (a) e diagrama de barras de Dn (b) das estruturas nas
amostras de F127 6% (A), AM 0,2% + F127 6% F2 (B), AM 0,2% + F127 6% F3 (C),
AM 0,2% A2 (D) e AM 0,2% A3 (E) em agua, nas temperaturas de 15, 25 e 35 °C.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 32 — Gréfico de Dn (a) e diagrama de barras de Dn (b) das estruturas nas
amostras F127 1,2% (A), AM 1,2% + F127 1,2% F2 (B), AM 1,2% + F127 1,2% F3
(C), AM 1,2% A2 (D) e AM 1,2% A3 (E) em &gua, nas temperaturas de 15, 25 e 35 °C.
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5.2 Espectrofotometria UV-Vis

As Figuras 33 a 36 mostram o0s espectros de absorbancia no UV-Vis das
amostras em estudo. Na regido do visivel (800 a 400 nm), a absorbancia das amostras
€ praticamente nula para todas as amostras. Este resultado era esperado, uma vez
gue as estruturas de AM e/ou F127 presentes nas amostras sao formadas apenas por
ligacbes simples, sem a presenca de um grupo cromoéforo (grupo covalente
insaturado). Além disso, as amostras apresentaram pequeno sinal de espalhamento
(préximo de zero).

Na regidao do ultravioleta (entre 400 a 300 nm), a absorbancia intensifica
rapidamente para menores comprimentos de onda (1) da radiacdo. Entre 300 e 250
nm, um maximo de absorbancia de AM e F127 puros (Figuras 33 e 34) é observado
em 281 nm e 275 nm, respectivamente nas maiores concentracdes dos compostos.
Estes maximos de absorbancia podem estar relacionadas as transicfes eletrénicas
de grupos OH das estruturas de AM e F127, que, caso sofram mudancas, podem ser
atribuidas as ligacdes de H (PERKAMPUS, 1992). O fato das amostras de AM 5% (A2
e A3) terem apresentado uma banda de absorbancia, com maximo em 281 nm,
demonstra a presenca de granulos pequenos de amido e/ou amilose solUveis nas
amostras. Ao comparar as amostras de F127 puras com as amostras de F127 + AM
(F2 e F3), nas Figuras 35 e 36, nota-se um aumento de intensidade de absorbancia
nas amostras de F127 + AM, com maior intensidade em AM 1,2% + F127 1,2%. O
aumento da intensidade da banda (com maximo em 275 nm) ocorre sem
deslocamento de pico no comprimento de onda, tratando-se de um efeito hipercrémico
(aumento da absortividade molar). Isto pode ter acontecido devido a ligacdes de
grupos substituintes de AM nas moléculas de F127, ou por causa de alguma alteracéo
na configuragdo dos orbitais moleculares do grupo CHz de F127, ocasionada pela
presenca de AM na solugdo (PAVIA et al.,, 2015). Este aumento de intensidade
evidencia uma possivel interagdo entre as moléculas de F127 e AM nas
concentragdes apresentadas, sendo a banda com maximo em 275 nm mais evidente

em concentragdes mais elevadas do Plurénico (F127 6%), como mostra a Figura 35.
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Figura 33 — Espectros de absorbancia UV-Vis das amostras AM 0,2% (A2 e A3), AM
1% (A2 e A3), 1,2% (A2 e A3) e 5% (A2 e A3), obtidos a 25 °C.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 34 — Espectros de absorbancia UV-Vis das amostras F127 1, 1,2, 5, 6, 10 e
15%.
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Figura 35 — Espectros de absorbancia UV-Vis das amostras F127 6%, AM 0,2% +
F127 6% (F2) e AM 0,2% + F127 6% (F3).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 36 — Espectros de absorbancia UV-Vis das amostras F127 1,2%, AM 1,2% +
F127 1,2% (F2) e AM 1,2% + F127 1,2% (F3).
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5.3 Espectroscopia de CD

Os espectros de variacdo Otica das amostras de F127 1,2%, AM 1,2% (A2 e
A3), e de AM 1,2% + F127 1,2% (F2 e F3), obtidos pela espectroscopia de CD, séo
mostrados na Figura 37. O espectro de F127 1,2% é préximo de zero (mdeg) em
praticamente todos os comprimentos de onda (A), mostrando que a estrutura dos
agregados (micelares ou pre-micelares) de F127 ndo possui variagdo Otica. As
amostras de AM 1,2% (A2 e A3) possuem pequeno valor negativo de elipticidade, de
aproximadamente -0,5 mdeg, para A na faixa de 235 a 210 nm. Este valor pode indicar
a presenca de granulos pequenos de AM ou amilose sollveis nas amostras, uma vez
gue os granulos de amido contém dois tipos de estruturas em hélice: amilose, em
formato de hélice estendida (quando ndo complexada), e amilopectina, estruturada
em duplas hélices. Os espectros das amostras de AM 1,2% + F127 1,2% (F2 e F3)
apresentam uma banda negativa para A na faixa de 240 a 210 nm e valores positivos
de elipticidade para A na faixa de 210 a 200 nm. Este espectro € semelhante ao
espectro da 2-hexanona complexada com amilose hidroxipropilada (WULFF; KUBIK,
1992). Estas variacdes OGticas podem indicar possivel formacdo de complexos entre
AM e F127, muito provavelmente entre Amilose e monémeros de F127, formando a
chamada V amilose. Estes espectros podem ser verificados com mais clareza na
Figura 38a, obtidos por meio da subtracdo do espectro de referéncia, no caso, agua
Milli-Q, e os espectros da Figura 38b foram obtidos por meio da subtracéo do espectro
de agua Milli-Q + F127 1,2%. Ao comparar esses espectros, percebe-se que ndo ha
diferenca significativa entre eles, pois F127, assim como a agua, ndo apresenta

variagao oOtica. Logo, ambas as referéncias podem ser usadas nestas analises.
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Figura 37 — Espectros de CD das amostras F127 1,2%, AM 1,2% (A2 e A3), AM 1,2%

+ F127 1,2% (F2 e F3), usando como referéncia agua Milli-Q, a 25 °C.

CD (mdeg)

! | (I f i
| fWIN

Branco: Agua Milli-Q

——F127 1,2%
—— AM 1,2% (A2)
—— AM 1,2% (A3)
—— AM 1,2% + F127 1,2% (F2)
—— AM 1,2% + F127 1,2% (F3)

I
i

Fonte: Elaborado pelo autor.

T T T T T T T T T T
210 220 230 240 250 260

Comprimento de onda (nm)

Figura 38 — Espectros de CD das amostras AM 1,2% + F127 1,2% (F2 e F3) usando

como referéncia agua Milli-Q (a) e agua Milli-Q + F127 1,2% (b), a 25 °C.
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Na Figura 39 sdo mostrados os espectros de variacao 6tica das amostras F127
6%, AM 0,2% + F127 6% (F2 e F3) e AM 0,2% (A2 e A3). A pequena porcentagem de
AM (0,2%) e a maior porcentagem de F127 (6%) dificultaram as medidas de CD destas
amostras. O amido ficou quase imperceptivel nas solucdes aquosas e a quantidade
de F127 estourou a escala antes da varredura chegar no comprimento de 200 nm. Por
isso, a varredura da analise de CD foi feita na faixa de comprimento de onda de 260
a 210 nm. A Figura 40a e 40b mostra os espectros das amostras AM 0,2% + F127 6%
(F2 e F3), modificando apenas o tipo de referéncia (agua Milli-Q e agua Milli-Q + F127
6%, respectivamente). Novamente, nenhuma diferenca significativa é notada ao

comparar 0s espectros com relacdo ao tipo de referéncia utilizada durante a analise.

Figura 39 — Espectros de CD das amostras F127 6%, AM 0,2% (A2 e A3), AM 0,2% +
F127 6% (F2 e F3), usando como referéncia agua Milli-Q, a 25 °C.
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Figura 40 — Espectros de CD das amostras AM 0,2% + F127 6% (F2 e F3) usando
como referéncia agua Milli-Q (a) e agua Milli-Q + F127 6% (b), a 25 °C.
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5.4 Espectrometriade FTIR

Os espectros de FTIR das amostras de AM e F127 sélidos, AM 0,2% + F127
6% (F4), AM 1,2% + F127 1,2% (F4), e AM 10 mg + F127 10 mg (s6lido), no intervalo
de nimero de onda de 4000 a 400 cm™t, sdo mostrados na Figura 41, onde as bandas
dos espectros entre 3650 e 3000 cm?, referentes a vibracdes de alongamento fortes
do grupo OH, nédo séo verificadas, pois as amostras continham umidade advinda de
armazenamento ou do processamento do produto, como no caso de AM comercial
(SCHRADER, 1995). Uma forma de contornar esse problema seria aumentar o tempo
de secagem das amostras na estufa, ou, alternativamente, submeter a amostra a

liofilizacdo (desidratacéo por meio de congelamento sob vacuo), contudo, a exposicao
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das amostras a baixa temperatura e vacuo pode afetar as interacdes entre 0s

compostos bem como a organizacao de suas estruturas.

Figura 41 — Espectros FTIR, no intervalo de nimero de onda de 4000 a 400 cm, das
amostras AM, F127, AM 0,2% + F127 6% (F4), AM 1,2% + F127 1,2% (F4), e AM 10
mg + F127 10 mg.

/ f [ \‘
~ ARV — AM 10 mg + F127 10 mg
— AM 1,2% + F127 1,2% (F4)
—— AM 0,2% + F127 6% (F4)
—— F127
—— AM

I T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Numero de onda (cm™)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Bandas mais definidas de F127 e AM sélidos aparecem na regido entre 1800 e
400 cm? do espectro FTIR. Na Figura 42 estas bandas ficam mais evidentes devido a
ampliacdo da imagem, facilitando a analise das mesmas. As bandas com picos em
1468 cm sdo de vibragéo de flexdo do grupo CH: e as bandas com picos em 1343 e
1281 cm estdo relacionadas as deformacdes angulares deste mesmo grupo e sdo
consideradas assinaturas de F127 (SCHRADER, 1995; SU; WANG; LIU, 2002).
Analisando essas bandas, nota-se que apenas as amostras de F127, AM 0,2% + F127
6% (F4) e AM 10 mg + F127 10 mg apresentam deformacdes nestas regides, pois
elas contém quantidade razoavel do Plurbnico. Isso mostra que existe certa
guantidade de F127 junto ao amido precipitado na amostra de AM 0,2% + F127 6%
(F4). Entretanto, ndo é possivel saber em detalhes se F127 monomérico ou micelar
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encontra-se do lado de fora, do lado de dentro, ou em ambas as regides dos granulos
de amido.

A banda com pico em 861 cm™ é tipica da vibracéo simétrica fraca do grupo C—
O-C, presente na estrutura de AM (SCHRADER, 1995). Esta mesma banda é
verificada, com menor intensidade, nas amostras de AM 0,2% + F127 6% (F4) e AM
1,2 % + F127 1,2% (F4). Ela provavelmente nao apareceu na amostra AM 10 mg +
F127 10 mg, porque foi sobreposta pela banda com pico em 842 cm™? de F127,
relacionada ao grupo CH2 de regifes mais rigidas. A amostra contendo AM 0,2% +
F127 6% apresentou uma banda com pico em 843 cm, ou seja, o pico em 842 cm*
de F127 sofreu um pequeno deslocamento, entretanto, ndo é significativo, pois esta

dentro do erro de medida (2%), conforme o manual do equipamento.

Figura 42 — Detalhe do espectro FTIR, no intervalo de nimero de onda de 1800 a 400
cm, das amostras de AM, F127, AM 0,2% + F127 6% (F4), AM 1,2% + F127 1,2%
(F4), e AM 10 mg + F127 10 mg.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.5 Difratometria de raios-X

Difratogramas de raios-X das amostras de AM, F127 e AM + F127 sé6lidos, AM
0,2% + F127 6% (F4) e AM 1,2% + F127 1,2% (F4) sdo mostrados na Figura 43. De
acordo com esta figura, o difratograma da amostra sélida de AM + F127 se comporta
de maneira semelhante ao difratograma de F127 sélido, enquanto que o difratograma
da amostra contendo AM 1,2% + F127 1,2% (F4) se comporta como o difratograma
de AM solido. Ao comparar os valores de 26, com intensidades de absorbéancia
significativas, obtidos no difratograma de AM solido com os valores de 26 do
difratograma de raio X, padrao A, do amido de feijdao massacar (SALGADO et al.,
2005) ou com os valores tabelados de 26 de amido de milho (BABU,
PARIMALAV’ALLI, 2014) é possivel confirmar que o AM comercial apresenta o padrao
de cristalinidade tipo A, e que a presenca de picos com maior intensidade nas misturas

de AM e F127 podem indicar mudancas estruturais no AM ou interagdes entre eles.

Figura 43 — Difratogramas de raios-X das amostras de AM, F127 e AM + F127 sdlidos,
e de AM 0,2% + F127 6% (F4) e AM 1,2% + F127 1,2% (F4).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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O difratograma de AM 0,2% + F127 6% (F4) contém bandas caracteristicas de
AM e de F127 (Figura 44), indicando que a fracdo dos componentes determina o tipo
ou estrutura de agregado formado. A presenca de uma banda de F127 (com pico em
aproximadamente 19°) no difratograma da amostra de AM 0,2% + F127 6% (F4) indica
que existe F127 no precipitado da amostra. Porém, assim como nos resultados de
espectrometria de FTIR, ndo é possivel identificar se F127 monomérico ou micelar se
encontra no lado de fora, de dentro, ou em ambos os lados dos granulos de amido.
Picos do difratograma de AM sofreram pequenos deslocamentos no difratograma da
amostra AM 0,2% + F127 6% (F4). Contudo, estes deslocamentos ndo sao
significativos, pois estao dentro do erro experimental (2%) do equipamento, de acordo
com o manual. O aumento de intensidade da banda com pico em 23 graus sugere
mudanca estrutural do AM e/ou, nhovamente, a presenca de F127 junto com AM, pois
F127 também apresenta uma banda com um pico em aproximadamente 23 graus.
Entretanto, sem saber a concentragdo exata dos componentes nas amostras, ndo é

possivel verificar tais afirmacdes.

Figura 44 — Difratogramas de raios-X das amostras AM sélido e de AM 0,2% + F127
6% (F4).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.6 Teste com Lugol

Teste visual da acéo do iodo, em solu¢des aquosas de F127 (na auséncia e na

presenca de AM), pode ser verificado na Figura 45.

Figura 45 — Imagens de amostras contendo lugol em agua (Ref.), em amostra de dgua
(L1), em AM 0,05% (A1) (L2) e em amostras de F127 1,2%, na auséncia (L3) e na
presenca de AM 0,05%, amostras F1, F2 e F3 (L4 e L5, L6).

Lugol L1 L2 L3 L4 L5 L6

Fonte: Elaborado pelo autor.

A amostra referéncia (Ref.) apresenta cor “vermelho-amarelado”, natural do
lugol. L1 (dgua/lugol diluido) resultou na cor amarelo-claro. A amostra L2, apresentou
coloracdo azul escura no AM precipitado, mas nao apresentou coloragcdo no
sobrenadante, indicando interacdo apenas com o precipitado. Provavelmente a
interacdo nao foi perceptivel na suspensdo devido a pequena quantidade de AM
dissolvido na solugéo. A cor azul escura é obtida quando ions tri-iodetos interagem
com as hélices de amilose formando o complexo amilose/iodeto. L3 apresentou a cor
amarelo intenso. Hipoteticamente, a tonalidade mais acentuada se deve a presenca
das hidroxilas de poli(6xido de etileno) presentes em F127 que interagem com
moléculas de agua, diminuindo a interacdo do iodo com a agua. A amostra L4,
contendo F127 1,2% + AM 0,05% (F1) em agua, a principio apresentou coloracao
vermelho-purpura claro no precipitado, sugerindo pequena interacdo de iodo com as
cadeias de amilopectina. As interagcbes de amilopectina com iodo sdo menos
recorrentes e resultam na cor vermelho-purpura (SHEN et al., 2013). Entretanto, a
amostra L4 ficou transparente no dia seguinte, indicando uma rapida e fraca interacao
entre os compostos. As amostras L5 e L6 permaneceram sem cor. A auséncia de cor
nas amostras L4, L5 e L6 se deve, provavelmente, ao fato do iodo ter se ligado ao
complexo F127-AM ou a uma suposta estrutura de F127 modificada pela interacao
com amido, descartando, assim, a interacao direta iodo-amido. Analisando o tamanho

das estruturas de F127 e de AM, é possivel prever uma interagdo dos monémeros de
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F127 com a hélice da amilose, que podem ter ocupado o sitio de ligagdo do iodo.
Outra possibilidade seria o impedimento da passagem do iodo pelos canais do granulo

de AM, que estariam “preenchidos” por monémeros de F127.

5.7 Teste gravimétrico de AM

A fim de verificar se pequenos granulos de amido séo soluveis em agua a 25
°C, foram feitas as pesagens das amostras S1, S2, S1 seco e S2 seco. As massas
obtidas das amostras de AM 5 e 10% podem ser verificados na Tabela 9. As amostras
foram feitas em duplicatas, para verificagdo dos resultados.

Tabela 9 — Massas (em g) dos frascos de S1, S2, S1 seco e S2 seco e de seus
contetidos (dgua e/ou AM).

Massa AM 5% S1 f‘gggﬁ’; ;1 AM 10% S1 Ar'\é'pt?:é’a%l
Agua 15,0031 15,0200 15,0050 15,0084
AM 0,7899 0,7897 1,6664 1,6667
SE 5,7274 5,7723 6,6305 6,6320
S1 seco? 0,7651 0,7679 1,6212 1,6221
/;‘e'\ﬂc;i‘zj‘c’)',?stado ou 0,0248 0,0218 0,0452 0,0446
assa soamsz  TEAMSZ  igayg,  L0%ANS:
S24 10,0280 10,0217 10,0181 10,0179
S2 seco® 0,0000 0,0005 0,0003 0,0002

IMassa de agua mais massa de AM menos S2 menos perdas durante o preparo.
2Massa de AM de S1 ap6s secagem.

3Massa de AM menos S1 seco.

“Massa de ~10 mL de sorenadante.

*Massa de AM de S2 ap6s secagem.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Analisando os valores obtidos na Tabela 9, nota-se nos dados destacados em
amarelo claro, que a quantidade de AM “coletada ou perdida” de todos as amostras
S1 foram significativas. Portanto, esperava-se que quantidades significativas de

massas de AM fossem pesadas nas amostras de S2 seco. Contudo, as quantidades
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de massas pesadas ndo foram significativas (de 0,0000 a 0,0005 g). Uma possivel
explicagéo para este fato seria 0 AM seco ter sido “arrastado” para fora dos frascos
durante a secagem. Por se tratar de granulos muito pequenos e leves, a ventilacao da
estufa pode ter removido os mesmos de dentro dos frascos. Durante a secagem,
quando havia pouca &gua em S2, notou-se que a Aagua estava levemente
esbranquicada, evidencia de AM em S2. Perdas de massa de agua e/ou AM
ocorreram durante o preparo de S2. Porém, ndo € possivel saber se tais perdas sao
de massa de agua, de AM ou de ambos. Tudo indica que ha pequenos granulos de
AM ou amilose solluveis em agua a 25 °C. Contudo, outras analises de quantificacdo
dessas massas se fazem necessarias.

Os frascos contendo as amostras S1 seco e S2 seco (AM 5 e 10%) podem ser
vistos na Figura 46. Os pontilhados em vermelho mostram a marcacao da solucéo de
AM em agua antes das amostras serem colocados na estufa. Todos os S1 secos
possuem as mesmas marcacgoes, assim como 0s S2 secos. Abaixo da marcacéo, os
frascos ficam esbranquicados, evidenciando a presenca de AM nos mesmos. A Figura

47 mostra mais claramente o vidro da amostra de AM 10% S2 seco esbranquicado.

Figura 46 — Amostras de AM 5 e 10% (S1 seco e S2 seco).

AM 5% AM 5% AM 5% AM 5% AM 10% AM 10% AM 10% AM 10%
S1 seco S2 seco S1 seco S2 seco S1 seco S2 seco S1 seco S2 seco
repeticdo  repeticéo repeticio  repeticdo

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 47 — Vidro da amostra de
AM 10% S2 seco esbranquicado

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.8 Interacdo de F127-AM em solucdo aquosa

Através da combinacdo de resultados obtidos, sugerem-se dois tipos de
interacdo entre F127-AM. A primeira interacdo ocorre através da complexacdo de
amilose com mondémeros de F127, conforme esquema da Figura 48. Os blocos
hidrofébicos (PO), parte azul do monémero de F127, posicionam-se dentro da hélice
da amilose e os blocos hidrofilicos, parte preta do monémero, projetam-se para fora
da hélice, gerando a configuracéo V-amilose (quando a amilose esta complexada com
lipideos). Resultados preliminares de simulagdo por dindmica molecular confirmam
esta afirmacéo.? O complexo amilose-mondmero seria formado por meio do efeito
hidrofébico e pelas ligagdes de hidrogénio e estaria presente tanto no sobrenadante,
guanto no precipitado das amostras (nesse caso, dentro do granulo).

Figura 48 — Esquema do complexo entre um fragmento de Amilose e um mondmero
de F127. N

Fonte: Elaborado pelo autor.

2 Trabalho em andamento em colaboracdo com Raphael V. R. Dias, doutorando do grupo de Fisica
Biologica Computacional do Dr. Leandro C. de Oliveira.
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A outra interacao ocorre entre os granulos de AM e os monémeros e micelas de F127
(Figura 49). Dependendo do tamanho do diametro dos canais dos granulos, as
micelas e os monémeros de F127 seriam adsorvidos na superficie do granulo e na
superficie de seus canais pelo processo de adsorc¢ao fisica, interagindo externamente
com as estruturas de amilose e, mais dificilmente, com as estruturas de amilopectina
para formacdo de complexos. A adsorcao das estruturas de F127 na superficie do
adsorvente (granulo de AM) ocorre atraves de forcas de van der Waals, consideradas
como forgas fracas e de longo alcance (SOBRINHO et al., 2015). Entretanto, outras
andlises sado necessarias para compreender a adsor¢do destas estruturas pelo

granulo de AM.

Figura 49 — Esquema de adsorcdo e complexacdo de micelas (Dn = 35 nm) e
mondmeros (Dn = 2 nm) de F127 em granulo de amido (com canal de diametro de =
100 nm). No esquema, apenas uma parte do granulo de AM esta representada. Os
tracejados em preto foram inseridos na figura para delimitar as areas do granulo de
AM e facilitar a compreenséo do esquema.

Superficie do

granulo de AM @f
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Fonte: Elaborado pelo autor.


https://www.infoescola.com/quimica/forcas-de-van-der-waals/
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6 CONCLUSAO

Utilizando varias técnicas experimentais foi possivel mostrar, neste trabalho,
que, ao contrario do que se afirma na literatura (BERTOLINI, 2010), AM é parcialmente
soluvel em agua, e que F127 adicionado forma complexos moleculares com AM,
aumentando, de forma discreta, a solubilizagdo de AM em agua.

Os resultados apresentados mostraram que tanto o precipitado quanto o
sobrenadante das amostras de F127-AM sofreram alteracdes, evidenciando dois tipos
de interacdo: complexo entre amilose e mondmero de F127 e adsorcgédo fisica de
mondmeros e micelas de F127 pelos granulos de AM.

A presenca de granulos de AM em solucdo aquosa de F127 nédo alterou
significativamente o tamanho das estruturas de F127 e as estruturas de AM nédo foram
alteradas na presenca das estruturas de F127. Entretanto, a variagdo de temperatura
(15 a 35 °C) modificou as estruturas de F127 formadas (monomeros e micelas) e,
consequentemente, influenciou no tipo e tamanho de complexos formados na
presenca de AM (sem e com precipitados).

A interacdo entre agregados pré-micelares e AM foi considerada a mais
indicada para solubilizagdo de AM em solugdo aquosa a 25 °C. Solubilizacdo de
amilose e/ou pequenos granulos de AM em solugcéo aquosa de F127 poderao servir
como alternativa para modificacdo quimica de AM em indUstrias quimicas e de
alimentos e diminuicdo de sua aglomeracdo em misturas aquosas preparadas a 25
°C. Os complexos de AM-F127 formados poderdo também ser usados como
carreadores de farmacos ou de nutrientes, esséncias e compostos funcionais, para
fins farmacéutico, nutricional, funcional ou estético. Entretanto, mais estudos devem

ser realizados para comprovagédo dos mesmos.
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