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Resumo

O efeito da B-ciclodextrina (BCD) na formagao de complexos amilose-
lipidios e/ou amilopectina-lipidios usando monoestearato de glicerol (GMS)
(1, 2 e 3% m/m) e amidos de trigo, milho normal, milho ceroso e milho com
alto teor de amilose foram estudados fisico-quimica e estruturalmente na
presenca ou auséncia de B-ciclodextrina (BCD) (3% m/m). Os amidos de
trigo e milho normal se caracterizaram por apresentarem teores de amilose
semelhantes (~ 25%) e padrao de raios-X tipo A. O amido de milho com alto
teor de amilose (49,8%) apresentou padrao cristalino tipo B, enquanto o
amido de milho ceroso, com padrao tipo A, teve 1,1% de amilose. O maior
teor de lipidios (0,75%) e fésforo (0,05%) no amido de trigo contribuiu para
sua menor temperatura de gelatinizagdo. A adicdo de BCD nos amidos
nativos interferiu na formacdo dos complexos amilose-lipidios presentes
naturalmente nos amidos, de forma mais intensa no amido de trigo devido
principalmente ao seu maior teor e tipo de lipidios. A adicdo de GMS reduziu
a viscosidade de quebra e setback nos amidos de trigo, milho normal e milho
ceroso devido a dificuldade de retrogradagcédo das moléculas de amilose e/ou
amilopectina complexadas. Apés a adicao da BCD, o AH., aumentou para os
amidos de trigo, milho normal e milho com alto teor de amilose, sugerindo o
rompimento do complexo amilose-GMS pela BCD e associacéo entre BCD e
GMS. Os complexos produzidos dos amidos com GMS (1, 2 e 3%)
mostraram estruturas facetadas tipicas de cristais quando observados em
MEV e AFM, padrao cristalino tipo V e picos endotérmicos de dissociagao
entre a C, o que os classificou como complexos com polimorfismo
lIb. Os resultados mostraram que 1% de GMS foi suficiente para complexar
com as moléculas de amilose e/ou amilopectina disponiveis para
complexacao nos amidos de trigo, milho normal e milho ceroso, enquanto
que no amido de milho com alto teor de amilose, concentragdes abaixo de

3% GMS nao foram suficientes para saturar toda amilose disponivel para



complexacdo. O teor de amido resistente (AR) foi maior nos complexos
formados entre os amidos de milho com alto teor de amilose, trigo e milho
normal, o que os torna fonte potencial de AR. A adicdo de BCD na
produgado dos complexos provocou redugdo do AR e aumento do amido
lentamente digerivel (ALD), mas n&o alterou o perfil dos termogramas e dos
difractogramas de raios-X apesar de ter provocado reducao na cristalinidade
relativa, indicando que a BCD interferiu na formagéo do complexo amilose-
GMS e/ou amilopectina-GMS devido a uma provavel interagdo nao cristalina
da BCD e GMS.

Palavras-chave: complexos de inclusdo; amilose; emulsificante; [-

ciclodextrina, digestibilidade.



Abstract

Effect of B-cyclodextrin (BCD) in the formation of amylose-lipid and / or
amylopectin-lipids complexes using glycerol monostearate (GMS) (1, 2, 3%
w/w), and wheat, normal corn, waxy corn and high amylose starches were
physicochemically and structurally evaluated in the presence or absence of
B-cyclodextrin (BCD) (3% w/w). Normal corn and wheat starches were
characterized by similar amylose content (~ 26%) and A-type X-ray pattern.
High amylose corn starch (49.8%) presented the B-type crystalline pattern,
whereas the waxy corn starch with A-type crystalline pattern had 1.1% of
amylose. The higher lipid (0.75%) and phosphorus (0.06%) contents in wheat
starch contributed to its lower gelatinization temperature. Addition of BCD in
native starches suggested that this oligosaccharide interfered in the
formation of amylose-lipid complexes naturally present in starches, more
intensely in the wheat starch mainly due to their higher content and type of
lipids. Addition of GMS reduced breakdown and setback in wheat, normal
corn and waxy corn starches due to the retrogradation complications of the
amylose and/or complexed amylopectin molecules. After the BCD addition,
there was an increase of AHcx for wheat, normal corn, and high amylose
corn starches, suggesting the amylose-GMS complex disruption by BCD and
a possible association between BCD and GMS. The produced complexes of
starches with GMS (1, 2 and 3%) disclosed faceted structures typical of
crystals when observed by SEM and AFM, V-type crystalline pattern and
endothermic peaks of dissociation between115 to 120 ° C, which classify
them as Ilb polymorphism. The results suggested that 1% of GMS was
enough to complex with amylose and / or amylopectin molecules available for
complexing in the wheat, normal corn, and waxy corn starches, whereas in
the high amylose corn starch, concentrations below 3% GMS were not
enough to saturate and complex all available amylose. The resistant starch
(RS) content was higher in the complexes formed between the high amylose



corn, wheat and normal corn starches which make them a potential source of
RS5. The addition of BCD in the synthesis of the complexes led to a
significant reduction in RS and increased slowly digestible starch (SDS). It
did not change the thermograms and X-ray diffractograms profile despite
causing a reduction in the relative crystallinity, suggesting that BCD can
interfere in the formation of the amylose-GMS and/or amylopectin-GMS

complex due to a probable non-crystalline interaction among BCD and GMS.

Keywords: inclusion complexes; amylose; emulsifier; [-cyclodextrin;

digestibility.
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1 INTRODUCAO

O granulo de amido consiste de residuos de a-D-glicose, sendo uma mistura
heterogénea de dois homopolimeros, amilose e amilopectina, que se apresentam em proporc¢oes
de aproximadamente 25:75, respectivamente. No entanto, existem algumas variedades de
vegetais geneticamente modificadas que produzem essencialmente amidos com 100% de
amilopectina sao denominados de amido ceroso e outras que produzem amidos com mais de
50% de amilose sdo os amidos com alto teor de amilose. A amilose e a amilopectina compdem
98-99% do peso seco do granulo de amido, sendo o restante composto por componentes
menores como lipidios, proteinas, minerais, e fosforo.

Amidos e lipidios s3o componentes importantes dos alimentos. Estes constituintes sao
capazes de interagir e formar complexos de inclusdo amido-lipidios e alterar as propriedades
funcionais nos sistemas de alimentos. A amilose tem habilidade de formar complexos com uma
variedade de ligantes, enquanto a amilopectina possui uma habilidade limitada para formar
complexos, pois somente as cadeias ramificadas mais longas sdo capazes de formar hélices. Na
presenca de uma molécula hospedeira a amilose adota uma configuracdo de hélice simples que
¢ estabilizada por pontes de hidrogénio. A parte de fora da hélice ¢ hidrofilica, enquanto a parte
interna ¢ hidrofébica e por isso adequada para acomodar moléculas hospedeiras lipofilicas.

Os complexos de inclusdo formados principalmente com a amilose podem modificar as
propriedade e funcionalidades dos amidos, por exemplo, reduzindo a solubilidade em agua,
retardando a retrogradacdo e resistindo a hidrdlise enzimatica produzindo um novo amido
resistente ou amido lentamente digerivel. Mudangas na funcionalidade dos amidos sdo de
grande interesse da industria alimenticia e da nutricdo humana e por isso os complexos amido-
lipidios tém sido estudados extensivamente usando varios métodos.

O monoestearato de glicerol (GMS) ¢ um dos emulsificantes mais utilizados na
industria de alimentos, principalmente em produtos de panificacdo, devido a sua estrutura
ambifilica. Alguns estudos tém relatado a influéncia deste emulsificante nas propriedades
fisico-quimicas, morfologicas e reologicas dos amidos e, portanto, sua influéncia direta nas
propriedades dos produtos finais a base de amido. Quando os complexos amilose-
emulsificantes sdo formados, as moléculas de emulsificantes no interior da hélice de amilose
contribuem para sua estabilidade, impedindo que a amilose se retrograde e, assim, retarda o
envelhecimento dos produtos de panificacao.

A B-ciclodextrina (BCD) por ser um oligossacarideo ciclico com nticleo hidrofébico,
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também, pode formar complexos de inclusdo com vérias moléculas organicas e inorganicas,
como por exemplo, moléculas de lipidios. Em amidos, a PCD modifica suas propriedades
fisico-quimicas. A BCD pode ser utilizada na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética.
Em alimentos ela pode ser utilizada para incorporar componentes pouco soliveis em agua,
remover colesterol do creme de leite fresco e ovos, mascarar ou reduzir sabores indesejaveis,
proteger contra decomposicdes induzidas por luz e melhorar as propriedades de gelatinizagdo
de amidos.

A capacidade da BCD de romper os complexos amido-lipidio naturais dos amidos de
cereais para se complexar com os lipidios tem sido estudada. Tian et al. (2010) relataram que a
interagdo BCD com o complexo amilose-lipidio ocorreu no amido de arroz retrogradado, sendo
que esta interagdao primeiramente destruiu a formagao do complexo amilose-lipidio e competiu
com a amilose para formar o complexo de inclusdo BCD-lipidio e, posteriormente, a fCD
interagiu diretamente com a amilose para formar o complexo amilose-pCD-lipidio. A formagao
do complexo amilose-BCD-lipidio causou desordem da conformacao das moléculas de amido,
resultando em atraso na taxa de retrogradagdo do amido de arroz.

Neste trabalho, a caracterizagdo in vitro e estrutural de complexos amido-lipidio
formados entre amidos de cereais com diferentes teores de amilose e monoacilglicerol (GMS)

foi estudada na presenca ou auséncia de BCD.
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2  OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da B-ciclodextrina (BCD) na formagao de
complexos amilose-lipidios e/ou amilopectina-lipidios usando monoestearato de glicerol
(GMS) e amidos de trigo, milho normal, milho ceroso € milho com alto teor de amilose, e nas

propriedades fisico-quimicas desses amidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar as caracteristicas estruturais e fisico-quimicas dos amidos nativos de cereais.

Verificar o efeito da adicdo de BCD nas propriedades fisico-quimicas dos amidos de
cereais.

Avaliar o efeito da adicdo do GMS na presenga ou auséncia de BCD nas propriedades
fisico-quimicas dos amidos de cereais.

Sintetizar e estudar as caracteristicas estruturais e as propriedades funcionais dos

complexos de amido com GMS na presenca ou auséncia de fCD.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ESTRUTURA GRANULAR

Os granulos de amido estdo densamente empacotados em estruturas semicristalinas,
sendo, portanto, insoliveis em agua a temperatura ambiente (JANE, 2006). A estrutura
cristalina organizada pode ser observada por microscopia. Sob luz polarizada, os granulos
exibem a Cruz de Malta, conferindo uma alta ordem cristalina em seu interior, cujo indice de
refragdo varia dependendo da dire¢do em que o raio de luz passa pela molécula. Em amidos
com alto teor de amilose, ndo ¢ possivel observar o fenomeno de birrefringéncia, caracteristica
esta associada a amilopectina, no entanto, no caso deste amido, as hélices de amilose
contribuem para sua cristalinidade (RIDOUT et al., 2002; TESTER; KARKALAS; QI, 2004).

Os granulos de amido possuem uma estrutura organizada que pode ser observada por
microscopia. Multiplas camadas concéntricas de diametro crescente, chamado de anéis de
crescimento, estendem-se do ponto central (hilo) em dire¢do a superficie do granulo. Os anéis
de crescimento concéntricos compreendem regides cristalinas e amorfas intercaladas, de maior
e menor densidade, respectivamente. Os anéis de crescimento representam o crescimento
periédico do granulo a partir da biossintese do amido (BULEON et al., 1998). As regides de
maior densidade possuem estrutura lamelar com camadas cristalinas e amorfas alternadas. Nas
lamelas, as camadas cristalinas sdo formadas principalmente por cadeias de amilopectina
empacotadas em estrutura cristalina, enquanto, as camadas amorfas contém pontos de
ramificacdo da amilopectina e moléculas de amilose e amilopectina em uma conformagao

desordenada (COPELAND et al., 2009; JANE, 2007).

3.1.1 Amilose

A amilose ¢ um polimero essencialmente linear formado por unidades de D-glicose
ligadas em a- (1— 4), com poucas ligagdes em a-(1-6). Possui grau de polimerizagdo (GP) e
peso molecular variavel de acordo com a origem botanica e estagio de maturagdo (BULEON et
al. 1998; TESTER; KARKALAS; QI, 2004). Segundo Jane (2006), a amilose ¢ comumente
encontrada entremeada e entrelagada com a amilopectina, mas pode também estar separada da
amilopectina e se apresentar em feixes. No entanto, quando estdo juntas ¢ a amilose que
mantém as moléculas de amilopectina unidas durante uma transi¢cao térmica, mantendo com

isso a integridade dos granulos de amido.
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A amilose se apresenta na forma de hélice. Os grupos hidroxilas estdo localizados na
superficie externa da hélice, enquanto, a superficie interna é revestida por grupos metileno e
oxigénios glicosidicos, resultando em uma cavidade hidrofobica, podendo formar complexos
com uma variedade de ligantes organicos e inorganicos, como, alcool linear e lipidios. A
amilose esta associada as regides amorfas nos granulos de amidos normais, no entanto, em
amidos com alto teor de amilose, esse polimero pode se empacotar em duplas hélices formando
uma estrutura cristalina (TESTER, 1997; TESTER; KARKALAS; QI, 2004; COPELAND et
al., 2009).

Nos granulos de amidos normais, as moléculas de amilose e amilopectina encontram- se
entrelacadas, mas também podem estar separadas e a amilose apresentar-se na forma de feixe.
Portanto, quando estdo juntas, a amilose mantém as moléculas de amilopectina juntas durante a
transi¢do térmica e, consequentemente, mantém a integridade do granulo de amido (JANE et
al., 1986; JANE, 2006). Os amidos cerosos nao possuem a amilose para entrelagar, portanto,
exibem uma estrutura pouco empacotada na periferia do granulo, consequentemente, dispersam
com mais facilidade (JANE, 2007).

A amilose co-cristalizada com compostos como iodo, dlcoois e acidos graxos ¢
denominada amilose-V (BULEON et al. 1998). Quando complexada com iodo, a amilose
apresenta coloracdo azul, portanto métodos colorimétricos podem ser empregados na sua
determinagdo (COPELAND et al., 2009).

Em amidos de cereais a amilose pode estar presente no granulo de amido nativo de duas
maneiras principais: como amilose livre de lipidios ou na forma de complexos amilose-lipidio.
A Figura 1 mostra a regido alifatica do acido graxo, formando um nucleo hidrofobico no
interior da hélice de amilose (conformagdo V) (BULEON et al., 1998). Esses complexos podem
afetar as propriedades estruturais e tecnologicas dos granulos de amidos (TESTER, 1997;

COPELAND et al., 2009).

Figura 1: Representagdo grafica do complexo de amilose com duas moléculas de monopalmitina mostrando a
inclusdo da regido alifatica no interior da hélice da amilose. Adaptado de Copeland et al. (2009).
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3.1.2 Amilopectina

A amilopectina ¢ uma molécula muito maior que a amilose, altamente ramificada,
possuindo as mesmas ligagdes D-glicosidicas a- (1— 4) que a amilose, além de ligagdes D-
glicosidicas a- (1— 6), as quais sdo responsaveis pela ligacdo das cadeias ramificadas. A
amilopectina apresenta coloragdo avermelhada na presenca de iodo e ¢ estavel em solugdes
aquosas diluidas (BULEON et al., 1998; TESTER; KARKALAS; QI, 2004).

Véarios modelos propostos para explicar a arquitetura da amilopectina sdo baseados na
identificacdo de trés diferentes cadeias de D-glicose, cadeias A, B e C. French (1974) e Robin
et al. (1974) propuseram um modelo de “cluster” para a amilopectina, em que a cadeia
principal C, carrega a uUnica extremidade redutora desse polissacarideo, e, numerosas
ramificagdes, denominadas cadeias A ¢ B que formam duplas hélices. As cadeias mais
periféricas, que ndo carregam nenhuma ramificagdo, sdo chamadas de cadeias A. As cadeias B
sdo ramificadas, apresentando uma ou mais cadeias A ou B ligadas a elas. As cadeias B podem
ser classificadas como B;-B4 dependendo do niimero de “clusters” em que a cadeia toma parte
(HIZUKURI et al. 1997; TESTER, 1997; TESTER; KARKALAS; QI, 2004). As cadeias A sao
unidas nas cadeias B por liga¢des a-(1-6), e, cada “cluster” pode ser ligado a outro pela cadeia
B ou pela cadeia principal C. As cadeias de amilopectina nos “clusters” formam duplas hélices
que sdo estabilizadas por ligagdes de hidrogénio intermoleculares. Quando essas duplas hélices
se empacotam de forma ordenada formam lamelas cristalinas concéntricas, que sdo intercaladas
com material amorfo formado por regides de ramificagdes a-(1-6) (TESTER, 1997; TESTER;
KARKALAS; QI, 2004; COPELAND et al., 2009).

Acredita-se que as lamelas cristalinas consistam de “clusters” formados pelas duplas
hélices das cadeias laterais da amilopectina, alternados com lamelas amorfas formadas pelas
regides de ramificacdo da amilopectina. Imagens de microscopia eletronica de transmissdo das
lamelas cristalinas indicam que as regides entre os “clusters” sejam de natureza amorfa,
portanto, a lamela cristalina ndo € continua (BULEON et al., 1998; GALLANT; BOUCHET;
BALDWIN, 1997; TESTER; KARKALAS; QI, 2004).

Gallant, Bouchet e Baldwin (1997) sugeriram um novo modelo de “clusters” para a
amilopectina e uma estrutura lamelar para o granulo de amido. Esses autores sugeriram que as
lamelas amortfas e cristalinas da amilopectina sdo organizadas em estruturas maiores, mais ou
menos esféricas, denominadas de bloquetes. O diametro desses bloquetes depende da fonte

botanica do amido e da sua localizagdo no granulo.
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A amilopectina se encontra predominantemente na conformagdo de dupla hélice na
camada semicristalina, no entanto, sua cristalinidade ¢ reduzida, possivelmente devido ao
aumento da sua interagao com a amilose. Essa camada ¢ formada pelos bloquetes de menor
tamanho indicando menor organizacao cristalina (GALLANT; BOUCHET; BALDWIN, 1997,
TESTER; KARKALAS; QI, 2004).

3.1.3 Componentes menores dos granulos de amido

Os componentes menores relacionados com o amido correspondem a trés categorias;
material particulado composto principalmente por fragmentos da parede celular; componentes
da superficie como proteinas e enzimas, e, os componentes internos. Os lipidios e o fosforo
representam os mais importantes componentes internos dos granulos de amido, sendo
caracteristico dos amidos de cereais (BULEON et al.,, 1998; TESTER; KARKALAS; QI,
2004). Os amidos de cereais apresentam teores de lipidios que podem variar de 0,8 a 1,2 e de
0,6 a 0,8% para amidos de trigo e milho, respectivamente, os quais ndo podem ser extraidos
com facilidade. Como consequéncia, parte dos lipidios permanece nos amidos de cereais, sendo
responsaveis pela fixacdo de cor, desenvolvimento de aromas e formacao de complexos
(BULEON et al., 1998).

Os lipidios presentes nos amidos de cereais diferem em quantidade e tipo. Os acidos
graxos linoléico (18:2) e palmitico (16:0) sdo os principais componentes na maioria dos cereais,
mas ha tragos de 4cidos graxos livres (AGL) e lisofosfolipidios (LFL). Estes lipidios estdo em
quantidades positivamente correlacionadas ao teor de amilose dos amidos de cereais. Amidos
de trigo, cevada e arroz contém aproximadamente 80% de LFL, enquanto outros cereais
contém principalmente AGL e uma quantidade minima de LFL (MORRISON, 1988; BULEON
et al.,, 1998; TESTER; KARKALAS; QI, 2004). Os LFL sdo tenso-ativos anfifilicos gerados
naturalmente em membranas biologicas pela acdo da fosfolipase e sdo encontrados na maioria
dos tecidos biologicos. A molécula de LFL possui um grupo de cabeca polar e um grupo acil de
cadeia longa ligado a um glicerol. O grupo de cabega polar consiste de uma hidroxila livre na
cadeia de glicerol e uma por¢do anidnica ligada a cadeia de glicerol via éster de fosfato

(STAFFORD; DENNIS, 1988).
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3.2 ESTRUTURA CRISTALINA

As cadeias de amilopectina com mais de 10 unidades de glicose sdo organizadas em
duplas hélices, que estdo arranjadas em duas formas cristalinas, A e B, que podem ser
identificadas através de padrdes de raios-X. As estruturas de dupla hélice das formas cristalinas
A e B, s3o0 essencialmente as mesmas (COPELAND et al., 2009), mas o empacotamento das
hélices de amilopectina do tipo A ¢ mais compacto e possui cadeias de amilopectina menores
que o do tipo B, que possui uma estrutura mais aberta e o centro mais hidratado (JANE, 2006).

A forma polimérfica do tipo C € provavelmente uma mistura dos tipos A ¢ B em
diversas propor¢des, podendo ser classificada como C,, Cg ¢ Cc de acordo com sua
proximidade com os polimorfismos tipo A ou B (BULEON et al., 1998; TESTER, 1997).

O padrao A ¢ caracteristico de amidos de cereais, enquanto o padrao B ¢ caracteristico
de amidos de tubérculos, raizes, frutas, milho com alto teor de amilose e¢ de amidos
retrogradados, e o padrdo C de amidos de leguminosas (TESTER, 1997; BULEON et al., 1998;
COPELAND et al., 2009). Os amidos com padrdes dos tipos A e B diferem em suas
caracteristicas estruturais e funcionais sendo que a amilopectina dos amidos com padrao tipo A
possui mais cadeias curtas e poucas cadeias médias e longas do que a amilopectina do tipo B
(AO; JANE, 2007; SALMAN et al., 2009).

O padrao de raios-X da amilose complexada com compostos organicos ou iodo ¢ do tipo
V. Diferentemente dos tipos A e B, o tipo V pode existir na forma anidra (V,) e hidratada (Vy).
Amilose-V ¢ um termo genérico usado para as moléculas de amilose obtidas como hélices
simples co-cristalizadas com compostos como iodo, alcoois ou 4cidos graxos. Apesar de tais
compostos serem necessarios para a formagdo da estrutura tipo-V, eles ndo estdo
sistematicamente incluidos na hélice de amilose. No caso de complexos amilose-lipidio, a parte
alifatica do lipidio estd incluida no interior da hélice de amilose, enquanto o grupo polar
permanece fora da hélice por ser muito volumoso. No tipo-Vj, a forma mais comum obtida pela
complexacdo de amilose com lipidios, as hélices simples empacotam em célula unitaria
ortorrombica (a=1,37nm, 4=2,37nm, ¢=0,805nm) com grupo espacial P2,2,2, e 16 moléculas

de 4gua por célula unitaria (BULEON et al., 1998; TESTER; KARKALAS; QI, 2004).
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3.3 COMPLEXO AMIDO-LIPIDIO

Os complexos amido-lipidios podem ser encontrados naturalmente nos alimentos ou
formados durante a gelatinizagdo do amido na presenca de lipidios e/ou emulsificantes. Esses
complexos existem em duas formas: complexos amilose-lipidios amorfos ou tipo I e complexos
cristalinos ou tipo II (BILIADERIS; GALLOWAY, 1989; TUFVESSON; WAHLGREN;
ELIASSON, 2003). O complexo cristalino (tipo II) exibe uma maior temperatura de fusdao que
o complexo amorfo (tipo I) (TESTES; MORRISON, 1990; CUI; OATES, 1999).

A complexacdo ocorre principalmente entre amilose e lipidios. Poucas moléculas de
amilopectina tem capacidade de formar complexos do “tipo V”, devido a impedimentos
estéricos e ao curto comprimento das cadeias ramificadas da amilopectina(CONDE-PETIT;
ESCHER; NUESSLI, 2006). O tipo de lipidio tem capacidade de influenciar na complexagao
com amilose e/ou amilopectina. Os lipidios sdo amplamente definidos como um grupo de
compostos que sdo soluveis em solventes organicos. Eles podem ser divididos em trés grupos:
lipidios simples como os monogliceridios, digliceridios e trigliceridios, os lipidios compostos
como os fosfolipidios, e os lipidios derivados como os acidos graxos livres e 4lcoois de cadeia
longa (DUNCAN, 2000).

As propriedades dos complexos “tipo V” formado por amilose com diferentes GP (20,
60, 400 e 950) tém sido bem relatadas (GELDERS et al., 2005; GELDERS; GOESAERT;
DELCOUR, 2006). Amidos pré-tratados com enzimas desramificantes para estudar a
habilidade de complexacdo com lipidios também tém sido estudados (HASJIM et al., 2010;
ZHANG et al., 2012). Amidos gelatinizados t€m sido extensivamente usados na investigagao
dos complexos amilose tipo V, porque podem fornecer amilose lixiviada suficiente para
complexagdo com lipidios (PUTSEYS; LAMBERTS; DELCOUR, 2010). Além disso, amidos
tratados por solventes organicos (GOHEN et al., 2008) ou por anneling (NAKAZAWA,;
WANG, 2004) para remover lipidios enddgenos, também tém sido relatados para melhorar o
grau de complexacao.

Tang e Copeland (2007) investigaram o grau de formacdo do complexo entre amilose e
acidos graxos e sua influéncia na gelatinizagdo do amido de trigo e nas suas propriedades
reologicas, e os resultados indicaram que o processo foi dependente do tipo e quantidade de
acidos graxos. No entanto, os dados ndo foram suficientes para permitir um completo
entendimento das caracteristicas da formagdo dos complexos, pois a formag¢ao dos complexos e

suas propriedades fisicas e quimicas sdo afetadas por muitos fatores, tais como os tipos de
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amido e lipidios envolvidos, condi¢des de gelatinizagdo e tratamento térmico, e 0 método de
adi¢ao dos lipidios (CHANG; HE; HUANG, 2013b; EXARHOPOULOS; RAPHAELIDES,
2012; MIRA; PERSSON; VILLWOCK, 2007; TUFVESSON; ELIASSON, 2000).

3.3.1 Complexo amilose-lipidio

A amilose tem habilidade de formar complexos com uma variedade de ligantes, dentre
eles os lipidios e outros compostos hospedeiros, como o iodo que fornece uma cor azul
(PUTSEYS; LAMBERTS; DELCOUR, 2010). Nos granulos de amido, as cadeias de amilose
exibem uma curva natural em uma conformacao helicoidal com seis unidades de glicose por
volta (ZOBEL, 1988).

A amilose dos amidos de cereais possui a capacidade de complexar com lipidios
endogenos. Nos granulos de amido nativos esses complexos estdo no estado amorfo, mas sua
cristalizagdo se torna possivel com aquecimento do amido com agua (LE BAIL et al., 1999;
MORRISON; LAW; SNAPE, 1993). A complexagdo a partir dos compostos adicionados
requer que a amilose esteja acessivel e possua mobilidade suficiente para sofrer as mudangas
conformacionais (CONDE-PETIT; ESCHER; NUESSLI 2006).

A formagdo dos complexos ¢ afetada pelos tipos de lipidios e amidos envolvidos, e,
pelas condi¢des em que o complexo ¢ formado. Lipidios polares, como monoglicerideos,
acidos graxos e compostos similares, formam um complexo de inclusdo entre a cadeia de
hidrocarboneto do lipidio e a hélice da amilose (KARKALAS et al.,, 1995; PUTSEYS;
LAMBERTS; DELCOUR, 2010). A molécula de amilose forma uma hélice composta de trés
voltas ao redor da cadeia hidrocarbonada do lipidio polar. A porc¢ao hidrofébica do lipidio fica
inserida no interior da hélice, enquanto os grupos hidroxilas estdo localizados fora da hélice
(Figura 2). Portanto, os grupos hidrofobicos dos agentes complexantes entram na hélice de
amilose e sdo estabilizados pela ligagdo de van der Waals com os carbonos da molécula de
amilose (GODET et al., 1993). O grupo carboxila dos &acidos graxos e o glicerol dos
monoacilgliceridios ndo entram na cavidade hidrofobica da hélice, devido a impedimentos
estéricos e repulsdes eletrostaticas. Portanto, a forca que direciona a formagdo do complexo ¢é
de natureza hidrofobica (CARLSON et al., 1979; SNAPE et al, 1998; PUTSEYS;
LAMBERTS; DELCOUR, 2010).
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Figura 2: Hélice de amilose complexada com um ligante, em que a cabega polar esta localizada fora da hélice, ¢ a
cadeia alifatica estd no interior da hélice (CARLSON et al., 1979).

Os complexos de amilose podem ser classificados de acordo com o tamanho da hélice
que corresponde ao nimero de mondmeros de glicose por volta na hélice, e no empacotamento
das hélices simples de amilose tipo V no estado cristalino. O didmetro interno da hélice ¢é
controlado pelo tamanho do agente complexante, resultando em hélices com 6 (lipidios, alcoois
lineares), 7 (compostos alquil de cadeias ramificadas) ou 8 (compostos mais volumosos)
residuos de glicose por volta, o que depende do ligante ser volumoso ou ramificado (GODET et
al., 1993; IMMEL; LICHTENTHALER, 2000; NISHIYAMA et al., 2010; PUTSEYS;
LAMBERTS; DELCOUR, 2010; RAPPENECKER; ZUGENMAIER, 1981; RUTSCHMANN;
SOLMS, 1990). A formacdo do complexo ¢ um processo molecular favorecido pela alta
concentracdo dos mondmeros de amido (amilose) e lipidio, sendo que para cada molécula de
lipidio sdo necessarios de 18 a 24 unidades de glicose para a formac¢do do complexo
(ELTIASSON, 1994).

As propriedades dos complexos formados com moléculas de amilose com diferentes
grau de polimerizagdo (GP) (20, 60, 400 e 950) tém sido relatadas (GELDERS et al., 2005;
GELDERS; GOESAERT; DELCOUR, 2006). Lagendijk e Pennings (1970) usando fra¢des de
amilose e monopalmitato de glicerol (GMP) relataram que uma cadeia longa de amilose (com
GP de 900) pode conter de 10 a 12 hélices, e cada hélice pode estar ligada a pelo menos uma
molécula de GMP. A partir desse estudo, Godet et al. (1996) sugeriram que para a formagao do
complexo, a molécula de amilose deve ter um comprimento suficiente para acomodar duas

moléculas de acidos graxos, por exemplo, para complexagdo do 4acido palmitico seriam
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necessarios de 30 a 40 residuos de glicose, enquanto que para o 4cido laurico, 20 a 30 unidades
de glicose seriam suficientes.

Estudos calorimétricos (DSC) mostram que a formacdao do complexo ¢ instantanea e
reversivel. A fusdo do complexo amilose-lipidio € visto como um pico endotérmico, e, durante
o resfriamento, o complexo ¢ reformado apresentando um pico exotérmico (JANE, 2006). A
necessidade de aquecer e dissociar o complexo entre amilose e seus ligantes sugere que existem
forgas que estabilizam a conformacgdo da hélice. Ligagdes intramoleculares como as forcas de
Van der Waals e as pontes de hidrogénio ocorrem em volta da hélice e estabilizam a hélice de
cadeia simples (KARKALAS et al., 1995; PUTSEYS; LAMBERTS; DELCOUR, 2010). As
forcas intermoleculares, por outro lado, estabilizam as interacdes entre a amilose e o ligante
(IMMEL; LICHTENTHALER, 2000; PUTSEYS; LAMBERTS; DELCOUR, 2010).

A partir de estudos das propriedades térmicas de misturas de acido graxo e amido de
batata gelatinizado, Kawai et al. (2012) relataram que o complexo amido-lipidio com maior
temperatura de dissociagdo apresentou maior comprimento helicoidal, refletindo em uma maior
estabilidade fisica. Enquanto que a entalpia do complexo correspondeu a quantidade de
complexo e ao grau da ordem cristalina dentro do complexo. Segundo Eliasson e Krong (1985),
a relagdo da entalpia com o grau de ordem cristalina ¢ menor do que com a quantidade de
complexo amido-lipidio.

Cui e Oates (1999) ao avaliarem a interagdo entre lipidios com diferentes comprimentos
de cadeia carbonica e amido de sago, na formagdo de complexos amilose-lipidios, relataram
que a entalpia do complexo diminui com o aumento do comprimento da cadeia do
monogliceridio, pois menores moléculas de monogliceridios sdo mais bem acomodadas dentro

da hélice da amilose.

3.3.2 Complexo amilopectina-lipidio

A capacidade de complexacao da amilopectina com lipidios ¢ muito pequena em relacao
a amilose, devido ao alto grau de ramificacdes das moléculas de amilopectina (COPELAND et
al., 2009), e poucos estudos tem sido encontrados (ELIASSON, 1994; MIRA, PERSON;
VILLWOCK, 2007; VILLWOCK et al., 1999).

Os pontos de formacdo do complexo amilopectina-lipidio se localizam nas cadeias
ramificadas da molécula de amilopectina. Se o comprimento minimo de cadeia para a formagao
de um complexo amilose-lipidio ¢ de 18 unidades de glicose, e, o grau de polimerizagdo médio

para as cadeias de cereais cerosos ¢ de 23-24 unidades de glicose, certamente ha a possibilidade
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do complexo amilopectina-lipidio ocorrer (ELIASSON, 1998; VILLWOCK et al., 1999).
Evidéncias diretas da formagao do complexo amilopectina-lipidio sdo dificeis de serem
comprovadas, mas dados indiretos a partir do DSC indicam que os complexos amilopectina-
lipidio sdo formados durante a gelatinizacdo (ELIASSON, 1994). Estudos realizados por
Gudmundsson ¢ Eliasson (1990), com uma mistura de amido de milho ceroso e emulsificantes,
observaram curvas de DSC com transi¢dao térmica acima de 100 °C, indicando a formag¢ao do
complexo amilopectina-lipidio. Isso foi confirmado pela cristalinidade tipo “V”obtida pela
difragdo de raios-X. Mira, Person, Villwock (2007) demonstraram que os complexos de
amilopectina-lipidios, também, sdo formados, mas a presen¢a de um agente emulsificante com
carga ¢ um fator que parece desempenhar um papel favoravel na formagdo de complexos no

caso de amidos cerosos.

3.4 PREPARO DO COMPLEXO AMIDO-LIPIDIO

Segundo Putseys, Lamberts e Delcour (2010) existem trés métodos para obtencdo do
complexo de inclusdo amilose-lipidio: (I) a partir do amido e ligantes, (II) a partir da amilose ¢
ligantes, e, (III) amilose sintetizada na presenca de lipidios, sendo que os complexos formados
usando os métodos II e III sdo mais puros € monodispersos.

Em situagdes experimentais o complexo ¢ facilmente formado: quando uma dispersdo
adequada de lipidios ¢ adicionada em uma solu¢do de amilose o complexo precipita, e pode ser
coletado por centrifugacdo para posteriores estudos (ELIASSON, 1998; PUTSEYS;
LAMBERTS; DELCOUR, 2010).

A complexa¢do da amilose com lipidios ocorre durante a gelatinizagdo do amido. As
cadeias de amilose precisam de maior mobilidade para interagir com os ligantes (EVANS,
1986), enquanto, os lipidios devem estar na fase liquido cristalino (KRONG, 1981).

Na formacao dos complexos mais puros, o amido ¢ solubilizado em DMSO quente e
depois solubilizado em agua quente, e, entdo a solugdo ¢ equilibrada na temperatura desejada,
em que, o ligante dissolvido em solucdo alcodlica quente sera adicionado. Esta mistura ¢é
mantida aquecida por um determinado tempo, e, em seguida deixada resfriar lentamente para a
precipitagdo do complexo (GALLOWAY; BILIADERIS; STANLEY, 1989; JANE; ROBYT,
1984; PUTSEYS et al, 2010).
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Tang e Copeland (2007) avaliaram o efeito da funcionalidade dos complexos entre
amido de trigo e acidos graxos com diferentes comprimentos de cadeia carbonica na presenca
de instauracdo ou nao, e relataram que a formacdo do complexo ¢ influenciada pela
solubilidade do lipidio e a concentracdo micelar critica. Isto significa que a faixa de
concentragdo para o maximo de formacdo de complexos entre amidos e lipidios varia
dependendo do tipo de lipidio e sua solubilidade em dgua. Estes autores ainda observaram que
os complexos entre amido e lipidios, com baixa solubilidade em agua quando observados em
difratometro de raio-X acima de certa concentragdo de lipidio, tendem se auto associar ao
invés de formar complexos. Estes autores relataram também que altas concentracdes de
emulsificantes mais soliveis em dgua ndo reduzem a sua capacidade de complexacdo. No caso
deste estudo, o acido caprilico e o acido laurico possuem maior solubilidade que o acido
palmitico e estedrico e, portanto, o aumento da concentragdo dos acidos caprilico e laurico nao
reduziram a complexa¢ao com a amilose.

Para prepara¢ao de complexos amido-lipidios, dois métodos de adi¢ao dos lipidios tém
sido recentemente estudados, adi¢do do 4cido graxo apds o aquecimento do sistema de amido
(método 1) e adicdo de acidos graxos antes do aquecimento do sistema de amido (método II).
Exarhopoulos ¢ Raphaelides (2012) empregaram os dois métodos de adi¢do de acidos graxos
ao sistema de amido e relataram que o modo de adicdo influencia as caracteristicas
morfologicas e estruturais dos complexos amido-lipidios, pois as amostras aquecidas apos
adi¢do de 4cidos graxos exibiram maiores cristalinidades, o que pode ser atribuido que a
complexagdo na superficie dos granulos foi mais organizada, principalmente a temperaturas em
que os granulos incham, mas que nao foram rompidos.

Chang, He e Huang (2013b) avaliaram a influéncia dos métodos de adi¢do de é4cido
graxo e da temperatura de incubagdo na localizacdo do complexo V-amilose, e na
digestibilidade do complexo de amido de milho-4cido l4urico, e relataram que a adi¢do do
acido laurico antes do aquecimento, pode inibir a desintegracdo do granulo de amido, pois
forma o complexo na superficie do mesmo retardando o transporte de dgua dentro do granulo e
a lixiviacdo da amilose. O modo de adi¢do do 4cido graxo no sistema de amido apds
aquecimento (método 1), ou antes, do aquecimento (método II) da mistura de amido, apresentou
papel importante nas propriedades estruturais e funcionais do complexo V-amilose. Os
resultados indicaram que a presenga de &cido laurico retardaria a gelatinizacdo do amido. Os
complexos V-amilose preparados pela adicao do acido laurico apds aquecimento da mistura de

amido foi formado em todo granulo, enquanto que o complexo V-amilose preparado pela
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adi¢do do acido laurico antes do aquecimento foi formado principalmente na superficie no
granulo. O método I foi favordvel a formagdo do complexo V-amilose e retardou a hidrolise do

amido, que tem um potencial de aplicagdo na industria de alimentos.

3.5 IMPACTO DO COMPRIMENTO DA CADEIA DE AMILOSE E
CARACTERISTICAS DOS LIPIDIOS

A formagao dos complexos depende do comprimento das cadeias de amilose e dos
lipidios, grau de insatauracdo dos lipidios e do equilibrio entre as regides amorfas e helicoidais
da amilose, bem como da natureza i6nica dos surfactantes. Com base na mudanca da parte ativa
da molécula e equilibrio hidrofilico-lipofilico (HBL), a habilidade de interacao de diferentes
surfactantes ¢ diferente. Surfactantes com baixo valor HBL tém um efeito menor do que
aqueles com valores mais elevados. O valor do HBL, portanto, representa o tamanho e a forca
dos grupos hidrofilicos e lipofilicos de uma molécula de emulsificante, e, podem influenciar a
capacidade de complexacdo (ELIASSON, 2004).

A temperatura de fusdo, estabilidade, tamanho cristalino e o nivel de organizagao, dos
complexos amido-lipidios aumentam com o comprimento da cadeia de amilose (GELDERS et
al., 2004; GODET et al., 1996). No entanto, as cadeias de amilose ndo podem ser muito longas
e nem muito curtas, provocando, assim, defeitos cristalinos. De acordo com Godet, Bizot e
Buléon (1995), as cadeias de amilose com GP de 20 sdo muito pequenas para formar
complexos com lipidios, enquanto, Gelders et al. (2004) observaram que a molécula de amilose
com GP de 60, ndo pode ser arranjada em um complexo amilose-lipidio tipo II.

O comprimento minimo da cadeia de amilose necessario para formar complexo, ¢
determinado pelo comprimento da cadeia do lipidio (PUTSEYS et al., 2009). Quanto maior a
cadeia de lipidio, maior deve ser a cadeia de amilose, com isso mais forte a interacdo entre
amilose-lipidio. No entanto, quanto maior a cadeia do lipidio, maior sua hidrofobicidade e
menor a solubilidade em 4gua, assim, maior a tendéncia de entrar no interior da hélice da
amilose (GELDERS et al., 2004; WHITTAM et al., 1989). Pesquisas tém mostrado que a
temperatura de dissociacdo do complexo amido-lipidio aumenta com o comprimento da cadeia
alifatica da molécula de lipidio, devido a menor hidrofilicidade dos lipidios de cadeias muito

longas (GELDERS; GOESAERT; DELCOUR, 2006; PUTSEYS et al., 2009).
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A presenca de ligagdes duplas, também, exerce forte influéncia nas propriedades dos
complexos. Quanto maior o grau de insaturacdo do lipidio menor a estabilidade térmica do
complexo amilose-lipidio (ELIASSON; KRONG, 1985; KARKALAS et al., 1995; PUTSEYS
et al., 2009). A maxima complexagdo com os lipidios ocorre a diferentes concentracdes por
diferentes lipidios, dependendo da sua solubilidade em 4gua e sua concentracdo micelar critica.
A concentragdo micelar critica (a primeira agregacdo micelar que ocorre), diminui para os
acidos graxos com maiores comprimento de cadeias, diminuindo a solubilidade em &agua
(TANG; COPELAND, 2007).

Karkalas et al. (1995) e Putseys et al. (2009) sugeriram que a estrutura ndo linear de um
lipidio com ligacdes duplas cis torna a insercdo do lipidio na cavidade linear da hélice mais
dificil. No entanto, os 4&tomos de carbono adjacentes da molécula de lipidio sdo capazes de girar
livremente para a dupla hélice, levando a uma dupla hélice com estrutura mais linear. Isto
implica que a complexacdo ainda pode acontecer, mas o entrelagamento da hélice é necessario,

necessitando de mais que o usual de seis unidades de glicose por volta.

3.6 GELATINIZACAO E RETROGRADACAO DO COMPLEXO AMIDO-LIPIDIO

O processo de gelatinizagdo ocorre quando o amido ¢ aquecido na presenca de adgua, as
regides amorfas dos granulos sdo desestabilizadas pela absor¢do de 4gua e inchamento do
granulo, e as regides cristalinas (que consistem principalmente de duplas hélices da
amilopectina) se desdobram com o aumento do nivel de hidratacdo (JACOBS et al., 1998). Os
granulos de amido sdo destruidos como consequéncia do processo de gelatinizacdo, e a amilose
¢ lixiviada para fora do granulo. Quando na presenca de emulsificante ou acido graxo como
monogliceridio, a amilose lixiviada forma um complexo de inclusdo helicoidal com os
emulsificantes ou acidos graxos. Monoacilgliceridios induziriam a formag¢do de complexos de
amilose-lipidio durante gelatinizacdo, limitando o inchamento, a dispersdo dos granulos de
amido e a solubilizacdo da amilose, gerando, desta forma, pastas opacas com viscosidade
reduzida e maiores temperaturas de pasta (BULEON et al., 1998).

A formagdo do complexo amido-lipidio ocorre apenas apos os granulos de amido
comecarem a inchar, pois, a partir desse ponto, a mobilidade das moléculas de amilose aumenta
rapidamente, devido a sua lixiviag@o para fora do granulo (KEETELS et al., 1996). No entanto,

¢ suposto que os lipidios também podem formar complexos com moléculas que ainda estdo
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presentes nos granulos inchados, pois os lipidios sdo moléculas pequenas o bastante para se
difundir dentro do granulo inchado (KEETELS et al., 1996; RAPHAELIDES; GEORGIADIS,
2007).

Os termogramas obtidos por DSC registram a dissociagdo do complexo amido-lipidio
mostrando uma endoterma de transicdo que ocorre a temperaturas mais altas que as
temperaturas de gelatinizagdo do amido. A temperatura de transi¢do do complexo depende do
conteudo de agua e do tipo de lipidio complexado (KEETELS et al., 1996). A formagdo do
complexo de inclusao de amilose ¢ um processo exergdnico e resulta na diminuigdo da entalpia
de gelatinizagdo (AHgel) e aumento da temperatura de gelatinizacdo do amido complexado
devido a formagdo do complexo amido-lipidio (ELIASSON, 1986; RAPHAELIDES;
GEORGIADIS, 2007).

O grafico de DSC do amido aquecido na presenca de lipidios pode ser observado na
Figura 3, mostrando o aquecimento do amido de batata (livre de lipidios) com acido miristico e
acido palmitico. O primeiro pico corresponde a fusdo dos cristais de monogliceridios, sendo Ia
o acido laurico e Ib o 4cido miristico. O segundo pico ¢ referente a gelatinizagdo do amido, o
terceiro pico corresponde a transi¢ao do complexo amilose-lipidio € o quarto pico pode ser

devido a transi¢do entre as fases cristalina-liquida dos lipidios (ELIASSON, 1994).

Taxa de aquecimento endotérmico

Temperatura (°C)

Figura 3: Grafico de DSC com taxa de aquecimento de 10 °C/min de amido de batata aquecido na presenga de
monogliceridios. Adaptado de Eliasson e Krong (1985).

A transi¢do térmica do complexo amilose-lipidio durante a sequéncia de aquecimento-
resfriamento-reaquecimento pode ser observada na Figura 4. Esses eventos ndo estdo
totalmente entendidos, mas sabe-se que envolve a fusdo da estrutura cristalina complexa, e, da

dissociagao da amilose e lipidio. No resfriamento, o complexo ¢ formado novamente e ocorre a

36



recristalizacdo, sendo um pico exotérmico a menor temperatura, €, normalmente mais forte em
relacio ao pico de fusio (BULPIN; WELSH; MORRIS, 1982; RAPHAELIDES;
GEORGIADIS, 2007).

Taxa de aquecimento endotérmico

N

Temperatura (°C)

Figura 4: Esquema da fusdo (primeiro pico endotérmico), resfriamento (segundo pico exotérmico) e
reaquecimento (pico endotérmico menor) do complexo amilose-lipidio. Adaptado de Eliasson e Krong (1985).

A presenca de moléculas de emulsificantes retarda a gelatinizag@o e retrogradagdo dos
amidos (TUFVESSON et al., 2001), reduz digestibilidade in vivo (HOLM et al., 1983) e in
vitro (CROWE; SELIGMAN; COPELAND, 2000). As propriedades reologicas dos amidos
gelatinizados (MIRA; PERSSON; VILLWOCK, 2007) e a cristalinidade dos complexos estao
relacionada a temperatura de aquecimento, quanto maior a temperatura maior a cristalinidade
(EXARHOPOULOS; RAPHAELIDES, 2012).

O termo retrograda¢do ¢ usado para descrever as mudancgas que ocorrem durante o
resfriamento e armazenamento do amido gelatinizado. A amilose apresenta uma maior
tendéncia a retrogradacdo do que a amilopectina, que retrograda em longo prazo (THOMAS;
ATWELL, 1999). Quando os emulsificantes sdo adicionados ao amido ou a formulagdo de um
produto que contém amido, a entalpia de retrogradac¢do (AHr) diminui, e esta influéncia que os
lipidios polares exercem sobre a retrogradacao do amido tem sido explicada pela formagao do
complexo amilose-lipidio (ELIASSON, 1998). A quantidade e a composi¢do dos lipidios
influenciam a retrogradagdo do amido (PUTSEYS; LAMBERTS; DELCOUR, 2010).

Além dos emulsificantes retardarem o envelhecimento de produtos a base de amido via

complexagdo com a amilose, também, exercem um importante papel na reducdo da lixiviagao
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das moléculas de amilose e amilopectina para fora do granulo minimizando desta forma o
inchamento do granulo e, possivelmente, reduzindo a taxa de retrogradacao da amilopectina por
meio do inchamento parcial dos granulos de amido (STAUFFER, 1990; PUTSEYS;
LAMBERTS; DELCOUR, 2010).

3.7 ESTRUTURA DO COMPLEXO AMILOSE-LIPIDIO

A formagdo do complexo entre amilose e lipidios €, sob condi¢des adequadas, seguida
por cristalizacdo. Sob temperaturas de complexagdo baixas (< 60 °C), forma-se o complexo
amilose-lipidio do “tipo I”” ou “tipo amorfo”, o qual apresenta baixa temperatura de dissociacao
(< 100 °C). Ao contrério, alta temperatura de complexagdo (> 90 °C) produz um complexo
amilose-lipidio do tipo “semicristalino” ou “tipo II’ (GELDERS et al., 2004). Os complexos
sdo organizados em lamelas empacotadas em tamanho de submicrons de esferoides que
formam agregados de tamanho microscopico. Acidos graxos saturados formam estrutura mais
cristalina dentro da lamela do que os insaturados (ELIASSON, 1985; ZABAR et al., 2009).

Tufvesson e Eliasson (2000) usaram o DSC para analisar as temperaturas de transicao e
entalpia de fusdo e determinar a quantidade de complexos entre o amido de batata e o
monopalmitato de glicerol, e relataram que o complexo tipo I apresentou temperatura de fusao
menor que o tipo I, mesmo quando ambos os complexos foram pré-aquecidos. Uma distingdo
baseada no grau de cristalinidade ¢ feita entre complexos amilose-lipidio do tipo Ila e IIb.
Complexos do tipo IIb tém uma temperatura de fusdo mais alta que do tipo Ila, mas ambos
acima de 100 °C (SENEVIRATNE; BILIADERIS, 1991). As temperaturas de dissociagdo sao
dependentes também do comprimento da cadeia do acido graxo e de seu grau de insaturagdo
(ELIASSON, 1994; SNAPE et al., 1998; GELDERS et al., 2004).

O complexo do tipo II apresentou a conformagao V, mas o tipo I ndo. Isto indicou que o
tipo II era mais cristalino que o tipo I. O padrdo cristalino tipo V medido a partir do padrao de
raios-X tem sido extensivamente descrito na literatura (BILIADERIS; GALLOWAY, 1989;
BIAIS et al., 2006; LESMES et al., 2009; TANG; COPELAND, 2007). Difratogramas de

o

complexos amido-lipidios tipo V apresentam picos a 7°, 13°, 20°, sendo classificados em
tipo I (BILIADERIS; GALLOWAY, 1989; KARKALAS et al., 1995; LESMES et al., 2009).
Biliaderis e Galloway (1989) e Karkalas et al. (1995) sugeriram que o polimorfismo tipo

ITa indica hélices com uma estrutura supermolecular com menores registros cristalograficos,
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uma organizacao mais compacta e menores temperaturas de dissociacao (~105 °C), enquanto o
tipo IIb sdo estruturas de cristais bem definidos com maiores temperaturas de dissociagdo (~116
°C). As diferengas entre os polimorfismos Ila e IIb podem ser facilmente atribuidas as
diferencas no tamanho e perfei¢ao dos cristais formados.

O pré-tratamento de desramificagdo do amido pode formar complexos com mais
eficiéncia do que as moléculas de amido nativo, pois aumenta a quantidade de longas cadeias
lineares para complexar. Hasjim et al. (2010) avaliaram as propriedades fisico-quimicas de um
novo modelo de amido resistente produzido pela complexacdo de amido com alto teor de
amilose desramificado e relataram que o complexo amido-lipidio apresentou maior temperatura
de dissociacdo e foi mais resistentes a hidrolise enzimatica. Tufvesson e Eliasson (2000) e
Tufvesson, Wahlgren e Eliasson (2003) encontraram que a taxa e a extensdo da a-amil6lise na
amilose complexada com monoestearato foram inversamente relacionadas ao grau de
organiza¢do: complexos com maior cristalinidade foram mais resistentes a degradacado
enzimatica.

Micrografias obtidas por Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM) dos complexos
amilose-acidos graxos revelaram uma disposi¢do uniaxial das moléculas de amilose que foram
interrompidas por segmentos amorfos com espessura de até 4,6 nm (GODET et al., 1996).
Richardson et al. (2004) investigaram estruturas de complexos de amilose de batata com GMS
a partir de imagens de TEM e relataram filamentos esféricos formando uma rede, com
comprimentos de at¢ 2000 nm e diametro de 200-300 nm.

Trabalhos de microscopia de forca atomica (MFA) tém mostrado que o complexo
amilose-V também exibe agregados de cristais compreendidos de pequenos esferulitos de ~50-
100 nm, lamela com poucos microns de comprimentos e espessura de ~10 nm, e também exibe
outras estruturas mal definidas (LESMES et al., 2009). Zabar et al. (2010) avaliaram as
caracteristicas estruturais de complexos de amilose de batata com 4cidos graxos saturado e
insaturado a partir de imagens de MEV e MFA e relataram a natureza dos agregados amilose-
lipidios e as mudangas que ocorrem na morfologia das particulas de amilose durante a
complexagdo. As imagens de MEV mostraram grandes cristais de complexos, com espessura de
aproximadamente 1 um, embebidos em uma matriz, e que as interagdes da amilose com acidos
graxos levaram a formacgao de complexos de inclusdo organizados em lamelas empacotadas na
forma de esferoides que tendem a se agregar. Esta mudanga também foi notada pelo aumento
da rugosidade média da superficie das particulas de amilose obtidas por imagens em MFA.

Esses autores relataram, também, que o aumento da instauracdo dos acidos graxos leva a
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formag¢ao de complexos mal definidos, e diminui sua termoestabilidade. Lesmes et al. (2009) e
Zabar et al. (2009) produziram complexos de amilose de batata e 4cidos graxos saturados e
insaturados por DMSO, e relataram a partir de imagens obtidas em MEV que os complexos
apresentaram menores cristais facetados em relagdo aos complexos produzidos por
acidificagdo. Lalush et al. (2005) relataram que o tipo de método utilizado na producdo de
complexos com acidos graxos de cadeias longas afeta a organizagdo estrutural do complexo
resultando em morfologias esféricas ou lamelares.

Exarhopoulos e Raphaelides (2012) investigaram o efeito do teor de amilose,
comprimento da cadeia do 4cido graxo e tipo de aquecimento para preparagao do complexo
amido-acido graxo, e relataram a partir de imagens de MEV e de microscopia 6tica, que com a
adicdo do 4cido graxo antes do aquecimento da solucdo de amido, quanto maior era o
comprimento da cadeia do 4acido graxo, maior quantidade de granulos que permaneceram
intactos. Com o aumento da temperatura de preparagdo do complexo o padrao de cristalinidade
tipo V prevaleceu em todos os amidos independentes do tipo de acido graxo presente. Tanto a
temperatura de aquecimento quanto o modo de adicdo do 4cido graxo nos sistemas de amido,
isto ¢, antes ou ap6s aquecimento da dispersdao de amido a temperatura especificada, foram
fatores que influenciaram o grau de cristalinidade. A cristalinidade dos complexos foi maior

que as das amostras controle devido a formagao do complexo amilose-lipidio.

3.8 FUNCIONALIDADE DOS COMPLEXOS AMILOSE-LIPIDIOS

Em sistemas alimenticios, os complexos amilose—lipidios formados com
monogliceridios, &cidos graxos livres, lisofosfolipidios ou surfactantes modificam as
propriedades funcionais dos produtos finais (KARKALAS et al., 1995). Por exemplo, nos
produtos amildceos, os lipidios sao usados como emulsificante ou modificadores de massa para
retardar o envelhecimento dos pdes, como demonstrado por Krong e Jensen (1970). A
complexac¢do amido-lipidio reduz a susceptibilidade da amilose ao ataque enzimatico, previne a
lixiviagdo desta molécula durante a gelatinizacdo, inibe o inchamento do granulo, reduz a
solubilidade do amido em 4gua, altera as propriedades reologicas de pasta, e, retarda a
retrogradacao. Portanto, influenciam diretamente na textura, digestibilidade e aceitabilidade dos
alimentos a base de amido pelos consumidores (EXARHOPOULOS; RAPHAELIDES, 2012;

RADHIKA; MOORTHY, 2008; SALMAN; COPELAND, 2010).
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Zhang et al. (2012) avaliaram a influéncia do tempo de desramificacdo do amido de
milho com alto teor de amilose e sua complexacdo com 4acido laurico nas propriedades
estruturais e digestibilidade in vitro, e relataram que a formag¢dao do complexo reduziu a
digestibilidade do amido pela competicdo com a retrogradagdo da amilose. Portanto, a
complexacdo com lipidios retarda o processo de envelhecimento de produtos alimenticios
amiléaceos.

O amido resistente pode ser classificado em cinco tipos: AR1, AR2, AR3, AR4 ¢ ARS.
O tipo 1 inclui o amido inacessivel fisicamente, o tipo 2 ¢ representado pelos granulos de
amido nativo resistente, o tipo 3 refere-se ao amido retrogradado, o tipo 4 aos amidos
modificados quimicamente e o tipo 5 aos amidos complexados com lipidios. O AR5 foi
definido por Fuentes-Zaragoza et al. (2011) como um polissacarideo constituido de unidades de
glicose unidas por a-1,4 linear, insolivel em 4gua, e que ndo € susceptivel a degradacio
enzimatica. Eles também relataram que esses polissacarideos promovem a formagdo de acidos
graxos de cadeia curta, em particular o butirato, no colon, e sdo assim adequados para o uso
como suplemento nutricional para a prevencao de doengas colorretais. Portanto, um novo tipo
de amido resistente (AR 5) tem sido desenvolvido por meio do processamento de amidos com
acidos graxos e emulsificantes.

Hasjim et al. (2010) produziram um novo amido resistente a partir do amido de milho
com alto teor de amilose desramificado com isoamilase e complexado com acido palmitico. A
formacdo do complexo amilose-lipidio afeta a suscetibilidade enzimatica em dois sentidos:
diminui o inchamento do granulo e assim a enzima tem menos oportunidade para ganhar acesso
ao interior do granulo; e os complexos amilose-lipidios sdo mais resistentes as enzimas
digestivas do que a amilose livre. Esses autores produziram paes com formulagdes diferentes, o
pao adicionado de ARS, obtido a partir da complexacdo do amido de milho com alto teor de
amilose e o acido palmitico, e o pdo branco controle, sem adi¢do de ARS5, e analisaram a
concentracdo de glicose (glicose pos-prandial) e insulina plasmatica em humanos apds ingestao
do produto. Foi observado que o pico maximo de glicose plasmatica pos-prandial e de resposta
a insulina para o pao contendo amido resistente foi reduzido pela metade comparado ao pao

branco controle.
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3.9 EFEITO DA B-CICLODEXTRINA NAS PROPRIEDADES DOS AMIDOS E NA
FORMACAO DO COMPLEXO AMILOSE-LIP{DIO

As ciclodextrinas compdem uma série de oligossacarideos ciclicos, formados por
unidades de D-glicose unidas por ligagdes a (1—4). O exterior da molécula ¢ hidrofilico devido
ao grande nimero de grupos hidroxilas, ao passo que o interior da cavidade ¢ essencialmente
hidrofébico por conta do “revestimento” de carbono com grandes quantidades de oxigénio dos
residuos de 15 glicoses. Essa estrutura possibilita que as ciclodextrinas abriguem em seu
interior moléculas hidrofobicas (ZHOU et al., 2012).

Tratando-se amido com amilase derivada de Bacillus macerans, obtém-se uma mistura
bruta composta por aproximadamente 60% de a-ciclodextrina (seis unidades de glicose), 20%
de PB-ciclodextrina (sete unidades de glicose) e 20% de y-ciclodextrina (oito unidades de
glicose), juntamente com uma pequena quantidade de ciclodextrinas contendo mais de oito
unidades de glicose. Avangos biotecnologicos possibilitaram uma purificacdo mais eficiente
dessa mistura, ja que frequentemente, ao se tentar purificar amostras como essas, obtinham-se
dextrina lineares, proteinas e outras impurezas. A partir da década de 1970, a engenharia
genética passou a utilizar CGTases, enzimas mais especificas para a producdo das a-, p- e v-
ciclodextrinas do que as utilizadas anteriormente. A partir desses métodos mais refinados, foi
possivel obter um rendimento mais expressivo destes oligossacarideos (SICARD; SANIEZ,
1987; LOFTSSON; DUCHENE, 2007).

As ciclodextrinas formam complexos de inclusdo, nos quais moléculas de agua localizadas
dentro da cavidade lipofilica central sdo substituidas por outra molécula, também lipofilicas.
Entretanto, os grupos hidroxila localizados externamente a molécula sdo capazes de formar ligagdes
de hidrogénio com outras moléculas, capacitando a molécula a formar complexos soliveis em agua
com compostos lipofilicos ndo soliveis em agua (LOFTSON; DUCHENE, 2007). Esses
oligossacarideos sdo utilizados para aumentar a solubilidade de medicamentos insoluveis em agua
através do processo de formagdo de complexos de inclusdo. Além do aumento da solubilidade, a
formagdo desses complexos contribui para o aprimoramento da biodisponibilidade desses
compostos, reducdo de efeitos colaterais, aumento da estabilidade, entre outros (GEORGE;
VASUDEVAN, 2012).

As ciclodextrinas sdo produtos resultantes da hidrolise enzimatica de amidos,
apresentando grupos hidroxilas primarios e secundarios, nas aberturas de sua estrutura toroidal

tri-dimensional ou de bobina (Figura 5), que contém, normalmente, seis (a), sete () e oito (y)
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unidades de glicose, respectivamente, que s3o unidas por ligacdes a-(1-4) (LINDNER;
SAENGER, 1982). Devido ao seu arranjo espacial, o exterior da bobina ¢ muito mais
hidrofilico do que o interior, resultando em uma capacidade de formar complexos de inclusao
com outras substancias hidrofobicas, transmitindo simultaneamente a solubilidade em agua a

todo sistema (DE CASTRO et al., 2010; FRACETTO et al., 2007).

Figura 5: Estrutura toroidal da B-ciclodextrina (DE CASTRO et al., 2010).

A B-ciclodextrina pode ser utilizada na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética.
Em alimentos, pode ser utilizada para incorporar componentes pouco soluveis em agua
(LOFTSSON; DUCHENE, 2007), remover colesterol do creme de leite fresco e ovos (SHIM;
AHM; KWAK, 2003), mascarar ou reduzir sabores indesejaveis, proteger contra
decomposic¢des induzidas por luz (SZENTE; SZEJTLI, 2004) e melhorar as propriedades de
gelatinizagdo de amidos (KIM; HILL, 1984, GUNARATNE; CORKE, 2007), estendendo
assim, a vida de prateleira dos produtos.

Entre as ciclodextrinas, a BCD ¢ a mais usada na induastria para a formacdo de
complexos de inclusdo, devido a facilidade de producdo, pois ela ¢ mais estavel e menos
solivel em agua, sendo assim mais facil sua separacdo das outras ciclodextrinas. Também seu
rendimento a partir de amido € maior que o das outras ciclodextrinas (BONILHA, et al., 2006).
As CDs sdao normalmente vendidas como um po fino e cristalino, o qual permanece estavel por
um longo tempo (BIWER; ANTRANIKIAN; HEINZLE, 2002).

Segundo Szente e Szejtli (2004), compostos de sabor complexados com BCD
apresentam resisténcia consideravel no que diz respeito a sor¢ao de umidade e aglomeragao no
armazenamento em ambiente com umidade elevada. Outro exemplo de utilizagdo da BCD ¢ na

preparacdo de emulsdes dgua em Oleo, como maionese e molhos para salada: devido a sua
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estrutura, a BCD ¢ capaz de estabilizar esse tipo de emulsdo. Componentes que dao cor ao
ketchup, por exemplo, podem se estabilizar com a adigdo de 0,2% de BCD. Com isso, o
aquecimento no processamento nao descolore o produto. Além disso, pode-se adicionar fCD
em sucos em pod para evitar escurecimento, ja que este produto contém aguicares € aminoacidos,
e aglomeragao das particulas.

Ratnasooriya e Rupasinghe (2012) utilizaram a BCD para extrair compostos fenolicos
bioativos do bagago de uva. Os resultados de seus estudos indicaram que ha um potencial na
aplicacdo da BCD no pré-tratamento do suco de uva, de modo a aprimorar estes compostos
fenolicos bioativos. Além disso, ha um potencial para o uso na recuperacdo de compostos
fenolicos de subprodutos provenientes de frutas processadas para a producdo de compostos
bioativos em po, podendo ser utilizados posteriormente para agregar valor aos alimentos. Outro
uso da BCD se encontra no nicho dos aditivos alimentares. Gomes et al. (2013), através de
métodos instrumentais de avaliagdo de cor em iogurtes, constataram que complexos de inclusdo
formados com a BCD e os pigmentos provenientes de pimentdo vermelho da espécie 17
Capsicum annuum demonstraram mais estabilidade na cor do que quando utilizado o extrato
cru de pimentdo vermelho.

Em amidos, a BCD modifica suas propriedades fisico-quimicas. Kim e Hill (1984)
constataram que a BCD aumentou significativamente o poder de inchamento, solubilidade,
amilose lixiviada e viscosidade do amido de trigo, proporcionalmente a ruptura dos complexos
amilose-lipidio. Quando a BCD estd complexada, ela ¢ menos solivel e mais estdvel. No
entanto, Li, Huang e Corke (2000) relataram redugdo da viscosidade do amido de trigo com
adicao da a-amilase, na presenca da BCD, mas, aumentou a viscosidade de pico para farinha de
trigo nas mesmas condicoes, sugerindo que a BCD tem forte influencia na inibi¢do da a-amilase
no endosperma do trigo.

Gunaratne e Corke (2007) avaliaram a influéncia da BCD e da hidroxipropil (-
ciclodextrina (HP BCD) nas propriedades funcionais de amidos de trigo, arroz e batata, e do
complexo amilose-lipidio nos amidos de cereais, e, relataram que ambas a BCD e HP BCD
provocaram um aumento do poder de inchamento, solubilidade, amilose lixiviada e uma
redu¢do na entalpia de gelatinizagdo dos amidos nativos e dos complexos, além de provocar a
ruptura do complexo amilose-lipidio pela complexacdo da ciclodextrina com os lipidios,
produzindo um novo complexo lipidio-ciclodextrina-amilose. Esses autores relataram que o

efeito da BCD ¢ mais pronunciado no segundo estagio da gelatinizagdo do amido.
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Tian et al. (2009) ao estudarem a influéncia da BCD e do monoestearato de glicerol
(GMS) nas propriedades fisico-quimicas de amido de arroz, observaram que as caracteristicas
de retrogradagao deste amido foram modificadas tanto pela BCD quanto pelo monoestearato de
glicerol (GMS), sendo que a reducdo na taxa de retrogradagao foi maior quando BCD foi usada.
Este efeito foi atribuido a interacdo da BCD com a amilose, sendo possivel a observacdo do
complexo amilose-BCD nas curvas obtidas por Calorimetria Diferencial de Varredura.

Em outro estudo, Tian et al. (2010) relataram que a interagdo BCD com o complexo
amilose-lipidio ocorreu no amido retrogradado, sendo que esta interacdo primeiramente
destruiu a formac¢do do complexo amilose-lipidio e competiu com a amilose para formar o
complexo de inclusdo BCD-lipidio e, posteriormente, a BCD interagiu diretamente com a
amilose para formar o complexo amilose-BCD-lipidio (Figura 6). A formacdo do complexo
amilose-BCD-lipidio causou desordem da conformacdo das moléculas de amido, resultando no
atraso na taxa de retrogradacdo do amido.

Zhan, Tian e Tong (2013) avaliaram amido de arroz modificado pela presenga da BCD e
constataram que a BCD pode interagir com o amido de modo a obter um maior rendimento de
amido lentamente digerivel. Segundo esses autores, a baixa digestibilidade se da pela formagao de
complexos de ndo-inclusdo entre a BCD e o amido, este complexo apresentou baixa resisténcia a
enzima. Além disso, esses complexos sdo mais uteis para melhorar o rendimento do amido de baixa
digestibilidade (ALD) do que o complexo amido-lipidio.

Poucos estudos estdo disponiveis na literatura sobre o efeito da BCD nas interagdes
amido-lipidios e nas propriedades fisico-quimicas de amidos, os quais apresentam muitas vezes

resultados contraditérios, justificando assim a necessidade de mais estudos sobre o assunto.
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Figura 6: Modelo proposto para o complexo amilose-BCD-lipidio: (a) hélices de amilose, (b) moléculas de agua;
(c) moléculas de BCD; (d) moléculas de monogliceridios (TIAN et al., 2010).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

As matérias-primas utilizadas neste trabalho foram amidos comerciais de milho normal,
milho ceroso e milho com alto teor de amilose, denominados Amilogill 2100, Amido de milho
“waxy” e AmyloGel 03003, respectivamente. Estes amidos foram gentilmente fornecidos pela
Cargill Agricola S/A (Sao Paulo, Brasil), e os graos de trigo Triticum aestivum L., fornecidos
pelo Moinho Regis (Goiania, GO) para extracdo do amido em laboratorio.

O emulsificante monoestearato de glicerol (GMS) foi obtido da Alfa Aesar Jonhson
Mtthey Company (Massachusetts, EUA), ¢ a B-ciclodextrina (BCD) foi obtida da Sigma

Chemical Co. (St. Louis, EUA). Todos os reagentes utilizados foram puros para analise.

42 METODOS

4.2.1 Caracterizacio dos amidos nativos

4.2.1.1 Extracdo do amido de trigo

O amido de trigo foi isolado segundo metodologia descrita por Raeker et al. (1998). Os
grios de trigo foram macerados em HCL 0,02 M na propor¢do de 10 mL.g™' de gréo por 18 h a
4° C para amolecimento da casca, e posteriormente neutralizados com NaOH 0,2 M.

Os graos foram moidos com &gua na propor¢do de 1:1 (v:v), num liquidificador
industrial de aco inox com capacidade para 4 L. O tempo de moagem foi de 20 s. A mistura foi
filtrada em peneira de nylon com 105 um de didametro com auxilio de vacuo e a fra¢do retida na
peneira foi triturada novamente para garantir maior rendimento de amido. Em seguida, o
filtrado foi passado através de peneira de nylon com 65 pm de didmetro, com auxilio de vacuo
para remogao das fibras. O amido presente no filtrado foi recuperado por centrifugagao a 3000
x g por 10 min.

O amido precipitado foi ressuspendido em agua destilada e centrifugado a 3000 x g por
10 min para separar a camada de amido (inferior) da camada de proteina (superior) de
coloragdo verde/marrom, que foi removida com auxilio de espatula. O procedimento para
separacao da proteina foi repetido trés vezes. Em seguida, o amido foi purificado com solugao
de tolueno: NaCl 0,2 M na proporg¢do de 1:5, sob agitagcdo forte durante 30 min (em capela).

Apds a agitacdo, a mistura permaneceu em repouso por 1 h para decantagdo do amido e
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suspensdo da proteina. A proteina foi retirada por suc¢do e descartada. O procedimento para
purificacdo do amido foi repetido mais duas vezes para garantir total remog¢ao da proteina.

O amido desproteinizado foi novamente ressuspendido em agua destilada e centrifugado
a 3000 x g por 10 min. Este procedimento foi realizado até remocao total da solugdo tolueno:
NaCl. Em seguida, o amido desproteinizado foi seco em estufa com circulacao de ar a 40 °C

por 12 h.

Amidos de milho
Os amidos comerciais de milho normal, milho ceroso ¢ de milho com alto teor de
amilose foram fornecidos pela Cargill Agricola S/A com as especificagdes apresentadas no

laudo de qualidade conforme mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Parametros fornecidos no laudo de qualidade dos amidos de milho cormecial
fornecidos pela Cargill.

Amido Umidade (%)  Proteina (%) Analises microbioldgicas
Amilogill2100 (normal) 11,55 0,36 Ausente
Waxy (ceroso) 11,10 0,40 Ausente
AmyloGel 03003 (alta amilose) 10,50 0,33 Ausente

4.2.1.2 Composi¢do quimica dos amidos

Os teores de umidade, lipidios, proteinas, cinzas e fibras foram determinados de acordo
com os Approved Methods of the American Association of Cereal Chemists (AACC) (2000). O
teor de fosforo foi determinado de acordo com o método espectrofotométrico de Smith e
Caruso (1964). O teor de carboidratos foi determinado por diferenca. Todas as determinagdes

foram realizadas em triplicata.

4.2.1.3 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) dos amidos nativos foi realizada usando
um Microscopio Eletronico de Varredura, (modelo DSM 960 ZEISS - Digital Scanning
Microscope”). Uma pequena quantidade de amostra, previamente desidratada com etanol
absoluto, foi colocada sobre uma fita adesiva de carbono aderida a um disco metalico, o qual

foi conduzido a um metalizador (modelo SCD 050, Balzers, Liechtenstein) para aplicagdo de
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uma camada de 20 nm de ouro. As amostras assim preparadas foram observadas no

microscopio eletronico de varredura e imagens com aumentos de 2000 vezes foram obtidas.

4.2.1.4 Microscopia de forga atomica

A andlise de microscopia de forca atomica (MFA) foi realizada no Laboratorio de
Microscopia do Instituto de Fisica da Universidade de Sdo Paulo — USP, campus de Sao
Carlos-SP, utilizando um microscopio de forgca atomica (marca Bruker, modelo Icon, Santa
Barbara-CA, USA). O suporte de mica foi preparado a partir da dissolu¢do com acetona da
por¢do de cola presente em “fita magica” transparente da marca 3M. Aliquotas dos amidos
nativos de trigo, milho normal, milho ceroso e milho com alto teor de amilose em suspensao (5
mg/mL) foram depositadas sobre o suporte de mica previamente preparada e secas a
temperatura ambiente. Em seguida, a mica contendo a amostra foi colocada no microscépio e,
em contato intermitente com o cantilever de silicio retangular com constantes de mola 40 N.m'
e frequéncia de operagdo de 330 Khz, as imagens foram capturadas. As imagens topograficas
em 3D, de fase e de amplitude, e as medidas de didmetro e altura dos granulos de amidos foram
obtidas e editadas a partir do software NanoScope Analysis proprio do microscopio de forca

atomica.

4.2.1.5 Distribuicao do comprimento de cadeia ramificada da amilopectina
4.2.1.5.1Desramificacdo dos amidos

Os amidos foram inicialmente desengordurados conforme descrito por Jane e Chen
(1992), com modificagdes. Amostras de 50 mg de amido foram dispersas em 5 mL de DMSO
90% e mantidas em banho de agua fervente durante 1 h com agitacdo, e por mais 16 h a
temperatura ambiente. Uma aliquota de 0,5 mL da dispersdo de amido foi misturada a 2 mL de
etanol absoluto e o amido precipitado foi recuperado por centrifugagio a 12000 x g por 10 min.

As amostras desengorduradas foram desramificadas utilizando enzima isoamilase (EC
3.2.1.68) obtida de Pseudomonas sp., da marca Megazyme International Ireland Ltd. (Wicklow,
Irlanda), seguindo o procedimento descrito por Wong e Jane (1995), com modificagdes. A 5
mg de amido desengordurado foram adicionados 1,8 mL de dgua ultra pura (18 MQ.cm) e as
amostras foram mantidas em banho de agua fervente por 30 min com agitacdo. Apos
resfriamento, 0,2 mL de tampao acetato 0,1 M pH 3,5, 6 uL de solugdo de azida 10% (m/v) e 3
pL de isoamilase (Megazyme, 3 U), foram adicionados e a suspensdo foi incubada a 40 °C por

16 h sob agitacdo de 100 rpm. Apos este periodo, o pH foi ajustado para 6,5 - 7,0 com NaOH
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IM e a suspensdo foi colocada em banho de dgua fervente por 15 min, para inativacdo da
enzima. Apds atingirem a temperatura ambiente as amostras foram filtradas em membranas de

teflon de 0,22 um.

4.2.1.5.2 Cromatografia de troca anidnica de alta eficiéncia com deteccdo amperométrica
pulsada (HPAEC-PAD)

A distribuicdo do comprimento de cadeias ramificadas das amilopectinas dos amidos
nativos foi analisada por cromatografia de troca idnica de alta eficiéncia com detector de pulso
amperométrico (HPAEC-PAD) (ICS 3000, Dionex Corporation, Sunnyvale, EUA) equipado
com amostrador automatico AS40.

Amostras (20uL) preparadas como descrito anteriormente foram automaticamente
injetadas no sistema HPAEC-PAD constituido por uma coluna de troca anionica CarboPac PA-
100 (250x4 mm), em combinagdo com uma guarda-coluna CarboPac PA-100. A forma de onda
empregada foi a “standard quadruple” com os seguintes potenciais de pulso e duracdes: E; =
0,10 V (t; =0,40 s); E; =-2,00 V (t; = 0,02 s); E3 =0,60 V (t3 = 0,01 s); E4s =-0,10 V (t4 = 0,06
s). A fase movel utilizada para a separagdo era constituida pelo eluente A (150 mM NaOH) e
eluente B (500 mM acetato de sodio ¢ 150 mM NaOH) com fluxo de 0.8 mL.min" e
temperatura de 40°C. Os eluentes foram preparados com &agua deionizada ultra pura (18
MQ.cm) e degaseificados com Nj. O gradiente utilizado foi: 0-15 min, gradiente linear de 28 a
40% de eluente B; e 15-95 min, gradiente linear terminando com 72% de eluente B. Uma
mistura de maltodextrinas (DP 1-7), contendo diferentes concentragoes (31, 42, 23,42, 39,33 ¢
48 ng.mL™, respectivamente) de cada agucar, foi utilizada para identificacdo da série homoéloga
de comprimento de cadeias. Os dados foram coletados e analisados utilizando-se o software

Chromeleon, versao 6.8 (Dionex Corporation, EUA). A andlise foi realizada em duplicata.

4.2.1.6 Afinidade por iodo e teor de amilose
4.2.1.6.1 Isolamento da amilopectina

As amilopectinas dos amidos nativos foram isoladas conforme método de Jane e Chen
(1992) com modificacdes. Amostras de 1 g de amido foram dispersas em 100 mL de DMSO
90% em banho de agua fervente por 1 h e por mais 16 h a temperatura ambiente. O amido foi
precipitado em 200 mL de etanol anidro e centrifugado a 12000 x g por 15 min. O precipitado
foi ressuspendido em 200 mL de dgua deionizada quente, o pH foi ajustado para 5,9-6,3,

utilizando tampao fosfato (16,4% de KH,POy4 e 3,6% K;HPO,).
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A suspensao foi colocada em banho de dgua fervente com refluxo por 1 h adicionada de
15-20% de n-butanol. Essa mistura foi deixada em refluxo por mais 30 min e entdo transferida
para uma garrafa térmica pré-aquecida onde foi lentamente resfriada por 36 h. O complexo
amilose-butanol formado foi separado por centrifugagdo a 12000 x g por 15 min.

O sobrenadante foi evaporado até metade do volume inicial em rotoevaporador e
colocado novamente em refluxo. Essa etapa foi repetida até que ndo se observasse mais
precipitado de amilose.

A amilopectina foi precipitada com adi¢do de metanol e recuperada por centrifugagdo a
1200 x g, por 10 min. Em seguida, foi lavada duas vezes com etanol anidro, recuperada por

filtragdo a vacuo, e, seca em estufa com circulacio forcada de ar a 40 °C por 24 h.

4.2.1.6.2 Determinacao do teor de amilose aparente e absoluto

Os amidos nativos foram previamente desengordurados conforme descrito por Jane e
Chen (1992) com modificagdes, como descrito no item 4.2.1.5.1. As afinidades por iodo (AI)
dos amidos desengordurados e das amilopectinas isoladas foram determinadas usando um
autotitulador potenciométrico (716 DMS Titrino, Metrohm, Suica). Os teores de amilose
aparente e absoluto foram determinados usando a metodologia descrita por Schoch (1964) com
modificagdes por Kasemsuwan et al. (1995). Todas as determinagdes foram realizadas, no
minimo, em triplicata. O teor de amilose aparente foi calculado segundo a Equacao 1, e para o

teor de amilose absoluto foi utilizada a Equagao 2:

AM,,=100= AL /20% (1)
AM,,.=100= (AT -Al;)/(20%- Al ) 2)
Onde,

AM,, = teor de amilose aparente
AM,,s = teor de amilose absoluta
Al = afinidade por iodo do amido integral
Alp = afinidade por iodo da amilopectina isolada
20% = afinidade por iodo da amilose pura (TAKEDA; HIZUKURI, 1987).
4.2.1.7 Difragao de raios-X
As umidades dos amidos nativos foram equilibradas em dessecador contendo solugao de

BacCl, saturada (25 °C, aw = 0,9) durante 10 dias. Os padrdes de difracao de raios-X, foram
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determinados em difractdmetro de bancada (Rigaku MiniFlex 300, Tokyo, Japan), com
radiagdo de Cu, linha K, L = 1,542 A. A velocidade de varredura foi de 2° por minuto e as
condi¢des de uso foram 30 kV e 10 mA A cristalinidade relativa foi quantitativamente
calculada baseando-se na relagdo entre a area dos picos e area total dos difractogramas,
conforme método descrito por Nara e Komiya (1983), utilizando o software Origin versao 7.5

(Microcal Inc., EUA), e, os difractogramas foram suavizados utilizando a ferramenta ‘Smooth’.

4.2.1.8 Amilose lixiviada

O teor de amilose lixiviada dos amidos nativos foi determinado segundo método
descrito por Palav e Seetharaman (2006). Amostras de 20 mg (b.s.) dos amidos foram pesadas,
e 10 mL de dgua destilada foi adicionados. Os tubos foram aquecidos a diferentes temperaturas
(65, 75, 85 e 95 °C) por 30 min. Em seguida, foram resfriados a temperatura ambiente, e
centrifugados a 2000 x g por 10 min. Uma aliquota (0,05 mL) do sobrenadante foi tratada com
0,25 mL de solucdo de iodo (0,2% KI e 0,02% I,). A cor azul foi quantificada apds 20 min a
630 nm usando microleitora de absorbancia. O calculo de amilose lixiviada foi realizado a
partir da leitura da absorbancia, utilizando equagdo da reta da curva padrao de amilose pura de

batata (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) de concentragdo conhecida.

4.2.1.9 Fator de expansao e solubilidade
A solubilidade (S) foi determinada a 80 °C de acordo com método descrito em
Gunaratne e Corke (2007). O fator de expansdo (FE) dos amidos nativos foi determinado
conforme metodologia de Tester e Morrison (1990). Amostras dos amidos (200 mg) foram
pesadas em tubos de centrifuga (50 mL) e 5 mL de agua destilada foram adicionados. Os tubos
foram tampados e colocados em banho Dubnoff nas temperaturas de 65, 75, 85, 95 °C, sob
agitacdo constante, por 30 min. Em seguida, os tubos foram resfriados a temperatura ambiente,
¢ 0,5 mL de dextrana azul (5 mg.mL™") foi adicionado. Os tubos foram delicadamente agitados
por inversao manual apods adi¢ao da dextrana azul, entdo, centrifugados a 2000 x g por 5 min e
a absorbancia do sobrenadante (A;) foi medida a 620 nm em espectrofotdmetro. A absorbancia
do tubo de referéncia (A;), no qual ndo havia amido, também foi medida.
O FE foi calculado baseado na massa (m) do amido corrigido para base seca, assumindo
como densidade do amido o valor de 1,4 g.mL . Agua livre ou sobrenadante intersticial (AL)

foi dada por:
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AL (mL)=5,5 (Ar/ As) - 0,5 3)

O volume inicial do amido (V) é:

Vo (mL)=m (g)/ 1,4 “4)

E o volume de 4gua intragranular absorvida (V;):

Vi=50-AL (5)

Entdo, tem-se que o volume de inchamento dos granulos de amido (V) ¢:

V2 = V() + V1 (6)
FE = V2 / Vo (7)
Onde:

m - massa de amostra (em gramas)
As - absorbancia do sobrenadante

Ar - absorbancia do tubo de referéncia.

4.2.1.10 Propriedades de pasta

As propriedades de pasta dos amidos nativos foram determinadas utilizando um Répido
Viscoanalisador (RVA-4, Newport Scientific, Austrdlia) de acordo com o procedimento
descrito por Putseys et al. (2010) com modifica¢cdes. Suspensdes de amido (10 % m/m, num
total de 27,5 g) foram colocadas em recipientes de aluminio proprios do equipamento, e estes
acoplados ao RVA. No inicio da andlise, 0 RVA foi mantido a 40 °C durante 2 min; apds este
tempo, foi aquecido a 95 °C em 11 min a uma razio de 5 °C.min"', ¢ permanecendo nesta
temperatura por 10 min; entdo o RVA foi resfriado a 40°C também a uma taxa de 5°C.min"" e
permaneceu nesta temperatura por 20 min. Foram necessarios 54 min para completar o
experimento. Durante todo o experimento o RVA manteve as suspensdes sob agitagdo a 160
rpm. O programa Termoclines for Windows, versdo 2.2 (Newport Scientific, Australia) foi
utilizada para o processamento dos resultados. Todas as determinagdes foram realizadas em

triplicata.
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4.2.1.11 Propriedades térmicas

As propriedades térmicas dos amidos nativos foram determinadas utilizando um
Calorimetro Diferencial de Varredura (DSC-Pyris 1, Perkin Elmer, Waltham, EUA), baseando-
se na metodologia descrita por Boltz e Thompson (1999), com modificacdes.

Amostras de 2 mg (b.s.) dos amidos foram pesadas em porta amostras de aluminio,
proprios para o equipamento DSC. Agua deionizada (6 uL) foi adicionada, e, os porta amostras
foram selados em prensa especifica (Perkin Elmer, Waltham, EUA). Apds selados, os mesmos
foram mantidos por 12 h a temperatura ambiente para uniformizar a distribuicdo da agua. Em
seguida, a analise foi realizada em trés etapas: na primeira etapa foram aquecidos de 25 a 140
°C, na segunda etapa foram resfriados de 140 a 25 °C, e na terceira etapa foram reaquecidos de
25 a 140 °C, todas as etapas foram realizadas a uma razio de 20 °C.min"". Um porta amostra de
aluminio vazio foi utilizado como referéncia.

As temperaturas de transi¢do (inicial, pico e final) e a varia¢do de entalpia (AH) dos
amidos durante aquecimento, resfriamento e reaquecimento foram determinadas utilizando o
software Pyris 1 (Perkin Elmer, Waltham, EUA). Todas as analises foram realizadas em, no

minimo, triplicata.

4.2.1.12 Sinérese de pasta

A sinérese das pastas dos amidos nativos foi determinada a partir da metodologia
descrita por Hood e Seifried (1974). Géis de amidos com concentracdo de 8% m/v foram
preparados e estocados em geladeira a 7 °C durante 10 dias para determinagdo da sinérese.
ApoOs estocagem, os géis foram centrifugados a 2000 x g por 10 min e o liquido liberado foi

pesado e expresso em porcentagem da massa total da amostra (g.100g™).

4.2.1.13 Transparéncia de pasta
A transparéncia dos géis dos amidos nativos com concentragdo de 8% (m/v) foi
determinada pela medida do percentual de transmitancia (T%) a 650 nm, em triplicata,

conforme metodologia de Craig et al. (1989).
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4.2.2 Estudos da adicio do GMS e/ou da BCD nos amidos de cereais
Os estudos in vitro da adi¢do do GMS e/ou da BCD aos amidos foram realizados usando
amido nativo com ou sem adicao de 3% de BCD na presenga de 0, 1, 2, e 3% de GMS. A BCD
foi incorporada na forma de p6 sendo misturada ao amido antes da adi¢ao da agua, enquanto o
GMS foi aquecido em 4gua a 70 °C, antes da incorporag¢do do amido com ou sem BCD.
Determinacdes de amilose lixiviada, fator de expansdo, propriedades de pasta,
propriedades térmicas, sinérese e transparéncia dos géis foram realizadas de acordo com as

metodologias descritas anteriormente.

4.2.3 Preparacio dos complexos amido-emulsificante

A preparacdo do complexo amido-GMS foi baseada no procedimento descrito por
Galloway, Biliaderis e Stanley (1989). Amostras de 4 g de amido foram dissolvidas em 25 mL
DMSO. Esta solugdo foi diluida em 375 mL de 4gua destilada fervente e mantida por 30 min
em banho-maria com agitacdo. O GMS (1, 2, e 3% p/v) foi dissolvido em etanol pré-aquecido
(65 °C). A solucao de GMS foi adicionada gota a gota a solucdo de amido com agitagao
continua. A BCD (3% m/m), quando presente, foi adicionada diretamente na solugdo de amido.
A mistura foi incubada a 90 °C, por 4 h com agitacdo a cada 30 min.

A mistura foi resfriada lentamente a temperatura ambiente por aproximadamente 16-20
h em garrafa térmica. O complexo foi recuperado por centrifugacdo a 15 000 x g por 20 min a 6
°C, lavados trés vezes com agua destilada, centrifugados a 15 000 x g por 15 mina 6 °C e

entdo liofilizados.

4.2.4 Analise dos complexos produzidos

Analises de microscopia eletronica de varredura, microscopia de forca atomica e
difracdo de raios-X dos complexos sintetizados dos amidos de trigo, milho normal, milho
ceroso ¢ milho com alto teor de amilose com 1, 2 ¢ 3% de GMS sem e com 3% BCD foram
realizadas conforme metodologias descritas nos itens 4.2.1.3, 4.2.14 e 4.2.1.7,
respectivamente. No entanto, para a microscopia de forca atdmica a suspensdo dos complexos
(5 mg.mL'l) foram depositadas diretamente sobre o substrato de mica sem o prévio tratamento

com a cola.
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4.2.4.1 Propriedades térmicas

Amostras de 2 mg (b. s.) dos complexos sintetizados foram pesadas em porta amostras
de aco inox, proprios para o equipamento DSC. Agua deionizada (12 pL) (KARKALAS et al.,
1995) foi adicionada, e, os recipientes foram selados em prensa especifica (Perkin Elmer,
Waltham, EUA). Apds selados, os recipientes foram mantidos por 12 h a temperatura ambiente
para uniformizar a distribuicao da agua. Em seguida, a analise foi realizada em trés etapas: 1.
aquecimento de 25 a 200 °C; 2. resfriamento de 200 a 25 °C; 3. reaquecimento de 25 a 200 °C;
Todas as etapas foram realizadas a uma razao de 20 °C/minuto. Um porta amostra de ago inox
vazio foi utilizado como referéncia.

As temperaturas de transicao (inicial, de pico e final) e a variagdo de entalpia (AH) dos
complexos amido-lipidios durante aquecimento, resfriamento e reaquecimento foram
determinadas utilizando o software Pyris 1 (Perkin Elmer, Waltham, EUA). Todas as analises

foram realizadas em, no minimo, triplicata.

4.2.4.2 Digestibilidade in vitro

A digestibilidade in vitro foi realizada seguindo o método de Englyst et al. (1992).
Amostras de 0,5 g foram pesadas em béqueres, adicionadas de 20 mL de tampao acetato 0,1 M
e pH 5,2, e colocadas no banho térmico a 37 °C por aproximadamente 5 min. Em seguida, 5
mL de preparado de enzimas (pancreatina, amiloglucosidade e invertase) foi adicionada e
imediatamente foi retirado uma aliquota de 0,5 mL nos tempos de 0, 20 e 120 min e colocados
em tubos contendo etanol absoluto. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 3000 x g por 5
min e a glicose liberada com 20 e 120 min, foram quantificadas usando o kit de glicose
oxidase-peroxidase. Para quantificacdo do amido resistente (AR), os béqueres foram
adicionados de KOH 7 M e incubados em banho de agua a 25 °C por 30 min. Posteriormente,
uma aliquota de 1 mL foi retirada e adicionada em béquer contendo é4cido acético 0,5 M. A
amiloglucosidase (50 U.mL™") foi adicionada e a mistura foi incubada em banho a 60 °C por 30
min. Em seguida, o béquer foi colocado em banho fervente por 10 min e resfriado a
temperatura ambiente. Uma aliquota de 5 mL foi retirada e adicionado em tubos contendo agua
destilada que foram centrifugados a 3000 x g por 5 min, e o AR foi quantificado usando o kit de
glicose oxidase-peroxidase.

Os valores de fracoes de amido rapidamente digeriveis (ARD), amido lentamente

digeriveis (ALD) e o AR foram obtidos baseado nas defini¢des de Englyst et al. (1992) que
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combinou os valores de G20 (glicose liberada apds 20 min), G120 (glicose liberada apos 120

min), FG (glicose livre) e TG (glicose total) usando as seguintes equagoes:

ARD (%) = (G20 - FG) x 0,9/ TS (8)
ALD (%) = (G120 - G20) x 0,9 / TS (9)
AR (%) = [TS - (ARD + ALD)] / TS (10)

4.2.5 Analise estatistica

Todos os dados foram obtidos em no minimo duplicata. Os dados foram avaliados
através do programa Statistica 7.0 (STATSOFT, 2007), abrangendo a analise de variancia
(ANOVA) e comparacao de médias pelo teste de Tukey (p <0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DOS AMIDOS NATIVOS
5.1.1 Composicao Quimica

Os teores de umidade dos amidos apresentaram-se dentro da faixa de 10-15%,
considerada 6tima para amidos, evitando-se amidos muito secos e com provavel degradagao
estrutural, ou amidos com alta atividade de 4gua, que favorece a proliferacdo de
microrganismos (TESTER, 1997). A pureza do amido depende da quantidade de constituintes
menores, como lipidios, proteinas, foésforo e cinzas, que variam com a fonte botanica e o
processo de extragdo. No entanto, baixas concentragdes de lipidios e cinzas e auséncia de
proteina aderida aos granulos s3o desejaveis.

A composi¢ao quimica dos amidos em relagdo a matéria seca ¢ apresentada na Tabela 2.
Os teores de carboidratos obtidos para todos os amidos foram elevados, variando de 99,1% para
o amido de milho com alto teor de amilose a 99,7% para o amido de milho ceroso. Estes
resultados indicam que os amidos apresentaram alto grau de pureza, e, o processo de extragdo

do amido de trigo, em laboratorio, foi eficiente.

Tabela 2- Composi¢do quimica do amido de trigo e dos amidos de milho com diferetnes
niveis de amilose (% em relagdo a matéria seca)'.

Amidos
Componentes (7o) Trigo Milho normal ~ Milho ceroso Milho .C/ alto
teor amilose

Carboidratos totais® 99,20 99,50 99,70 99,10

Proteinas 0,23 £0,00 0,28 +0,01 0,16 +0,00 0,58 £0,03
Lipidios 0,75 +£0,02 0,41 £0,01 0,12+ 0,01 0,29 £ 0,01
Cinzas 0,13 +£0,00 0,05 +0,00 0,05 +0,00 0,08 +£0,00
Fosforo 0,05 +£0,00 0,01 £0,00 0,01 £0,00 0,03 +£0,00

'Valores médios de 3 repeti¢des seguidos pelos desvios-padrio.

Dentre os constituintes menores dos amidos, os teores de lipidios livre e fosforo sdo os
mais importantes, pois modificam as propriedades funcionais dos amidos. Devido a maiores
concentragdes de lipidios nos amidos de cereais, estes estdo mais sujeitos a complexagdes. O
teor de lipidios dos amidos estudados variou de 0,12 a 0,75%, sendo o maior valor encontrado
para o amido de trigo e o menor para o amido de milho ceroso. Estes resultados sdo similares

aos encontrados na literatura. Morrison (1995) encontrou 0,70% de lipidios em amido de trigo e
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0,20% em amido de milho ceroso, enquanto Weber, Collares-Queiroz ¢ Chang (2009)
encontraram 0,27% em amido com alto teor de amilose. Em amidos de cereais, os lipidios ndo
sao retirados com facilidade, pois a maioria encontra-se esterificado com acido fosforico ou
pode estar associado a amilose (MORRISON, 1988; NELLES et al., 2000), sendo portanto,
compreensivel o menor conteudo de lipidios em amidos cerosos. A diferenca observada entre o
valor obtido para o amido de milho normal e aquele observado por Morrison (1995), 0,80%, e
por Weber, Collares-Queiroz e Chang (2009), 0,12%, pode estar relacionada aos processos de
extra¢do, bem como diferentes variedades e condi¢des de cultivo do milho.

O teor de fosforo encontrado para os diferentes amidos variou de 0,01% no amido de
milho ceroso ¢ 0,05% no amido de trigo. O fosforo pode ser encontrado nos amidos em trés
formas principais: monoéster fosfato, lisofosfolipidios (LFL) e fosfato inorganico. Em amidos
de cereais, o fosforo ¢ encontrado principalmente na forma de lisofosfolipidios, enquanto que
em amidos de raizes e tubérculos, e em amidos cerosos, se encontra principalmente como
monoéster fosfato e, em pequena quantidade, como fésforo inorganico (KASEMSUWAN;
JANE, 1996). Segundo Morrison (1988), o amido de trigo talvez seja a fonte mais pura de LFL
apresentando cerca de 0,73 a 1,05% e cujas moléculas duplamente carregadas possuem
excelentes caracteristicas emulsificantes, explicando assim seu maior teor de fosforo em
relacdo aos outros amidos. Este valor foi similar aos encontrados por Franco et al. (2002),
quando analisaram oito cultivares de trigo brando. Segundo Jane, Kasemsuwan e Chen (1996),
o amido de milho normal possui cerca de 0,02% de fosforo presente nos fosfolipidios, e o
amido de milho com alto teor de amilose 0,01% , valores menores que o do amido de trigo, o
qual apresenta maior conteudo de fosfolipidios. Amidos com altos teores de fosfolipidios
produzem pastas mais opacas € com menor transmitancia, e, limita o inchamento do granulo
(JANE; KASEMSUWAN; CHEN, 1996). Diferencas no teor de foésforo estdo relacionadas as
variagoes genéticas dentro de cada espécie (LIM; KASEMSUWAN; JANE, 1994).

5.1.2 Morfologia dos granulos

Na Figura 7 estdo apresentadas as micrografias dos granulos de amidos nativos de trigo,
milho normal, milho ceroso e milho com alto teor de amilose observadas em MEV e, na Figura
8 estdo apresentadas imagens em 3D dos amidos estudados a partir de MFA. A forma dos

granulos variou com a fonte boténica.
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Figura 7: Micrografias dos granulos dos amidos nativos observados por MEV: A: amido de trigo; B: amido de
milho normal; C: amido de milho ceroso e D: amido de milho com alto teor de amilose.
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Figura 8: Imagens topograficas em 3D dos granulos dos amidos nativos observadas por MFA: A: amido de trigo
(tamanho da varredura 60 pm x 60 um); B: amido de milho normal (tamanho da varredura 40 pm x 40 um); C:
amido de milho ceroso (tamanho da varredura 40 pm x 40 um) e D: amido de milho com alto teor de amilose
(tamanho de varredura 30 pm x 30 pm).

Os granulos de amido de trigo (Figuras 7A e 8A) apresentaram distribui¢do bimodal. Os
granulos maiores, denominados tipo A, apresentaram formato lenticular e de disco, enquanto os
granulos menores, tipo B, apresentaram formato esférico. As imagens em 3D (Figura 8§ A) do
amido de trigo mostraram granulos de diferentes tamanhos, com didmetros de ~30 um e alturas
de 5,79 um para os granulos maiores (tipo A), e didmetros de ~ 11,49 um e alturas de ~3,53
um para os granulos menores (tipo B). Um exemplo do perfil de medidas obtidas a partir do
software NanoScope Analysis ¢ apresentado na Figura 9, onde a imagem topografica mostrada
a esquerda (Figura 9A) representa a visualizacdo da topologia da superficie dos granulos de
amido, e a imagem da direita (Figura 9B) representa a se¢do transversal dos granulos

correspondente as retas pontilhadas definidas na imagem topografica. As linhas verticais
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pontilhadas azuis, situadas na extremidade e no ponto mais alto do granulo, resultam na medida
de altura do granulo, representada na linha azul da tabela como distancia vertical, enquanto que
as duas linhas pontilhadas vermelhas situadas entre as duas extremidades do granulo resultam
na medida do diametro, representada na linha vermelha da tabela como distancia horizontal.
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Figura 9: Perfil de didmetro e altura do amido nativo de trigo, obtido a partir da imagem topografica observada
por MFA.

Os amidos de milho normal (Figuras 7B e 8B) e milho ceroso (Figuras 7C e 8C)
apresentaram granulos com formatos semelhantes. Para ambos os amidos foram observados
formatos circulares e poliédricos, sendo que na superficie de alguns granulos dos amidos de
milho normal e ceroso foram notados poros e depressdes. Porém, os granulos do amido de
milho normal apresentaram diametros variando de 11 a 21 um e altura de 5 a 11 pm, enquanto
os granulos do amido de milho ceroso apresentaram menor didmetro (de 8 a 19 pm) e maior
altura (de 1 a 13 pm). O amido de milho com alto teor de amilose (Figuras 7D e 8D) apresentou
granulos com formatos cilindricos, arredondados e alguns granulos bem alongados, com a
superficie mais lisa em relagdo aos amidos de milho normal e milho ceroso. Os granulos
alongados estdo relacionados com o teor de amilose do amido, de modo que a quantidade de
granulos alongados aumenta com o aumento do teor de amilose do amido (JIANG et al., 2010).

A imagem em 3D dos granulos de amido de milho com alto teor de amilose (Figura 8D)
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mostrou granulos com menor didmetro (6 a 11 pm) e altura (2,9 a 6,7 pum) comparado aos
granulos dos amidos de milho normal e ceroso.

Granulos de amido com morfologia semelhante as encontradas neste trabalho foram
relatados por Ao e Jane (2007) para o amido de trigo; Xie, Liu e Cui (2006) e Weber, Collares-
Queiroz e Chang (2009), para os amidos de milho normal, milho ceroso ¢ milho com alto teor
de amilose.

Na Figura 10 estao apresentadas as imagens dos granulos de amidos nativos de trigo e
milho normal e na Figura 11 dos granulos de amidos nativos de milho ceroso e milho com alto
teor de amilose, obtidas de imagens de topografia e amplitude a partir da MFA.

As imagens topograficas (Al, D1) e de amplitude (A2, D2) demonstraram que as
superficies dos granulos de amidos nativos ndo sdo uniformemente lisas e regulares devido a
sutil rugosidade observada para todas as amostras, e foi notado que existem diferencas nas
superficies dos granulos de diferentes fontes botanicas. Baldwin et al. (1997) relataram
diferengas substanciais nas superficies dos granulos de amidos de trigo ¢ batata.

As imagens topografica, de amplitude, e de contraste de fase (Figura 10, A1, A2, A3)
mostraram que os granulos de amido de trigo apresentaram superficie mais plana, porém
rugosa, com baixo contraste de fase, composta por protuberancias que variaram de 37 a 80 nm
de didmetro. Para o amido de milho normal as imagens topografica, de amplitude, ¢ de
contraste de fase (Figura 10, BI, B2, B3) mostraram superficie mais lisa € com poucas
protuberancias que variaram de 30 a 70 nm. Como as duplas hélices de amilopectina estdo
empacotadas na forma radial, essas protuberancias observadas na superficie dos granulos de
amido possivelmente correspondem a maneira como as duplas hélices de amilopectina estao
empacotadas dentro dos granulos de amido. Thomson et al. (1994) e Baldwin et al. (1997)
propuseram que essas protuberancias observadas em MFA sdo estruturas de “clusters” de

amilopectina presentes na regido cristalina localizada na periferia do granulo de amido.
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Figura 10: Imagens dos amidos nativos observados por MFA. (1): imagem topografica com tamanho de varredura
de 2 um x 2 um; (2): imagem de amplitude com tamanho de varredura de 2 um x 2 um; (3) imagem de contraste
de fase com tamanho de varredura de 2 pm x 2 pm. (A): amido de trigo; (B): amido de milho normal.

As imagens topografica, de amplitude, e de fase (Figura 11, C1, C2, C3) do amido de
milho ceroso mostraram que os granulos apresentaram a superficie mais rugosa quando
comparado aos outros amidos, com maior contraste de fase e protuberancias mais finas, porém
mais compridas (de 60 a 200 nm), possivelmente devido ao baixo teor de amilose (1,1%) nesse
amido. O amido de milho com alto teor de amilose (Figura 11, D1, D2, D3) apresentou
granulos com superficie plana e com protuberancias pequenas que variaram em poucos
nandmetros (de 20 - 40 nm). As imagens de contraste de fase mostram regides
predominantemente escuras com maior contraste de fase, indicando que os granulos sdo mais
rigidos, devido ao alto teor de amilose (49,8%) nesse amido, enquanto, a area mais clara ¢ mais

“macia”.
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Figura 11: Imagens dos granulos dos amidos nativos observados por MFA. (1): imagem topografica com
tamanho de varredura de 2 pm x 2 pm; (2): imagem de amplitude com tamanho de varredura de 2 pm x 2 pm; (3)
imagem de contraste de fase com tamanho de varredura de 2 pm x 2 pum. (C): amido de milho ceroso; (D): amido
de milho com alto teor de amilose.

5.1.3 Distribuicio do comprimento de cadeias ramificadas da amilopectina

As distribuicdes do comprimento de cadeias laterais da amilopectina resultantes da
desramificacdo dos amidos nativos estdo apresentadas na Figura 12 e os resultados sumarizados
na Tabela 3. Os diferentes comprimentos de cadeias laterais da amilopectina dos diferentes
amidos foram divididos em 4 grupos de acordo com o grau de polimerizagdo (GP): 6-12; 13-
24; 25-36; > 37) conforme classificacdo de Hanashiro, Abe ¢ Hizukuri (1996).

Todos os amidos apresentaram distribuicdo bimodal e dois picos puderam ser
observados. O primeiro pico ocorreu no GP 11 para o amido de trigo, e entre os GP 12-14 para
os amidos de milho com diferentes niveis de amilose. O segundo pico ocorreu nos GP 40-43.
Entre os quatro amidos, o amido de milho com alto teor de amilose apresentou o maior
comprimento médio de cadeias (@) 23,60 enquanto o amido de trigo mostrou o menor GP
18,40. Os maiores GP detectados variaram de 67 a 77, sendo o maior detectado para o amido

de milho com alto teor de amilose.
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Figura 12: Perfis de distribuicdo dos comprimentos de cadeias ramificadas da amilopectina dos amidos de trigo
(a), milho normal (b), milho ceroso (c), e milho com alto teor de amilose (d), obtidos por HPAEC-PAD.

Tabela 3- Distribuicdo do comprimento de cadeias ramificadas das amilopectinas dos amidos
nativos de trigo, milho normal, milho ceroso e milho com alto teor de amilose.

Distribuicio (%)’

Amidos GP! > GP
GP 6-12 GP 13-24 GP 25-36 GP > 37 detectado
Trigo 32,40+ 0,1 4820+0,10° 12,40+0,00° 6,90+0,00° 18,40 71

Milho normal 26,90 £0,00° 52,70+ 0,00° 12,60 +0,00° 7,70 +0,00° 19,00 67

Milho ceroso 26,50 +0,00° 52,50 + 0,00 13,20+ 0,00° 7,80+0,00° 19,10 68
Milho com alto
teor amilose 15,80 +0,00° 49,50 +0,00° 18,30+ 0,00 16,50 +0,10° 23,60 77

" Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo Teste Tukey ( p < 0,05).

O amido de trigo apresentou a maior propor¢ao (32,4%) de cadeias curtas (GP 6-12) e a
menor (6,9%) de cadeias longas (GP > 37), enquanto o amido de milho com alto teor de
amilose apresentou a menor propor¢ao (15,80%) de cadeias curtas e a maior (16,50%) de
cadeias longas (GP > 37).

Um ombro entre os GP 18-21 foi observado no perfil de distribui¢ao de cadeias laterais
da amilopectina do amido de trigo. Segundo Jane et al. (1999), grande parte dos amidos
apresentam este ombro apesar dos mesmos apresentarem intensidades diferentes. Em um

estudo analisando diferentes amidos esses autores observaram ombros mais intensos em amidos
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de trigo, cevada, milho ceroso, amaranto ¢ mandioca, enquanto Rocha et al. (2011) também
observaram um ombro de grande intensidade no amido de mandioquinha-salsa. Ainda segundo
Jane et al. (1999), amilopectinas de milho ceroso e milho com alto teor de amilose (V e VII)
também apresentam ombros, porém bem menos intensos € muito proximos a altura do primeiro
pico na distribui¢do, enquanto amidos de milho normal, arroz, batata, banana verde e cana ndo
mostram qualquer ombro em seus cromatogramas. Estes ombros estdo relacionados a defeitos
na estrutura cristalina dos amidos em fun¢do da grande quantidade de cadeias curtas que nao
sao capazes de formar cristais (JANE et al., 1999; HANASHIRO; ABE; HIZUKURI, 1996).
Neste estudo nao foi possivel observar, com clareza, esse ombro na distribuicdo do amido de
milho ceroso, porém um ombro de pequena intensidade pode ser observado no amido de milho

com alto teor de amilose (Figura 12 D).

5.1.4 Teor de amilose

Do mesmo modo que a amilose, cadeias muito longas da amilopectina podem se ligar
ao iodo para formar um complexo helicoidal durante a titulagdo potenciométrica,
desenvolvendo uma coloragdo azul (JANE et al., 1999) e superestimando a afinidade por iodo
e o teor de amilose aparente dos amidos. Por isso as determinagdes de amilose aparente e

absoluta foram realizadas e os dados estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4- Afinidades por iodo' e teores de amilose' aparente e absoluto dos amidos de trigo,
milho normal, milho ceroso e milho com alto teor de amilose.

Amido Afinidade por iodo (%) Teor de amilose (%)
Amido Amilopectina Aparente’ Absoluto*

Trigo 5,60+ 0,10 0,70 + 0,00° 28,00 25,00

Milho normal 5,70 + 0,20 1,10 + 0,00 28,70 24,70

Milho ceroso 0,70 £0,10° 0,50 + 0,00° 3,50 1,10

Milho ¢/ alto teor

amilose 12,40 +0,10° 4,40 + 0,50° 62,00 49,80

"Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo Teste Tukey ( p< 0.05).

*Afinidade por iodo da amilose pura foi considerada 20% (TAKEDA; HIZUKURI, 1987).

> % amilose aparente = (AIA/0,20), onde AIA ¢ a afinidade por iodo do amido integral.

%04 amilose absoluto = (AIA - AIAP)/[0.2 — (AIAP/100)], onde AIAP ¢é a afinidade por iodo da amilopectina
isolada.

Os amidos de trigo e milho normal apresentaram teor de amilose aparente (~ 28%) e

absoluto (~ 25%) semelhantes. As afinidades com iodo das amilopectinas isoladas desses
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amidos foram relativamente baixas e corroboram com os resultados apresentados na Tabela 3,
em que esses amidos mostraram pequenas proporgdes de cadeias laterais longas (GP > 37) da
amilopectina. Esses resultados estdo de acordo com aqueles observados por Jane et al. (1999),
Yoo e Jane (2002) e Franco et al. (2002).

Como esperado, as afinidades com iodo do amido de milho ceroso e de sua
amilopectina isolada foram baixas e semelhantes uma vez que este amido ¢ constituido
basicamente de moléculas de amilopectina e estas ndo apresentam grandes propor¢des de
cadeias longas, Kurakake et al. (2009) praticamente ndo apresentaram teor de amilose absoluto
para amido de milho ceroso < 1%. Por outro lado, tanto o amido de milho com alto teor de
amilose como sua amilopectina isolada mostraram elevados valores de afinidade com iodo o
que resultou em teores de amilose aparente e absoluto de 62 e 49,80%, respectivamente. Esses
resultados sdo semelhantes aos encontrados por Jane et al. (1999) para o amilomilho VII. Singh
et al. (2003) analisando diferentes amidos de milho com alto teor de amilose encontraram
valores de teor de amilose aparente variando de 42,70 a 67,80%. A alta afinidade com iodo do
amido com alto teor de amilose corrobora com os resultados apresentados na Tabela 3, em que
este amido mostrou alta propor¢do de cadeias longas (GP > 37), as quais sdo capazes de

complexar com iodo e superestimar o teor de amilose do amido.

5.1.5 Difracao de raios-X
Os padroes de difragdo de raios-X e as porcentagens de cristalinidade relativa dos
amidos estudados estdo apresentados na Figura 13.

Os amidos de cereais normalmente apresentam padrdo cristalino do tipo A. Dentre os
amidos estudados, o amido de milho com alto teor de amilose apresentou padrdo cristalino do
tipo B, enquanto os outros mostraram padrdo tipo A. Resultados semelhantes foram observados
por outros autores (HIZUKURI et al., 1997; JANE et al.1999; WEBER, COLLARES-
QUEIROZ, CHANG, 2009). O padrao A ¢ caracterizado por apresentar picos em 15°, 17° e
18°, e em 23°, enquanto o padrao B possui picos em 5,6° e 17°, e, um dubleto em 22° e 24° em

20 (BULEON et al., 1998), como mostrado por esses amidos na Figura 13.
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Figura 13: Difractrogramas de raios-X dos amidos de (a) milho com alto teor de amilose, (b) milho ceroso, (c)
milho normal e (d) trigo.

Os tipos de polimorfismos A, B ou C sdo determinados principalmente pelo
comprimento médio das cadeias da amilopectina (HIZUKURI et al., 1997). Amidos com
grandes proporcoes de cadeias curtas (GP 6-12) normalmente sdao associados com o padrao A,
enquanto aqueles que possuem poucas propor¢des de cadeias curtas e mais propor¢des de
cadeias longas (GP > 37) estdo associados ao padrao B (JANE et al., 1999; CHEETHAM;
TAO, 1997; JANE, 2006).

A amilopectina ¢ responsavel pela estrutura cristalina dos granulos de amido, os quais
apresentam em média de 15 a 45% de cristalinidade (ZOBEL, 1988). A cristalinidade relativa
dos amidos estudados variou de 26,80 a 37,30%.

O amido de milho ceroso apresentou a maior cristalinidade relativa, o que pode ser
explicado pela maior quantidade de amilopectina deste amido. As cadeias laterais da
amilopectina se interagem formando as duplas hélices que se empacotam densamente formando
a regido cristalina do granulo. Os amidos de trigo e milho normal apresentaram valores
semelhantes de cristalinidade relativa, enquanto o amido de milho com alto teor de amilose

apresentou a menor cristalinidade.
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Os valores de cristalinidade relativa encontrados neste trabalho para os amidos de milho
normal, milho ceroso e milho com alto teor de amilose sdo maiores que aqueles encontrados
por Weber, Collares-Queiroz ¢ Chang (2009). Essas diferengas encontradas na literatura
podem ser devido a diferengas nos teores de umidade em que os dados foram coletados, uma
vez que neste trabalho para a realizagdo dessa analise as amostras foram previamente
equilibradas por 10 dias em umidade relativa de 90%, conforme descrito no item 4.2.1.7. O
grau de cristalinidade dos amidos aumenta significativamente com a redug¢do no teor de
umidade. Embora os amidos apresentem o mesmo perfil de difragdo de raios-X, os picos se
tornam mais pontiagudos ¢ ha uma diminui¢do da regido amorfa (CHEETHAM; TAO, 1997).
Desta forma, ¢ dificil comparar os resultados com os encontrados na literatura, uma vez que a
porcentagem de cristalinidade nos diferentes trabalhos tem sido determinada a diferentes teores
de umidade, e em alguns casos os dados sdo publicados sem qualquer mengdo do teor de

umidade na qual a medida foi realizada.

5.2 EFEITO DA ADICAO DA B-CICLODEXTRINA NOS AMIDOS NATIVOS DE
CEREAIS
5.2.1 Amilose lixiviada

As porcentagens de amilose lixiviada dos amidos de cereais sem e com 3% de BCD, em

diferentes temperaturas estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5- Porcentagem de amilose lixiviada' dos amidos de trigo, milho normal, ceroso e com
alto teor de amilose adicionados ou ndo de 3% de BCD em diferentes temperaturas.

Amilose Lixiviada (%)

Amidos

65 °C 75 °C 85 °C 95 °C
Trigo 1,49 £ 0,125 1534 +£0,43% 26,78+ 0,10 >100
Trigo + BCD 2,64 +0,08" 2525+0,12*°  32,36+0,18" >100
Milho normal 0,87 +£0,02% 1537+0,17*" 53,32+ 0,45 >100
Milho normal + BCD 1,43+ 0,05 12,69+ 0.26% 5444 +0,02* >100
Milho ceroso Nd 1,88+£0,04%  256+0,05"° 4,44 +0,06™
Milho ceroso + BCD Nd 1,07£0,04%  242+005"  3,58+0,10
Milho ¢/ alto teor amilose Nd 3,56 +0,16% 16,23 £0,04° 23,89 + 0,42
Milho ¢/ alto teor amilose + BCD Nd 2,32+£0,02% 1560+ 0,02% 22,27+0,08"

"Média de trés determinagdes + Desvio Padrdo. Letras diferentes maitisculas na mesma coluna e mintsculas na
mesma linha, para cada amido, diferem significativamente pelo Teste Tukey (p < 0,05). nd: ndo detectado
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O teor de amilose lixiviada aumentou significativamente com o aumento da temperatura
em todos os amidos, independente da presenga da BCD, uma vez que com o inchamento do
granulo durante o aumento da temperatura, moléculas de amilose que nao se complexam com
lipidios ou que nao estdo fortemente associadas com moléculas de amilopectina ou de amilose
vao sendo liberadas para o meio. Os amidos de trigo e milho normal, independente da presenca
de BCD, apresentaram teor de amilose lixiviada a 95 °C maior que 100%, indicando que grande
parte dos granulos haviam se rompido nesta temperatura, possivelmente devido as menores
temperaturas de gelatinizacdo desses amidos, € que tanto as moléculas de amilose quanto as
cadeias mais longas da amilopectina se complexaram com o iodo superestimando o teor de
amilose lixiviada. Por outro lado, os amidos de milho ceroso e milho com alto teor de amilose
ndo apresentaram amilose lixiviada a 65 °C possivelmente devido a maior temperatura de
gelatinizagdo destes amidos.

Os amidos nativos de trigo ¢ milho normal mostraram os maiores teores de amilose
lixiviada e isso se deu em fungédo do teor de amilose presente nestes amidos. A 75 °C os valores
de porcentagem de amilose lixiviada para ambos os amidos ndo diferiram. Porém a 85 °C, o
amido de trigo apresentou quase a metade da porcentagem de amilose do amido de milho
normal. Esses resultados ocorreram porque o amido de trigo possui maior teor de lipidios que o
amido de milho, 0,75 e 0,41%, respectivamente (Tabela 2), os quais sdo constituidos na sua
maioria por lisofosfolipidios que sdo muito suscetiveis a se complexar com amilose. O alto
valor de amilose lixiviada do amido de milho normal em relagdo ao trigo (53,32% e 26,78%,
respectivamente) a 85 °C, também indicou que alguns granulos estdo se rompendo devido a
maior fragilidade deste amido. Os valores de amilose lixiviada dos amidos nativos de trigo e
milho normal estdo proximos aos encontrados por Gunaratne e Corke (2007).

O amido de milho ceroso, como esperado, apresentou baixos valores de amilose
lixiviada em todas as temperaturas estudadas (Tabela 5) independente da presenca de BCD,
devido ao baixo teor de amilose deste amido. O teor de amilose lixiviada deste amido a 85 °C
foi semelhante ao teor de amilose aparente de aproximadamente 3,5% (Tabela 4), sugerindo
que, em funcdo da quantidade muito pequena de lipidios (0,12%) nesse amido (Tabela 2), ndo
houve complexa¢do da amilose ou cadeias longas da amilopectina com lipidios e as mesmas
foram lixiviadas durante o inchamento do granulo. O valor de amilose lixiviada para o amido
nativo de milho ceroso a 95 °C aumentou, possivelmente porque cadeias longas de
amilopectina podem ter se complexado com o iodo formando coloracdo azul superestimando

desta maneira o valor de amilose lixiviada.
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O amido de milho com alto teor de amilose apresentou menor quantidade de amilose
lixiviada em relagdo aos amidos de milho normal e trigo, em todas as temperaturas estudadas.
Como esperado, na temperatura de 95 °C foi observado alto valor de amilose lixiviada em
relagdo a outras temperatura estudas. Neste amido as moléculas de amilose estdo fortemente
empacotadas e a temperatura de gelatinizagdo ¢ bem mais alta que a de outros amidos
(WEBER; COLLARES-QUEIROZ; CHANG, 2009).

As diferencas encontradas no teor de amilose lixiviada dos diferentes amidos estudados
podem ser atribuidas a diferencas na quantidade de amilose, interagdes entre as moléculas de
amilose e lipidios presentes nos amidos e interagdes entre as moléculas do amido.

A adicdo de PBCD afetou a lixiviagdo da amilose nos amidos de modo diferente.
Enquanto no amido de trigo, houve um expressivo aumento no teor de amilose lixiviada em
todas as temperaturas analisadas, no amido de milho normal ocorreu uma leve redugédo a 75 °C,
enquanto a 85 °C o teor de amilose lixiviada ndo se alterou com a adi¢do de PCD. Esses
resultados sugeriram que a BCD afetou a formagdo do complexo amilose-lipidio no amido de
trigo durante a gelatinizacdo, provavelmente, pela competi¢cdo com a amilose pelos lipidios do
amido de trigo liberando assim moléculas de amilose que foram lixiviadas para o meio.

Guranatne e Corke (2007) sugeriram que tanto a BCD quanto a hidroxipropil BCD
provocam um rompimento do complexo amilose-lipidio nos amidos de cereais e se complexam
com os lipidios do amido afetando as propriedades funcionais do amido. Assim, ¢ provavel que
em fungdo da maior quantidade de lipidios no amido de trigo e também em funcdo dos
diferentes tipos de lipidios presentes nos amidos, o amido de trigo tenha sido mais afetado pela
adicao de BCD que os outros amidos de cereais. O amido de trigo ¢ constituido na sua maioria

por lisofosfolipidios, enquanto o amido de milho ¢ constituido de 4cidos graxos livres.

5.2.2 Fator de expansao e solubilidade

O FE e S dos amidos nativos sem e com 3% de BCD estao apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6- Fator de expansio’ (FE) em diferentes temperaturas e solubilidade' (S) a 80°C dos

amidos de cereais adicionados ou ndo de 3% de BCD.

FE

Amidos S (80 °C)
65 °C 75 °C 85 °C 95 °C

Trigo 13,19+ 0,10 17,50 +0,50* 20,38 +0,90*" 28,85+ 0,20 2,10+0,10®

Trigo + BCD 14,90 +0,20*" 18,90+ 0,40* 20,70+ 0,60*" 30,80 +0,20** 3,60 +0,10*

Milho normal 16,63 + 0,30*! 18,27 +0,70* 20,80 +0,60"" 22,39+ 0,40™ 2,90 +0,10°

Milho normal

+BCD 9,60 +0,20% 16,70 £0,10* 17,70 +0,30® 20,60+ 0,30* 6,70 +0,00*

Milho ceroso 20,34 +0,20%" 24,79 +£0,40% 33,16+ 0,80"" 3521+0,10" 1,40+0,10°

Milho ceroso +

BCD 21,40 £0,10*" 30,70+ 0,70* 33,90 +0,50* 36,30 +0,80** 4,90+ 0,00"

Milho ¢/ alto

teor de amilose 1,94 +0,00% 2,30+0,10%  4,90+0,10°®  6,28+0,20* 1,30+ 0,00°

Milho ¢/ alto

teor de amilose

+BCD 2,10£0,00" 380+0,10"  680+0,60"  680+020" 450+0,10"

'Média de trés determinagdes + Desvio Padrdo. Letras diferentes maitisculas na mesma coluna e minusculas na
mesma linha, para cada amido, diferem significativamente pelo Teste Tukey (p < 0,05).

Os amidos nativos de milho normal e o trigo apresentaram os maiores valores de sélidos
soluveis possivelmente devido a maior quantidade de amilose lixiviada desses amidos. O baixo
teor de amilose do amido de milho ceroso pode ter influenciado na baixa solubilidade deste
amido. No caso do amido de milho com alto teor de amilose, as cadeias lineares de amilose
densamente empacotadas necessitam de maiores temperaturas para gelatinizarem, o que pode
explicar a baixa solubilidade deste amido.

O FE de todos os amidos estudados aumentou gradativamente com o aumento da
temperatura, independente da adi¢do da BCD, uma vez que durante o aquecimento dos amidos
em agua, as pontes de hidrogénio, responsdveis por manter a estrutura granular, vao sendo
gradativamente rompidas e os granulos vao inchando livremente até que se rompem liberando
as moléculas de amido para o meio. Segundo Tester e Morison (1990), o inchamento do
granulo ¢ principalmente uma propriedade da amilopectina, e a amilose age como um diluente
sendo responsavel por manter as moléculas de amilopectina unidas durante o inchamento,
mantendo, com isso, a integridade dos granulos (JANE, 2006). Isso explica os resultados
obtidos para o FE dos diferentes amidos, com maiores valores para o amido de milho ceroso e
menores para o amido de milho com alto teor de amilose.

O amido nativo de trigo apresentou menor FE que o amido nativo de milho normal a 65

°C indicando que este amido apresentava forgas associativas mais fortes que o amido de milho
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normal. Nas temperaturas de 75 e 85 °C esses amidos apresentaram FE similares, porém o FE
do amido de trigo foi maior que o FE do amido de milho normal quando determinados a 95 °C.
O amido de trigo possui uma distribui¢do de tamanho de granulos bimodal, apresentando
granulos tipo A e tipo B (YONEMOTO; CALORI-DOMINGUES; FRANCO, 2007). Isso faz
com que os granulos de tamanhos muito diferentes ndo inchem ao mesmo tempo. Assim, a 95
°C, é provavel que boa parte dos granulos de amido de milho ja estivessem se rompendo
enquanto no amido de trigo houvesse ainda um nimero consideravel de granulos inchando e
provocando um aumento acentuado do FE.

Apds a adigdo da PBCD, todos os amidos estudados apresentaram aumento na
solubilidade, sendo este aumento mais expressivo para o amido de milho normal. Da mesma
maneira que ocorreu com os resultados de amilose lixiviada, o FE do amido de trigo aumentou
com a adi¢do da BCD, enquanto ele reduziu no amido de milho normal. Porém o FE dos amidos
de milho ceroso e de milho com alto teor de amilose, também, aumentaram com a adigdo de
BCD.

Conforme observado por Kim e Hill (1984) e confirmado por Gunaratne e¢ Corke
(2007), o efeito da BCD no aumento do FE e S ocorre durante o segundo estdgio da
gelatinizagdo, quando ocorre uma hidratacdo extensiva e o amido solubilizado ¢ liberado para o
meio. No entanto, o aumento do FE e S para o amido de trigo, sugeriu o rompimento do
complexo natural amilose-lipidio pela BCD. A BCD quando complexada com outras moléculas
¢ menos soluvel e mais estavel (GUNARATNE; CORKE, 2008).

Esses resultados estdo de acordo com os resultados observados por Gunaratne e Corke
(2007; 2008) que também observaram aumento no FE de amidos de trigo, milho ceroso e milho
com alto teor de amilose. Kim e Hill (1984) e Gunaratne e Corke (2007) ao avaliarem o efeito
da BCD nas propriedades de gelatinizagdo de amidos de trigo, relataram que a BCD pode
destruir o complexo amilose-lipidio, para complexagdo com os lipidios dos amidos,
aumentando assim, o poder de inchamento, amilose lixiviada e solubilidade dos amidos. Esses
autores também observaram aumento, em menor extensdao, no FE do amido de milho quando
BCD foi adicionada, resultados que também esperava. No entanto, os resultados obtidos nesse

trabalho mostraram uma reducdo nos valores de FE para o amido de milho normal.
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5.2.3 Propriedades de pasta
As propriedades de pasta dos amidos adicionados ou ndo de 3% de BCD, determinadas

por meio de RVA, estdo mostradas na Tabela 7.

Tabela 7- Propriedades de pasta’ de amidos de trigo, millho normal, milho ceroso e milho com
alto teor de amilose adicionados ou ndo de 3% de BCD.

Amidos Temperatura de Viscosidade (RVU)

pasta (°C) Pico Quebra Final Setback
Trigo 91,50+ 0,50 1962 +4,0° 53,0+2,8  351,7+38" 205,8+3,1"
Trigo + BCD 89,70 £0,20° 192,6 +0,4° 51,4+04° 432,6 £0,1* 290,5+0,7°
Milho normal 76,84 + 0,207 253,3+0,9" 105,1 £0,4°> 539.8+0,2° 391,5+0,8"
Milho normal +
BCD 76,23 +£0,30° 2451 +1,2° 1174+ 1,5 526,22 42,67 378,5+2,2°
Milho ceroso 70,61 £ 0,207 295,9 £3,0° 206,5+3,8" 1362 +3,6°  42,9+0,2°
Milho ceroso +
BCD 70,70 + 0,00? 2938 +1,4* 208,4+0,5° 1299+ 1,7 44,6 +0.2"
Milho de alta
amilose 95,05 + 0,00° 3,1+0,1° 1,9+0,1° 4,2 +£0,3" 1,6 +0,0°
Milho de alta
amilose + BCD 95,00 + 0,00? 3,5+0,2° 1,5+0,1° 43+0,1° 2,6 +0,1°

'Média de trés determinagdes + Desvio Padrio. Letras diferentes na mesma coluna, para cada amido, diferem
significativamente pelo Teste Tukey (p < 0,05).

As propriedades de pasta dos amidos dependem basicamente da proporgdo
amilose/amilopectina, comprimento de cadeias ramificadas da amilopectina, presenga de
lipidios e fosforo, entre outras caracteristicas. De um modo geral, os amidos de cereais
apresentam maior temperatura de pasta, maior resisténcia ao cisalhamento e a temperatura,
menor viscosidade a quente e maior viscosidades de setback do que os amidos de tubérculos e
raizes, devido ao seu maior teor de amilose e lipidios (LIM; KASEMSUWAN; JANE, 1994).
Entre os amidos de trigo, milho normal e milho ceroso, o amido de trigo apresentou a
maior temperatura de pasta, menores viscosidades de pico e de quebra e maiores viscosidades
final e tendéncia a retrogradacao (setback), seguido do amido de milho normal. A temperatura
de pasta determina o inicio do inchamento dos granulos, quando a viscosidade aumenta e o
aparelho detecta a primeira resisténcia para manter a agitagdo constante. Quanto menor esta
temperatura, maior a facilidade de cozimento do amido. Altas temperaturas de pasta refletem
uma maior resisténcia do amido a gelatiniza¢do causada por uma maior estabilidade estrutural
(TESTER; MORRISON, 1990). A presenca de lipidios nos amidos de trigo e milho normal e

principalmente de lisofosfolipidios no amido de trigo resulta em pastas com menores
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viscosidades e com maior opacidade, devido a tendéncia desses compostos de formarem
complexos com a amilose ¢ com cadeias ramificadas muito longas da amilopectina, resultando
em um inchamento limitado. A a¢do da amilose no comportamento de gelatinizacao do amido ¢
ao mesmo tempo diluente e inibidor do inchamento (SINGH et al.; 2003).

A tendéncia a retrogradacdo (setback) representa a capacidade da amilose se reorganizar
durante o resfriamento da pasta formando um gel. A maior tendéncia a retrogradagdo foi
apresentada pelo amido de milho normal (391,5 RVU), seguida do amido de trigo (205,8
RVU), milho ceroso (42,9 RVU).

O amido de milho ceroso, composto basicamente por moléculas de amilopectina, e
apresentando teores muito baixos de lipidios (0,12%) (Tabela 2), apresentou maiores
viscosidades de pico e quebra, além de baixa tendéncia a retrogradacdo. A presenca de
amilopectina favorece o inchamento dos granulos de amido, enquanto a amilose e os lipidios o
inibem (JANE et al., 1999; SINGH et al., 2003). A auséncia de amilose (1,10%) (Tabela 4)
contribuiu para a baixa tendéncia a retrogradacao do amido de milho ceroso.

O amido de milho com alto teor de amilose ndo apresentou qualquer viscosidade
durante todo o experimento, independente da adicdo de PBCD, possivelmente devido a
temperatura de gelatinizagdo muito alta deste amido. Este amido nd3o gelatinizou
completamente sob as condi¢des de cozimento do RVA, uma vez que a maior temperatura que
0 equipamento registrou durante o experimento foi 95 °C.

Na presenga de BCD, a temperatura de pasta reduziu levemente para o amido de trigo
(de 91,5 para 89,7 ° C), enquanto ela ndo se alterou para os outros amidos. A adi¢cdo de BCD
provocou leve redugdo na viscosidade de pico (de 196,2 para 192,6 RVU) e quebra (de 53,0
para 51,4 RVU) no amido de trigo enquanto no amido de milho normal, a viscosidade de
quebra aumentou (de 105,1 para 117,4 RVU). O setback aumentou no amido de trigo (de 205,8
para 290,5 RVU) e diminuiu no amido de milho normal (de 391,5 para 378,5 RVU).

De um modo geral, as propriedades de pasta dos amidos de milho ceroso e milho com
alto teor de amilose ndo se alteraram com a adicao de BCD.

A leve reducdo na viscosidade de pico no amido de trigo estd de acordo com os
resultados de FE deste amido. Segundo Gunaratne e Corke (2007), os granulos mais inchados
sd0 mais suscetiveis a se desintegrar a altas temperaturas e atrito, reduzindo entdo a viscosidade
de pico. O aumento do FE no amido de trigo com BCD nao foi muito expressivo (Tabela 6),
mas suficiente para acelerar o rompimento de alguns granulos submetidos ao atrito, reduzindo

levemente a viscosidade de pico deste amido. Os autores também sugeriram que o rompimento
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do complexo amilose-lipidio pode enfraquecer a estrutura do amido. Por outro lado, no amido
de milho normal, a redu¢do na viscosidade de pico provavelmente foi decorrente da reducao no
FE (Tabela 6) observado neste amido na presenga de BCD. Nesse caso, os granulos incharam
menos alcancando uma menor viscosidade de pasta. Kim e Hill (1984) e Guranatne e Corke
(2007) também observaram reduc¢do da viscosidade de pico e sethack no amido de milho
normal sugerindo que as grandes moléculas de BCD poderiam interferir na associagdo das
cadeias de amilose.

O aumento no setback do amido de trigo adicionado de BCD também pode ser

explicado pelo maior teor de amilose lixiviada deste amido, a qual estava livre para retrogradar.

5.2.4 Propriedades térmicas

Para a maioria dos amidos de cereais as endotermas apresentam dois picos. O primeiro
pico depende da cristalinidade do granulo de amido e o segundo esta relacionado ao complexo
amilose-lipidio (TANG; WATANABE; MITSUNAGA, 2002). A andlise térmica dos amidos
foi realizada em trés etapas. No primeiro ciclo de aquecimento (25 a 140 °C) para observagdo
dos picos de gelatinizagdo do amido e de dissociagdo do complexo natural amido-lipidio. Na
etapa de resfriamento (140 a 25 °C) para observagdao da recomposicdo do complexo natural
amido-lipidio dissociado, e, no segundo ciclo de aquecimento para observagdao da dissociacao
do complexo amido-lipidio recomposto.

As temperaturas iniciais de gelatiniza¢do no primeiro ciclo de aquecimento, para todos
os amidos estudados (Figura 14), foram menores que as temperaturas de pasta obtidas no RVA.
Essa diferenca observada esta relacionada a sensibilidade dos aparelhos, o DSC ¢ muito mais
sensivel, a ponto de detectar quando os primeiros granulos comecam a se desorganizar,
determinando a temperatura inicial de gelatinizagdo (JANE et al., 1999), enquanto o RVA
detecta os primeiros acréscimos na viscosidade da pasta de amido.

O amido de trigo apresentou as menores temperaturas de gelatinizagdo (t,, t, € tr) entre
os amidos estudados (Figura 14, A, 1, a), apesar de ter teor de amilose muito semelhante ao do
amido de milho normal. Porém, o amido de trigo apresentou maior teor de lipidios e fosforo o
que contribuiu para sua menor temperatura de gelatinizagdo (VERMEYLEN et al., 2004). Este
amido também apresentou um ombro no GP 18-21 (Figura 12) que caracteriza defeito em sua
estrutura cristalina, o qual também contribuiu para sua menor temperatura de gelatinizagdo

(JANE et al., 1999), quando comparada ao amido de milho normal.
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Os amidos de trigo e milho normal apresentaram os menores AH (11,47 e 12, 42 J/g,
respectivamente), o que estd relacionado ao teor de amilose destes amidos. Amidos com
maiores teores de amilose, possuem mais regides amorfas ¢ menos regides cristalinas, e,
portanto, menor energia € necessaria para a fusao dos cristais. A dissociacdo das longas duplas
hélices na regido cristalina requer mais energia do que o rompimento das ligacdes de
hidrogénio na regido amorfa (SINGH et al., 2003).

Esses amidos apresentaram as menores faixas (9,64 °C) de temperaturas de
gelatinizagdo, indicando maior homogeneidade de seus cristais. A faixa de temperatura de
gelatinizagdo obtidas por DSC reflete a extensdo da perfeigao cristalina, assim, quanto maior a
faixa de temperatura menor a homogeneidade dos cristais. (TESTER, 1997).

Os amidos de milho ceroso e com alto teor de amilose apresentaram os maiores valores
de temperatura de gelatinizacdo (Figura 14, A, III, IV). Altas temperaturas de gelatinizagdo
estdo relacionadas a estruturas cristalinas mais densamente empacotadas ¢ & maior ordem
molecular (SRICHUWONG et al., 2005) e também s3o apresentadas para amidos com padrio
cristalino tipo A (JANE et al., 1999). O amido de milho ceroso apresentou a maior
cristalinidade relativa (37,30%) (Figura 13). Em amidos que apresentam altas cristalinidades,
suas areas amorfas sdo mais resistentes a hidratagdo, e consequentemente o inicio do
inchamento e gelatinizacdo sdo atrasados. Por outro lado, o amido de milho com alto teor de
amilose ¢ composto por 49,8% de amilose, apresentando pouca mobilidade molecular devido
ao denso empacotamento das moléculas lineares, necessitando de maior temperatura para que
suas ligagdes sejam rompidas e se estabelecam novas ligagdes com a agua (WEBER;
COLLARES-QUEIROZ; CHANG, 2009).

Dos amidos estudados, apenas os amidos de trigo € milho normal mostraram o segundo
pico no primeiro ciclo de aquecimento, referente ao complexo amilose-lipidio. O amido de
trigo apresentou picos com maiores temperaturas e entalpia que o amido de milho normal (tcx
101,49 e 99,86 °C, e AH, 0,99 e 0,89 J/g, respectivamente para os amidos de trigo e milho
normal) sugerindo que a associacdo do complexo amilose-lipidio no amido de trigo ocorreu de
forma mais eficiente, possivelmente devido a maior quantidade de lipidios, bem como ao tipo
de lipidio presente em um e outro amido. Os parametros frequentemente usados para a
caracterizagdo desta transicao sdo a temperatura de pico, também denominada de temperatura
do complexo (tx) € a entalpia do complexo (AH.,). Estes valores dependem do lipidio no
complexo: quanto maior a cadeias monoacil, maior a t, e esta diminui quando o grau de

instauracao na cadeia aumenta (ELIASSON, 1994).
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Figura 14: Perfil endotérmico observado por DSC dos amidos I: trigo, II: milho normal, III Milho ceroso, IV:
Milho com alto teor de amilose; (a): Amido nativo, (b) Amido com 3% de BCD. (A): 1° ciclo de aquecimento; (B):
resfriamento; (C): 2° ciclo de aquecimento.
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Como esperado, o amido de milho ceroso ndo apresentou o segundo pico referente ao
complexo amido-lipidio, devido ao baixo teor de lipidios e amilose (0,12 e 1,10%,
respectivamente). Também nao foi possivel observar no primeiro ciclo de aquecimento, um
pico referente ao complexo amilose-lipidio no amido de milho com alto teor de amilose,
provavelmente devido a faixa de temperatura de gelatinizagdo deste amido (69,70 a 104,50 °C),
a qual engloba as temperaturas de dissociacdo dos complexos amilose-lipidios.

No ciclo de resfriamento (B), complexos amilose-lipidios foram formados novamente ¢
a recristalizagdo ocorreu nos amidos de trigo e milho normal (Figura 14, B, I, II). Os picos
exotérmicos referentes a recristalizacdo foram mais pontiagudos que os picos originais de
fusdo, porém ocorreram a temperaturas mais baixas que aquelas dos picos de fusdo. O amido de
milho ceroso ndo apresentou pico no ciclo de resfriamento independente da presenca de BCD
(Figura 14, B, III), devido ao baixo teor de lipidios e amilose (0,12 e 1,10%, respectivamente)
e, portanto, da auséncia do complexo amilose-lipidio neste amido. O amido de milho com alto
teor de amilose, também, apresentou um pico exotérmico de recristalizagdo a Tcx de 74,74 °C,
indicando que o complexo amilose-lipidio estava presente no primeiro ciclo de aquecimento,
porém foi mascarado na endoterma em fungdo da ampla faixa de temperatura de gelatinizagdo
deste amido (34,85 °C). No entanto, durante o resfriamento o mesmo foi formado novamente ¢
recristalizado.

No ciclo de reaquecimento (C), a fusdo dos complexos amilose-lipidios ocorreu
novamente a temperaturas superiores aquelas do primeiro aquecimento, porém com menores
AH. Segundo Eliasson (1994), AH depende da quantidade de lipidio presente até que a
amilose sature. Ainda segundo essa autora, se uma amostra de amido-lipidio ¢ aquecida,
resfriada e novamente aquecida no DSC, maiores valores de entalpia sdo normalmente obtidos
durante a segunda corrida em fun¢do das melhores condi¢des para formagao do complexo apds
o primeiro aquecimento. No entanto, Sievert € Holm (1993) observaram que o AH durante o
segundo ciclo de aquecimento de um complexo amilose-lisolecitina dependeu da temperatura
final de aquecimento durante o primeiro ciclo de aquecimento. Nossos resultados mostraram
que o AH. foi menor no segundo ciclo de aquecimento do que no primeiro, porém até o
momento estamos nos referindo aos complexos formados naturalmente em fungdo da presenca
de lipidios nos amidos, ao contrario dos autores que trabalharam com adi¢ao de lipidios para a
formagdo dos complexos.

A adi¢do de 3% de BCD nao alterou as temperaturas de gelatinizagdo no amido de trigo

(Figura 14, A, I, b), porém provocou um leve aumento na temperatura de pico no amido de
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milho normal (Figura 14, A, II, b), confirmando dados da literatura (KIM; HILL, 1984;
GUNARATNE; CORKE, 2007). A adi¢ao de 3% de BCD ao amido de trigo também provocou
leve redugdo na entalpia de gelatinizagdo, porém nao foi observada alteragdo da entalpia no
amido de milho normal adicionado de BCD. Extensivas mudancas estruturais na regiao amorfa
do granulo de amido (maior amilose lixiviada) devido a dissociacdo do complexo amilose-
lipidio na presenga da BCD podem facilitar a desestabilizacdo das hélices de amilopectina nas
regiodes cristalinas dos granulos (GUNARATNE; CORKE, 2007), o que explica a leve redugao
na entalpia de gelatinizagdo observada no amido de trigo.

A adicdo de 3% de BCD nao provocou alteragdo na temperatura de pico e na entalpia de
gelatinizagdo no amido de milho ceroso (Figura 14, A, III, b), porém reduziu levemente as
temperaturas iniciais e finais de gelatinizacdo deste amido. O amido de milho com alto teor de
amilose apresentou significativo aumento nas temperaturas de pico e final (de 85,7 para 96,85
°C e de 104,53 para 108,28 °C, respectivamente) ¢ na entalpia de gelatinizagdo (de 14,33 para
24,56 J/g), sugerindo que a BCD provavelmente interferiu no complexo amilose-lipidio e
provavelmente se complexou com o lipidio, € também se dissociou provocando o aumento na
entalpia.

A temperatura de dissociagdo do complexo (tx) do amido de trigo diminuiu
significativamente com a adi¢ao de BCD (de 101,49 para 96,28 °C), enquanto a t.x do complexo
do amido de milho normal ndo alterou. A adi¢do de BCD provocou um significativo aumento
nos valores de entalpia dos complexos (AH.) nos amidos de trigo e milho normal (de 0,99 para
5,38 J/g e de 0,89 para 3,65 J/g, respectivamente nos amidos de trigo e milho normal). Este
resultado sugere que a energia de dissociacdo requerida para a fusdo do complexo seja aquela
necessaria para a dissociagao da molécula de BCD, visto que houve alteragcao na linha de base
do pico, o que ndo ¢ caracteristico dos complexos naturais amido-lipidios. Houve também uma
redugdo das temperaturas de gelatinizagcdo do amido de trigo, e da temperatura inicial do amido
de milho normal. Esses resultados sugerem que a BCD interferiu ou promoveu o rompimento
do complexo amilose-lipidio.

No ciclo de resfriamento (B) a adi¢do da BCD nao alterou as temperaturas, inicial e de
pico e aumentou a temperatura final na recristalizagdo do complexo no amido de trigo (de
81,27 para 78,20 °C), enquanto aumentou as temperaturas de transi¢do no amido de milho
normal (68,32 para 70,10 °C). No entanto, a adicdo da BCD provocou uma significativa
reducdo da entalpia na recristalizagdo dos complexos de ambos os amidos, confirmando que a

mesma interferiu nos complexos amilose-lipidio com a provavel formacdo do complexo
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lipidio-BCD. A adicdo da BCD no amido de milho com alto teor de amilose também provocou
reducdo na entalpia durante a recristalizacdo do complexo.

No reaquecimento (C), a adi¢do de 3% de BCD provocou um aumento na temperatura
de dissociagdao do complexo do amido de trigo, porém no complexo do amido de milho normal
a tx ndo foi alterada. Ambos os amidos de trigo ¢ milho normal apresentaram redugdo do AH
apos a adicao da BCD, provavelmente devido a uma parte do lipidio ter se associado a BCD e
assim, menor energia foi requerida para dissociar uma menor quantidade de complexos
amilose-lipidio. Durante o reaquecimento um pico antes da dissociagdo do complexo amilose-
lipidio nos termogramas dos amidos de trigo e milho normal adicionados de BCD também foi
observado. Este pico provavelmente correspondeu a dissociagdo da BCD. Porém, no amido de
milho normal este pico foi mais intenso que no amido de trigo. E possivel que o maior teor de
lipidios no amido de trigo tenha influenciado a capacidade de complexacdo com a BCD.

Conforme ja esperado, o amido de milho ceroso ndo apresentou pico endotérmico no
ciclo de reaquecimento (C). Porém, apds a adi¢do da BCD foi possivel observar um leve pico
entre 60-70 °C, confirmando ser este o pico de dissociagdo da BCD (Figura 14, C). No
reaquecimento do amido de milho com alto teor de amilose (Figura 14, C, IV), a adi¢do da BCD

ndo alterou a t, porém também foi observado o pico da dissociagdao da BCD.

5.2.5 Sinérese de pasta

A sinérese dos géis dos amidos de cereais, adicionados ou ndo de 3% de BCD e
refrigerados por 10 dias, estd apresentada na Tabela 8. Os gé€is frescos ndo apresentaram sinais
de sinérese, como esperado.

A sinérese dos géis refrigerados por 10 dias variou de 0,06 para o amido de milho
ceroso a 11,68% para o amido com alto teor de amilose. Com excecdao do amido com alto teor
de amilose, os valores encontrados para a sinérese concordam positivamente com os valores de
setback de 205,8, 391,5 e 42,9 RVU para os amidos de trigo, milho normal e milho ceroso,
respectivamente (Tabela 7). Durante a retrograda¢do dos amidos, as moléculas de amilose
voltam a se reassociar e novas pontes de hidrogénio sdo formadas entre essas moléculas
liberando as moléculas de agua. Desse modo, quanto maior a retrogradacao da pasta de amido

maior a sinérese.
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Tabela 8- Sinérese dos géis' dos amidos de trigo, milho normal, milho ceroso e milho com alto
teor de amilose, adicionados ou ndo de 3% de BCD e refrigerados por 10 dias.
Sinérese (%)

Amidos 10 dias
Trigo 4,09 +0,10°
Trigo + BCD 5,28 +0,30°
Milho normal 7,09 £0,30°
Milho normal + BCD 5,7+0,30°
Milho ceroso 0,06 = 0,00°
Milho ceroso + BCD 0,01 £ 0,00
Milho ¢/ alto teor amilose 11,68 +£0,30°
Milho ¢/ alto teor amilose + BCD 11,09 £ 0,50°

"Média de trés determinagdes + Desvio Padrfio. Letras diferentes na mesma coluna para cada amido diferem
significativamente pelo Teste Tukey (p < 0,05).

O alto valor de sinérese encontrado para o amido de milho com alto teor de amilose na
realidade refere-se a quantidade de 4gua livre que nao foi absorvida durante a analise, uma vez
que, nas condigdes do experimento, este amido ndo foi gelatinizado em funcdo das altas
temperaturas de gelatinizacao.

A adicdo de BCD aumentou a sinérese no amido de trigo, enquanto diminuiu no amido
de milho normal, concordando com os resultados observados para o sethback desses amidos
adicionados de BCD, de 205,8 para 290, 5 RVU e de 391,5 para 378,5 RVU, respectivamente
(Tabela 7). Para o amido de milho ceroso a sinérese teve valores minimos, apresentando uma
pequena reducdo com adi¢do de BCD apds10 dias de armazenamento. A adigdo de BCD nao

alterou a sinérese no amido de milho com alto teor de amilose.

5.2.6 Transparéncia de pasta
A transparéncia dos géis dos amidos de cereais com e sem 3% de BCD, frescos e

refrigerados por 10 dias, estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9- Transparéncia’ dos géis dos amidos de cereais adicionados ou ndo de 3% de PCD,

refrigerados por 0 e 10 dias.

Transparéncia (%)

Amidos

0 dias 10 dias
Trigo 19,20 £ 0,20* 17,70 + 0,20
Trigo + pCD 20,00 £ 0,50* 15,50 + 0,60"°
Milho normal 19,10 £ 0,40™ 17,00 =+ 0,40

Milho normal + BCD

19,90 + 0,50*

14,80 + 0,50%°

Milho ceroso

Milho ceroso + BCD

58,70 + 1,605
65,30 + 1,50

47,30 +2,30%°
53,70 +2,10"°

Milho ¢/ alto teor amilose

14,40 + 1,00

14,40 + 1,00
14,20 + 0,50

Milho ¢/ alto teor amilose + BCD 14,20 + 0,50*

'Média de trés determinagdes + Desvio Padrio. Letras diferentes maisculas na mesma coluna e minusculas na
mesma linha, para cada amido, diferem significativamente pelo Teste Tukey (p < 0,05).

A transparéncia dos amidos ¢ dependente do teor de amilose e da presenga de lipidios.
Quanto menores os teores de amilose e lipidios, géis mais translicidos sdo observados
(SCHOCH, 1942; CRAIG et al., 1989)

Assim, a transparéncia dos géis frescos de amido variou de 14,36 para o amido de milho
com alto teor de amilose a 58,70% para o amido de milho ceroso, em fun¢ao do maior € menor
teor de amilose nesses amidos. Os amidos de trigo ¢ milho normal, com teores de amilose
similares, também apresentaram transparéncias de pasta similares, mesmo com o amido de
trigo apresentando maior teor de lipidios.

A transparéncia dos géis dos amidos estudados diminuiu significativamente com a
refrigeracdo, devido o processo de retrogradacdo que ocorreu durante o periodo de
armazenamento, responsavel pelo aumento da opacidade dos géis.

Nao houve diferenca significativa na transparéncia dos géis frescos (dia 0) com adi¢ao
de BCD nos amidos, com exce¢do do amido de milho ceroso que mostrou maior transparéncia
na presenca de PCD, independente do tempo de refrigeragdo. A opacidade das pastas nos
amidos de trigo e milho normal aumentou na presenca de BCD apos 10 dias de refrigeracdo. O
aumento na tendéncia a retrogradagdo na pasta de amido de trigo com BCD est4 de acordo com
a reducdo na transparéncia do gel deste amido. Porém outros fatores podem ter interferido na

transparéncia das pastas de amido, uma vez que ela também reduziu na pasta de amido de
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milho ceroso, mesmo tendo este amido apresentado aumento no sethack de 42,9 para 44,6 RVU

(Tabela 7) e reducao na sinérese de 0,06 para 0,01% (Tabela 8), quando na presenca de BCD.
Nao houve alteragao nas pastas de amido de milho com alto teor de amilose com e sem

BCD, independente do tempo de refrigeragdo, porque a temperatura utilizada para preparar o

gel ndo foi suficiente para gelatinizar a maioria dos granulos desse amido.

53 EFEITO DO MONOESTEARATO DE GLICEROL (GMS) NAS PROPRIEDADES
DOS AMIDOS DE CEREAIS COM E SEM B-CICLODEXTRINA
5.3.1 Amilose lixiviada

As porcentagens de amilose lixiviada em diferentes temperaturas dos amidos de trigo e
milho normal adicionados de GMS (1, 2, e 3% p/v), com ou sem 3% BCD, estdo apresentadas

na Tabela 10.

Tabela 10- Teor de amilose lixiviada, em diferentes temperaturas, dos amidos de trigo e milho

normal adicionados de 1, 2 e 3% de GMS sem e com 3% de BCD.

Concentragcdo de GMS (%) sem

e com BCD

75 °C

Amilose lixiviada (%)’

85°C

95 °C

Amido de trigo

0 15,34 + 0,43"° 26,78 + 0,10 >100

1 1,50 + 0,05 2,30 + 0,09 13,34+ 0,10%
2 1,54 + 0,03 2,82 +0,07° 13,24+ 0,19
3 0,83 + 0,02 2,87 + 0,02 12,26 + 0,10“*
1+BCD 2,06 + 0,08 3,20 + 0,145 14,44 + 0,05
2+ BCD 2,54 + 0,09 3,00 + 0,09 12,48 £ 0,01
3+ BCD 0,45+0,01" 3,31 +0,97% 9,01 +0,26™
Amido de milho normal

0 15,37 £ 0,17"° 53,32 + 0,454 >100

1 3,54 +0,07° 11,69 + 0,025° 39,62 + 0,24
2 2,64 £0,12"° 11,74 +0,18%° 26,61 +0,18%
3 1,32 £0,01% 10,09 +0,11°° 21,10 + 0,06
1+ BCD 4,78 £0,14% 11,05 + 0,06° 39,14 + 0,10
2+ BCD 3,23+ 0,03 11,96 + 0,14 26,50 + 0,225
3+ BCD 1,30 + 0,03% 11,88 + 0,08 23,77 + 0,45

'Média de trés determinagdes + Desvio Padrdo. Letras diferentes maiusculas na mesma coluna e minusculas na
mesma linha diferem significativamente, para cada amido, pelo Teste Tukey (p < 0,05).
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Houve para todos os amidos redug¢@o no teor de amilose lixiviada quando GMS, na
presenca ou nao de BCD, foi adicionado independente da concentragdo, devido a formacgao do
complexo entre a amilose ¢ este lipidio.

A 65 °C (dados nao mostrados), com o inicio da gelatinizagdo, o amido de trigo nao
mostrou amilose lixiviada quando GMS ou GMS na presenca de BCD foram adicionados. Nas
demais temperaturas, de um modo geral, houve reducdo progressiva no teor de amilose
lixiviada quando a concentracdo de GMS aumentou, indicando que a quantidade de GMS
utilizada ndo provocou a saturacao da amilose. Eliasson (1994) relatou que para cada cadeia de
monoacil era necessario pelo menos 18 unidades de glicose para se complexar o que
corresponderia a saturacdo da amilose em aproximadamente 10 g de lipidio por 100 g de
amilose, ou seja, o equivalente a 2,5% de lipidio adicionado. No entanto, esses resultados
sugerem que a quantidade de até 2% de GMS utilizada neste trabalho, ndo provocou a
saturagdo da amilose dos amidos de trigo e milho normal. Estudos tém relatado que a formagao
do complexo amilose-lipidio previne a lixiviagdo das moléculas de amilose durante a
gelatinizagcdo devido a formacdo do complexo amilose-lipidio (ELIASSON; KRONG, 1985;
TANG; COPELAND, 2007). Cui e Oates (1999) avaliaram a interacdo entre lipidios com
diferentes comprimentos de cadeia carbdnica e o amido de sago na formacdo de complexos
amilose-lipidios, e relataram que a formagdao do complexo restringe o inchamento do granulo
de amido e a amilose lixiviada durante o aquecimento. Chang, He e Huang (2013b) avaliaram a
influéncia dos métodos de adi¢do de 4cido graxo e temperatura de incubacdo na producgdo do
complexo de amido de milho-4cido laurico e relataram que a adi¢do do acido laurico antes do
aquecimento pode inibir a desintegracdo do granulo, pois forma o complexo na superficie do
mesmo retardando o transporte de d4gua dentro do granulo e a lixiviagdo da amilose.

A 85 °C, o amido de trigo apresentou quase a metade da porcentagem de amilose do
amido de milho normal. Esses resultados ocorreram porque o amido de trigo possui maior teor
de lipidios que o amido de milho, 0,75 e 0,41%, respectivamente (Tabela 2), os quais sdo
constituidos na sua maioria por lisofosfolipidios que sdao muito suscetiveis a se complexar com
amilose. O alto valor de amilose lixiviada do amido de milho normal em relagdo ao trigo
(53,36% e 26,78%, respectivamente) a 85 °C, também indicou que alguns granulos estdo se
rompendo devido a maior fragilidade deste amido. Os valores de amilose lixiviada dos amidos
nativos de trigo € milho normal estdo proximos aos encontrados por Gunaratne e Corke (2007).

A presenca de BCD aumentou o teor de amilose lixiviada no amido de trigo adicionado

de GMS, sugerindo que a BCD provocou uma ruptura do complexo amilose-lipidio,
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complexando com o GMS e liberando moléculas de amilose, como também observado para o
amido de trigo nativo e complexo amilose—lipidio natural deste amido. Gunaratne e Corke
(2007) ao trabalhar com amidos de trigo, milho, batata, batata doce e arroz e Kim e Hill (1984)
que trabalharam com farinha e amido de trigo observaram resultados semelhantes e sugeriram a
ruptura do complexo amilose-lipidio pela BCD.

No amido de milho normal, o teor de amilose lixiviada também reduziu
expressivamente com a adicdo de GMS, porém em menor extensao que para o amido de trigo.
No caso do amido de trigo, houve uma reducdo de aproximadamente 92% no teor de amilose
lixiviada quando GMS foi adicionado, enquanto que no amido de milho essa reducdo ficou
proxima a 78%, a 85 °C. Do mesmo modo que para o amido de trigo, o teor de amilose
lixiviada reduziu com o aumento da concentracdo de GMS. A presenga de BCD neste amido
com GMS provocou o aumento da amilose lixiviada apenas quando 3% de GMS foi usado a 85
e 95 °C.

As porcentagens de amilose lixiviada dos amidos nativos de milho ceroso ¢ milho com
alto teor de amilose adicionados de GMS (1, 2, e 3% p/v), com ou sem 3% BCD, estdo
apresentados na Tabela 11.

No caso do amido de milho ceroso, a 65 °C (dados ndo mostrados), ndo foi observada
qualquer concentragdo de amilose lixiviada, uma vez que as temperaturas iniciais de
gelatinizagdo (Ti de 69,5 °C) deste amido sdo superiores a esta. A concentragdo de amilose
lixiviada apresentada para o amido ceroso se deve ao seu baixo teor de amilose (1,10%)
(Tabela 4), possivelmente porque cadeias longas de amilopectina podem ter se complexado
com o iodo formando coloragdao azul superestimando desta maneira o valor de amilose
lixiviada. Houve também redugdo no teor de amilose lixiviada com a adigdo de GMS sugerindo
que houve formagdo de complexo das poucas moléculas de amilose e das longas cadeias
ramificadas da amilopectina com o lipidio adicionado. A adi¢do de BCD aumentou o teor de
amilose lixiviada quando 2 e 3% de GMS estava presente sugerindo que também nesse caso

pode ter havido ruptura do complexo amilose-lipidio.
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Tabela 11- Teor de amilose lixiviada, em diferentes temperaturas, dos amidos de milho ceroso
e milho com alto teor de amilose adicionados de 1, 2 e 3% de GMS sem e com 3% de BCD.

Concentragdo de GMS (%) sem e com Amilose lixiviada (%)

BCD 75 °C 85 °C 95 °C
Amido de milho ceroso

0 1,88 £ 0,04 2,56 0,05 4,44 £ 0,06™
1 0,43 +0,02% 1,83 +0,06™ 4,36 +0,07"
2 0,30 + 0,02 0,67 +0,02° 2,84 +0,06°
3 0,20+ 0,01 0,59 +0,02™ 2,87 40,14
1+ BCD 0,27 0,01 1,77 0,04 2,95 +0,125
2+ BCD 0,23 +0,01™ 1,13 +0,04°° 2,94 £ 0,05
3+pBCD 0,20 +0,03™ 1,13 +0,03% 3,12+0,03*
Amido de milho ¢/ alto teor de amilose

0 3,56 +0,16™ 16,23 = 0,04*° 23,89 + 0,42
1 0,81 +0,02% 5,50 +0,06™ 11,36 + 0,36
2 0,31+0,01™ 4,40 £ 0,04 11,15 + 0,09
3 0,31+0,01™ 4,53+ 0,07 8,95+ 0,13
1+ BCD 0,59 + 0,01 5,47 +0,15 15,78 + 0,05
2+ BCD 0,57+ 0,01 5,18 £ 0,02 9,84 +0,03™
3+ BCD 0,31 +0,02> 5,43+0,10%" 10,14 + 0,05

"Média de trés determinagdes + Desvio Padrio. Letras diferentes maitisculas na mesma coluna e mintsculas na
mesma linha diferem significativamente, para cada amido, pelo Teste Tukey (p < 0,05).

O teor de amilose lixiviada no amido de milho com alto teor de amilose também reduziu
progressivamente com o aumento da concentragdo de GMS. No entanto, esta reducdo foi
menos expressiva que aquela observada para os amidos de milho normal e trigo, devido as
maiores temperaturas de gelatinizagdo do amido de milho com alto teor de amilose. O teor de
amilose lixiviada deste amido foi reduzido em aproximadamente 65% quando 1% de GMS foi
adicionado, abaixo dos valores observados para os amidos de trigo (91%) e milho normal
(78%). Navarro, Martino e Zaritzky (1996), também, relataram a redu¢do da amilose lixiviada
com adi¢do de GMS durante o aquecimento de amidos de trigo, milho normal e milho ceroso,
devido a complexagdo entre a amilose ou amilopectina e o lipidio adicionado.

A adicao de BCD também aumentou o teor de amilose lixiviada neste amido, assim
como observado para os outros amidos. Os resultados encontrados neste trabalho estdo de

acordo com os observados por Gunaratne e Corke (2007 e 2008) e Kim e Hill (1984). Esses
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autores relataram que a BCD provocou o rompimento do complexo amilose-lipidio, alterando

as propriedades de amilose lixiviada e propriedades de pasta dos amidos de cereais.

5.3.2 Fator de expansao e solubilidade
O fator de expansdo (FE) em diferentes temperaturas e a solubilidade a 80 °C dos
amidos de trigo e milho normal adicionados de GMS (1, 2, e 3% p/v), sem ou com 3% BCD,

estao apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12- Fator de expansio' em diferentes temperaturas e solubilidade' a 80°C dos amidos
de trigo e milho normal adicionados de 1, 2 e 3% de GMS sem e com 3% de BCD.

i:néizltsr?zti;) Fator de Expansio Solubilidade
sem ¢ com BCD 65 °C 75 °C 85°C 95 °C a 80 °C
Amido de trigo
0 13,19 £0,10% 17,50+ 0,50 20,38 +0,87%° 28,85+0,20“ 2,07 +0,07*
1 14,41 £ 0,30°% 19,28 £ 0,64° 2036+0,92% 3138+0,53% 1,02+0,04%
2 15,38 £ 0,52°¢ 22,71 +0,92% 29,58+ 0,60 33,92+0,10" 0,85+ 0,04
3 17,44 £ 0,61 23,17+0,02%  30,94+0,13*° 34,62+0,82** 0,33 +0,00°
1+ BCD 18,38 £ 0,665 19,67+ 0,30°* 20,30+ 0,45% 30,80 +0,12% 1,91 +0,04%
2+ BCD 19,67 + 0,36 2540+ 0,60 30,69+ 0,60 33,48+ 0,34 1,34+ 0,04°
3+ BCD 20,22 +0,30% 25,99+ 0,04  31,02+0,78%° 34,02+0,17°* 0,89 + 0,04
Amido de milho normal
0 16,63 + 0,25 18,27+ 0,70 20,80 + 0,64 22,39 + 0,40 2,88 + 0,09"
1 10,63 £ 0,495 1431 +0,02% 16,41 +0,605° 19,61 + 0,025 1,58 +0,05%
2 10,92 +0,10% 13,48 +0,47% 15,17+0,73° 17,57 +0,50°% 1,24 + 0,05
3 11,00 +0,13% 11,74+ 041 16,87 £0,64% 17,16+ 0,20 1,12 +0,04°
1+ BCD 9,40+ 0,24  1435+033% 1507+041° 18,67+0,02°* 536+0,13"
2+ BCD 9,29+0,36°  13,89+0,17% 15,77+ 0,37°® 18,36+ 0,10°® 4,45+ 0,19
3+ BCD 8,93 +0.24° 12,99 +0,24% 1534+0,52%° 18,07+0,10° 4,71 +0,07°

"Média de trés determinagdes + Desvio Padrio. Letras diferentes maiusculas na mesma coluna e minusculas na
mesma linha diferem significativamente, para cada amido, pelo Teste Tukey (p< 0.05).

O FE aumentou progressivamente no amido de trigo com o aumento da concentragdo de
GMS (Tabela 12), devido a complexacdo entre a amilose e este emulsificante, liberando as

moléculas de amilopectina que incharam mais livremente, aumentando o FE e reduzindo o teor
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de amilose lixiviada neste amido, como observado anteriormente. A adi¢ao da BCD provocou
um significativo aumento no FE e na solubilidade do amido de trigo, provavelmente devido ao
fato da BCD ter provocado o rompimento do complexo amilose-lipidio com consequente
complexacgdo com os lipidios.

Ao contrario do trigo, o amido de milho normal apresentou reducdo do FE e da
solubilidade com adicdo de GMS e/ou da BCD em cada uma das temperaturas estudadas
(Tabela 12). Possivelmente o menor teor de lipidios (0,41%), além do tipo de lipidio presente e
o tamanho molecular da molécula de amilose interferiram no inchamento do granulo desse
amido. Os lipidios do amido de milho sdo compostos principalmente de acidos graxos livres,
enquanto o amido de trigo contém principalmente lisofosfolipidios (BULEON et al., 1998).
Alguns autores também relataram diferenca entre o tamanho das moléculas de amilose dos
amidos de trigo e milho normal, Chung e Liu (2009) encontraram GP de 1244 unidades de
glicose na amilose do amido de milho, enquanto Ong et al. (1994) observaram GP de 3827 na
amilose do amido de trigo.

O fator de expansdao (FE) em diferentes temperaturas ¢ a solubilidade a 80 °C dos
amidos de milho ceroso e milho com alto teor de amilose adicionados de GMS (1, 2, e 3% p/v),
com ou sem 3% BCD, estdo apresentadas na Tabela 13.

A solubilidade do amido de milho ceroso reduziu com adi¢ao de GMS, apesar do baixo
teor de amilose e de lipidios neste amido (1,10% e 0,12%, respectivamente). O FE do amido de
milho ceroso aumentou levemente com o aumento da concentracdo de GMS, uma vez que, o
inchamento do granulo ¢ principalmente uma propriedade da amilopectina e a amilose ¢
responsavel por manter as moléculas de amilopectina unidas durante o inchamento, e por
consequente, a integridade dos granulos (TESTER; MORISON, 1990). Isso explica os maiores
valores de FE deste amido independente da presenca de GMS e/ou BCD. No entanto, apds a
adi¢do da BCD na presenca do GMS houve uma leve reducdo a 85 e 95 °C do FE no amido de

milho ceroso, apesar do baixo teor de amilose e de lipidios neste amido.

89



Tabela 13- Fator de expansdo' em diferentes temperaturas e solubilidade' a 80°C do amido de
milho ceroso € milho com alto teor de amilose adicionados de 1, 2 € 3% de GMS sem e com

3% de BCD.
Concentragéo Fator de Expansio Solubilidade
de GMS (%) o

sem ¢ com BCD 65 °C 75 °C 85 °C 95 °C a 80 °C
Amido de milho ceroso

0 20,34+ 0,15 24,79+ 0,425 33,16+0,81™ 3521+0,10™ 1,38+0,05"
1 22,97+0,03°  31,29+0,23°° 43,56 +0,81"° 45,18+ 0,20% 0,99 + 0,04"
2 24,87+0,10%  32,83+0,39° 4424+ 1,03 45,89+ 0,20 0,97 +0,04"
3 2426+0,16% 34,40+ 0,82%% 44,00+ 0,84 46,53 +0,17** 0,94 +0,00®
1+pCD 2621 +0.23% 31,76 £ 0,30 36,55+ 0,70 38,84 +0,38°* 4,13 +0,05°
2+ BCD 26,47 £0,40%  3425+0,25%% 40,35+0,70* 39,17+ 0,45 4,10+ 0,04®
3+ BCD 26,39+ 0,27 36,06+ 1,31°° 41,05+ 0,80 39,07+0,13“* 4,10+ 0,00°
Amido de milho ¢/ alto teor de amilose

0 1,94 +0,03>  2,30+0,10%  5,00+0,10®°  6,28+0,20° 1,27+ 0,00"
1 2,78 0,043 531+0,10"°  6,78+0,30%  7,68+0,18%  1,05+0,04°
2 3,00+ 0,012 4,64+0,01%  641+0,13%  851+0,10"* 1,03 +0,04®
3 2,46+0,10  3,58+0,03°  3,64+0,04"™  6,64+0,05 1,01 +0,00°
1+ BCD 2,48+0,10%  556+0,15% 9,01+0,08"  7.67+0,125  439+0,14"
2+ BCD 2,03+0,07°  2,80+0,05°  3,42+0,10°™  7,89+0,10%  441+0,04"
3+ BCD 1,15+0,04%  285+0,11°  3,61+0,11°  5,53+0,10™  4,30+0,07"

'Média de trés determinagdes + Desvio Padrdo. Letras diferentes maitisculas na mesma coluna e minusculas na
mesma linha diferem significativamente, para cada amido, pelo Teste Tukey ( p < 0,05).

O FE do amido de milho com alto teor de amilose aumentou quando GMS foi usado, no

entanto, acima de 1% de GMS reduziu. O baixo efeito dessa interagdo amilose-GMS pode ser

devido a maiores temperaturas de gelatinizagdo (Tp de 85,7 °C, Figura 14, A, 1V, a) desse

amido. Assim como ocorreu nos amidos de trigo, a solubilidade do amido de milho com alto

teor de amilose reduziu com o aumento da concentragdo de GMS. De um modo geral, a adigdo

de BCD provocou redu¢do do FE do amido de milho com alto teor de amilose.
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5.3.3 Propriedades de pasta

Os perfis viscoamilograficos das propriedades de pasta dos amidos de trigo ¢ milho
normal adicionados de GMS (1, 2, e 3% p/v), com ou sem 3% de BCD, determinadas através de
RVA, estdo apresentados nas Figuras 15 e 16.

A temperatura de pasta do amido de trigo aumentou com a adicdo de GMS (de 91,5 para
95,0 °C) independente da concentragdo de GMS. A viscosidade de pico aumentou atingindo
2442 RVU na presen¢a de 3% GMS, sendo que as concentragdes de 2 e 3% ndo apresentaram
diferenca significativa, sugerindo que 2% de GMS foi quantidade suficiente para, junto com os
lisofosfolipidios naturais do amido, se complexarem com toda a amilose disponivel para
complexacgdo. A viscosidade de quebra reduziu com adigdo de GMS, enquanto a viscosidade
final reduziu significativamente somente com a adi¢do de 2% de GMS. No entanto, a tendéncia
a retrogradacdo reduziu significativamente com o aumento da concentragdo de GMS. Um
aumento abrupto da viscosidade foi observado por volta de 70 °C na etapa de resfriamento,
independente da concentragdo (Figura 15, a). Resultados semelhantes foram observados por
Putseys et al. (2010) para o amido de trigo. Esses autores sugeriram que o GMS adsorve na
superficie do granulo, impedindo a absorcdo de dgua e como consequéncia o empastamento. O
aumento abrupto na viscosidade observado na etapa de resfriamento foi devido a complexagao
do GMS com a amilose.

A adicao da BCD no amido de trigo adicionado de GMS provocou redugdo da
viscosidade de pico atingindo 189,8 RVU e um leve aumento da viscosidade de quebra e
setback atingindo 11, 8 e 167,7 RVU, respectivamente, quando na presenga de 1% de GMS.
Estes resultados sugeriram que possivelmente a BCD pode competir com a amilose para
complexacgdo. Conforme sugerido por Tian et al. (2010), a BCD pode interagir diretamente com

a amilose para formar o complexo amilose-BCD-lipidio.
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No amido de milho normal a temperatura de pasta aumentou gradativamente com o
aumento da concentracdo de GMS. A viscosidade de pico reduziu com a adicdo de
emulsificante, no entanto, o aumento na concentracdo de GMS ndo foi significativo. A
viscosidade de quebra reduziu gradativamente até 2% de GMS, enquanto a viscosidade final e
o setback reduziram significativamente com o aumento na concentragdo de GMS. A reducio
das viscosidades de pico e de quebra sugeriu a formacdo do complexo amilose-GMS que
provocou enrijecimento das cadeias de amilose, inibindo o inchamento do granulo e a
lixiviagdo da amilose durante a gelatinizagdo. A concentracdo de 1% de GMS foi suficiente
para saturar a amilose no amido de milho normal.

A reducio da viscosidade de quebra nos amidos de trigo e milho normal apés a adi¢do do
GMS indica que esses amidos se tornaram mais resistentes ao aquecimento e ao cisalhamento,
produzindo pastas mais estaveis.

A PBCD nao alterou as viscosidades de pico e quebra do amido de milho normal
adicionado de GMS. No entanto, a viscosidade final foi reduzida e o setback aumentou
atingindo 490,0 e 328,7 RVU, respectivamente, quando na presenca de 1% de GMS, sugerindo
que a BCD interferiu nos complexos deste amido de maneira menos intensa que no trigo.

Estes resultados sugerem que em concentragdes acima de 1% de GMS a adi¢ao da BCD
nao alterou as propriedades de pasta dos amidos de trigo e milho normal, sugerindo que o
excesso do emulsificante favoreceu uma maior afinidade da fCD pelo GMS.

Algumas diferencas observadas no comportamento da pasta apos a adicdo de GMS para
os amidos de trigo e milho normal podem ser atribuidas a diferenca na organizag¢do do granulo,
as diferencas estruturais das moléculas de amilose, e, a maneira como estas cadeias estao
posicionadas e localizadas no granulo de amido.

Estudos tém revelado que a extensdo do comprimento da cadeia e a presenga de uma
cabeca polar carregada na molécula do emulsificante tém influéncia direta nas propriedades de
pasta e no poder de inchamento dos granulos de amido, conforme observado por alguns autores
(AZIZI; RAO, 2005; KRONG, 1973; MIRA; ELIASSON; PERSSON, 2005). O GMS ¢ um
acido esteérico de 18 carbonos, esterificado com glicerol, e, pode ser considerado um monoacil
sem carga. Mira, Persson e Villwock (2007) em estudo avaliando a influéncia de emulsificantes
com diferentes comprimentos de cadeias (curtas e longas) e i0nicos € ndo i6nicos em amidos de
trigo normal e ceroso, observaram que todos os emulsificantes de cadeia longa aumentaram a
viscosidade de pico do amido de trigo normal, enquanto que para o amido de trigo ceroso, o

que influenciou foi & presenca de emulsificantes i6nicos.
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As propriedades de pasta dos amidos de milho ceroso e com alto teor de amilose
adicionados de GMS (1, 2, e 3% p/v), com ou sem 3% de BCD estdo mostradas nas Figuras 17
e 18.

A adi¢do do GMS nao alterou significativamente a temperatura de pasta do amido de
milho ceroso. As viscosidades de pico e quebra aumentaram com a adi¢do de até 2% de
emulsificante (363,3 e 252,9 RVU, respectivamente). Nao foi observada alteragdo significativa
apo6s a adicao de diferentes concentragdes de GMS na viscosidade final, no entanto, o setback
reduziu significativamente com o aumento na concentracdo de GMS atingindo 20,3 RVU
quando na presenca de 3% de GMS, provavelmente devido a dificuldade de retrogradacao das
poucas moléculas de amilose possivelmente complexadas. A falta de amilose e a estrutura
interna fracamente ligada no amido de milho ceroso possivelmente contribuiram para o
aumento nas viscosidades de pasta do amido de milho ceroso. A adi¢do da BCD ndo alterou a
temperatura de pasta, mas as viscosidades de pico, quebra e final reduziram atingindo 358,5,
243,1 e 141,1 RVU, respectivamente, e o setback foi levemente aumentado.

No caso do amido com alto teor de amilose, as cadeias de amilose densamente
empacotadas preveniram tanto a penetracdo da dgua quanto do emulsificante ou da BCD
mostrando dados de viscosidades tdo baixos que estdo dentro da margem de erro do aparelho e

por isso ndo podem ser discutidos.
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5.3.4 Propriedades térmicas

As curvas de DSC dos amidos nativos de trigo, milho normal, milho ceroso e milho
com alto teor de amilose adicionados de 1, 2 e 3% de GMS sem e com 3% de BCD estdo
apresentadas na Figura 19.

No ciclo de aquecimento (A), os termogramas mostram os picos de gelatinizagdo do
amido e de dissociacdo dos complexos amilose-lipidios, exceto para os amidos de milho ceroso
(Figura 19, III, a) e de milho com alto teor de amilose (Figura 19, IV, a) que ndo mostraram
este ultimo pico, como ja discutido anteriormente (item 5.2.4). Um leve pico (~55 °C) antes do
pico de gelatinizacdo, que correspondeu a fusdo do GMS foi observado para todos os amidos
adicionados deste emulsificante. Nos termogramas do amido de trigo adicionado de GMS
(Figura 19, I b, ¢, d) este pico estava sobreposto ao pico de gelatinizacdo, devido a menores
temperaturas de gelatinizagdo do amido de trigo, enquanto que nos demais amidos ele foi
observado antes do pico de gelatinizagdo.

A adi¢ao do GMS praticamente nao alterou as temperaturas de gelatinizagdo dos amidos
estudados e provocou uma leve reducdo de aproximadamente 6,2% na entalpia para todos os
amidos, principalmente quando 3% de GMS foi usado, exceto para o amido de milho ceroso
onde a entalpia ndo foi alterada. Estes dados contrariaram aqueles reportados por Eliasson
(1994) e Debet e Gildley (2006), que relataram aumentos de 1 a 3 °C nas temperaturas de
gelatinizagdo de amidos na presenca de emulsificante. Kaur et al. (2005) também relataram
aumento da temperatura de gelatinizagdo do amido de milho normal e batata ap6s adigao de
GMS, e sugeriram que os complexos formados amilose-GMS restringiram o inchamento dos
granulos e causaram atraso da temperatura de gelatinizagdo dos amidos.

Com a adi¢ao da BCD foi observado um pico a aproximadamente 100 °C para todos os
amidos, o qual provavelmente correspondeu a dissociagdo da BCD, visto que houve alteragao
na linha de base do pico, o que ndo € caracteristico dos complexos amido-lipidios. A adi¢do da
BCD nos diferentes amidos adicionados de GMS nao alterou as temperaturas de gelatinizacao e
entalpia, com excecdo do amido de milho com alto teor de amilose (Figura 19 A, L, 11, III, IV)
que mostrou um aumento significativo do AH¢ atingindo 18,11 J/g. Esse aumento do AH

sugere uma possivel associa¢do entre o GMS e a fCD.
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A temperatura e entalpia de dissociacdo do complexo amilose-lipidio do amido de trigo
(101,49 °C ¢ 0,99 J/g, Figura 19, A, 1, a, b, ¢) foram maiores que as do amido de milho normal
(99,86 °C e 0,89 J/g, Figura 19, A, 11, a, b, ¢). A adi¢ao de GMS praticamente ndo alterou as
temperaturas de dissociacdo dos complexos dos amidos de trigo e milho normal, porém a 3%
de GMS, foi observado aumento significativo do AH, no amido de trigo (Figura 19, A, I, a, b,
¢), enquanto esse aumento foi observado ja com a adicdo de 2% de GMS no amido de milho
normal (Figura 19, A, II, b). A adi¢ao da BCD nos amidos de trigo ¢ milho normal adicionados
de GMS provocou reducdo nas tx € aumento nos AHq (Figura 19, A, I, 11, d, e, f) sugerindo
que a BCD interferiu na formagao dos complexos amilose-GMS desses amidos.

No ciclo de resfriamento (B), os complexos foram reformados e recristalizados. O
aumento da concentracdo de GMS ndo representou aumento da intensidade de complexagdo
nos amidos de trigo, milho normal e milho com alto teor de amilose (Figura 19, I, II, IV, a, b,
¢). Os picos exotérmicos referentes a recristalizagcdo ocorreram a temperaturas mais baixas (~75
°C) que aquelas dos picos de fusdo. Como ja esperado, o amido de milho ceroso ndo apresentou
pico exotérmico referente a recristalizagdo do complexo, porém apresentou um leve pico a
aproximadamente 50 °C referente a recristalizacdo do GMS (Figura 19, IIL, b, c, d). Apds a
adi¢ao da BCD foi observado aumento do AH para os amidos de trigo, milho normal e milho
com alto teor de amilose (Figura 19, 1, II, IV, d, e, f), indicando que possivelmente houve
formagdo de um complexo entre amilose-fCD-GMS.

No ciclo de reaquecimento (C) houve aumento nas temperaturas e entalpia de
dissociagdo dos complexos dos diferentes amidos, quando comparado ao primeiro
aquecimento: de 99,06 para 103,1 °C, para o amido de trigo; de 99,88 para 100,54 °C para o
amido milho normal, e de 85 para 98,28 °C, para o amido de milho com alto teor de amilose
(Figura 19, 1, 11, 1V, respectivamente). O AH.x aumentou de 0,37 para 2,12 J/g, de 0,041 para
1,06 J/g, e de 1,45 para 2,27 J/g nos amidos de trigo, milho normal e milho com alto teor de
amilose adicionados de 1% de GMS, respectivamente. Segundo Eliasson (1994) se uma
amostra de amido-lipidio € aquecida, resfriada e novamente aquecida no DSC, maiores valores
de entalpia sdo normalmente obtidos durante a segunda corrida em func¢do das melhores
condi¢des para formagao do complexo apds o primeiro aquecimento. O amido de milho normal
adicionado de 3% de GMS mostrou um leve pico a temperaturas inferiores (50-60 °C) aquelas
da dissociagdo do complexo. Este pico correspondeu a dissociagdo do GMS. No entanto, para o
amido de trigo ndo foi observado este pico de dissociagdo do GMS, sugerindo que a formacao

do complexo, neste amido, foi mais intensa. Apds a adi¢do da BCD um significativo aumento
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do AH foi observado para os amidos, provavelmente devido a maior energia necessaria para
dissociar o possivel complexo formado entre amilose-BCD-GMS.

A auséncia do pico de dissociacdo do complexo amido-lipidio no amido de milho
ceroso adicionado de GMS (Figura 19, III, b, ¢, d) sugeriu que a formagao de complexos entre
as cadeias longas da amilopectina e o GMS ocorreu de maneira menos intensa dificultando a
detec¢do pelo DSC. No entanto, apos a sintese dos complexos, os difractogramas de raios-x
mostraram que houve a formacao de complexos entre as longas cadeias de amilopectina e o
GMS, resultados mostrados a seguir na segunda etapa do trabalho.

Também ndo foi possivel observar no primeiro ciclo de aquecimento, um segundo pico
para o amido de milho com alto teor de amilose (Figura 19, IV), possivelmente devido a alta
faixa de temperatura de gelatinizacdo desse amido (35,9 °C).

O amido de milho ceroso nativo ndo apresentou pico endotérmico no ciclo de
reaquecimento (Figura 19, III). Porém, com a adi¢cdo de diferentes concentracdes de GMS
foram observados leves picos entre 50-60 °C indicando a dissociacdo do GMS recristalizado
(Figura 19, C, IIL, b, c, d). Também foi observado picos apds a adicdo da BCD no amido de
milho ceroso adicionado de GMS (Figura 19, C, III e, f, g), porém estes ocorreram em

temperaturas mais altas (60-70 °C) o qual possivelmente correspondeu a dissociagdo da BCD.

5.3.5 Sinérese
A sinérese dos géis dos amidos de trigo, milho normal, milho ceroso e milho com alto
teor de amilose, adicionados de 1, 2 e 3% de GMS sem e com 3% de BCD e armazenados sob

refrigeracdo por 10 dias, estdo apresentados na Tabela 14.

101



Tabela 14 - Sinérese dos géis dos amidos de cereais adicionados de 1, 2 e 3% de GMS sem e
com 3% de BCD, refrigerados por 10 dias.

Sinérese (%)’

Concentragdo de GMS .
sem e com BCD (%) ' . . Milho ¢/ glto teor de
Trigo Milho normal Milho ceroso amilose

0 4,09+0,1°  7,09+0,28° 0,06 =+ 0,00° 11,68 + 0,33

1 1,46 +£0,02° 4,99 +0,15° 0,04 + 0,00 10,97 +0,30°

2 1,00+£0,01°  555+0,23 0,01 + 0,00 10,89 + 0,43°

3 0,97 £0,01° 5,560,227 0,01 +0,00¢ 10,80 +0,11°
1+pCD 3,61 £0,04°  5,32+0,02% 0,02 + 0,00° 10,89 + 0,02°
2+ BCD 2,40+ 0,05  537+026™ 0,02 + 0,00° 10.88 +0,16°
3+ BCD 1,87 +0,04° 576+023" 0,02 + 0,00° 10,46 + 0,59°

'Média de trés determinagdes + Desvio Padrdo. Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente,
para cada amido, pelo Teste Tukey (p < 0,05).

Os géis frescos ndo apresentaram sinais de sinérese, como ja era esperado. Apds 10 dias
de armazenamento, os amidos de trigo e de milho normal apresentaram redugdo de sinérese
com adicao de GMS. No entanto, no amido de trigo a sinérese diminuiu significativamente até
2% de GMS, enquanto no amido de milho normal a concentragdo de emulsificante ndo diferiu
significativamente. Essa reducdo da sinérese nos amidos de trigo e milho normal estd de acordo
com os resultados encontrados para o setback (de 205 para 21 RVU no amido de trigo, e de 391
para 250 RVU no amido de milho, Figuras 15 e 16, respectivamente).

Por outro lado, a presenca de BCD nos géis de amido de trigo adicionados de GMS
aumentou a sinérese. Estes resultados estdo de acordo com aqueles encontrados para o setback
deste amido quando a BCD foi adicionada (Tabela 7), sugerindo o rompimento do complexo
amilose-lipidio pela BCD e a liberacdo da amilose neste amido. J&4 no amido de milho normal, a
presenga de BCD ndo alterou o comportamento da sinérese nos amidos adicionados de GMS.

Apo6s 10 dias de refrigeragdo, a sinérese dos géis de amido de milho ceroso reduziu com
a adi¢do de emulsificante, sendo que ndo foi observada diferenga significativa entre as
concentragdes de 2 e 3%. Os géis de amido de milho ceroso, como esperado, apresentaram
sinais minimos de sinérese, devido ao baixo teor de amilose deste amido (1,10%). Devido aos
valores muito baixos de sinérese para este amido, a presenga de BCD nao alterou o resultado
final.

Os géis de amido de milho com alto teor de amilose adicionados de GMS, apds 10 dias

de refrigeragdo, mostraram reducdo na sinérese. No entanto, as diferentes concentragdes do
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emulsificante ndo afetaram a saida de dgua do gel. Como nem todos os granulos do amido com
alto teor de amilose gelatinizaram a temperaturas menores que 95 °C, conforme observado nos
resultados de propriedades térmicas (Ty 104,5 °C), o valor de sinérese pode ter sido
superestimado. A adicdo de BCD nado alterou o comportamento da sinérese nos amidos

adicionados de GMS.

5.3.6 Transparéncia

A transparéncia dos géis dos amidos de trigo, milho normal, milho ceroso e milho com
alto teor de amilose, adicionados de 1, 2 e 3% de GMS sem e com 3% de BCD e armazenados
sob refrigeragdo por 10 dias, estdo apresentados na Tabela 15.

A transparéncia dos géis dos amidos de trigo, milho normal, milho ceroso e milho com
alto teor de amilose ndo apresentaram alteracdo significativa no dia em que foram preparados
(dia 0), independente da adi¢ao de GMS e/ou BCD.

Apds 10 dias de armazenamento sob refrigeracdo, a transparéncia dos géis dos amidos
sem GMS diminuiu significativamente, refletindo o processo de retrogradacio ocorrido durante
o periodo de armazenamento. Os géis dos amidos de trigo ¢ milho normal adicionados de GMS
apresentaram aumento significativo da transparéncia de pasta independente da concentracao de
GMS, possivelmente devido a formagao do complexo amilose-GMS que provocou redugao do
setback (Figuras 15 e 16), respectivamente, diminuindo a opacidade de pasta desses amidos.
Kaur et al. (2005) também relataram a reducdo da opacidade dos géis de amido de milho
normal e batata adicionados de GMS durante a estocagem sob refrigeracao, isto se deu devido a
presenca de complexo de inclusdo amido-lipidio, que atrasou a reassociacdo das moléculas de
amilose e amilopectina durante a estocagem sob refrigera¢do. A adicdo da fCD nao provocou

alteracdo da transparéncia de pasta nos amidos de trigo e milho normal.
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Tabela 15— Transparéncia' dos géis de amido de trigo, adicionado de 1, 2 e 3% de GMS sem ¢

com 3% de BCD, refrigerados por 0 e 10 dias.

Concentragdo de GMS sem ¢ com BCD (%)

Transparéncia (%)

0 dias 10 dias

Amido de trigo

0 19,20 + 0,20" 17,70 + 0,20%°
1 19,73 + 0,50 21,30 + 0,50
2 19,50 + 0,80"° 21,90 + 0,80**
3 19,40 + 0,60"° 21,30 + 0,60
1+ BCD 19,50 + 0,50 21,50 + 0,50
2+ BCD 19,50 + 0,50 21,40 £ 0,504
3+ BCD 19,30 + 0,40 21,20 + 0,40
Amido de milho normal

0 19,14 + 0,40 17,00 + 0,40%°
1 19,10 + 0,50"° 21,00 + 0,50
2 19,20 + 0,20™° 21,10 + 0,30
3 19,70 + 0,50™° 21,60 + 0,50
1+ BCD 19,10 £ 0,30*° 22,00 + 0,40
2+ BCD 19,90 + 0,40 21,70 + 0,40™
3+ BCD 19,30 + 0,40 21,30 + 0,40™
Amido de milho ceroso

0 58,70 + 1,60 47,30 +2,30%°
1 60,00 + 0,20"° 65,72 + 0,20
2 59,83 + 1,50"° 65,00 + 1,00
3 60,06 + 1,20"° 65,50 + 1,10
1+ BCD 61,30 + 1,40"° 67,20 + 0,70
2+ BCD 60,80+ 1,60"° 66,80 + 1,30
3+ BCD 60,20 + 0,80"" 67,30 + 0,40

Amido de milho ¢/ alto teor de amilose

0
1
2
3
1 +BCD
2+ BCD
3+ BCD

14,36 + 1,00
14,90 + 0,80
14,13 + 0,20
14,00 + 0,30
14,48 + 0,40™
14,45 + 0,30
14,00 + 0,60™

14,40 + 1,00
14,90 + 0,80™
14,10 + 0,20
14,60 + 0,30
14,50 + 0,40
14,50 + 0,30™
14,00 + 0,60

"Média de trés determinagdes + Desvio Padrdo. Letras diferentes maitisculas na mesma coluna e mintsculas na

mesma linha, para cada amido, diferem significativamente, para cada amido, pelo Teste Tukey (p < 0,05).
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Apoés armazenamento, a transparéncia de pasta do amido de milho ceroso adicionado de
GMS aumentou independente da concentragdo. Apesar do baixo teor de amilose (1,10%)
presente nesse amido, provavelmente essa amilose complexou com o GMS provocando
redugdo do setback, de 42, 9 para 20,3 RVU (Figura 17), e reduzindo a opacidade de pasta
nesse amido. A adi¢dao de BCD ndo alterou o comportamento da pasta adicionada de GMS.

O amido de milho com alto teor de amilose apds armazenamento sob refrigeracdo ndo
apresentou alteracdo da transparéncia de pasta independente da adi¢do de GMS sem e com
BCD, provavelmente a temperatura utilizada para produzir os géis ndo foi suficiente para
gelatinizar a maioria dos granulos desse amido, devido sua maior temperatura de gelatinizagdo

(T; 104,5 °C).

54 COMPLEXOS FORMADOS
5.4.1 Microscopia eletronica de varredura

Nas Figuras 20, 21, 22 e 23 estdo apresentadas as micrografias obtidas em MEV dos
complexos sintetizados dos amidos de trigo, milho normal, milho ceroso e milho com alto teor
de amilose, respectivamente com 1, 2 ¢ 3% de GMS sem e com 3% BCD. Os complexos
formados pelos amidos de trigo (Figura 20) e milho normal (Figura 21) com diferentes
concentragcdoes de GMS mostraram estruturas facetadas, tipicas de cristais. Estruturas facetadas
semelhantes também foram observadas por Exarhopoulos e Raphaelides (2012) em complexos
de amidos de milho normal e ervilha com acido miristico, 4cido palmitico e 4cido esteérico e
por Zabar et al. (2010) em complexos de amilose de batata com acidos graxos saturado e

insaturado.
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Figura 20: Micrografias dos complexos sintetizados do amido de trigo com GMS sem e com BCD observados em
MEV.

A: 1% de GMS; B: 2% de GMS; C: 3%GMS; D: 1% de GMS e 3% BCD; E: 2% de GMS e 3% BCD e F: 3% GMS
e 3% BCD.

Andlises térmicas de complexos amido-emulsificante tém revelado a existéncia de
cristais polimorficos que apresentam temperaturas caracteristicas de dissociagdo. Esses
complexos sdo formados como precipitados insoluveis em meio aquoso neutro, resultando em
formas facetadas cristalinas que apresentam padrdo tipo “V”, quando observados em
difractometro de raios-X (BILIADERIS; SENEVIRATNE, 1990; BILIADERIS;
GALLOWAY, 1989; LESMES et al., 2009; TANG; COPELAND, 2007).

As imagens obtidas em MEV mostraram que o aumento da concentracdo de GMS
(Figura 20, A, B, C) parece nao ter influenciado a intensidade de complexa¢do no amido de
trigo. No caso do amido de milho normal essas estruturas facetadas também foram observadas,
porém as mesmas pareciam estar mais associadas ou grudadas umas as outras principalmente

com 1 e 2% de GMS (Figura 21, A, B, C).
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Figura 21: Micrografias dos complexos sintetizados do amido de milho normal com GMS sem e com BCD
observados em MEV.

A: 1% de GMS; B: 2% de GMS; C: 3% de GMS; D: 1% de GMS e 3% BCD; E: 2% de GMS e 3% BCD e F:
3%GMS e 3% BCD.

A adicao de BCD provocou mudangas nas imagens observadas nos complexos de trigo e
milho normal (Figuras 20 e 21, D, E, F), as quais ainda mostraram as estruturas facetadas,
porém, com a superficie mais rugosa, independente da concentracdo de GMS presente,
possivelmente pela presenca da BCD que interferiu no complexo amilose-GMS.

As imagens obtidas em MEV das misturas de amido de milho ceroso e GMS (1, 2 e 3%)
apos complexacao (Figura 22, A, B, C) mostraram uma massa disforme em vez das estruturas
facetadas tipicas de cristais. Esses resultados sugeriram a ndo formagao de complexos entre este
amido e o emulsificante, possivelmente pela pequena quantidade de amilose e de longas
cadeias ramificadas de amilopectina capazes de se complexar com o GMS, em relagdo a
quantidade de amilose nos outros amidos.

A presenca da BCD praticamente nao alterou as imagens obtidas (Figura 22, D, E, F), as

quais mostraram as mesmas estruturas com aspecto de massa disforme.
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Figura 22: Micrografias dos complexos sintetizados do amido de milho ceroso com GMS sem e com BCD
observados em MEV.

A: 1% de GMS; B: 2% de GMS; C: 3% de GMS; D: 1% de GMS ¢ 3% BCD; E: 2% de GMS ¢ 3% BCD ¢ F:
3%GMS e 3% BCD.

As imagens dos complexos entre o amido de milho com alto teor de amilose e 0 GMS
(Figura 23, A, B, C), ao contrario, mostraram as estruturas facetadas que aumentaram na
medida em que a quantidade de GMS aumentou, possivelmente devido ao maior teor de
amilose neste amido, indicando que concentragdes menores que 3% GMS ndo foram
suficientes para interagir com toda a amilose disponivel para complexar. Na presenca de BCD
(Figura 23, D, E, F), as estruturas facetadas ainda permaneceram, porém com superficie um
pouco mais rugosa como ocorreu com os amidos de trigo € milho normal, provavelmente

devido a agdo desestabilizante da BCD sobre os complexos cristalinos.
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Figura 23: Micrografias dos complexos sintetizados do amido de milho com alto teor de amilose com GMS sem e
com BCD observados em MEV.

A: 1% de GMS;, B: 2% de GMS; C: 3% de GMS; D: 1% de GMS e 3% BCD; E: 2% de GMS e 3% BCD e F:
3%GMS e 3% BCD.
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5.4.2 Microscopia de forca atomica

A MFA foi usada para observar micros e nanoestruturas das superficies dos complexos
de inclusao amido-GMS na auséncia e na presenca da fCD.

As imagens topograficas em 3D dos complexos sintetizados de amidos de trigo com 1 e
3% de GMS (Figura 24, 1A, 1B) e de milho normal com 1 e 3% de GMS (Figura 24, 2A, 2B)
mostraram a tendéncia dos cristais de se agregarem e formarem aglomerados com diametros de
varios micrometros. O aumento da concentragdo de GMS no amido de trigo resultou em
acumulo de particulas proximas aos aglomerados de cristais, que poderiam ser moléculas de
GMS que se autoassociaram (Figura 24, 1B) na forma de agregados devido ao excesso de

emulsificante ap6s saturagdo da amilose disponivel para complexagao.

1A 1B

30 m30 m

Figura 24: Imagens topograficas em 3D dos complexos sintetizados dos amidos de trigo € milho normal com
GMS observados por MFA.

1A: amido de trigo com 1% de GMS (tamanho 30 pm x 30 pm); 1B: amido de trigo com 3% de GMS (tamanho 20
pum x 20 pm); 2A: amido de milho normal com 1% de GMS (tamanho 30 pm x 30 pm); 2B: amido de milho
normal com 3% de GMS (tamanho 70 pm x 70 pm).
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No caso dos complexos de amido de milho-GMS (Figura 24, 2A, 2B), parece ter havido
também formagdo de agregados de GMS, no entanto, foi possivel observar também, a 3% de
GMS, uma massa disforme ( ﬂ), sugerindo também a presenca de cadeias de amilose
gelatinizadas que nao conseguiram se complexar com o GMS.

As imagens dos complexos dos amidos de trigo ¢ de milho com o GMS na presenga da
BCD (Figura 25, 1A, 2A) também mostraram os aglomerados de cristais dos complexos. Na
imagem topograficas em 3D mostraram também um gel ao redor dos aglomerados de cristais,
(ﬂ), principalmente nos complexos de milho, sugerindo uma associagao nao cristalina entre os

cristais e a BCD.

1A 2A

Figura 25: Imagens em 3D dos complexos sintetizados dos amidos de trigo € milho normal com GMS na presenga
de BCD observados por MFA.

1A: Amido de trigo com 1% de GMS e 3% BCD (tamanho 40 um x 40 um); 2A: amido de milho normal com 1%
de GMS e 3% BCD (tamanho 10 pm x 10 pm).

Os complexos dos amidos de trigo e de milho normal com GMS e adicionados de fCD
mostraram superficies mais rugosas quando determinadas por MFA. Um exemplo do valor de
rugosidade para o complexo de amido de milho normal com 1% de GMS na presenca de BCD,
obtido a partir do software NanoScope Analysis € apresentado na Figura 26. A rugosidade dos
cristais de amido de trigo com 1% GMS aumentou de 40,5 nm para 76,1 nm quando teve fCD
adicionada, enquanto esses valores aumentaram de 20,2 nm para 40,1 nm, para os complexos
de amido de milho. Esses resultados sugeriram uma associa¢do ndo cristalina entre a fCD e os

cristais de complexos e confirmaram aqueles obtidos em MEV (Figuras 20, D, E, F e 21, D, E,
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F) que mostraram cristais de complexos com a superficie mais rugosa, possivelmente pela

presenca da BCD que interferiu no complexo amilose-GMS.

262.8 nm Results
— Image Raw Mean -537 nm
— Image Mean -0.173 nm
— Image Z Range 266 nm
— Image Surface Area 412 uym*
— Image Projected Surface Area 4,00 pm*
— Image Surface Area Difference 296 %
[ Image Rg 401 nm |
— Image Ra 33.6 nm
— Image Rmax 234 nm
— Raw Mean 0.00 nrm
— Mean 0.00 nm
— ZRange 0.00 nm
— Surface Area 0.00 pm*
— Projected Surface Area 0.00 pm*
L b Scne — Surface Area Difference 0.00 %
— Rq 0.00 nm
— Ra 0.00 nm
— Roughness Rmax 0.00 nm
— Skewness 0.00
— Kurtosis 0.00
— Rz 0.00 nm
— Rz Count 0.00
— Peak Count 0.00
— Valley Count 0.00
— Max Peak ht (Rp} 0.00 nm
— Awverage Max Height (Rpm) 0.00 nm
— Maximum Depth (Rv) 0.00 nm

Figura 26: Imagem topografica com tamanho de 2 pm x 2,0 um e o perfil de rugosidade dos complexos
sintetizados do amido de milho normal com 1% de GMS e 3% de BCD observados por MFA.

As imagens topografica 3D e de contraste de fase obtidas em MFA dos complexos de
amido de trigo e de milho normal com GMS obtidas de uma regido da superficie de 2,0 pm x
2,0 um sdo apresentadas na Figura 27.

Foi possivel observar a partir das imagens topograficas em 3D dessa regido, a formagao
de pequenas particulas com didmetro de poucos nandmetros que corresponderam aos cristais
organizados em lamelas empacotadas na forma de esferoides que tenderam a se agregar em
aglomerados maiores como foi mostrado na Figura 24. Esses esferoides foram melhores
observados nos complexos de amido de trigo do que nos de milho. Lesmes et al. (2009) e Zabar
et al. (2010), a partir de estudos em MFA, relataram que os complexos amilose-V exibem
agregados que compreendem pequenos esferulitos organizados em lamela com poucos microns
de comprimento e espessura. Os resultados relatados por esses autores foram semelhantes aos

encontrados neste trabalho por MEV e MFA.
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1A 1B

18.5°

84.2°

Figura 27: Imagens com tamanho de 2 pm x 2,0 um dos complexos produzidos com 3% de GMS observados por
MFA. A: imagem em 3D; B: imagem de fase. 1: amido de trigo; 2: amido de milho normal.

As imagens de fase mostraram que a complexa¢do foi mais intensa no amido de trigo
(Figura 27, 1B) do que no amido de milho (Figura 27, 2B), pois o contraste de fase foi mais
intenso para o trigo, indicando uma maior heterogeneidade deste complexo. A presenga de uma
massa gelatinizada nos complexos de amido de milho normal também foi observada. Esses
resultados sugeriram que a menor complexa¢do do amido de milho com o emulsificante seja
decorrente das menores cadeias de amilose do milho que ndo conseguiram acomodar as
moléculas de GMS e gelatinizaram, confirmando aqueles resultados observados em MEV
(Figuras 20 A, B, Ce 21 A, B, C).
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Ao contrario das micrografias obtidas em MEV (Figura 22, A, B, C), as imagens
topograficas em 3D (Figura 28 1A e 1B) obtidas em MFA das misturas de amido de milho
ceroso com 1 e 3% de GMS sugeriram a formagdo de complexos entre as poucas moléculas de
amilose e/ou as longas cadeias ramificadas da amilopectina e o GMS, que pareciam estar

embebidos em uma massa disforme gelatinizada.

1A 1B

Figura 28: Imagens em 3D dos complexos sintetizados dos amidos com GMS observados por MFA.

1A: amido de milho ceroso com 1% de GMS (tamanho de 20 pm x 20 pm); 1B: amido de milho ceroso com 3%
de GMS (tamanho de 20 um x 20 um); 2A: amido de milho com alto teor de amilose com 1% de GMS (tamanho
de 40 pm x 40 um); 2B: amido de milho com alto teor de amilose com 3% de GMS (tamanho de 40 pm x 40 pm).

As imagens em 3D obtidas por MFA dos complexos de amido de milho com alto teor
de amilose com GMS (Figura 28, 2A, 2B) mostraram os agregados de cristais ja observados
para os outros amidos, porém ndo foi observado, mesmo a 3% de GMS, excesso de
emulsificante nas superficies proximas aos aglomerados de cristais, como observado para os

complexos dos amidos de trigo e milho normal. Esses resultados sugeriram que concentragdes
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menores de 3% de GMS nao foram suficientes para complexar com toda amilose disponivel
neste amido. Esses resultados confirmam aqueles obtidos pelo MEV (Figura 23, A, B, C).

A adi¢do da BCD durante a sintese dos complexos de amido de milho ceroso (Figura 29,
1A) e de milho com alto teor de amilose com 1% de GMS (Figura 29, 2A) também ndo alterou
a formacao dos aglomerados de cristais, apesar dos mesmos apresentarem maior rugosidade
que aqueles sintetizados sem a BCD. A rugosidade nos complexos do amido de milho com alto
teor de amilose e 1% GMS aumentou de 50,9 nm para 67,1 nm quando BCD foi usada,
confirmando os resultados obtidos em MEV (Figuras 22 D, E, F e 23 D, E, F). No entanto, nos
complexos do amido de milho ceroso nao foi possivel obter os valores de rugosidade porque os

cristais estavam embebidos em uma massa disforme gelatinizada.

1A 2A

Figura 29: Imagens topografica em 3D dos complexos sintetizados dos amidos de milho ceroso e milho com alto
teor de amilose com GMS na presenga de BCD observados por MFA.
A: 1% de GMS e 3% BCD; 1: amido de milho ceroso; 2: amido de milho com alto teor de amilose.
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5.4.3 Difracao de raios-X

Os complexos sintetizados dos amidos de trigo (Figura 30) e milho normal (Figura 31)
com 1, 2 e 3% de GMS apresentaram picosa 7°, 13°e 20°em 20 correspondente ao padrdo
cristalino tipo Vy polimorfismo II (BILIADERIS; GALLO A , 1989; KARKALAS et al.,
1995; LESMES et al., 2009). Além disso, picos a 24° em 20 foram observados para todos os
complexos, os quais correspondiam aos agregados de GMS. Tang e Copeland (2007), abar et
al. (2010) e Chang, He ¢ Huang (2013a,b) também relataram picos a 21 °e 24 °em 20 ¢
assumiram que esses picos foram resultantes do excesso das moléculas de lipidio que ficaram
presas fisicamente entre as hélices e se autoassociaram. Acima de certa concentracdo, lipidios
com maior comprimento da cadeia carbonica possuem baixa solubilidade em 4gua e tendem a
se associar em vez de formar complexos com a hélice de amilose. Em um sistema amido-
lipidio-agua, as moléculas de emulsificante podem interagir com o solvente dgua, e além de
formar complexos com a amilose do amido, podem se autoassociar em estruturas micelares
(TANG; COPELAND, 2007). Segundo Tang e Copeland (2007) quanto maior o comprimento
da cadeia carbonica do lipidio e menor sua solubilidade em dgua, maior a autoassociacdo do
emulsificante. Esses autores também concluiram que a concentragdo micelar critica diminui a
medida que aumenta o comprimento da cadeia carbonica do lipidio e reduz a sua solubilidade
em agua.

Nos complexos de trigo e milho normal (Figuras 30 e 31, a, b, c¢), os picos dos
difractogramas foram substancialmente reduzidos com o aumento na concentragdo de GMS. A
cristalinidade relativa reduziu em 25% e 14% para os complexos de trigo e milho normal,
respectivamente, quando a concentracdo aumentou de 1 para 3% GMS. Esses resultados
sugerem que em maiores concentracdes ocorre uma maior tendéncia do emulsificante em se
autoassociar diminuindo entdo sua capacidade de complexacdo com a amilose devido a maior
afinidade do GMS pelo proprio GMS. E possivel que a concentragdo micelar critica para os
complexos de trigo e milho seja proxima de 1% GMS. Porém, mesmo a maiores concentracoes

as estruturas facetadas dos cristais foram observadas em MEV e MFA.
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Figura 30: Difractogramas de raios-X dos complexos sintetizados de amido de trigo:(a) 1% GMS; (b) 2% GMS;
() 3% GMS, (d) 1%GMS e 3%BCD, () 2%GMS e 3%BCD e (f) 3%GMS e 3%BCD.

A adigdo da BCD na sintese dos complexos provocou reducio na intensidade dos picos
e na cristalinidade relativa dos complexos de trigo e milho normal (Figuras 30, 31, d, e, f,
respectivamente), sugerindo uma desestabilizagdo do complexo amilose-GMS devido a
provavel associacdo entre a BCD com o GMS, porém sem alteragdo do padrdo cristalino. Esses
resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por MEV e MFA que mostraram interferéncia
da BCD nos complexos amilose-GMS aumentando a rugosidade dos cristais. No entanto, Tian
et al. (2010) ao estudarem a interacdo entre a fCD e o complexo amido-lipidio natural presente
no amido de arroz retrogradado, sugeriu a formacdo de um complexo entre amilose-BCD-
lipidio em funcdo do aparecimento de um novo pico a 16,2° em 20 e aumento da cristalinidade

relativa do complexo.
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Figura 31: Difractogramas de raios-X dos complexos sintetizados de amido de milho normal: (a) 1% GMS; (b)
2% GMS; (¢) 3% GMS, (d) 1%GMS e 3%BCD, (e) 2%GMS e 3%BCD e (f) 3%GMS e 3%pCD.

Apesar dos picos dos difractogramas de raios-X ndo apresentarem boa resolugdo,
(Figura 32, a) estes confirmaram que houve formacdo de complexos entre as poucas moléculas
de amilose e/ou as longas cadeias ramificadas da amilopectina do amido de milho ceroso e 1%
GMS. No estudo in vitro nao foi possivel observar a formagdo desses complexos. Os
difractogramas nao apresentaram boa resolucdo devido a baixa concentracdo de complexos
neste amido. Porém com 1% GMS foi possivel observar os picos adequadamente a 7°, 13°e
20° em 20 indicando a formacdo do complexo tipo Vj, polimorfismo II. Maiores concentragdes
de GMS provocaram redugdo desses picos indicando a maior tendéncia a autoassociagdo das
moléculas de GMS. Esses resultados confirmaram aqueles obtidos por MFA (Figura 28, 1A,

1B).
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Figura 32: Difractogramas de raios-X dos complexos sintetizados de amido de milho ceroso: (a) 1% GMS; (b) 2%
GMS; (¢) 3% GMS, (d) 1%GMS e 3%BCD, (e) 2%GMS e 3%PCD e (f) 3%GMS e 3%BCD.

Os difractogramas dos complexos do amido de milho com alto teor de amilose (Figura
33, a, b, ¢) mostraram picos com excelente resolucdo para todas as concentracdes de GMS
devido seu alto teor de amilose (~50%), sugerindo que com 3% GMS ainda havia amilose para
se complexar, resultados que também concordaram com aqueles observados em MEV. No
entanto, a cristalinidade relativa também diminuiu com o aumento da concentragdo de GMS
confirmando aqui, também, a tendéncia a autoassociagdao do emulsificante.

Picos a 24° em 20 também foram observados para os complexos de milho ceroso e
milho com alto teor de amilose. Esse pico correspondeu ao padrio cristalino de agregados de
GMS. Zhang et al. (2012) também encontraram padrao de difracdo de raios-x “tipo V” para os
complexos amilose-acido laurico, e confirmaram que lipidios com menor solubilidade em agua
tende a se autoassociar ao invés de formar complexos com as hélices de glicose, e entdo

apresentaram picos a ~21,5 € 23,9 © em 20.
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Figura 33: Difractogramas de raios-X dos complexos sintetizados de amido de milho com alto teor de amilose: (a)
1% GMS; (b) 2% GMS; (c) 3% GMS, (d) 1%GMS e 3%PCD, (e) 2%GMS e 3%BCD e (f) 3%GMS e 3%BCD.

A presenga da BCD nos complexos sintetizados dos amidos de milho ceroso (Figura 32,
d, e, f) e milho com alto teor de amilose (Figura 33, d, e, f) com GMS também reduziu a
cristalinidade nesses complexos, devido a desestabilizagdo do complexo amido-GMS. Porém, a
redugdo da cristalinidade nos complexos do amido de milho com alto teor de amilose € 0 GMS
na presenga da BCD foi menor que nos outros amidos, provavelmente porque, mesmo com 0
uso de 3% GMS ainda havia amilose disponivel para se complexar, indicando que o efeito da
desestabilizacdo do complexo neste amido foi menos visivel. O baixo efeito da interagdo BCD e
GMS observada no estudo in vitro no amido de milho com alto teor de amilose se deu devido
ao denso empacotamento das cadeias de amilose necessitando de alta temperatura para
gelatinizagdo deste amido. Porém, s ap0s a sintese desses complexos ¢ que foi possivel sugerir
que 3% GMS ndo saturou toda amilose disponivel para se complexar.

Assim como nos complexos de amidos de trigo e milho normal com GMS e BCD, os
complexos dos amidos de milho ceroso e milho com alto teor de amilose também nao
apresentaram formagdo de novos picos a partir dos difractogramas, indicando que nao houve

formacao de um novo complexo cristalino entre amilose-pCD-GMS.
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5.4.4 Propriedades térmicas

O perfil endotérmico dos complexos sintetizados dos amidos de trigo, milho normal,
milho ceroso e milho com alto teor de amilose com 1, 2 ¢ 3% de GMS sem e com BCD, esta
mostrado na Figura 34.

No ciclo de aquecimento (A), os termogramas dos complexos de todos os amidos
mostraram picos endotérmicos ( 115 a 120 °C) correspondentes a dissociacdo do complexo
amilose-GMS, com excecao do amido de milho ceroso que em concentragcdes acima de 1%
GMS nao mostrou pico de dissociagdo do complexo, confirmando resultados de difractometria.
As temperaturas de dissociagdo (tex ~ 118 °C) dos complexos confirmam os resultados obtidos
anteriormente nos difractogramas de raios-X (Figuras 30, 31, 32 e 33) e nas imagens de MEV
(Figuras 20, 21, 22 e 23) e MFA (Figuras 25 e 28) classificando-os como tipo V polimorfismo
IIb, os quais sdo estruturas de cristais bem definidos com maiores temperaturas de dissociagao
(KARKALAS et al., 1995). Kawai et al. (2012) relataram que o complexo amido-lipidio que
tem maior temperatura de pico reflete em maior comprimento helicoidal do complexo, isto
significa que a estabilidade fisica do complexo ¢ maior.

Também foi observado para os complexos dos amidos de trigo com 1, 2 e 3 % GMS
sem BCD, dois picos endotérmicos ~105 °C e 118 °C (Figura 34, A, I, a, b, ¢) , sugerindo a
formagdo de complexos tipos Ila e IIb, respectivamente. Biliaderis e Galloway (1989) e
Karkalas et al. (1995) sugeriram que o polimorfismo tipo Ila indica hélices com uma estrutura
supramolecular com menores registros cristalograficos, uma organizagdo mais compacta e
menores temperaturas de dissociacao (~105 °C), enquanto o tipo IIb sdo estruturas de cristais
bem definidos com maiores temperaturas de dissociagdo (~116 °C). As diferencas entre os
polimorfismos Ila e IIb podem ser facilmente atribuidas as diferencas no tamanho e perfeicao

dos cristais formados.
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Figura 34: Curvas de DSC dos complexos sintetizados dos amidos de trigo (I), milho normal (II), milho ceroso
(I11), milho com alto teor de amilose (IV), com (a) 1% GMS; (b), 2% GMS; (c¢) 3% GMS, (d) 1%GMS e 3%pCD,
(e) 2%GMS e 3%PCD e (f) 3%GMS e 3%BCD. A: lo ciclo de aquecimento; B: resfriamento; C: 20 ciclo de
aquecimento.
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O aumento da concentragdo de GMS provocou aumento na temperatura de pico do
complexo de amido de trigo (de 117,19 para 119,76 °C, Figura 34, A, 1, a, b, c¢), enquanto
provocou reducao para o complexo de amido de milho normal (de 120,65 para 115,84 °C,
Figura 34, A, 11, a, b, ¢) e nenhuma alteracao para o complexo de amido de milho com alto teor
de amilose (Figura 34, A, 1V, a, b, c). Esses resultados podem estar relacionados com a extensa
cadeia carbonica do GMS e as diferengas entre as moléculas de amilose desses amidos. Chung
e Liu (2009) e Ong et al. (1994) relataram diferentes GP para as amiloses de trigo ¢ milho. O
comprimento da cadeia de emulsificante também ¢ um fator muito importante que determina as
caracteristicas e a extensdo na formacdo do complexo. Emulsificantes com longas cadeias
carbonicas, como no caso do GMS, conferem maior termoestabilidade ao complexo tipo V
(GODET; BIZOT; BULEON, 1995; MIRA; PERSSON; VILLWOCK, 2007; PUTSEYS et al.,
2009). No entanto, quanto maior o emulsificante maior deve ser a molécula de amilose para
acomodar as moléculas de emulsificante. Isso explica que o maior comprimento das cadeias de
amilose do amido de trigo conferiu maior capacidade de complexa¢do desse amido do que o
amido milho normal.

Também foi observada reducdo da entalpia para os complexos de amidos de trigo e
milho normal com o aumento da concentragdo de GMS (de 7,79 para 4,02 J/g para o complexo
de amido de trigo e de 7,66 para 5,58 J/g para o complexo de amido de milho), confirmando
que 1% de GMS foi suficiente para complexar com a amilose disponivel, e acima dessa
concentracdo houve maior tendéncia do GMS em se autoassociar diminuindo sua capacidade de
complexac¢do, como observado nos difractogramas de raios-X. Para os complexos de amido de
milho com alto teor de amilose (Figura 34, A, IV, a, b, c¢) as diferentes concentracdes de GMS
ndo alteraram a entalpia, possivelmente 3% de GMS ndo foi suficiente para provocar a
saturacdo da maior quantidade de amilose disponivel para complexagdo neste amido. Karkalas
et al. (1995) relataram que mudangas na entalpia podem ser atribuidas a energia requerida para
desordenar e dissociar complexos helicoidais tipo V. Kawali et al. (2012) relataram também que
a entalpia do complexo ¢ uma medida tanto da quantidade de complexo quanto do grau de
ordem cristalina dentro do complexo. Segundo Eliasson e Krong (1985) a contribui¢do para o
grau de ordem cristalina ¢ menor do que a quantidade de complexo.

A presenga da BCD nos complexos de amido de trigo e milho normal (Figura 34, A, I,
I, d, e, f) provocou redugdo nas t, independente da concentragdo de GMS, indicando que as
moléculas de BCD interferiram na continuidade (perfeicdo) dos cristais formados. Segundo

Biliaderis et al. (1985) a cristalizagdo de polimeros semicristalinos envolve 3 fases: a iniciagdo
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da orientagdo dos segmentos das cadeias, o crescimento dos cristais e a perfei¢do e/ou
continuidade desses cristais. No entanto, as temperaturas de dissociagdo indicam a perfei¢cdo
dos cristais.

A entalpia de dissociagdo dos complexos (AH¢x) de amido de trigo na presenga de BCD
aumentou independente da concentragdo de GMS (de 4,02 para 10,63 J/g com 3% GMNS)
(Figura 34, A, 1, d, e, f), enquanto que, para os complexos de amido de milho normal o AH.
praticamente nao se alterou, independente da concentragdo de GMS. Esses resultados
indicaram que a BCD reduziu a autoassociacdo do GMS devido a interacao entre a fCD e este
lipidio no amido de milho normal, enquanto, no amido de trigo parece que a associagdo entre o
GMS e a BCD foi mais intensa provocando aumento significativo do AH., sugerindo que
provavelmente houve um aumento da quantidade de cristais amilose-GMS desestabilizados
pela BCD. Essa interagio GMS-BCD provavelmente foi amorfa, pois ndo foram observados
picos adicionais no padrao de raios-X. As imagens em 3D obtidas por MFA (Figura 26, 1A,
2A) mostraram que esses complexos apresentaram maior rugosidade e também mostraram um
gel ao redor dos aglomerados de cristais, principalmente nos complexos de milho, sugerindo
uma associagao nao cristalina entre os cristais e a fCD.

Nos termogramas dos complexos de amido de milho ceroso com GMS na presenca de
BCD (Figura 34 A, 111, d, e ,f) ndo foi possivel observar qualquer pico endotérmico, como foi
observado no termograma do complexo com 1% GMS sem BCD (Figura 34, A, III, a). A
partir dos difractogramas de raios-X (Figura 32, d, e, f), a formacdo do complexo referente a
estrutura Vy, polimorfismo II foi observada somente na presenca de 1% de GMS sem BCD
(Figura 32, a), pois em concentracdo acima de 1% de GMS e apods adigdo da BCD, nao ocorreu
a presenga dos picos em 7°, 13° e 20° em 20, que sdo caracteristicos do padrao cristalino
amilose-V (Figura 32, b, c, d, e, f). A baixa quantidade de amilose, a presenga de longas
cadeias ramificadas da amilopectina, assim como o aumento da concentracdo de GMS,
contribuiram para que ocorresse a autoassociagao do excesso de GMS, que impediu a formagao
do complexo ou pelo menos este foi formado em quantidades ndo suficientes capazes de alterar
os padroes de DSC e de raio-X. As imagens obtidas em MEV (Figura 22, A, B, C), também,
ndo mostraram nitidamente que houve formacgdo de cristais entre as longas cadeias de
amilopectina e 0 GMS, independente da presenca de BCD.

Nos complexos do amido de milho com alto teor de amilose a presenca da fCD (Figura
34, A, 1V, d, e, f) provocou aumento da tx (117,93 para 119,79 °C com 3% GMS), porém a

entalpia so foi reduzida de 14,45 para 11,56 J/g no complexo com 3% GMS. No estudo in vitro
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foi observado o aumento do AH.x de 10,72 para 18,11 J/g (Figura 12, A, IV, b) na presenca da
BCD no amido de milho com alto teor de amilose adicionado de 3% GMS. No entanto, os
complexos ja sintetizados mostraram nos dfiractogramas de raios-X picos com excelente
resolucao e as imagens de MEV e MFA mostraram estruturas ainda facetadas, porém rugosas.
Esses resultados indicaram que possivelmente mesmo com 3% GMS ainda havia amilose
disponivel para se complexar, sugerindo uma menor desestabilizacdo dos complexos pela BCD.

Na curva de resfriamento (B) os complexos foram formados e recristalizados. O
aumento da concentragdo de GMS provocou reducdo da intensidade de complexac¢ao no amido
de trigo devido uma redugdo de 60,3% do AH (de -6,14 J/g com 1% GMS para -2,44 J/g com
3% GMS) (Figura 34, B, I, a, b, ¢), enquanto para o amido de milho ndo houve abrupta
alteragdo com as diferentes concentragdes de GMS utilizadas devido a uma redugdo de apenas
8,9% do AH (de -1,92 J/g com 1% GMS para -1,75 J/g com 3% GMS) (Figura 34, B, I, a, b,
¢). O amido de milho com alto teor de amilose também apresentou reducdo de
aproximadamente 10% da intensidade de complexagdo (Figura 34, B, IV, a, b, c¢). Nos
complexos do amido de milho ceroso a intensidade de complexagdao foi tdo baixa com o
aumento da concentragdo de GMS que ndo foi possivel observar as curvas de DSC nas
concentragdes acima de 1% GMS (Figura 34, B, III, b, c¢). No geral, os complexos dos amidos
de trigo, milho normal e milho com alto teor de amilose com diferentes concentracdes de GMS
na presenca da BCD apresentaram aumento da entalpia. Os picos exotérmicos referentes a
recristalizacdo dos complexos com GMS sem e com BCD ocorreram a temperaturas mais
baixas que aquelas dos picos de fusdo. Biliaderis et al. (1985) relataram que as curvas de
resfriamentos estdo associadas com a organizacao das hélices dos complexos amido-lipidios em
uma estrutura supramolecular semicristalina. Esses agregados moleculares formados no
resfriamento podem exibir uma perfeicdo nos dominios cristalinos, considerando que ¢ um
processo que ocorre a uma velocidade muito menor. Eliasson (1994) confirma que os cristais
formados no resfriamento sao mais fortes do que os do primeiro aquecimento, € ocorrem a uma
temperatura menor do que a do primeiro aquecimento.

Durante o segundo aquecimento (C), a dissociacdo do complexo recristalizado com
GMS aconteceu com menor for¢a com aumento da concentragdo de GMS, provocando uma
leve reducdo do AH, de 3,67 para 2,40 J/g e de 3,66 para 3,20 J/g, respectivamente para os
amidos de trigo € milho normal adicionados de 1 e 3% de GMS (Figura 34, C, I, 11, a, c,
respectivamente), enquanto nao houve alteracdo do AH para os complexos do amido de milho

com alto teor de amilose. Também ndo foi observado alteragdo da t.x para os complexos dos
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amidos de trigo e milho com alto teor de amilose, porém, os complexos do amido de milho
mostraram aumento da t.x de 96,10 para 101,78 °C quando a concentragdo de GMS aumentou
de 1 para 3% de GMS (Figura 34, C, 11, a, c). A presenca de BCD, ndo provocou alteragcdo da
entalpia para os complexos estudados, devido a baixa interagdo da PCD. Na curva de
reaquecimento, a dissociagdo do complexo de GMS sem e com BCD ocorreu a temperaturas
inferiores aquelas do primeiro aquecimento, pois a dissociagdo do complexo recristalizado

acontece com menor for¢a do que no primeiro aquecimento (ELIASSON, 1994).

5.4.5 Digestibilidade in vitro

De acordo com a classificacdo proposta por Englyst et al. (1992) foi definido que o
conteudo de amido degradado em 20 min ¢ denominado de amido rapidamente digerivel
(ARD), enquanto aquele degradado em 120 min ¢ denominado de amido lentamente digerivel
(ALD) e o amido resistente (AR) ¢ a por¢cdo de amido que resistiu a a¢do das enzimas
digestivas.

Os teores de ARD, ALD e AR dos amidos nativos e dos seus respectivos complexos
sintetizados com 1% de GMS sem e com 3% de BCD estdo apresentados na Tabela 16.

O amido nativo de milho normal apresentou maior conteudo de ARD e menor teor de
ALD e de AR quando comparado ao amido de trigo. Apesar do mesmo conteudo de amilose
desses amidos (~25%), as maiores quantidades de complexo amilose-lipidio naturalmente
presente no amido de trigo, além das diferencas entre o tamanho molecular da amilose e sua
organizagdo no granulo podem ter interferido na digestibilidade enzimatica do amido. O
conteudo de ALD ¢ provavelmente controlado pela propria estrutura granular do amido. Zhang,
Ao e Hamaker (2006) relataram que a hidroélise de amidos de cereais nativos com pepsina por
longos periodos reduziu o tamanho e alterou a morfologia do granulo, porém nao afetou o
conteudo de ALD, o qual foi afetado principalmente pela estrutura molecular do granulo de
amido. Englyst et al. (1992) e Zhang, Ao e Hamaker (2006) mostraram que amidos com
estrutura cristalina tipo A apresentaram maior quantidade de ALD do que as ARD e AR,

quando comparados aos amidos tipo B.
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Tabela 16- Contetido de ARD, ALD e AR' dos amidos nativos e seus respectivos complexos
sintetizados de amido de trigo, milho normal, milho ceroso e milho com alto teor de amilose
com 1% de GMS sem e com 3% de BCD.

Concentra¢ao de GMS sem e

com BCD (%) ARD ALD AR

Trigo

0 4,13 +£0,19° 56,34+ 1,23° 39,02 +£0,57°
1 17,90 + 0,62° 42,50 +1,01° 38,70 + 0,28°
1+ BCD 12,70 + 0,42° 58,13 +0,82° 28,23 +1,73°
Milho normal

0 18,01 + 0,40° 50,60 + 0,72° 30,90 + 1,24°
1 22,42+ 1,11° 47,80 + 1,59° 28,77 £ 0,40°
1+ BCD 11,86 +0,71° 65,90 + 1,16° 21,30+ 1,17°
Milho ceroso

0 26,30 +0,01° 63,10 + 0,04° 10,30 + 0,01°
1 39,91 + 1,07 50,94 + 1,20° 9,14 +0,36°
1+ BCD 34,40 + 1,86" 58,13+ 1,76™ 7,21 +0,67°
Milho com alto teor de amilose

0 13,09 + 0,33¢ 22,52+ 1,61° 63,04 + 0,83"
1 43,65+ 0,41° 15,23 +£1,27° 40,96 + 0,86°
1+ BCD 30,33 + 2,04° 4551 +2,19° 24,06+ 1,01°

'Média de trés determinagdes + Desvio Padrdio. Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente,
para cada amido, pelo Teste Tukey (p < 0,05).

Entre os amidos estudados, o amido de milho ceroso, apresentou o mais baixo teor de
AR, porém apresentou os maiores valores de ARD e ALD, devido seu baixo conteudo de
amilose (~1,10%).

Os amidos nativos de trigo, milho normal e milho com alto teor de amilose
apresentaram altos teores de AR por estarem na sua forma granular. Apos a gelatinizagdo do
amido com consequente rompimento da estrutura granular, os teores de ALD e AR
provavelmente reduziriam. Chung, Liu e Hoover (2009) também observaram altos valores de
ALD e AR para o amido de milho normal ndo gelatinizado (56,9 e 19,7%, respectivamente),
que reduziram em mais da metade apos gelatinizagcdo devido a perda da estrutura granular.
Zhang et al. (2011) relataram que o amido de milho com alto teor de amilose nativo ndo cozido
apresentou quase 70% de AR e ap6s o cozimento esse valor reduziu para 6%. O teor de amilose
¢ dos principais fatores que influenciam a resisténcia enzimatica do amido. Os granulos de

amido que possuem maior conteido de amilose (milho com alto teor de amilose, ervilha
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enrugada e granulos menores, tipo B, do trigo) sdo mais resistentes ao ataque enzimatico do
que amidos com menor teor de amilose (milho normal, milho ceroso, e granulos maiores, tipo
A, de trigo) (GALLANT et al., 1992). A camada externa dos granulos de amido de milho com
alto teor de amilose ¢ mais resistente a hidrolise acida e enzimatica, pois possui maior conteudo
de amilose e estas estdo mais densamente empacotadas (JIANG et al., 2010). Sabe-se que o
aumento do conteudo de amilose na superficie do granulo pode ser responsavel pelo aumento a
resisténcia enzimatica (GALLANT, BOUCHE, BALDWIN, 1997; PAN, JANE, 2000).

Um novo tipo de amido resistente (AR 5) tem sido desenvolvido por meio do
processamento de amidos complexados com acidos graxos ou emulsificantes para possivel uso
como aditivo na industria de alimentos.

O teor de AR dos complexos sintetizados seguiu a seguinte ordem decrescente:
complexos com amidos de milho com alto teor de amilose, trigo, milho normal e milho ceroso.
O maior AR dos complexos tem a ver principalmente com a maior quantidade e maior
estabilidade dos cristais de complexos cristalinos. Esses resultados concordam com aqueles
observados nas determinagdes estruturais dos complexos. Os complexos que apresentaram
estruturas mais facetadas empacotadas na forma de esferulitos, maior cristalinidade e maiores
AH de dissociagdo, também mostraram maior resisténcia as enzimas. O complexo do amido
de milho com alto teor de amilose apresentou os maiores valores de AH. (14,92 J/g), de
cristalinidade (37,46%) e os maiores esferulitos de cristais, seguido a ordem decrescente pelos
complexos dos amidos de trigo (32,39% e 7,79 J/g, respectivamente), milho normal (28,81% e
7,66 J/g, respectivamente) e milho ceroso (24,61% e 4,55 J/g, respectivamente). Zhang et al.
(2012) relataram que houve diminuicdo de ALD e ARD e aumento de AR no amido de milho
com alto teor de amilose complexado com acido laurico, quando comparado ao amido nao
complexado e com o aumento do tempo de desramificagdo da amilose antes da complexagao.
Estes resultados mostraram que os amidos complexados sdao mais resistentes a hidrolise
enzimatica.

Como esses complexos, que apresentam altos valores de AR (trigo, milho normal e
milho com alto teor de amilose), j& sofreram a a¢do de altas temperaturas durante sua sintese,
eles sdo estaveis a altas temperaturas, o que possibilitaria o seu uso como fonte de ARS em
produtos a serem processados.

A presenca da BCD durante a sintese dos complexos de todos os amidos provocou
aumento no teor de ALD e reducdo do ARD e do AR, indicando que ocorreu uma associagdo

entre 0 GMS e BCD devido a redugdo da cristalinidade relativa desses complexos, observadas
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no difractograma de raios-X. Esses resultados, também confirmaram os resultados obtidos no
MEYV e DSC, sugerindo uma desestabilizacdo do complexo amilose-GMS devido a associagdo
entre a BCD com o GMS. han, Tian e Tong (2013) relataram aumento do ALD em amidos de
arroz modificados pela BCD, sugerindo a formagdao de complexos de ndo inclusdo com os

lipidios, que mostraram uma fraca resisténcia as enzimas.

129



6 CONCLUSOES

Diferengas nas caracteristicas estruturais dos amidos das diferentes fontes botanicas
com diferentes teores de amilose influenciam o efeito do GMS e da BCD nas propriedades
fisico-quimicas dos amidos de cereais.

Existe competicdo entre a BCD e a amilose pela complexacdo com o GMS. Os amidos
com teores similares de amilose, como os amidos de milho normal e de trigo, se comportaram
de modo diferente quando na presenca de GMS e da BCD. No amido de trigo, a interacao do
complexo amilose-lipidio ¢ mais forte, no entanto mais sujeito a interferéncia da BCD que no
amido de milho.

Todos os complexos sintetizados mostraram padrao cristalino tipo Vj, polimorfismo 11,
incluindo aqueles formados a partir do amido de milho ceroso em que a complexagao se deu
também com as longas cadeias ramificadas da amilopectina.

A quantidade de emulsificante tem influéncia direta na formagdo desses complexos.
Para os amidos de trigo, milho normal e milho ceroso, 1% de GMS foi suficiente para
complexar com as moléculas de amilose e cadeias longas ramificadas da amilopectina,
enquanto que para o amido de milho com alto teor de amilose, concentragdes abaixo de 3% de
GMS nao foram suficientes para saturar toda amilose disponivel para complexagao.

Os complexos de todos os amidos com 1% de GMS mostraram-se resistentes a agao
enzimatica. O teor de AR foi maior nos complexos formados entre os amidos de milho com
alto teor de amilose (40,96%), trigo (38,70%) e milho normal (28,77%) o que os torna fonte
potencial de ARS.

A BCD desestabilizou a formacao do complexo amilose-GMS e/ou amilopectina-GMS,

em todos os amidos estudados, pela interagdo ndo cristalina entre ela e 0 GMS.
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