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RESUMO

Amido resistente tipo 3 (AR3z) é o amido ou fragdo de amido que ndo sofre a agdo das
enzimas digestivas do trato gastrointestinal, sendo constituido principalmente por amilose
retrogradada devido a sua forte tendéncia a reassociacdo. A sonicacdo é um tratamento fisico
capaz de quebrar as cadeias de amido em tamanhos moleculares menores por meio de
cavitacdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do ultrassom seguido da
desramificacdo do amido com isoamilase na formacdo de ARz e suas caracteristicas
estruturais a partir de amidos de ervilha rugosa (AER) e de milho com alto teor de amilose
(AMAA). Suspensdes de amido (6,5% m/v) foram gelatinizadas por autoclavagem (121°C/30
min), submetidas ao tratamento com ultrassom a uma frequéncia de 30 KHz, poténcia de 30
W por diferentes tempos (0, 5, 10 e 15 min), desramificados com isoamilase (3U/g amido),
autoclavados (121°C/30min), resfriados (4°C/24h), precipitados com etanol e liofilizados. Os
amidos nativos e modificados foram caracterizados quanto ao teor de amilose, tamanho molecular
dos componentes do amido (GPC), distribuicdo do comprimento das cadeias ramificadas da
amilopectina (HPAEC-PAD), padrdo cristalino e cristalinidade relativa (difracdo de raios-X),
propriedades térmicas (DSC) e teor de AR3. Os AER e AMAA nativos tiveram 43,2 e 50,3 %
de amilose, respectivamente, padréo cristalino tipo B e alta proporcdo de cadeias laterais
longas da amilopectina (GP >37). A sonicagdo provocou, em ambos os amidos, a degradacéo
das cadeias de maior comprimento (GP >37) e aumento na propor¢do de cadeias menores
(GP 1 -5 e 6 - 12) da amilopectina, enquanto causou o rompimento das cadeias de materiais
intermediarios e cadeias mais longas de amilose a fragdes de menor massa molecular com
maior capacidade de complexacdo com iodo. As entalpias de gelatinizacdo e a cristalinidade
relativa dos amidos modificados aumentaram com o0 aumento do tempo de sonicacao,
independente da fonte de amido. AER e AMAA gelatinizados tiveram, como esperado, baixo
teor de amido resistente (1,92% e 2,57%, respectivamente). Apds desramificacdo e
retrogradacdo, o teor de ARz aumentou para 50,56% e 53,38% nos AER e AMAA,
respectivamente. A sonicacdo precedendo a desramificacdo causou um aumento no teor de
ARz em 21% e 48% para AER e AMAA, atingindo 61,15% e 79,17%, respectivamente,
quando 15 min de sonicacdo foi usado. Esses resultados indicam que o uso de uma tecnologia
limpa como o ultrassom precedendo a desramificacdo dos amidos € um modo eficiente para
potencializar a producdo de ARs.

Palavras chave: amido resistente, ultrassom, retrogradacéo, estrutura.
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ABSTRACT

Resistant starch type 3 (RS3) is starch or the fraction of starch that does not suffer the action
of digestive enzymes from the gastrointestinal tract and is mainly composed of retrograded
amylose due to its greater tendency to reassociation. Sonication is a physical treatment
capable of breaking down starch chains into smaller molecular size fractions by cavitation.
The aim of this study was to evaluate the effect of ultrasound followed by starch debranching
with isoamylase on the formation ARz and their structural characteristics from wrinkled pea
starch (WPS) and high amylose maize starch (HAMS). Starch suspensions (6.5% wi/v) were
gelatinized by autoclaving (121°C/30 min), subjected to ultrasound treatment at a frequency
of 30 kHz, power of 30 W for different times (0, 5, 10 and 15 min), debranched by
isoamylase (3U/g for 48 h), autoclaved (121 °C/30 min), cooled (4°C/24h), ethanol
precipitated and lyophilized. The native and modified starches have been characterized as the
apparent amylose content, molecular size distribution of starch components (GPC),
amylopectin branched-chain length distribution (HPAEC-PAD), X-ray pattern and relative
crystallinity (X-ray diffraction), thermal properties (DSC) and RS content. The native WPS
and HAMS had 43,2 and 50,3% of amylose, respectively, B-type crystalline pattern and a
high proportion of long branch chains of amylopectin (GP >37). Sonication resulted in
degradation of the longer chains (DP >37) and increase in the proportion of smaller chains
(GP 1-5 and 6-12) of amylopectin for both the starches, while caused a break of the
intermediate material and longer amylose chains in smaller molecular weight amylose
fractions with higher capacity of iodine complexing. The retrogradation enthalpy and
relative crystallinity of the modified starches increased with increasing sonication time,
independent of the starch source. Gelatinized WPS and HAMS had, as expected low SR
content (1.92% and 2.57%, respectively). After debranching and retrogradation, the AR3
content increased to 50,56% and 53,38% for the WPS and HAMS, respectively. Sonication
preceding debranching caused an increase in ARz content of 21% and 48% WPS and HAMS
reaching 61.15% and 79.17%, respectively, when 15 min sonication time was used. These
results indicate that the use of a clean technology as the ultrasound preceding debranching of
the starch is an effective way to enhance the production ARa.

Keywords: resistant starch, ultrasound, retrogradation, structure.
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1 INTRODUCAO

Amido resistente (AR) pode ser definido como a soma do amido e dos seus produtos de
degradacdo que ndo sdo absorvidos no intestino delgado de humanos saudaveis, apresentando
comportamento fisiologicamente similar ao das fibras alimentares. A partir de sua estrutura
fisica e de sua suscetibilidade ao ataque enzimatico, o0 AR pode ser classificado em cinco
tipos sendo: amido resistente tipo |1 (AR1), o amido fisicamente inacessivel como o
encontrado nos gréos; amido resistente tipo Il (AR2) refere-se aos granulos de amido
naturalmente resistentes; amido resistente tipo Il (AR3) consiste no amido retrogradado
formado a partir da reassociacdo das cadeias de amido; amido resistente tipo 1V (ARs) é 0
amido quimicamente modificado especialmente os com ligacdes cruzadas; amido resistente
tipo V (ARs), o amido complexado com lipideos (complexo amilose-lipideo). Dentre os
diferentes tipos de amidos resistentes, o ARz se destaca devido a sua maior estabilidade
térmica resistindo a maioria das condicGes de processamento de alimentos, bem como
preservando suas caracteristicas nutricionais.

ARz consiste basicamente de amilose retrogradada devido a sua maior facilidade de
reassociacdo, mas estudos tém mostrado que a desramificacdo do amido seguida de métodos
fisicos visando potencializar a retrogradacdo tem promovido um substancial aumento no teor
de ARs. E possivel potencializar a retrogradagio do amido a partir da liberacio de fragmentos
lineares que apresentam maior mobilidade e tendéncia & reassociagdo. Um comprimento
adequado de cadeia é requerido para a recristalizacdo (formacdo de duplas hélices) das
moléculas de amilose e amilopectina para potencializar a formacdo de amido resistente.
Diversas pesquisas tem mostrado que a hidrolise acida ou enzimética precedendo a
desramificacdo tem possibilitado a obtencdo de dextrinas com tamanhos moleculares menores

que apresentam tamanhos mais adequados para a retrogradacao.



O tratamento fisico com ultrassom também possibilita 0 rompimento das cadeias de
amido pela quebra de suas liga¢des glicosidicas, resultando em dextrinas de menor tamanho
molecular. Esta técnica pode ser uma alternativa aos métodos convencionais quimicos e
enzimaticos usados como pré-tratamento do amido precedendo a desramificacdo para
obtencdo de cadeias lineares com tamanhos mais adequados para a reassociacao
potencializando assim a retrogradacéo e formacao de ARa.

O termo ultrassom refere-se a ondas sonoras que excedem o limite da audi¢do humana
(18 kHz) criando vibracOes de alta energia. Com base na capacidade do solvente para
absorver e transmitir a energia de ultrassom, essas vibragGes causam cavitacdo e, através
deste processo, a técnica de ultrassom pode modificar quimica e fisicamente o amido. No
entanto, dependendo das condigdes experimentais, o ultrassom pode causar tanto a ciséo
molecular das cadeias de amido em maior ou menor grau, como também ter pouca influéncia
sobre as moléculas de amido. Portanto, as condi¢fes experimentais usadas durante a
modificacdo do amido determinam a extensdo da alteracdo molecular e degradacdo dessas
cadeias.

Nesse sentido, a sonicacdo pode ser um pré-tratamento com o conceito de quimica e
tecnologia verde para aplicacbes ambientalmente amigaveis, a ser usado para romper as
cadeias de amido em tamanhos mais adequados a reassociacdo e assim potencializar a

producdo de ARa.



2 OBJETIVO
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do ultrassom seguido da desramificacéo
enzimética usando isoamilase na formacdo de amido resistente do tipo 3 (AR3) e suas

caracteristicas estruturais a partir de amidos com altos teores de amilose.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar estrutural e fisico-quimicamente os amidos nativos de ervilha rugosa (AER) e
milho com alto teor de amilose (AMAA).

Modificar os amidos previamente gelatinizados usando diferentes tempos de ultrassom antes
da desramificacdo com isoamilase para producdo de AR3.

Caracterizar estruturalmente os amidos obtidos apds sonicacdo, desramificagdo e
retrogradacéo;

Determinar a digestibilidade dos amidos obtidos apds modificacao.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AMIDO

O amido é uma matéria-prima abundante, renovavel, biodegradavel e nao tdxica que
pode ser extraido com elevada pureza por meio de processos industriais relativamente
simples e ser facilmente convertido em varias substancias por processos quimicos e
bioquimicos.

De acordo com Singh et al. (2003), o amido é amplamente utilizado pela industria de
alimentos nacional e internacional como melhorador das propriedades funcionais em sistemas
alimenticios, e, dependendo de sua fonte botanica e natureza (regular ou modificado), pode
ser empregado para fornecer textura, servir como espessante, proteger os alimentos durante o
processamento, entre outras funcoes.

O amido ¢ sintetizado na forma de granulos com forma e tamanho dependentes da
fonte boténica e cujas propriedades fisico-quimicas e funcionais estdo diretamente
relacionadas as suas caracteristicas estruturais (JANE, 2006).

O granulo de amido, composto por dois polimeros de glicose, amilose e amilopectina,
em proporcdes que variam de acordo com a fonte boténica (BILIADERIS, 1991), apresenta
uma estrutura hierdrquica que pode ser observada em microscopia éptica e eletronica
(COPELAND et al., 2009).

A amilose e a amilopectina estdo organizadas nos granulos na direcdo radial, ligadas
entre si por pontes de hidrogénio formando uma estrutura semicristalina com regibes
cristalinas associadas a amilopectina e regibes amorfas a amilose. Assim os granulos sédo
birrefringentes mostrando uma cruz de polarizagdo bem definida (cruz de malta) quando

observados sob luz polarizada (CEREDA et al., 2001).



3.1.1 Amilose e amilopectina

A amilose é um polimero essencialmente linear formado por unidades de D-glicose
ligadas em a-(1—4), com poucas ramifica¢des (0,1 a 2,2 %) nas ligagdes a-(1—6). Essas
ramificagdes sdo separadas por grandes distancias permitindo as moléculas agirem como
sendo essencialmente lineares. Seu grau de polimerizacdo e massa molecular séo dependentes
da fonte boténica e também do processamento empregado na extragdo do amido, podendo
conter de 200 a 2000 unidades de glicose e massa molecular média variando entre 1,5x10° a
10° (BULEON et al., 1998). Esta localizada nas camadas de baixa densidade dos anéis de
crescimento, embora essas moléculas também possam estar intercaladas com a amilopectina
nas camadas cristalinas, interrompendo o empacotamento cristalino da amilopectina (JANE,
2006; COPELAND et al., 2009).

Normalmente a molécula de amilose se encontra na forma helicoidal, com &tomos de
hidrogénio no interior da hélice tornando-o hidrofobico e permitindo a formacdo de
complexos com &cidos graxos livres, alcoois e iodo. A complexacdo com iodo é uma
ferramenta importante para a caracterizagdo do amido, pois, forma uma cor azul intensa
(HOOVER, 2001; THOMAS; ATWELL, 1999), desse modo, métodos colorimétricos podem
ser empregados na sua determinacdo (COPELAND et al., 2009).

De acordo com Buléon et al. (1998), no caso de amidos de cereais, a amilose pode
estar presente no granulo de amido nativo de duas maneiras principais, isto €, como amilose
livre de lipidios ou na forma de complexos amilose-lipidio. No que se refere ao complexo
amilose-lipideo, a parte alifatica do acido graxo fica no interior da hélice da amilose.

A amilopectina € uma molécula altamente ramificada composta por centenas de
cadeias curtas de (1—4)-a-D-glicoses que sdo interligadas pelas ligagdes a-1,6 responsaveis
pelas ramificacOes. Apresenta grau de polimerizacdo da ordem de 10* a 10°, massa molecular

da ordem de (50-500) x 10° e comprimento das ramificacdes variavel sendo comum



apresentar entre 20 e 30 unidades de glicose (CEREDA et al., 2001). A molécula é
organizada em cadeias que sdo classificadas em A, B e C de acordo com seu padrdo de
substituicdo. A cadeia C ¢é a principal, carrega o grupo redutor da molécula e numerosas
ramificagcdes de cadeias A e B, as quais formam duplas hélices (COPELAND et al., 2009).
As cadeias A se localizam na regido periférica, ndo sdo ramificadas e sdo conectadas as
cadeias B ou C por ligagdes a-(1—6). As cadeias B apresentam ramificagdes e se conectam
as outras cadeias por ligagdes a-(1—6), podendo ter uma ou mais cadeias A ou B ligadas nos
pontos de ramificacdo (CEREDA et al.,, 2001; HOOVER, 2001). As cadeias B sé&o
classificadas em B1 a B4 dependendo do nimero de “clusters” em que a cadeia toma parte.
Essas moléculas sdo constituidas por regides amorfas alternando-se com regides cristalinas,
as quais formam duplas hélices na amilopectina (TESTER; KARKALAS; Ql, 2004).

As cadeias de amilopectina com mais de 10 unidades de glicose s&o organizadas em
duplas hélices que estdo arranjadas em duas formas cristalinas, A e B, que podem ser
identificadas através de padrfes de raios-X (COPELAND et al., 2009). O padréo tipo A,
comum em amidos de cereais, possui uma estrutura mais compacta do que o tipo B que
apresenta uma estrutura mais aberta com um centro hidratado (GALLANT; BOUCHET;
BALDWIN, 1997). A forma polimérfica tipo C é uma mistura dos tipos A e B, podendo ser
classificada em Ca e Cg, baseado na proximidade de suas semelhancas aos tipos A e B
(BULEON et al., 1998; TESTER, 1997).

Diversos modelos de estrutura para a amilopectina foram propostos com relagdo ao
modo como as cadeias estdo arranjadas para formar uma estrutura altamente ramificada. No
modelo de estrutura mais aceito, clusters ou “cachos” associados de cadeias com DP igual a
15 passam a constituir uma camada cristalina com 60 A de espessura na direcio axial. Cada
cluster seria formado pela associacdo de 2 ou 3 cadeias A e as cadeias B poderiam se

estender por dois ou mais clusters (FRENCH, 1973; ROBIN et al., 1974). Estas estruturas sdo



extremamente compactas, resultando em regifes cristalinas que sdo resistentes a hidrélise
tanto &cida quanto enzimaética. Estas regides se alternam com regides amorfas que, por sua
vez, sdo pouco ramificadas e menos compactas (CORDENUNSI, 2006).

Gallant, Bouchet e Baldwin (1997), sugeriram um modelo de “clusters” para a
amilopectina e uma estrutura lamelar para o granulo de amido. Esses autores sugeriram que
as lamelas amorfas e cristalinas da amilopectina sdo organizadas em estruturas maiores, mais
ou menos esféricas, denominadas de bloguetes. O didmetro desses bloquetes depende da
fonte bot&nica do amido e da sua localiza¢do no granulo, de modo que sua localizagdo parece
ser um fator importante na resisténcia do granulo de amido a acdo enzimaética, porém fatores

como teor de amilose e interagdo com amilopectina também devem ser considerados.

3.1.2 Gelatinizacéo e retrogradacéo do amido

Gréanulos de amido em contato com agua fria hidratam ligeiramente (10-20 %) devido
a difusdo e absorcdo de agua nas regides amorfas. No entanto, quando os granulos sdo
aquecidos em agua a temperaturas maiores, se atinge um ponto em que os granulos inchados
apresentam um fenémeno irreversivel, isto €, perdem a ordem estrutural (perde-se a
birrefringéncia) devido a fusdo dos cristais (BELLO-PEREZ; MONTEALVO; ACEVEDO,
2006).

Esse aquecimento do amido em agua promove a ruptura das pontes de hidrogénio
entre as cadeias poliméricas, enfraquecendo o granulo. Acredita-se que a expansdo inicial
acontecga na regido amorfa do granulo onde as pontes de hidrogénio s&o menos numerosas e
os polimeros sdo mais suscetiveis a dissolucdo. Como a estrutura comeca a enfraquecer, o
granulo absorve agua e incha, coexistindo graus diferentes de rompimento estrutural e
inchamento devido aos granulos ndo gelatinizarem simultaneamente (THOMAS; ATWELL,

1999).



Desse modo, a gelatinizacdo do amido é geralmente definida como uma transicdo de
ordem-desordem irreversivel de granulos de amido a partir de um estado estruturado para um
estado desordenado (pastas de amido) mediante aquecimento na presenca de &agua
(ALISHAHI, 2015). O comportamento da pasta é influenciado pelo tipo de amido,
concentragdo, taxa de cisalhamento, perfil tempo-temperatura, bem como pH e presenca de
outros ingredientes (THOMAS; ATWELL, 1999).

A respeito do fendmeno de transigdo que ocorre quando se aquecem suspensdes de
amido, este tem sido investigado usando-se a técnica analitica DSC - calorimetria diferencial
de varredura. Quando aplicada ao amido, a calorimetria diferencial de varredura fornece
medidas quantitativas do fluxo de calor associado a gelatiniza¢do. Para a deteccdo das fases
de transicdo nos amidos, os métodos de DSC tém a vantagem de serem independentes da
birrefringéncia dos granulos (BELLO-PEREZ; MONTEALVO; ACEVEDO, 2006;
HOOVER, 2001).

No processo de retrogradacdo, as moléculas de amido gelatinizado, em virtude de uma
forte tendéncia a reassociacdo, agregam-se formando duplas hélices cristalinas estabilizadas
por pontes de hidrogénio (LOBO; SILVA, 2003).

A tendéncia a retrogradacdo € dependente do teor de amilose. Amidos de
leguminosas, em geral, ttm maior taxa de retrogradacdo em comparagdo com amidos de
cereais devido ao seu maior teor de amilose (SINGH et al., 2012). Entre os amidos de
leguminosas, a taxa de retrogradacao tem sido relatada na seguinte ordem: ervilha forrageira
> feijdo > gréo de bico > vigna mungo > feijdo guandu. Esta tendéncia que se correlaciona
diretamente com o teor de amilose desses amidos demonstra que o processo de retrogradacao
ocorre mais rapidamente entre as moléculas de amilose devido a sua estrutura linear,
portanto, quanto maior o conteldo de amilose maior a tendéncia a retrogradacdo do amido

(SINGH et al., 2003).



Ambos 0s processos supracitados estdo resumidos esquematicamente na Figura 1.

GELATINIZACAD RETROGRADACAO

Amilose (cristalinidade tipo V) _
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Figura 1: Representacdo esquematica dos processos de gelatinizagdo e retrogradacdo do amido.

Fonte: Biliaderis (1991).

3.1.3 Amidos com alto teor de amilose

O teor de amilose nos granulos de amido varia de acordo com a fonte vegetal de
origem, mas, geralmente, encontra-se nos intervalos de 20-30% em amidos normais ou
regulares (WEBER; COLLARES-QUEIROZ; CHANG, 2009), ~1% em amidos cerosos e >
50% em amidos com alto teor de amilose (TESTER; KARKALAS; QlI, 2004).

Os amidos com alto teor de amilose podem ser obtidos a partir de mutacéo genética e
muitas variedades de cereais (milho, trigo, arroz) com elevado teor de amilose foram
desenvolvidas através de mutacdo ou de abordagens de reproducdo transgenica (HUANG,
2015). Esses amidos gelatinizam e formam filmes com facilidade devido ao alto contetdo de
amilose (BULEON et al., 1998) e contribuem para melhorar as propriedades de resisténcia a
tracdo e de barreira a gases em filmes a base de amidos. A permeabilidade muito baixa ao
oxigénio em filmes de amido com alto teor de amilose torna-os muito Util para a conservacao
dos alimentos sensiveis ao processo de oxidacdo, tais como produtos de carne, peixe ou nozes

(CANO et al., 2015). Esses amidos também sdo usados principalmente para conferir



crocancia e prevenir, por exemplo, a penetracdo excessiva de 6leo durante uma fritura.
Também sdo muito utilizados na industria de balas de gomas, contribuindo com 25-50% do
total de amido utilizado nas formulagdes (WEBER; COLLARES-QUEIROZ; CHANG,
2009).

Devido a maior facilidade das moléculas de amilose se retrogradarem, amidos com
alto teor de amilose tém uma alta resisténcia a digestdo e fornecem muitos beneficios
potenciais para a satde de seres humanos (CAl et al., 2014b; LIN et al., 2016).

O teor de amilose influencia grandemente as propriedades fisico-quimicas e
funcionais do amido (CAI et al., 2014a). Devido a proporcdo de amilose e amilopectina,
diferentes de amidos cerosos e amidos regulares, os de alto teor de amilose muitas vezes
apresentam diferencas importantes em sua estrutura. Amidos ricos predominantemente em
amilose exibem, por exemplo, uma estrutura cristalina do tipo B (TAN et al., 2015).

Amidos de legume em geral apresentam maior teor de amilose que os amidos de
cereais e raizes. O teor de amilose para o amido de ervilha é elevado e varia de 24% a 65%,
dependendo da variedade. A variedade de ervilha rugosa apresenta maior quantidade de
amilose comparada a ervilha lisa. No entanto, na maioria dos casos, a propor¢do de
amilose/amilopectina € maior para o amido de milho com alto teor de amilose (CANO et al.,

2015).

3.1.4 Amido de ervilha

De acordo com Liu et al. (2015), as leguminosas séo as sementes comestiveis de
plantas pertencentes a familia das Leguminosae que tem 16.000-19.000 espécies em
aproximadamente 750 géneros. Destas espécies, apenas 12 sdo amplamente utilizados pela

industria de alimentos, incluindo lentilhas, feijéo, ervilha e gréo de bico.
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A ervilha (Pisum sativum L.) é uma das mais antigas culturas alimentares,
considerado um legume de gréo de estagdo fria que fornece uma boa fonte de proteina na
dieta e energia para seres humanos e animais (SHI et al., 2014). Apresenta boa fonte de
nutrientes, além de componentes biologicamente ativos (NGUYEN; GIDLEY; SOPADE,
2015), e elevados niveis de aminodcidos essenciais, tais como, lisina e triptofano, que sdo
geralmente baixos em gréos de cereais (KUMARI et al., 2015). Segundo Canniatti-Brazaca
(2006), a ervilha apresenta em média 22-29% de proteina, 2-4% de lipideo, 3-4% de cinzas,
10-34% de fibra bruta e 29-53% de carboidrato.

Até a década de 80 todas as ervilhas (Pisum sativum) consumidas no Brasil eram
importadas, porém, toda a demanda atual é atendida pela producdo nacional sendo que a
cultivar Utrillo € uma das que tem crescido no pais (POLESI; SARMENTO; ANJOS, 2011).

Na espécie P. sativum L. ha dois fendtipos de sementes diferentes: lisa (com uma
superficie de semente lisa) e ervilha rugosa (semente com superficie enrugada). Os dois tipos
sdo geneticamente diferentes e produzem amidos com diferentes morfologias granulares e
caracteristicas (SHI et al., 2014), sendo que amidos de ervilha sdo caracterizados por alto teor
de amilose variando entre 30% e 60% entre as diferentes espécies (SUN; XIONG, 2014).
Alguns autores citam um teor de 88% de amilose em ervilhas rugosas (BILIADERIS;
GRANT, VOSE, 1979; COLLANA; MERCIER, 1984). A sintese de granulos menores e 0
aumento no teor de amilose no amido de ervilha ocorrem nas fases finais do desenvolvimento
da semente, sendo assim, o conteddo de amilose € maior nos granulos menores. Além disso, a
amilose dos granulos menores apresenta maior massa molecular (RATNAYAKE; HOOVER,;
WARKENTIN, 2002).

O tamanho dos granulos do amido de ervilha é variavel entre 2 e 40 um. A grande
parte da morfologia dos granulos desse amido € oval, no entanto granulos esféricos, elipticos,

redondos e com formatos irregulares também séo encontrados (DAVYDOVA et al., 1994).
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3.1.5 Amido de milho com alto teor de amilose

O milho (Zea mays L.) é considerado uma das culturas mais antigas sendo cultivado
em muitas regides do mundo (ALVES et al., 2014), e classificado como a terceira cultura
alimentar cereal mais importante do mundo ap6s o trigo e o arroz (AYDINSAKIR et al.,
2013). Segundo Aydinsakir e seus colaboradores (2013), o milho além de ser uma cultura
importante para atender a crescente demanda mundial de alimentos é importante também para
a producdo de biocombustiveis.

No Brasil, o milho tem importancia econdémica e social, isto é, tanto na agricultura
familiar como no agronegdcio. E também considerado uma cultura de grande utilidade na
sociedade moderna como um dos produtos agricolas de maior distribuicdo mundial na
producéo e consumo (ARRUDA et al., 2013). E a fonte principal de energia na alimentacio
humana, principalmente nos paises em desenvolvimento (ALVES et al., 2014).

De acordo com Rosas-Castor et al. (2014), o milho contém aproximadamente 72% de
amido, 10% de proteina, 4% de lipideo, e fornece ~ 365 kcal/100 g.

Ao contrario de amidos normais, o amido de milho com alto teor de amilose é um tipo
de amido modificado geneticamente. Seu teor de amilose varia de aproximadamente 40-70%.
Este tipo de amido apresenta caracteristicas Unicas, Uteis para aplicacdes especificas, como

resisténcia ao inchaco, geleificacdo rapida, dentre outras (CHUNG; JEONG; LIN, 2003).

3.2 AMIDO RESISTENTE

O amido resistente (AR) é definido como o amido ou fracdo de amido que resiste a
digestdo no intestino delgado dos humanos saudaveis e pode ser fermentado pela microflora
do intestino grosso (SHU; SUN; WU, 2014) de modo que os produtos desta fermentacdo sdo
os acidos graxos de cadeia curta (AGCC), acético, propibnico, e butirico, além de gases como

hidrogénio, didxido de carbono e metano (TOPPING; CLIFTON, 2001).
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De acordo com Englyst, Kingman e Cummings (1992), dependendo da velocidade na
qual o amido é digerido in vitro, ele pode ser classificado em trés diferentes classes: amido
rapidamente digerivel (ARD) é aquele que ao ser submetido & incubagdo com amilase
pancredtica e amiloglucosidade em uma temperatura de 37°C converte-se em glicose em 20
minutos; amido lentamente digerivel (ALD), quando submetido as condigdes anteriores é
convertido em glicose em 120 minutos; e amido resistente (AR) que resiste a acdo das
enzimas digestivas ap6s 120 minutos.

H& um numero de efeitos fisiologicos potencias que tem sido atribuido as
caracteristicas ndo digeriveis de AR com beneficios a salde, tais como prevengdo do cancer
de colon (MORALES-MEDINA et al., 2014; FUENTES-ZARAGOSA et al., 2011; LEE;
MOON, 2015), efeitos de hipoglicemia e os niveis de colesterol (TOPPING; CLIFTON,
2001; ZHANG et al., 2014), substrato para o crescimento de micro-organismos probioticos
(KORUS et al., 2009; ZHANG et al., 2014), reducdo da formacao de pedra biliar, prevencéo
de doengas gastrointestinais (ZHANG et al., 2014; LEE; MOON, 2015), efeitos positivos em
osteoporose (MORALES-MEDINA et al., 2014), aumento da absor¢do de minerais, assim
como absorcao de zinco, ions de calcio e magnésio (BROWN, 2004; ZHOU et al., 2014),
prevencdo de doencas cardiovasculares (SHU; SUN; WU, 2014; ZHANG et al., 2014),
obesidade (AIGSTER et al., 2011; ZHOU et al., 2014), diabetes tipo 1l (SANG; PRAKASH;
SEIB, 2007; KIATPONGLARRP et al., 2015; ZHOU et al., 2014). Desse modo, e possivel
constatar que o AR tem um impacto equivalente e/ou de qualidade superior para a saude
humana quando comparado a produtos tradicionalmente ricos em fibras (CHUNG;
DONNER,; LIU, 2011).

As formas de AR comercialmente disponiveis tém sabor insipido, cor branca,
tamanho de particula adequado e caracteristicas que causam menor interferéncia na textura

dos alimentos (SAJILATA; SINGHAL; KULKARNI, 2006). Em relacéo as fibras insoluveis
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tradicionais, o AR apresenta ainda melhor aparéncia e textura. Quando formulado em
diferentes produtos, tem uma sensagdo menos arenosa na boca e tem sido usado
principalmente como ingrediente funcional em produtos alimentares de baixa umidade,
particularmente em produtos de padaria tais como pdes, muffins, cereais matinais (ZHANG;
JIN, 2011), biscoitos e bolachas devido a menor absorcdo de dgua que as fibras (SAJILATA,
SINGHAL; KULKARNI, 2006). De acordo com Chung, Donner e Liu (2011), o amido
resistente tem um perfil de baixa caloria e pode ser usado também como um agente de
volume em formulag6es com reduzido teor de gordura ou agucar.

O AR pode ser encontrado naturalmente nos alimentos entre 0-4%, no entanto, uma
maior quantidade na dieta é recomendada, devido aos seus efeitos preventivos e terapéuticos
para a salde (KAHRAMAN; KOKSEL; NG, 2015). Fuentes-Zaragosa et al., (2011)
recomendam um minimo de 5g por dia para que os efeitos fisioldégicos possam ser

constatados.

3.2.1 Tipos de amido resistente

Atualmente o AR é classificado em cinco diferentes tipos: tipo 1 (AR1) — amido
fisicamente inacessivel; tipo 2 (AR2) — granulo de amido resistente; tipo 3 (AR3) — amido
retrogradado; tipo 4 (ARs) — amido quimicamente modificado; e tipo 5 (ARs) — amido
complexado com lipideos (complexos amilose-lipideo) (FUENTES-ZARAGOZA et al.,
2011).

A forma fisica do alimento pode impedir 0 acesso da amilase pancreéatica e diminuir a
digestdo do amido, fato que o caracteriza como amido resistente tipo 1, isto é, 0 amido torna-
se resistente simplesmente porque as enzimas amiloliticas ndo tém acesso a0 mesmo

(NUGENT, 2005; WALTER; SILVA; EMANUELLI, 2005). O AR1 é encontrado nas
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paredes celulares de gréos e de sementes inteiras ou parcialmente moidas (AIGSTER et al.,
2011; WALKER; SILVA; EMANUELLI, 2005).

O AR: refere-se a granulos de amidos nativos, cuja cristalinidade os torna menos
susceptiveis a hidrolise (OSORIO-DIAZ et al., 2002). Embora o grau de resisténcia da
estrutura dependa da fonte, geralmente granulos dos tipos B e C tendem a ser mais resistentes
a digestdo enzimaética que os polimorfos do tipo A (LOBO; SILVA, 2003; THEMEIER et al.,
2005; WALTER; SILVA; EMANUELLI, 2005). O AR: pode ser encontrado em batatas
cruas, bananas verdes, e amidos com alto teor de amilose (AIGSTER et al., 2011), assim
como em ervilha rugosa (SAJILATA; SINGHAL; KULKARNI, 2006; THEMEIER et al.,
2005).

O processo de retrogradacdo caracteriza o amido resistente tipo 3 (REDDY; SURIYA;
HARIPRIYA, 2013). O ARz é produzido pela gelatinizacdo do amido e subsequente
retrogradacdo, uma recristalizacdo lenta de componentes de amido mediante arrefecimento.
Esse tipo de amido resistente € composto principalmente de amilose retrogradada em virtude
de sua forte tendéncia a reassociacao. Portanto, o teor de amilose é o principal fator que rege
a formacéo de AR; (LIAO; HUNG, 2015; SHI et al., 2013). Os estudos de Zhang e Jin (2011)
constataram que o amido de milho com alto teor de amilose é o mais frequentemente usado
para a preparacdo de ARs. Além disso, alguns estudos também reforcam que quanto maior o
nivel de amilose, maior a fracdo de ARs formado (LERTWANAWATANA, et al., 2015).

Vérios fatores influenciam a qualidade e quantidade de amido resistente tipo 3 tais
como a relacdo amilose e amilopectina, comprimento das cadeias do polimero ou grau de
polimerizacdo (GP), retrogradacédo ou recristalizacdo da amilose, teor de agua, condicGes de
processamento, e presenca de lipidio e outros componentes que influenciam a gelatinizacao

e/ou o processo de retrogradacdo (LERTWANAWATANA; FRAZIER; NIRANJAN, 2015).
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Processamentos de alimentos que envolvem calor e umidade, na maioria dos casos,
destroem AR1 e ARz, mas podem formar ARs (FARAJ; VASANTHAN; HOOVER, 2004).
A representacdo esquematica do ARz formado em uma solucdo aquosa de amilose

retrogradada € ilustrada na Figura 2.

Figura 2: Representacdo esquematica do amido resistente tipo 3 (ARs). A) Modelo de micela: Duplas
hélices sdo ordenadas em estrutura cristalina (C) intercaladas com regiGes amorfas suscetiveis as
enzimas. B) Modelo de lamela: Estruturas lamelares sdo formadas por dobras das cadeias poliméricas.
As zonas de dobra sdo amorfas (A), enquanto o centro da lamela é cristalino (C).

Fonte: Sajilata, Singhal e Kulkarni (2006).

A modificacdo quimica do amido é o que caracteriza 0 ARs, incluindo os amidos
substituidos quimicamente com grupamentos ésteres e éteres, bem como amidos com
ligacGes cruzadas (SUI; SHAH, BEMILLER, 2011).

O ARs é o amido complexado com lipideos (JIANG et al.; 2010; FUENTES-
ZARAGOZA et al., 2011). A amilose pode se complexar com lipideos formando uma
estrutura rigida que restringe a expansdo dos granulos durante o processo de cocg¢do. O
complexo amilose-lipideo é resistente a hidrolise enzimatica e sua formagdo ocorre mais
comumente em amidos com alto teor de amilose, mais suscetiveis a retrogradagédo
(FUENTES-ZARAGOZA et al., 2011).

Dentre os cinco tipos de AR, o ARs é de particular interesse devido a sua estabilidade
térmica, e é especialmente Gtil como uma fonte de amido resistente termicamente estavel para

aplicacGes alimenticias comerciais, uma vez que resiste a maioria das condi¢cdes de
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processamento de alimentos, bem como preserva as caracteristicas nutricionais (FARAJ;

VASANTHAN; HOOVER, 2004).

3.3 FORMACAO DE AR;

O ARs3 é 0 amido retrogradado constituido principalmente de amilose ou fragdes
lineares retrogradadas. Os métodos para sua producdo se baseiam na gelatinizacdo do amido
ou dextrinas com posterior retrogradacdo, sendo que os metodos fisicos mais empregados
para potencializar a retrogradacdo sdo a autoclavagem seguida de resfriamento, a extrusao,
além de forneamento, irradiagdo de microondas, piroconversdo e parboilizagdo (SAJILATA;
SINGHAL; KULKARNI, 2006).

O amido, condicionado a diferentes teores de umidade que passa por tratamento de
autoclavagem em diferentes temperaturas e tempos de processamento, apresenta aumento
consideravel no teor de AR (SILJESTROM; ASP, 1985). No entanto, segundo Dundar e
Gocmen (2013), a formacdo de AR com autoclavagem pode ser afetada pelo teor de
amilose, o tempo e a temperatura de tratamento.

Eerlingen e Delcour (1995) avaliaram o teor de AR do amido de milho com alto teor
de amilose (70%) e constataram que esse teor pode ser elevado em até 40% quando
submetido a 20 ciclos de autoclavagem e resfriamento.

A desramificacdo do amido seguida de um processo que potencialize a retrogradacdo é
considerada um método eficiente e comum na producdo de ARsz, pois esse tratamento promove
principalmente a quebra das moléculas de amilopectina em fragmentos de menor massa
molecular, aumentando o nimero de moléculas lineares menores que as de amilose, 0 que
aumenta a tendéncia a retrogradacdo do amido gelatinizado quando o mesmo é submetido ao
resfriamento e repouso (GONZALEZ-SOTO et al., 2004). Esses autores trabalharam com

amido de banana desramificado com pululanase, autoclavado e armazenado a 4 °C por 24 h, e
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obtiveram um aumento de 100% no teor de AR em relacdo ao controle (amido ndo
desramificado).

O tipo de enzima utilizada no processo de desramificacdo também € importante.
Isoamilase e pululanase sé&o as duas enzimas desramificantes mais comumente usadas. De
acordo com Li et al. (2013), a isoamilase é uma das enzimas desramificantes do amido que
hidrolisa ligagdes a-1,6-glicosidicas da amilopectina e dextrinas limites para produzir amilose
¢ oligossacarideos, enquanto a pululanase hidrolisa também as ligagdes a-1,6 tendo como
principal substrato a pululana, mas também atua sobre a amilopectina (SAID; ROSEMEIRE;
PIETRO, 2004). Assim, em comparagdo com a pululanase, a isoamilase tem atividade
superior para desramificacdo da amilopectina, embora haja pouca informacéo disponivel para
isoamilase em compara¢do com inimeras pesquisas relativas a pululanase de vérias origens
(CAl et al., 2010).

A hidrélise enzimatica envolve principalmente a quebra das moléculas do amido em
fragmentos de baixa massa molecular, o que resulta no aumento da tendéncia a retrogradacao
sob resfriamento e repouso do amido gelatinizado (GONZALEZ-SOTO et al., 2004;
LEONG; KARIM; NORZIAH, 2007).

Estudos tem mostrado que a hidrolise enzimatica ou acida precedendo a desramificacao
do amido tem potencializado a formagdo de ARz por possibilitar a formacdo de fracOes
lineares com tamanhos mais adequados para a reassociacgéo e retrogradacdo (HASJIM; JANE,
2009; CURTIS; WANG, 2012; SHI et al., 2013; VILLAS-BOAS; FRANCO, 2016).

Em um estudo realizado com amido de milho com diferentes teores de amilose, Curtis e
Wang (2012) analisaram o efeito da hidrolise com [B-amilase bacteriana precedendo a
desramifica¢do com isoamilase seguido por autoclavagem. O uso da B-amilase aumentou o
teor de ARz para todos os amidos, porem o Hylon VV com 50% de amilose apresentou maiores

teores de ALD e ARs3, 17% e 70,7% respectivamente.
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Shi e seus colaboradores (2014) em um estudo com ervilhas observaram que a -
amilase sozinha e a combinagdo do tratamento de -amilase e transglucosidase podem ser
usados antes da desramificacdo para reduzir a digestibilidade dos amidos de ervilha. Esses
autores observaram que a digestibilidade do amido tratado com a combinacdo de -amilase e
transglucosidase foi inferior aquela do amido tratado apenas com B-amilase, pois mostraram
uma menor quantidade de cadeias mais longas e uma maior quantidade de cadeias curtas de
amilopectina, além de maior fracdo de ramificacdo sugerindo que a adicdo de
transglucosidase catalisa reac@es hidroliticas e de transferéncia para formar novas ligacoes a-
1,6 aumentando a densidade da ramificagdo o que provavelmente contribui para as
propriedades de digestdo lenta do amido em estudo.

Babu e Parimalavalli (2016) ao estudarem os efeitos da autoclavagem seguida da
desramificacdo com pululanase e armazenamento em diferentes temperaturas durante 24 h na
formacdo de amido resistente de batata doce mostraram que o maior contetdo de AR3 foi
obtido sob armazenagem a 4 °C (28,76%), seguido pelas armazenagens a 60 °C (24,14%) e
32 °C (18,71%). Por outro lado, a amostra quando armazenada a uma temperatura moderada
de 32 °C apresentou niveis mais elevados de ARD.

Villas-Boas e Franco (2016) estudaram os efeitos da f-amilase bacteriana e da a-
amilase flngica sobre amidos de batata e araruta precedendo a desramificacdo com
pululanase e retrogradagdo a 4°C para producdo de ALD e ARz. Esses autores encontraram
teores semelhantes de ARz para 0 amido de batata (36,5%) quando a- e B-amilases foram
usadas, enquanto que para o amido de araruta esses valores alcancaram 53,4% e 47,5%
quando o- ¢ B-amilases foram usadas respectivamente. Observaram ainda que o contetdo de
ALD no amido de batata aumentou de 8,5% para 27% quando a-amilase fungica foi utilizada

precedendo a desramificacdo.
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A hidrdlise &cida também tem sido objeto de estudo na produgdo de AR. Hasjim e
Jane (2009), ao usarem a combinacdo de hidrélise &cida, cozimento por extrusdo e tratamento
hidrotérmico a um teor de umidade abaixo de 70% para produzir AR, observaram que a
hidrolise acida foi eficiente em aumentar em até 17,4% o teor de AR nos amidos

modificados.

3.4 ULTRASSOM

O ultrassom refere-se a ondas sonoras (com faixas de frequéncia 2x10* a 10° kHz)
que excedem o limite da audicdo humana (18 kHz) (HU et al., 2015; JAMBRAK et
al., 2010). Ele pode ser gerado tanto com transdutores piezoelétricos ou magnetostritivos que
criam vibragdes de alta energia. Estas vibragdes séo amplificadas e transferidas para um
sonotrodo ou sonda que esta em contato direto com o fluido (PINTO et al., 2015).

Com base na capacidade do solvente para absorver e transmitir a energia de ultrassom,
essas vibragBes causam cavitacdo (AMINI; RAZAVI; MORTAZAVI, 2015), e é através
deste processo que a técnica de ultrassom pode modificar quimica e fisicamente o amido
(KIM et al., 2013), visto que a energia acustica de ultrassons ndo pode ser absorvida por
moléculas e, assim, é portanto transformada numa forma quimicamente utilizavel, isto é,
através do fendmeno de cavitacdo (ZHU, 2015).

A cavitacdo € uma série de processos dinamicos de bolhas no liquido quando ele é
exposto ao campo de ultrassom. Segundo Zhu (2015), as ondas de ultrassom passam pelo
meio aquoso resultando em um movimento do tipo onda continua. A pressdo do movimento
induz a uma mistura no interior do liquido. Quando a pressdo local no meio durante o ciclo
cai abaixo da pressdo de vapor do liquido, pequenas bolhas podem ser iniciadas a partir do
gas ja existente no fluido e continuam a aumentar durante o ciclo de expansdo. Durante o

ciclo de compressdo, bolhas encolhem, embora nem todas elas se dissolvam de volta para
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dentro do liquido. Durante vérios ciclos, as bolhas continuam a crescer até o ponto em que a
oscilagdo da parede da bolha é igual ao da frequéncia aplicada pelas ondas sonoras,
resultando na explosdo das mesmas durante um ciclo de compressdo. A explosdo de bolhas
produz uma forca de cisalhamento muito alta e turbuléncia com grandes ondas de energia
aumentando drasticamente a temperatura do local, modificando assim as condices fisicas e
quimicas do sistema. No caso do amido, a cavitacdo induz "micro-jets"”, isto &, um colapso de
bolhas que resultam em um jato de &gua sobre a superficie do granulo criando "forcas de
cisalhamento™ que sdo responsaveis pelos danos aos granulos de amido.

A energia fornecida por cavitagdo é de aproximadamente 10-100 KJ/mol, semelhante
a faixa de energia das ligagdes de hidrogénio (KIM et al., 2013).

De acordo com Kaci et al. (2017) as faixas de frequéncias de ultrassons utilizadas
podem ser divididas em alta frequéncia (de baixa energia) e baixa frequéncia (de alta
energia). Algumas aplicacdes do ultrassom de baixa frequéncia (20 kHz, principalmente),
conhecidas no processamento de alimentos, incluem extracdo (libertacdo de material de
planta), emulsificacdo, homogeneizacéao, encapsulacdo de aroma, crio-cristalizacdo (formacao
de pequenos cristais de gelo durante congelamento), filtracdo, separacdo, alteracdo da
viscosidade, acdo antiespumante, e extrusdo (ASHOKKUMAR, 2015; CHANDRAPALA et
al., 2012; JAMBRAK et al., 2008). Assim, o ultrassom de alta frequéncia ¢ normalmente
usado como uma tecnica analitica ndo-destrutiva, ndo-invasiva para a garantia da qualidade,
processo de acompanhamento e controle, enquanto que o ultrassom de baixa frequéncia é
empregado para intensificacao de processos (OJHA et al., 2017).

Shanmugam e Ashokkumar (2014) analisaram a incorporacdo de 7-21% de 6leo de
semente de linhaga em leite desnatado pasteurizado utilizando ultrassom a 20 kHz de
frequéncia, entre 1 e 8 min e em diferentes niveis de poténcia (88 W, 132 W e 176 W). Esses

autores observaram que a estabilidade da emulsdo € dependente da poténcia e duragdo de
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sonicagdo, visto que uma combinagdo de 5 min e 132 W e 3 min e 176 W produziu emulstes
mais estaveis.

O ultrassom tem sido muito empregado no processamento de alimentos congelados
incluindo o controle de tamanho de cristais de gelo, aceleracdo da taxa de congelamento e
melhoria da qualidade em alimentos congelados. Em relacdo & formacdo de cristais de gelo
por exemplo, um tamanho menor e uma distribui¢do uniforme dentro de amostras congeladas
é requerido, no entanto, cristais de gelos grandes sdo desejaveis no processo de liofilizacéo
pois favorecem sublimacdo répida. Através da energia de ultrassom pode-se induzir a
nucleacdo a temperatura mais elevada no processo de congelamento, controlando assim o
tamanho e distribuigdo desses cristais em alimentos congelados (CHENG et al., 2015).

Efeitos positivos do ultrassom tém também sido relatados para carne fresca e
processada (SIRO et al., 2009; GOT et al., 1999; ZHAO et al., 2014; POHLAMAN,
DIKEMAN, ZAYAS, 1997). Em tecnologia de processamento de carnes, o ultrassom pode
tanto quebrar a integridade das células musculares ou causar reacdes enzimaticas através de
um efeito bioquimico (CHEMAT, HUMA, KHAN, 2011). Segundo Alarcon-Rojo et al.
(2015) as mudancas das membranas celulares causadas pelo efeito do ultrassom podem
ajudar na cura, secagem e amaciamento do tecido.

A técnica de ultrassom também tem sido utilizada para purificacdo de &gua e
tratamento de efluentes liquidos na industria de alimentos através da filtracdo por membranas
(CHANDRAPALA et al., 2012; CHEMAT, HUMA, KHAN, 2011).

Em virtude da cavitacdo e formacéo de radicais livres, a técnica de ultrassom também
pode inativar enzimas e bactérias por quebrar as membranas celulares (HU et al., 2015;
JAMBRAK et al., 2008).

De um modo geral, o ultrassom pode causar efeitos diversos no processamento de

alimentos e bebidas tendo em vista que os principais objetivos do emprego dessa tecnica é
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reduzir o tempo de processamento, economizar energia e aumentar a vida de prateleira e a
qualidade dos produtos alimentares (CHEMAT, HUMA, KHAN, 2011).

Recentemente tem-se aumentado o interesse na utilizagdo de ultrassom para
modificacdo de amidos (milho, batata, tapioca, batata doce) e polissacarideos (IIDA et al.,
2008). Devido a cavitacdo e oscilagdo mecénica, o ultrassom, em intensidade e frequéncia
adequadas, pode produzir vérios amidos modificados com diferentes funcbes (ZHU, LIU,
GAO, 2016).

O uso do ultrassom como um método fisico de modificacdo do amido, tem mostrado
vantagens em termos de maior seletividade e qualidade, alta reprodutibilidade, e um menor
consumo de energia (PARK; HAN, 2016), reducdo do uso de produtos quimicos e tempo de
processamento na inddstria de alimentos, visto que o amido é um ingrediente amplamente
utilizado, e algumas aplicacdes tecnoldgicas de amido requerem propriedades funcionais
especificas, isto é, que ndo puderam ser satisfeitas em sua forma nativa (AMINI; RAZAVI,
MORTAZAVI, 2015; ZUO et al., 2009), além de ser considerado um tratamento favoravel ao
meio ambiente (ALIYU; HEPHER, 2000; AMINI; RAZAVI; MORTAZAVI, 2015;
BAXTER; ZIVANOVIC; WEISS, 2005; KARDOS; LUCHE, 2001; LIMA; ANDRADE,
2010).

De acordo com Kang et al. (2016), nos altimos anos, foram relatados muitos estudos
sobre a degradacdo do amido por ultrassom embora o primeiro estudo relatando o efeito da
energia de ultrassom em moléculas de amido tenha sido publicado por Szent-Gyorgyi, em
1933. Segundo Zhu (2015), o trabalho pioneiro sugeriu a cisdo das cadeias de amido, visto
que o ultrassom mudou a cor do complexo amido-iodo de azul para vermelho.

Zuo et al. (2009) estudaram o comportamento de suspensdes de amido de arroz ceroso
(5% p/v) sonicadas a frequéncia de 211 kHz e observaram que o tempo de sonicacdo (até 60

min) e a temperatura (de 25 °C a 70 °C) da suspensdo influenciaram a funcionalidade dos
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granulos de amido, de modo que a viscosidade de pico e a viscosidade final das pastas de
amido sonicado a temperaturas proximas a temperatura de inicio de gelatinizacdo foram
menores do que as das pastas ndo-sonicadas. As medicBes de tamanho de particulas também
mostraram que o tamanho dos granulos aquecidos a temperaturas abaixo da temperatura de
gelatinizagdo e sonicados foi menor do que o dos granulos de amido aquecidos ndo
sonicados.

Em outro estudo Jambrak e colaboradores (2010) avaliaram o efeito do ultrassom a
uma frequéncia de 24 kHz, com tempos de tratamento de 15 e 30 min nas propriedades
fisicas de suspensbes de amido de milho (10% m/v). Tais autores relataram que a irradiacdo
de ultrassom rompe mecanicamente os granulos de amido, sendo que o tratamento provoca
uma distorcdo da regido cristalina dos granulos antes de uma hidratagdo reversivel da fase
amorfa o que resulta na destruicdo da estrutura granular.

Zuo et al. (2012) analisaram os efeitos do ultrassom a baixa frequéncia (20 kHz), em
diferentes poténcias (0 a 160W) com até 30 min em amidos de batata a 5°C e observaram que
os tratamentos resultaram em danos na superficie dos granulos e, em alguns casos na ruptura
desses granulos. O estudo mostrou que a extensdo do dano para o granulo de amido aumenta
com a poténcia de ultrassom. Huang, Li, e Fu (2007) observaram uma reducéo da viscosidade
de pastas de amido de milho devido a quebra das ligacdes glicosidicas e enfraquecimento da
rede de biopolimero depois de submetido a sonica¢do com poténcia de 500 W por 3-15 min.

Kang et al. (2016), em um estudo com amidos de milho com diferentes teores de
amilose (~2,7%, ~5,1%, ~29,6%, e ~52,7%), submetidos a 20 kHz de frequéncia, 13,5 e 29,9
W de poténcia durante 20 min, observaram uma reducdo da viscosidade e massa molar da
amilopectina das dispersdes de amidos e sugeriram que os efeitos mecanicos da cavitacéo sao
responsaveis pela despolimerizacdo das solucdes do polissacarideo. Segundo tais autores,

enquanto se espera que a ruptura ocorra mais no meio das macromoléculas gerando
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fragmentos monodispersos, no caso de moléculas de amidos isso ndo é evidente devido & sua
natureza ramificada, em particular, em amidos ricos em amilose.

Zhu et al. (2012) investigaram o efeito da sonicacdo de granulos de amido de batata
em excesso de agua em mudancas na estrutura supramolecular. Os resultados mostraram que
0 tratamento ultrassonico durante 30 min a temperaturas que variavam de 20 a 30 °C e
poténcias de 60, 105 e 155 W exerceu efeitos sobre toda a estrutura de cluster conduzindo a
reducdo da ordem molecular sem alterar o padrdo cristalino do amido. De acordo com Haaj et
al (2013), o tratamento ultrassonico de suspensdes de amido de milho comum e ceroso a uma
temperatura baixa (8 - 10 °C), frequéncia de 24 kHz e alta poténcia de sonicacdo (170W)
produziu significativa fragmentacdo dos granulos de amido de forma que eles apresentaram
tamanhos em escala nano. O estudo revelou que o tamanho dos grénulos de amido diminuiu
gradativamente com o tempo de tratamento de ultrassom e chegou a estabilizar apds cerca de
75 min, entre 30 e 100 nm em tamanho, e indicou ainda que a sonicagdo perturba gravemente
a estrutura cristalina de cluster da amilopectina e parece levar a formacéo de nanoparticulas
com baixa cristalinidade ou amorfas.

Em resumo, os dados da literatura mostram que a sonicacdo afeta as propriedades
fisico-quimicas do amido de diferentes maneiras, incluindo: solubilidade, poder de
inchamento, temperatura de gelatinizagdo e entalpia, viscosidade, propriedades de superficie,
e especialmente despolimerizacdo (AMINI; RAZAVI; MORTAZAVI, 2015; CHAN; BHAT;
KARIM, 2010; CHUNG et al., 2002; HUANG; LI; FU, 2007, 1IDA et al., 2008, ISONO et
al., 1994; JAMBRAK et al., 2010, LIMA; ANDRADE, 2010; SEGUCHI; HIGASA; MORI,
1994; ZHU et al., 2012; ZUO et al., 2009 e ZUO et al., 2012).

Por outro lado, estudos tém mostrado que um adequado comprimento de cadeia das
moléculas de amido é requerido para a recristalizacdo (formacdo de duplas hélices) para

potencializar a produgédo de ARz (HASJIM; JANE, 2009; CURTIS; WANG, 2012; SHI et al.,
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2013; VILLAS-BOAS; FRANCO, 2016). Contudo, os dados sobre um comprimento 6timo
de cadeia ainda sdo contraditorios. Nesse sentido, a utilizacdo do ultrassom a baixa
frequéncia, visando a despolimerizacdo das moléculas de amido com a formacao de dextrinas
de menor tamanho molecular poderia ser usada como um pré-tratamento do amido

precedendo a desramificacdo na formacdo de ARa.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

As matérias-primas utilizadas neste trabalho foram ervilha verde rugosa (Pisum
sativum) adquirida junto a CEAGESP de S&o Paulo/SP e amido comercial de milho com alto
teor de amilose (AmyloGel 03003) e denominado neste trabalno como AMAA, gentilmente
fornecido pela Cargill Agricola S/A (Sdo Paulo, Brasil). As enzimas isoamilase de
Pseudomonas (Megazyme, Wicklow, Irlanda), a-amilase pancreatica (Sigma, EUA) e
amiloglucosidase de Aspergillus niger (Sigma, EUA) foram usadas neste estudo. Os outros

reagentes empregados neste estudo foram todos puros para analise.

4.2 METODOS
4.2.1 Isolamento do amido de ervilha rugosa

O amido de ervilha rugosa, denominado neste trabalho como AER, foi extraido pelo
método alcalino de Davydova et al. (1995), com modificagdes. Os grdos de ervilha foram
debulhados e triturados em liquidificador com &gua destilada na proporcéao de 1:5. O material
triturado passou pela peneira de 60 mesh (250 um) e posteriormente pela peneira de 325
mesh (45 um). O material retido pela Gltima peneira foi ainda lavado com agua destilada para
recuperar 0 maximo de amido. O material que passou pelas peneiras teve o pH ajustado para
7,6 utilizando NaOH 0,08M para remocéo das proteinas e separa¢do do amido. Este material
foi centrifugado em frascos de centrifuga de boca larga a 1120 g por 15 min. O sobrenadante
do frasco foi descartado e o amido decantado re-suspendido em &gua destilada e passado
novamente pelas peneiras de 60 e 325 mesh, respectivamente. O amido em suspenséo foi re-
centrifugado por 5 vezes, até estar totalmente limpo. O amido coletado foi desidratado em
estufa com circulacdo de ar a 40 °C por 12 h. O amido seco foi moido em almofariz e passado

pela peneira de 60 mesh.
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4.2.2 Composigdo Quimica

Os teores de umidade, lipideos, proteinas e cinzas dos amidos foram determinados de
acordo com os Approved Methods of Cereal Chemists (AACC, 2000). O teor de carboidratos
foi calculado por diferenca. O teor de fosforo foi determinado de acordo com o metodo
espectrofotométrico de Smith e Caruso (1964). Todas as determinacdes foram realizadas em

triplicata.

4.2.3 Teor de amilose
4.2.3.1 Isolamento da amilopectina

As amilopectinas dos amidos nativos foram isoladas segundo Jane e Chen (1992),
com modificagdes. As amostras de amido (2 g) foram dispersas em 200 mL de solucéo de
dimetil sulféxido (DMSO) 90% e mantidas em agitacdo constante por 1 h em banho de 4gua
fervente e a temperatura ambiente durante 16 h. O amido foi precipitado com 400 mL de
etanol anidro e centrifugado a 12000 g por 15 min. O precipitado foi suspenso em 400 mL de
agua deionizada e o pH ajustado entre 5,9 e 6,3 utilizando tampéo fosfato (16,4% de KH2PO4
e 3,6% de K:HPO4). A suspensdo foi mantida em banho de agua fervente com refluxo
durante 1 h seguido da adi¢do de 15-20 % de n-butanol e a suspensdo mantida em refluxo por
mais 30 min. A amostra foi resfriada muito lentamente (~ 36 h) em garrafa térmica pré-
aquecida. O complexo amilose-butanol foi separado por centrifugacdo a 12000 g por 15 min.
O sobrenadante foi evaporado até a metade do volume inicial em rotoevaporador e levado
novamente ao refluxo. Essa etapa foi repetida até ndo haver mais a formacéo de precipitado
apos a centrifugacdo. A amilopectina foi precipitada com etanol anidro e recuperada por
centrifugacdo a 12000 g por 10 min. O precipitado foi lavado duas vezes com etanol anidro,
filtrado a vacuo e seco em estufa a 40 °C durante 24 h. A amilopectina assim purificada foi

utilizada para as determinacdes de teor de amilose absoluto.
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4.2.3.2 Determinacgao dos teores de amilose aparente e absoluto

Os amidos nativos foram desengordurados conforme descrito por Franco et al. (2002).
Amostras de amido (0,5 g) foram dispersas em 25 mL de solucdo de (DMSO) 90% e
mantidas sob agitacdo constante em banho de fervura durante 1 h e em seguida agitadas
durante 16 h a temperatura ambiente. Os amidos foram precipitados com alcool etilico anidro
(~75 mL), centrifugados a 4000g durante 10 min, recuperados por filtragdo a vacuo, e secos
em estufa a 40°C por 24 h. A afinidade por iodo dos amidos e das amilopectinas isoladas
como descrito no item 4.2.3.1 foi determinada em titulador potenciométrico automatico (716
SM Titrino, Metrohm, Herisau, Switzerland) conforme descrito por Schoch (1964) e
Kasemsuwan et al. (1995). O teor de amilose aparente foi calculado usando a equagdo 1, e 0
teor de amilose absoluta foi calculado usando a equacgédo 2. Todas as determinacGes foram

realizadas em triplicata.

AMap=100 x Alx / 20% 1)
AMabs =100 x (Ala— Alap) / (20% —Alap) (2)
Onde:

AMgy = teor de amilose aparente; AMaps = teor de amilose absoluta; Ala = afinidade por iodo
do amido; Alap = afinidade por iodo da amilopectina isolada.

20 % = afinidade por iodo da amilose pura (TAKEDA; HIZUKURI; JULIANO, 1987).

4.2.4 Tratamento dos amidos
4.2.4.1 Testes preliminares

Testes preliminares para estabelecer as faixas de poténcia e tempo para o tratamento
de sonicacdo dos amidos previamente gelatinizados foram realizados. Suspensdes de amido

(6,5% m/v) foram gelatinizadas e inicialmente sujeitas a sonicacdo a 20 kHz e poténcia de
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1500 W durante 90 min utilizando equipamento de ultrassom de alta poténcia modelo Vibra-
Cell VCX 1500 HV (Sonic and Materials, EUA) com sonda de titanio. Em um segundo teste
a potencia foi reduzida para 500 W e o tempo para 30 min. Para um terceiro teste de
sonicacdo foi utilizado um equipamento de ultrassom de baixa poténcia modelo UP100
(Hielscher Ultrasonics GmbH, Alemanha), com frequéncia de 30 kHz, 40 W de poténcia por
10 min. Apds os tratamentos de sonicacao, os amidos modificados foram analisados quanto a
distribuicdo do tamanho molecular dos componentes do amido por cromatografia de
permeacdo em gel (GPC), segundo procedimento de Song e Jane (2000), como detalhado no

item 4.2.5 deste trabalho.

4.2.4.2 Tratamento com ultrassom

Suspencbes de amido 6,5% (m/v) foram gelatinizadas por autoclavagem (121°C / 30
min) e submetidas ao tratamento com ultrassom no equipamento modelo UP100 (Hielscher
Ultrasonics GmbH, Alemanha) empregando-se 30 kHz de frequéncia e 30 W de poténcia
durante 5, 10 e 15 min. Apds tratamento, as amostras foram liofilizadas para posterior
utilizacdo. Amostras de amido gelatinizado e sem tratamento de ultrassom foram também

liofilizadas e usadas como amostras controle.

4.2.4.3 Desramificacdo dos amidos

A desramificacdo dos amidos gelatinizados (controle) e gelatinizados e sonicados foi
realizada com isoamilase utilizando o método descrito por Polesi e Sarmento (2011), com
algumas modificacdes. Amostras previamente liofilizadas (20 g) foram dispersas em 200 mL
de tampdo acetato de sodio 0,1M, pH 3,5, e aquecidas em banho de agua fervente, com
agitacdo durante 50 min. A temperatura da solucdo foi entdo equilibrada a 40 °C e 3 U/g de

amido de isoamilase (EC 3.2.1.68) obtida de Pseudomonas sp. (Megazyme, Wicklow,
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Irlanda) foi adicionado. As amostras foram incubadas a 40 °C por 16 h com leve agitacdo
(115 Hz), neutralizadas usando NaOH 0,1 M e fervidas durante 30 min para inativacdo da

enzima.

4.2.4.4 Retrogradagédo do amido

Imediatamente apds o tratamento de desramificacdo, as solugdes de amido foram
submetidas a um ciclo de autoclavagem a 121°C/30 min seguido de resfriamento a 4°C/24h
para potencializar o processo de retrogradacdo. Apds resfriamento, as amostras foram
precipitadas com etanol anidro, recuperadas por filtracdo, liofilizadas, moidas em almofariz e

mantidas em dissecadores para posterior utilizag&o.

4.2.5 Distribuicdo do tamanho molecular dos componentes dos amidos por cromatografia de
permeacdo em gel (GPC)

As distribuicbes do tamanho molecular dos componentes dos amidos foram
determinadas utilizando coluna empacotada com gel Sepharose CL-2B de acordo com o
procedimento descrito por Song e Jane (2000).

As amostras retrogradadas e liofilizadas obtidas como descrito no item 4.2.4 foram
inicialmente desengorduradas como descrito por Jane e Chen (1992). Aliquotas contendo 15
mg de amido foram dispersas em 5 mL de eluente (25 mM de NaCl e 1 mM de NaOH), e 1
mg de glicose foi adicionado. A mistura foi constantemente agitada em banho de &gua
fervente durante 30 min e, em seguida, foi resfriada a temperatura ambiente. Aliquotas (3,0
mL) da mistura contendo 9 mg de amido foram aplicadas a coluna (1,5 cm de diametro e 70
cm de altura) empacotada com o gel Sepharose CL-2B e eluidas de forma ascendente com
fluxo de 0,5 mL/min. Fracdes de 2,5 mL foram coletadas a cada 5 min e submetidas as

analises de carboidratos totais (CHO) e blue value (BV) usando os métodos de fenol-
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sulfarico (DUBOIS et al, 1956) e reacdo de coloracdo com iodo (JULIANO, 1971),

respectivamente.

4.2.6 Distribuicdo do comprimento das cadeias laterais da amilopectina

Dispersdo de 5 mL de amido (gelatinizado e modificados) em DMSO 90% (10
mg/mL) foi agitada em banho de fervura por 1 h e depois por mais 16 h a temperatura
ambiente. Uma aliquota de 0,5 mL da dispersdo de amido foi misturada a 2 mL de etanol
anidro e o amido precipitado foi recuperado por centrifugacdo a 12.000 g por 10 min. O
amido recuperado foi suspenso em 2,0 mL de agua ultra pura (18 MQ.cm) e mantido em
banho de &gua fervente por 30 min com agitacdo. Imediatamente antes da injecdo no
cromatografo as amostras foram filtradas em membranas de teflon de 0,22 um.

A distribuicdo do comprimento de cadeias ramificadas das amilopectinas dos amidos
foi analisada usando sistema cromatografico HPAEC-PAD (ICS 3000, Dionex Corporation,
Sunnyvale, EUA) equipado com amostrador automatico AS40. Aliquotas de 20 pL das
amostras preparadas e filtradas anteriormente foram automaticamente injetadas no
equipamento constituido por uma coluna de troca anidnica CarboPac PA-200 (3 X 250 mm)
em combinagcdo com uma guarda-coluna CarboPac PA-200 (3 X 50 mm). A forma de onda
empregada foi a standard quadruple com os seguintes potenciais de pulso e duracgdes: E1 =
0,10V (t1=0,405s); E2=-2,00 V (t2=0,02 s); E3=0,60 V (t3=0,015); E4=-0,10 V (14 =
0,06 s). Os parametros da fase movel utilizada para a separacédo foi constituida pelo eluente A
(200 mM NaOH) e eluente B (1M acetato de sodio e 100 mM NaOH) com fluxo de
0,5mL/min e temperatura de 30 °C. Os eluentes foram preparados com agua deionizada ultra
pura (18 MQ.cm) e degaseificados com N2. O gradiente 6timo foi: 0 - 10 min, gradiente
linear de 0 a 70 mM de acetato de sdédio; 10 - 80 min, gradiente linear terminando com 350

mM de acetato de sédio. 80 a 110 min a concentracdo de 350 mM de acetato foi mantida. A
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concentracdo de hidrdxido de sodio foi mantida constante em 100 mM durante toda a corrida.
Uma mistura de maltodextrinas (grau de polimerizagéo 1-7) foi usada para identificagdo da
série homologa de comprimento de cadeias. Os dados foram coletados e analisados
utilizando-se o software Chromeleon, verséo 6.8 (Dionex Corporation, Sunnyvale, EUA). A

analise foi realizada em duplicata.

4.2.7 Difragdo de Raios-X

As umidades dos amidos nativos e modificados foram equilibradas em dessecador
contendo solucdo de BaCl; saturada (25°C, aw = 0,9) durante 10 dias. Os padrdes de difracdo
de raios-X dos amidos foram determinados utilizando-se um difractdbmetro de raios-X de
bancada (Rigaku MiniFlex 300, Tokyo, Japan), com radiacdo de Cu, linha K, L = 1,542 A. A
velocidade de varredura foi de 1°/min e as condi¢des de uso foram 30 kV e 10 mA. A
cristalinidade relativa foi quantitativamente estimada baseada na relacdo entre a area dos

picos e area total dos difractogramas seguindo o método de Nara e Komiya (1983).

4.2.8 Propriedades Térmicas

Temperaturas de gelatinizagcdo, mudancas de entalpia e razdes de retrogradacdo dos
amidos nativos e modificados foram determinados utilizando-se um calorimetro explanatério
diferencial (DSC) Pyrisl (Perkin Elmer, EUA) de acordo com Franco et al. (2002), com
modificacfes. Amostras de amido (4 mg, base seca) foram pesadas em porta-amostras de aco
inox, misturadas com &gua deionizada (12 pL) e seladas. Os porta-amostras selados foram
mantidos a temperatura ambiente por 2 h para equilibrio e aquecidos a uma razéo de 10 °C/
min de 30 a 180°C. Um porta-amostra vazio foi usado como referéncia. As analises foram

feitas em triplicata. As temperaturas de gelatinizacédo (inicial, de pico e final) e a variacdo de
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entalpia dos amidos foram determinadas utilizando-se o software Pyrisl (PerKin Elmer,

EUA).

4.2.9 Determinacdo do teor de amido rapidamente digerivel (ARD), amido lentamente
digerivel (ALD) e amido resistente (AR)

Os teores de ARD, ALD, e AR dos amidos nativos e modificados foram determinados
pelo método descrito por Englyst, Kingman e Cummings (1992) com modificacbes. Os
amidos gelatinizados (controle) e modificados (0,5 g) foram transferidos para béquer de 100
mL e 20 mL de tampé&o acetato (0,1 M, pH 5,2) contendo 4 mM de CaCl, foram adicionados.
As amostras foram colocadas em banho térmico a 37 °C durante 5 min e 5 mL de solugédo
enzimatica (preparada como descrito abaixo) foram adicionados. Aliquotas de 0,5 mL foram
retiradas nos tempos 0, 20 e 120 min e colocadas em tubos de centrifuga contendo 4 mL de
alcool etilico anidro. Os tubos foram centrifugados a 1500 g durante 5 min. Aliquotas de 1
mL do sobrenadante foram retiradas e diluidas em 9 mL de &gua destilada. A glicose foi
quantificada utilizando kit para determinacdo de glicose (Glicose Liquiform — Labtest,
Brasil).

Para determinacdo do amido total, as amostras previamente hidrolisadas (apds 120
min) foram colocadas em banho de fervura durante 30 min. Apoés resfriamento até
temperatura ambiente, 10 mL de solucdo de KOH 7 M foram adicionados e as amostras
foram colocadas em banho de gelo durante 30 min. Posteriormente uma aliquota de 1 mL foi
retirada e colocada em um béquer contendo 10 mL de acido acético 0,5 M, e 1 mL de solucéo
de amiloglucosidase (50 U/ mL) foi adicionada. As amostras foram incubadas por 30 min a
60 °C. A enzima foi inativada em banho de fervura durante 10 min e 40 mL de agua destilada

foram adicionados. As amostras foram centrifugadas a 1500 g durante 10 min. Uma aliquota
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de 1 mL do sobrenadante foi diluida em 9 mL de &gua destilada. A glicose foi quantificada
utilizando kit para determinagéo glicose (Glucose Liquiform, Labtest / Brazil).

Para o preparo da solugdo enzimatica foram pesados 1,5 g de pancreatina em um tubo
de centrifuga de 50 mL, e 10 mL de &gua destilada foram adicionados. O tubo foi mantido
sob agitacdo durante 10 min e entdo centrifugado a 1500 g durante 10 minutos. Aliquotas de
8 mL do sobrenadante foram retirados e a eles acrescentados 0,4 mL de amiloglucosidase e 5
mg de invertase.

Os valores de fracbes de amido rapidamente digerivel (ARD), amido lentamente
digerivel (ALD) e AR foram obtidos a partir das definicdes de Englyst; Kingman e
Cummings, (1992) que combinaram os valores de GO (glicose livre), G20 (glicose liberada

ap6s 20 min), G120 (glicose liberada ap6s 120 min), e GT (glicose total) usando as seguintes

equacoes:

AT = (GT - G0) x 0.9 (3)
ARD = (G20 - G0) x 0.9 4)
ALD = (G120 - G20) x 0.9 (5)
AR = AT — (ARD+ALD) ou AR = (GT — G120) x 0.9 (6)

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados por meio de graficos, tabelas e analises estatisticas,
adotando para os experimentos o delineamento experimental inteiramente casualizado. Os
dados foram avaliados por Andlise de Variancia (ANOVA) usando o software Statistica for
Windows (v. 7.0, Statsoft, Tulsa, UK) e comparacdo de médias pelo teste de Tukey (p <

0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 TESTES PRELIMINARES

Os cromatogramas obtidos da eluigdo das amostras sonicadas em coluna sepharose
CL2B exibiram para o primeiro e segundo testes de sonicagao (20 kHz, 1500 W por 90 min e
(20 kHz, 500 W durante 30 min, respectivamente) grande reducdo nos picos da amilose e
amilopectina (dados ndo mostrados) indicando uma dréstica despolimerizacdo das cadeias de
amido. Com a mudanca do equipamento de ultrassom e grande reducgéo da poténcia e tempo
de tratamento (30 kHz, 40 W e 10min), uma menor degradacdo das cadeias de amido foi
observada (dados ndo mostrados) e as condicdes de frequéncia e poténcia adotadas foram
bem proximas a esse Ultimo teste para obtencdo do amido modificado por ultrassom (30 kHz

e 30 W), em trés tempos diferentes (5, 10 e 15 min).

5.2 ISOLAMENTO DO AMIDO

Embora o isolamento do amido de leguminosas seja geralmente dificil devido a
presenca de proteinas floculantes insollveis que dificultam o processo de extracdo
(RATNAYAKE; HOOVER; WARKENTIN, 2002; WANG et al. 2014), tanto o AER como o

AMAA apresentaram-se como pds brancos e aparentemente isentos de impurezas.

5.3 COMPOSICAO QUIMICA DOS AMIDOS

A composicdo quimica dos AER e AMAA nativos estd apresentada na Tabela 1.
Ambas as amostras de amidos estudadas apresentaram baixas porcentagens de constituintes
menores (<1%), o que indica a eficiéncia do processo de extragdo em laboratorio, no caso do

AER, bem como a pureza de ambos 0s amidos.
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O AER apresentou 0,07% de cinzas, valor este muito semelhante ao encontrado por
Polesi, Sarmento e Anjos (2011) que foi de 0,08%. Para 0 AMAA, este resultado foi

levemente superior (0,09%).

Tabela 1: Composicdo quimica® (%) dos amidos de ervilha e milho com alto teor de amilose

Amido Lipideos  Proteinas Cinzas Carboidratos*  Fosforo
AER 0,16+0,02 0,19+0,02 0,07+0,01 99,56 0,022 + 0,002
AMAA  0,33+0,01 0,56+0,02 0,09+0,01 98,99 0,032 + 0,002

Icada valor representa a média de trés determinacdes com o respectivo desvio padrdo. Resultados em
base seca. *Determinado por diferenga. AER: amido de ervilha rugosa; AMMA: amido de milho com
alto teor de amilose

O teor de proteinas no AER foi de 0,19%, enguanto que Polesi, Sarmento e Anjos
(2011) ao também estudarem a cultivar Utrillo encontraram teor de 0,31%. Essa diferenca
pode estar associada a etapa de purificacdo de proteina no processo de extracdo do amido em
laboratério. Chung e Liu (2012) ao estudarem outras trés variedades de ervilha, encontraram
0,2%, 0,3% e 0,6% de proteinas em amidos de ervilha. J& o AMAA apresentou 0,56% de
proteinas. Esse mesmo valor foi encontrado por Shirmer et al. (2013) ao estudar o amido de
milho com alto teor de amilose Hylon VII.

O lipideo, componente de grande importancia visto que pode interferir nas
propriedades funcionais do amido sendo responsavel pela fixacdo da cor, desenvolvimento de
aromas e formacdo de complexos em amidos de cereais, é encontrado em pequenas
quantidades (tragos) em amidos de raizes e tubérculos (CEREDA et al., 2001). Os teores de
lipideos no AER e AMAA foram de 0,16 e 0,33%, respectivamente, enquanto Hoover e
Ratnayake (2002) e Weber, Collares-Queiroz e Chang (2009) encontraram, respectivamente,
0,30% para o amido de ervilha e 0,12% para o amido de milho com alto teor de amilose.

O fosforo também é um componente de grande relevancia, pois pode influenciar as

propriedades funcionais do amido. Este mineral pode ser encontrado de trés formas principais
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nos amidos: monoésteres de fosfato, fosfolipideos e fosfatos inorgénicos (TESTER;
KARKALAS; QI, 2004). Para esse constituinte foi encontrado 0,022% para o AER e 0,032%
para 0 AMAA. A maioria dos amidos de cereais regulares contém fosforo principalmente na
forma de fosfolipidios (KASEMSUWAN; JANE, 1996). Segundo Singh et al. (2003), o
amido de milho com alto teor de amilose apresenta 0,015% de fosforo na forma de
fosfolipidios. De acordo com Kasemsuwan e Jane (1996), em amidos de leguminosas (ervilha
verde, feijdo lima, feijdo mungo, e lentilhas) o fésforo estd principalmente na forma de
fosfato monoésteres. Os fosfolipidios em amidos podem se complexar com a amilose
formando os complexos amilose-lipideo, os quais limitam o inchamento do granulo de amido
resultando em pastas mais opacas, enquanto que o fosfato monoéster provoca aumento na

claridade e viscosidade da pasta de amido (JANE, KASEMSUWAN E CHEN, 1996).

5.4 AFINIDADE POR IODO E TEOR DE AMILOSE APARENTE E ABSOLUTO DOS
AMIDOS NATIVOS
Os valores encontrados para a afinidade por iodo e teores de amilose aparente e

absoluto dos amidos nativos estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Afinidade por iodo e teores de amilose aparente e absoluto dos AER e AMAA*

Afinidade por iodo Teor de amilose (%)
Amido Amido Amilopectina Aparente! Absoluta?
ERA 11,21 £0,17° 4,53 + 0,06 56,05 43,20
AMAA 12,40 £ 0,107 4,72 £ 0,032 62,00 50,26

*Média de trés determinacfes, com o respectivo desvio padrdo. Valores seguidos por letras diferentes
na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). *Calculado como: AMap =
Ala/0,20 onde AMap é a porcentagem de amilose aparente e Ala é a afinidade por iodo do amido
desengordurado; 2Calculado como: AMabs= (Ala — Alap)/[0.20-(Alar/100)] onde AMabs é a
porcentagem de amilose absoluto, Alap € a afinidade por iodo da amilopectina isolada.

Os teores de amilose aparente dos AER e AMAA foram 56,05 e 62%,

respectivamente. Esses valores estdo proximos aos encontrados na literatura para esses
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BY (630 nm)

amidos. Polesi, Sarmento e Anjos (2011) encontraram 61% de amilose aparente para 0 amido
de ervilha rugosa, enquanto Singh et al. (2003) ao estudar amido de milho com alto teor de
amilose encontraram valores variando de 42,60% a 67,80%.

Como ja postulado, o amido de ervilha rugosa tem mais amilose que o amido de
ervilha lisa. Trabalhos na literatura mostram teores de amilose aparente variando 33,1% a
48,8% para a ervilha lisa (RATNAYAKE; HOOVER; WARKENTIN, 2002).

A afinidade com iodo da amilopectina purificada para ambos os amidos foi
relativamente alta sugerindo que esses amidos tém alta proporcdo de cadeias ramificadas
longas da amilopectina, as quais podem também se complexar com o iodo e superestimar o
teor de amilose (JANE et al., 1999). Assim, o teor de amilose absoluto desses amidos ficou

em torno de 43 e 50% respectivamente para AER e AMAA.

5.5 DISTRIBUIQAO DO TAMANHO MOLECULAR DOS COMPONENTES DOS
AMIDOS GELATINIZADOS (CONTROLE) E MODIFICADOS POR
CROMATOGRAFIA DE PERMEAQAO EM GEL (GPC)

Os perfis de distribuicdo do tamanho molecular dos componentes dos AER e AMAA

gelatinizados (controle) estéo apresentados na Figura 3.
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Figura 3: Perfis de eluicdo dos AER e AMAA (controle) obtidos por cromatografia de permeacao

em gel Sepharose CL2B. (@) Blue value; (o) carboidratos totais.
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Os cromatogramas exibiram trés picos distintos. O primeiro pico, eluido a 70 mL,
correspondeu a amilopectina com grande massa molecular que eluiu no volume vazio da
coluna e o segundo que apresentou uma alta resposta de blue value (reacdo com iodo)
correspondeu a amilose. A glicose adicionada para marcar o final da eluicdo foi eluida no
volume 182,5 mL. Em relagdo ao primeiro pico (amilopectina), o0 AER apresentou relagéo
BV/CHO (0,51) quando comparado ao AMAA (0,67). Essa maior relacdo BV/CHO do
AMAA sugere uma maior proporcao de cadeias ramificadas longas da amilopectina presentes
nesse amido (FRANCO et al., 2002). O AER apresentou o segundo pico eluido a 150 mL,
enquanto que no AMAA este pico foi eldido em um volume levemente menor (145 mL)
indicando que as moléculas de amilose desse amido apresentam massa molecular levemente
superior as do AER.

Tanto o AER quanto o AMAA mostraram uma fragdo intermediéria entre o pico l e 0
pico Il. Lin et al. (2016b) ao realizarem cromatografia de permeacdo em gel Sepharose CL-
2B em amidos obtidos de 4 linhagens e 2 hibridos de milho com alto teor de amilose também
identificaram essa fracdo e observaram que a mesma possuia massa molecular intermediaria
entre aquelas do pico | e Il e, portanto, considerado um componente intermediario. Colonna
et al. (1982) relataram que o material intermediario que possui propriedades mais proximas
aquelas da amilose, esta presente na propor¢do de 30 - 35% nos amidos com alto teor de
amilose. Entretanto, Colonna e Mercier (1984) também relataram a presenca de uma fracao
intermediaria ramificada (18,9%) de baixa massa molecular em ervilha rugosa. Tal fracéo
intermediaria € composta por cadeias curtas e longas como na amilopectina.

Os amidos modificados (gelatinizados, sonicados por diferentes tempos,
desramificados e retrogradados) exibiram praticamente o mesmo perfil (Figura 4),

independente da fonte de amido.
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Figura 4: Perfis de elui¢do dos AER e AMAA maodificados obtidos por cromatografia de permeacéo
em Sepharose CL-2B. (o) CHO (carboidratos totais). AER0O e AMAAO — amidos gelatinizados,
desramificados e retrogradados; AER5 e AMAAS — amidos gelatinizados, sonicados (5 min),
desramificados e retrogradados; AER10 e AMAA10 — amidos gelatinizados, sonicados (10 min),
desramificados e retrogradados; AER15 e AMAAL5 - amidos gelatinizados, sonicados (15 min),
desramificados e retrogradados.
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O pico | e a fragdo intermediédria praticamente desapareceram para todos 0s
tratamentos devido a acdo de desramificacdo da isoamilase, 0 que tornou lineares as cadeias
do amido, as quais foram liberadas e eluidas juntamente com a amilose causando um
progressivo aumento na area do pico Il. Os cromatogramas dos amidos sonicados mostraram
que a massa molecular das fracGes lineares eluidas no pico Il se tornaram menos
polidispersas ao longo do tratamento com ultrassom. O volume de eluigdo do pico Il dos
AER modificados, independente do tempo de sonicagdo, e dos AMMAO, AMMAS,
AMMAI10 foi praticamente 0 mesmo dos amidos controle (150 mL para AER e 145 mL para
AMMA). No entanto, o pico Il no AMMAZ15 foi eluido a um volume maior (152,5 mL). Com
0 aumento do tempo de sonicagdo houve menor polidispersibilidade da fracdo e maior
resolugéo dos picos, que foi mais acentuado para o0s AMAA, com exce¢cdo do AMMA15 que
eluiu a um volume maior e em menor resolucdo. Resultados semelhantes foram obtidos por
Lorimer et al. (1994). Esses autores observaram que com 0 aumento do tempo de sonicagédo
ocorreu a reducdo tanto da massa molecular quanto da polidispersidade das dextranas.

Ha relatos de que a ocorréncia da quebra do polimero seja induzida pelas forcas de
cisalhamento geradas no processo de cavitacdo que altera a cadeia do polimero tornando-as
mais curtas. De acordo com Lorimer et al. (1994), a cisdo das cadeias de amido causada pelo
ultrassom ocorre preferencialmente nas moléculas mais longas. Acredita-se que essa quebra é
um processo nao-aleatorio, com clivagem no centro da cadeia de polimero (CZECHOWSKA-
BISKUP et al., 2005; PAWAR et al., 2014). No entanto, nossos resultados ndo puderam
confirmar essa hipdtese. A tecnica utilizada (cromatografia de permeacdo em gel usando
Sepharose CL2B) ndo permitiu a separacdo adequada das fracOes lineares de diferentes
massas moleculares, o que poderia ser obtido por HPSEC (high performance size exclusion

cromatography) (YU et al., 2017).
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As afinidades por iodo das dextranas produzidas apds modificacdo e seu teor de
amilose foram calculados e comparados com os resultados obtidos para o teor de amilose
obtido a partir da &rea das curvas de GPC da figura 4 e estdo apresentadas na Tabela 3. O teor
de amilose encontrado para cada amostra foi semelhante, independente do método usado.
Esses resultados confirmam a boa separacdo das amostras obtida por cromatografia de
permeacdo em gel.

Houve um aumento de ~26% e ~11% nas fracdes lineares dos AER e AMMA,
respectivamente apds desramificacdo quando comparado com o teor de amilose aparente dos
amidos nativos (56,05% e 62,0%, respectivamente para AER e AMMA, tabela 2). Apds o
rompimento das ligagOes a- (1-6) pela enzima desramificante, as cadeias laterais mais longas
da amilopectina ficam mais livres para se complexar com o iodo aumentando assim o teor de
fracdes lineares na amostra. Resultados semelhantes foram obtidos por Babu e Parimalavalli
(2016) ao estudarem o efeito da autoclavagem, desramificacio com pululanase e

armazenamento a diferentes temperaturas (4°C, 32°C e 60°C) no amido de batata doce.

Tabela 3: Afinidade por iodo e teores de amilose das dextranas obtidos pela afinidade por
iodo e pela area dos gréaficos na figura 4

Amido Afinidade por iodo Teor de fragdes lineares (%)' Teor amilose pela area (%0)?

AERO 14,10 £ 0,14° 70,50 69,579
AER5 15,04 + 0,26 75,20 74,87
AER10 15,40 + 0,05" 77,00 77,20¢
AER15 15,50 + 0,40° 77,50 77,381
AMAAD 14,11 +0,11° 70,55 69,91
AMAAS5 16,76 + 0,312 83,80 83,50
AMAA10 17,10 + 0,102 85,50 85,007
AMAAI15 1554 +0,50° 71,70 77,78°

*Meédia de trés determinacfes, com o respectivo desvio padrdo. Valores seguidos por letras diferentes
na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). *Calculado como: AMap =
IAs/0,20 onde AMap é a porcentagem de amilose aparente e IAs é a afinidade por iodo do amido
desengordurado. AER e AMAA (0, 5, 10, 15): amidos de ervilha rugosa gelatinizados, sonicados por
0, 5, 10, e 15 min, desramificados, e retrogradados. 2Valores calculados pela area do gréfico obtida
por cromatografia de permeacdo em gel (figura 4).
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Os valores de porcentagens de fracOes lineares obtidas por ambos os métodos foi
muito semelhante indicando que o tratamento com ultrassom rompeu as cadeias de amido em
tamanhos moleculares menores que foram eluidas no pico da amilose (pico Il). Quanto maior
0 tempo de tratamento menos polidispersas e com menor tamanho molecular das cadeias

lineares do amido.

5.5 DISTRIBUIQAO DO COMPRIMENTO DAS CADEIAS RAMIFICADAS DA
AMILOPECTINA DOS AMIDOS DETERMINADA POR HPAEC-PAD

As distribuigfes normalizadas do comprimento de cadeias laterais resultantes da
desramificacdo com isoamilase dos amidos gelatinizados (controle) e sonicados por
diferentes tempos estédo apresentadas na Figura 5 e resumidas na Tabela 4. O comprimento
dessas ramificacdes influencia as propriedades de gelatinizagéo e retrogradacdo de amidos,
contribuindo para aumentar a viscosidade da pasta e tendem a um aumento no teor de amilose
(JANE et al., 1999).

Os AERO e AMAAO apresentaram baixa propor¢do de cadeias curtas (grau de
polimerizacdo GP 6-12) e alta proporgdo de cadeias longas (GP >37), comum em amidos do
padrdo cristalino tipo B. Esse resultado é similar ao encontrado por Jane et al. (1999), ao
estudar o Amylomaize VII. Embora a coluna cromatogréfica usada naquele trabalho (PA100
CarboPac) tenha sido diferente, foi usado um detector de enzima que favoreceu a deteccdo de
picos com maiores GP. No entanto entre os amidos, 0 AER teve maior proporcao de cadeias
curtas (GP 6-12, 15,4%) que o AMMA (12,1%). Este Gltimo apresentou maior proporgédo de

cadeias ramificadas longas (GP > 37, 29,4%) que o AER (26,3%).
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Figura 5: Distribuicdo do comprimento de cadeias lineares dos amidos gelatinizados e sonicados.
AERO e AMAADO — amidos gelatinizados, desramificados e retrogradados; AER5 e AMAAGS - amidos
gelatinizados, sonicados (5 min), desramificados e retrogradados; AER10 e AMAALQ - amidos
gelatinizados, sonicados (10 min), desramificados e retrogradados; AER15 e AMAA15 - amidos
gelatinizados, sonicados (15 min), desramificados e retrogradados.
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Esses resultados confirmam aqueles obtidos para a afinidade com iodo dos amidos que

mostrou um valor maior da afinidade com iodo da amilopectina para 0 AMMA (Tabela 2).

Tabela 4: Distribuicdo do comprimento das cadeias lineares da amilopectina dos amidos
modificados.

Comprimento de cadeia (%)
GP (1-5) GP (6-12) GP(13-24) GP (25-36) GP(>37) &F > GP
detectado

AERO 0,640,0¢ 15,440,559  38,740,7¢8 19,0+0,1* 26,3+0,2° 27,9 84
AER5 3,0+0,0° 19,4+0,0® 36,0+0,1° 17,0£0,3°° 24,6+0,2°° 26,5 85
AER10 3,3+0,7% 19,7+0,4%® 36,4+0,5° 16,8+0,2° 23,8+0,5° 26,1 85
AER15 3,6+0,1* 20,0+0,0°  36,0+0,7° 16,8+0,2° 23,3+0,2° 25,3 85
AMAAO 0,740,1° 12,1+0,2¢  38,9+0,1* 18,9+0,2% 29,4+0,18 28,7 84
AMAA5  3,3+0,3® 185+0,3° 30,4+0,1° 17,7#0,4° 30,1+0,28 28,3 85
AMAAL0 4,2+0,1* 19,5+0,6® 28,8+0,5¢° 17,5+0,1°° 30,0+0,22 255 85
AMAA15 4,4+0,3° 19,6+0,4® 29,7+0,8° 17,5+0,8° 28,8+0,5® 27,8 85

*Média de duas replicatas seguida do desvio-padrédo; GP: grau de polimerizacdo; AERO e AMAAO —
amidos gelatinizados, desramificados e retrogradados; AER5 e AMAAS - amidos gelatinizados,
sonicados por 5 min, desramificados e retrogradados; AER10 e AMAAL0 - amidos gelatinizados,
sonicados por 10 min, desramificados e retrogradados; AER15 e AMAAL5 - amidos gelatinizados,
sonicados por 15 min, desramificados e retrogradados.

A sonicacdo em seus diferentes tratamentos alterou a distribuicdo dos comprimentos
de cadeias ramificadas da amilopectina de modo diferente para os amidos estudados. Houve
aumento das cadeias curtas (GP 1-5 e 6-12) para ambos os amidos, no entanto para o0 AER a
reducédo das cadeias com GP 13-24, 25-36 e >37 foi mais ou menos semelhante, enquanto no
AMMA as cadeias mais longas da amilopectina (GP > 37) praticamente ndo foram alteradas e

houve reducdo mais acentuada na proporcao de cadeias com GP 13-24 (Tabela 4).

5.6 DIFRACAO DE RAIOS-X E CRISTALINIDADE RELATIVA
Os difratogramas de raios-X e as cristalinidades relativas das amostras de AER e
AMAA nativos e modificados estdo apresentados na Figura 6. Na planta, o amido é

armazenado como corpos intracelulares parcialmente cristalinos (15 a 45 % de cristalinidade)
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denominados granulos. Através de difracdo de raios- X, podem-se distinguir trés tipos de

arranjos cristalinos nos granulos de amido tais como A, B e C (CEREDA et al., 2001).

AMAA

36.,90%
36.50%
34.30%
30.10%

28.02%

4730%

intensidade

45,60%
37.20%
3240%
26.74%

3
i

intensidade

= = o = T = M ¢ ]
== o = T = M ¢ ]

5 10 15 20 25 20 25 30

Angulo 28 Angulo 26
Figura 6: Difratogramas de raios-X dos AER e AMAA (a) nativos; (b) gelatinizados,
desramificados e retrogradados; (c) gelatinizados, sonicados (5 min),  desramificados e
retrogradados; (d) gelatinizados, sonicados (10 min), desramificados e retrogradados; (e)

gelatinizados, sonicados (15 min), desramificados e retrogradados; e suas respectivas cristalinidades
relativas (%).
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Os tipos de polimorfismos A, B ou C sdo determinados principalmente pelo
comprimento médio das cadeias de amilopectina. Amidos com grandes proporcdes de cadeias
curtas (GP 6-12) normalmente sdo associados com o padrdo A, enquanto aqueles que
possuem poucas proporcdes de cadeias curtas e altas proporcdes de cadeias longas (GP > 37),
como os estudados neste trabalho, estdo associados ao padrdo B (JANE et al., 1999).

Os AER e AMAA nativos apresentaram padréo de cristalinidade do tipo B, com pico
de intensidade média no angulo de difracdo 5,5°, média-forte nos angulos 22,2° e 24,0°, e
forte no angulo 17,1° em 26 (ZOBEL, 1964). Todos os amidos modificados mantiveram seu
padrdo de cristalinidade tipo B, visto que a retrogradacdo em baixas temperaturas leva a
formacdo deste tipo de padrdo cristalino, como confirmado por trabalhos anteriores

(TESTER, 1997; BULEON et al., 1998; COPELAND et al., 2009).

47



A cristalinidade relativa é quantificada por meio da razéo entre a area dos picos e a
area total dos difratogramas (XIE et al., 2014). A porcentagem de cristalinidade relativa no
AER foi levemente superior quando comparado ao AMAA (Figura 6, a). Todavia, a
cristalinidade relativa no AER se enquadrou dentro da faixa (17-34%) relatada para outros
amidos de leguminosas (CHUNG, LIU, 2012; HOOVER, RATNAYAKE, 2002;
RATNAYAKE et al., 2001), enquanto que Chang, He e Huang (2013), ao estudarem o Hylon
V encontraram um valor inferior para cristalinidade relativa (22,1%). Shi e seus
colaboradores (2014), em estudo com uma variedade de ervilha rugosa da China, encontrou
um valor ainda superior para a cristalinidade relativa (30,7%) desse amido.

Estudos tem mostrado que o ultrassom influencia a cristalinidade dos grénulos de
amido em vérias extensdes, dependendo das condi¢cdes experimentais e do tipo de
amido (HUANG,; LI; FU, 2007; LUO et al., 2008; ZHENG et al., 2013; ZHU et al., 2012).

A cristalinidade relativa dos amidos aumentou com a gelatinizacdo, desramificacao e
retrogradacdo em aproximadamente 7 e 21% para 0 AER e AMAA, respectivamente,
resultados esperados para 0 AMMA em funcdo da melhor reassociagdo das cadeias lineares
do amido durante a retrogradacdo. No caso do AER, €é possivel que o menor teor de amilose,
bem como as diferencas nos comprimentos de cadeias da amilose e amilopectina nesses
amidos tenha contribuido para uma reassociacao menos eficiente durante a retrogradacao.

Os amidos modificados (gelatinizados, sonicados, desramificados e retrogradados)
mostraram difractogramas com picos intensos e definidos o0 que sugere que a estrutura do
amido formado apresenta cadeias de amilose recristalizadas, e talvez fragmentos de
amilopectina desramificada, além de fragmentos de amilose menores que as do amido nativo
que co-cristalizam durante a retrogradacdo (LEONG; KARIM; NORZIAH, 2007).

A cristalinidade relativa dos amidos aumentou com o tempo de tratamento, embora

esse aumento nao tenha sido tdo expressivo, atingindo aproximadamente 37% no AER e 47%
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no AMMA. Villas-Boas e Franco (2016) ao estudaram os efeitos da f-amilase bacteriana e da
a-amilase fungica em amidos de batata e araruta precedendo a desramificacdo com
pululanase e retrogradacdo a 4°C para producdo de ARs3, obtiveram ~ 60% de cristalinidade
relativa para o amido de araruta quando hidrolisado com a-amilase.

A sonicagdo aumentou a cristalinidade em ambos os amidos, sendo que o tempo de 10
min parece ter sido o mais adequado para ambos os amidos. No caso do AER ndo houve
diferenca significativa entre os teores de cristalinidade relativa para os amidos submetidos a
10 ou 15 min de sonicagéo atingindo 36,5%, enquanto no AMMA houve um leve aumento na
cristalinidade relativa de 45,6 para 47,3% de cristalinidade. 1sso sugere que para ambos 0S
amidos o tempo de 10 min foi suficiente para que houvesse reducdo do tamanho das cadeias
de amilose e de amilopectina a tamanhos mais adequados para a formacao de duplas hélices e

consequente recristalizagdo do amido, principalmente para 0o AMMA.

5.7 PROPRIEDADES TERMICAS

As temperaturas e entalpias de gelatinizagédo dos AER e AMAA nativos e modificados
estdo apresentadas na Tabela 5. Apesar do alto teor de amilose em ambos os amidos
estudados, o AER teve uma faixa de temperatura de gelatinizacdo de ~58 a 87°C e uma
variagdo de entalpia (AH) de ~ 4 J/g. Esses valores s&o relativamente baixos para amidos com
alto teor de amilose, no entanto, esses valores obtidos para o AER sdo similares as
encontradas por Polesi, Sarmento e Anjos (2011) que obtiveram uma faixa de 56,1 a 89,7°C e
entalpia de 4,2 J/g.

Os amidos modificados apresentaram temperaturas endotérmicas superiores as dos
amidos nativos (120,40 a 160,59 °C), indicando diferentes temperaturas de fusdo com alta

estabilidade térmica decorrentes do forte empacotamento das duplas hélices recristalizadas.
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Tabela 4: Propriedades térmicas dos AER e AMMA nativos e modificados.

Amidos To (°C) Tp (°C) Tc (°C) AH(J/g) AT (°C)
ERA 57,94 +0,66"  76,46+0,01" 87,02+ 0,01 4,05+0,029 29,08
AERO 131,38 £0,66° 143,07 £0,25° 148,92+0,49" 225+0,10" 17,54
AER5 120,40 +0,01" 143,01 +0,35° 156,44 £0,27° 451 +0,29°° 36,04
AER10  13344+0,18° 14506 +0,21* 16059 +0,16° 5,65+0,64% 27,15
AER15 128,67 +054% 144,77 +0,52° 156,87 +0,23° 6,31+0,31% 28,20
AMAA  7067+0,25¢  79,60+0,30° 101,860,319 14,47 £0,03* 31,19
AMAAO 140,76 +0,13°  144,75+0,69° 150,95+0,86° 2,88+0,10°" 10,19
AMAA5 130,24 +0,37°9 140,45+ 0,23 150,86 +0,35¢ 6,03+0,20¢ 20,62
AMAA10 130,99 +0,64° 14549 +0,35% 157,21+0,34° 7,54 +0,42 26,22
AMAA15 12552 +0,69° 143,71+0,69° 149,71+0,27° 8,06+0,58° 24,19

!Média de trés repeticdes. Valores seguidos por letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste
de Tukey (p<0,05). To, Tp, Tc: temperatura inicial, de pico e conclusdo. AH = variagdo de entalpia.
AER: amido de ervilha rugosa; AMAA: amido de milho com alto teor de amilose; AER (0, 5, 10, 15)
e AMMA (0, 5, 10, 15): AER e AMMA gelatinizados sonicados por 0, 5, 10 e 15 min, desramificados
e retrogradados.

A ampla faixa de temperatura de gelatinizacdo dos amidos modificados indica uma
maior heterogeneidade desses cristais em relacdo aos amidos nativos. O tratamento com
ultrassom provocou aumento significativo na entalpia quanto maior o tempo de tratamento,
assim como na resisténcia e cristalinidade desses amidos, em virtude da formacdo de cristais
mais fortemente ligados. Esse aumento na entalpia e cristalinidade relativa sugere o
fortalecimento das duplas hélices e a formagdo de uma maior ordenagdo na estrutura
cristalina, provavelmente relacionado a formacdo de fragdes lineares com tamanhos mais
apropriados para a reassociacdo. A maior energia necessaria para a gelatinizagdo dos cristais
foi observada no tratamento de 15min de ultrassom tanto para o0 AER, quanto para 0 AMAA.
No entanto, 0 AMMAL5 apresentou maior AH que o AER15, como também ocorreu com a

cristalinidade relativa.
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5.8 TEORES DE AMIDO RAPIDAMENTE DIGERIVEL (ARD), LENTAMENTE
DIGERIVEL (ALD) E RESISTENTE (AR3)

Os teores de ARD, ALD e AR presentes nas amostras de AER e AMAA gelatinizados
e resultantes dos tratamentos de ultrassom em diferentes tempos se encontram na Tabela 6.

Os AER e AMAA quando submetidos apenas a gelatinizagdo, mostraram uma baixa
resisténcia as enzimas, isto é, 1,92% e 2,57%, respectivamente, por causa da desorganizacao
nas cadeias de amido o que aumenta a sua digestibilidade. Os amidos foram autoclavados a
121°C/30min para sua completa gelatinizacdo, portanto praticamente toda a resisténcia

naturalmente presente nesse amidos foi perdida durante o aquecimento.

Tabela 5: Teor de amido rapidamente digerivel (ARD), amido lentamente digerivel (ALD) e
amido resistente (AR) nos amidos de ervilha e milho com alto teor de amilose submetidos aos
diferentes tratamentos de sonicacao.

Tratamento! ARD (%) ALD (%) AR (%)
AERG 80,61 + 0,62 17,47 +0,6° 1,92 + 0,49
AERO 38,94+ 0,7° 10,50 + 0,4° 50,56 + 0,9°
AER5 28,83+ 0,7 17,16 £ 0,3° 54,01 + 0,3¢
AER10 31,56 + 0,5° 8,32+0,1° 60,12 +0,3°
AER15 35,91 + 0,1¢ 2,94+ 0,59 61,15+ 0,1°
AMAAG 74,08+ 1,1° 23,35 + 0,6° 2,57 0,5
AMAAQ 36,78+ 0,5¢ 9,84 +0,6° 53,38 +0,1¢
AMAAS5 30,43+0,1° 8,94 + 0,5¢ 60,63 + 0,1°
AMAA10 19,51 + 0,49 5,71 +0,1f 74,78 +0,4°
AMAA15 10,68 +0,1" 10,15 + 0,8¢ 79,17 £ 0,02

1Média de trés repeticOes seguido de desvio padrédo. Valores seguidos por letras diferentes na mesma
coluna diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). AERG ¢ AMAAG - amidos
gelatinizados; AERO e AMAAO — amidos gelatinizados, desramificados e retrogradados; AER5S e
AMAAS — amidos gelatinizados, sonicados (5 min), desramificados e retrogradados; AER10 e
AMAAIL0 — amidos gelatinizados, sonicados (10 min), desramificados e retrogradados; AER15 e
AMAAI15 - amidos gelatinizados, sonicados (15 min), desramificados e retrogradados.

O AMAA apresentou menor digestibilidade quando comparado ao AER,
independentemente do tratamento realizado. Esses resultados confirmam aqueles observados

para cristalinidade relativa e AH.
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A desramificacdo dos amidos com isoamilase aumentou os teores de ARz para 50,5%
e 53,4% nos AER e AMAA, respectivamente, tendo em vista que a liberacdo das cadeias
laterais da amilopectina facilita a reassociacdo e retrogradagdo do amido. Lehmann e seus
colaboradores (2003) estudaram o amido de ervilha lisa gelatinizado e desramificado com
pululanase e autoclavagem durante 30 min a 121°C seguido de armazenagem sob
refrigeracéo a 4°C por 24 h, e obtiveram 37,3% de AR, valor este bem inferior ao do presente
trabalho devido ao menor teor de amilose apresentado pelo amido de ervilha lisa (31%).

Observou-se que os trés tempos de sonicacdo a qual foram submetidos os amidos se
mostraram eficientes para a formacdo de ARz, no entanto, os amidos quando expostos ao
tratamento de ultrassom por 15 min tiveram menor massas molecular e polisdispersibilidade
como observado por GPC (Figura 4), mostrando serem mais adequados para se
recristalizarem e formarem ARz. Sabe-se que a exposi¢do de uma solugdo de polimero a
radiacdo ultrassonica apresenta como efeito principal a reducdo da massa molecular (KIM et
al., 2013). Segundo Lima e Andrade (2010), o processo é relatado como ndo aleatorio, e a
clivagem pode ocorrer, preferencialmente, perto do meio da cadeia. No entanto, de um modo
geral, os efeitos do ultrassom em amido dependem fortemente dos parametros de
processamento (tais como frequéncia, poténcia, tempo e temperatura), das propriedades do
amido (tais como a composi¢do e estado fisico), bem como da concentracdo da suspensao
(AMINI; RAZAVI; MORTAZAVI, 2015).

A maior cristalinidade e maior teor de ARz do AMAA, independente do tratamento,
sugere que o amido de milho nativo possui comprimentos de cadeias de amilose e
amilopectina mais adequados a reassociacdo que o amido de ervilha, e com a sonicacdo as
fracdes lineares liberadas por esse amido continuaram a apresentar tamanhos mais adequados
a retrogradacdo que o amido de ervilha. Embora tenha havido aumento da cristalinidade

relativa para ambas as fontes de amido ap6s modificacdo, esse aumento foi relativamente
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baixo quando observa-se o alto teor de ARs formado. Esses resultados sugerem que 0S
arranjos formados durante a retrogradacdo dos amidos gera além de uma estrutura cristalina
resistente a enzima, um impedimento fisico evitando a penetracdo da enzima e aumentando
assim a resisténcia desses amidos.

Em relagdo ao ALD, uma fragdo importante também por seus efeitos benéficos a
salde, a desramificacdo desfavoreceu essa fracdo quando o AMAA foi sujeito a sonicagdo em
todos os tratamentos, porém para 0 AER essa fracdo foi favorecida no tratamento com 5 min
de sonicacdo, mas reduzida nos demais tratamentos.

Embora alguns amidos modificados apresentaram niveis de amilose semelhantes,
estes diferiram a quantidade de AR3 formado, o que indica que a formacdo de amido
resistente ndo pode ser entendida somente com base no teor de amilose desses amidos. Desse
modo, as diferengas encontradas para os teores de ARz nos diferentes amidos modificados €
resultante também dos diferentes comprimentos de cadeias das moléculas de amilose e
amilopectina obtidas dos diferentes tratamentos. O AMAA apresenta maior proporcao de
cadeias longas que o AER, por isso provavelmente foi mais degradado em tamanhos mais
adequados a reassociagdo o que propiciou maior formacdo de AR3 para todos os tratamentos
em relacdo ao AER. Assim, um tamanho adequado de cadeia é necessario para potencializar a

formacéo de ARa.
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6 CONCLUSOES

O tratamento de sonicacdo antecedendo a desramificacdo com isoamilase dos amidos
com alto teor de amilose € um método eficiente para a producdo de ARz O tempo de
sonicacdo de 10 min a uma frequéncia de 30 kHz e 30 W poténcia foi suficiente para ambos
os amidos apresentarem teores muito altos de ARs com alta estabilidade térmica, o que os
elege para serem usados em processamentos de alimentos sem perder sua resisténcia.

Os resultados mostraram que tamanhos adequados de fracdes lineares do amido séo
necessarios para potencializar a formacdo de ARs. Nas condi¢bes deste experimento, o0
AMMA foi mais adequado que o AER, possivelmente devido a seu maior teor de amilose e
comprimentos mais adequados das cadeias de amilose e amilopectina que ao se romperem
sob acdo do ultrassom, nas condigdes deste experimento, se tornaram mais prontas a

recristalizagéo.
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