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RESUMO

Amido resistente (AR) é definido como o amido, ou fracdo de amido, que ndo €
digerido no trato gastrointestinal e pode ser fermentado no cdlon apresentando propriedades
funcionais similares as das fibras alimentares. A aplicacdo de AR em produtos de panificacdo
permite aumentar o teor de fibras desses alimentos sem provocar grandes alteragdes em suas
caracteristicas sensoriais demandando menores ajustes na formulagdo devido a menor
absorcdo de agua destes comparados as fibras tradicionais. Nesse trabalho amidos de banana,
batata, mandioca e milho foram modificados por tratamento térmico a baixa umidade
(TTBU), e por intercruzamento visando a obtencdo de AR e sua aplicacdo em bolos. O TTBU
foi aplicado aos amidos condicionados a 18, 20 e 35 % de umidade utilizando ciclos de
aquecimento (130 °C), resfriamento (4 °C) e congelamento (-18 °C). O intercruzamento foi
realizado utilizando uma mistura de trimetafosfato de sddio e tripolifosfato de sddio (99:1) a
45 °C durante diferentes tempos. As caracteristicas estruturais dos amidos nativos e
modificados foram estudadas usando difracdo de raios-X, ressonancia magnética nuclear de
3p (3P RMN), microscopia eletronica de varredura (MEV) e calorimetria explanatéria
diferencial (DSC). As propriedades de pasta, o teor de fosforo e digestibilidade dos amidos
foram também determinados. A modificacdo dos amidos por TTBU resultou em baixos teores
de AR que ndo ultrapassou 2,57% nos amidos gelatinizados em todas as condi¢des testadas. O
intercruzamento aumentou o teor de AR que atingiu 88,66, 65,40, 60,08, e 43,56 % nos
amidos de batata, mandioca, banana e milho, respectivamente, com teores maximos de
fosforo permitidos para aplicacdo em produtos alimenticios. O aumento no tempo de
tratamento resultou em maiores teores de fosforo, reducdo nos teores de amido rapidamente
digerivel e amido lentamente digerivel e aumento no teor de AR em todos os amidos. Porem
os amidos de diferentes fontes botanicas apresentaram diferentes velocidades de incorporacéo
de fosforo e diferentes teores de AR de acordo com o teor de fosforo incorporado. As
temperaturas de gelatinizacdo dos amidos intercruzados apresentaram pequenas variagdes em
comparacdo aos amidos nativos, porem nenhum dos amidos modificados por intercruzamento
apresentou pico de viscosidade quando analisado em Réapido Visco Analisador, indicando a
formacéo de ligacOes covalentes que resultaram em uma estrutura granular rigida. Os padrdes
de difracdo de raios-X ndo foram modificados com o intercruzamento, porém a cristalinidade
relativa dos amidos foi alterada, com reducdo nos amidos de banana, batata e mandioca e

aumento no amido de milho. A incluséo dos grupamentos fosfato durante o intercruzamento,



que acontece inicialmente na regido amorfa dos granulos, resulta no aumento do volume dessa
regido e consequente alteracdo na regifo cristalina. Os espectros obtidos por *P RMN
permitiram observar a formacdo de diferentes formas de ésteres de fosfato que mostraram
grande influéncia na digestibilidade dos amidos. Entre esses ésteres estio o monoamido
monofosfato (MSMP), diamido monofosfato (DSMP), monoamido difosfato (MSDP) e o
monoamido monofosfato ciclico (ciclico MSMP), os quais alteram a digestibilidade por
dificultar o acesso das enzimas devido ao volume das estruturas formadas (MSMP, MSDP e
ciclico MSMP) ou pelo intercruzamento das cadeias (MSDP). O impedimento estérico
promovido pela inclusdo dos grupos fosfatos pode estar fortemente relacionado ao aumento
no teor de AR dos amidos. O teor de fosforo incorporado mostrou ter menor influéncia do que
a forma como esse fosforo se liga as moléculas de amido para a reducdo da digestibilidade
enzimatica. A adicdo de AR em bolo inglés resultou em produtos com maior volume, maior
claridade no miolo, e menor retrogradacdo, mas o teor de fibras obtido foi inferior ao

necessario para que os bolos possam ser considerados como fonte de fibras.

Palavras-chave: Amido resistente; amido intercruzado; digestibilidade; estrutura.



ABSTRACT

Resistant starch (RS) is defined as starch, or starch fraction, which is not digested in
the gastrointestinal tract and can be fermented in the colon performing similar functional
properties to those of dietary fiber. The RS application in bakery products can increase the
fiber content of these foods without causing major changes in their sensory characteristics,
requiring minor adjustments in formulation due to lower water absorption of RS compared to
traditional fibers. In this work banana, cassava, corn and potato starches have been modified
by heat moisture treatment (HMT), and crosslinking to obtain RS and then apply it in cakes.
The HMT was conducted in starch conditioned at 18, 20 and 35% moisture using heating (130
°C), cooling (4 °C) and freezing (-18 °C) cycles. The starches were cross-linked using a
mixture of sodium trimetaphosphate and sodium tripolyphosphate (99:1) at 45 °C for different
times. The structural characteristics of native and modified starches were studied using X-ray
diffraction, *'P nuclear magnetic resonance (**P NMR), scanning electron microscopy (SEM)
and differential scanning calorimetry (DSC). Pasting properties, phosphorus content and
digestibility of starches were also determined. The modification of starches by HMT resulted
in low RS content, which didn’t exceed 2.57% in gelatinized starches for all conditions used.
The RS content of cross-linked starches increased reaching 88.66, 65.40, 60.08 and 43.56%
for potato starch, cassava, banana and corn, respectively, with acceptable phosphorous
content. The higher treatment time resulted in higher levels of phosphorus, reduction in starch
rapidly digestible starch (RDS) and slowly digestible starch (LDS) contents and increase the
RS content of all starches. However, starches of different botanical sources show different
behavior during phosphorylation and different RS contents. The gelatinization temperature of
crosslinked starches had small changes compared to native starches, but the crosslinked
starches no showed viscosity peak when analyzed by Rapid Visco Analyzer, indicating the
formation of covalent bonds which result in a rigid granular structure. The X-ray diffraction
patterns did not change with crosslinking, although the relative crystallinity decreased in
banana, potato and cassava starches and increased in corn starch. The inclusion of phosphate
groups during the crosslinking, which initially occurs in the amorphous region of the granule,
promotes swelling in this region and results in change in the crystalline region. The formation
of different phosphate esters was observed in P NMR spectras, that showed great influence
on digestibility of starch. Among such esters are the monostarch monophosphate (MSMP)
distarch monophosphate (DSMP), monostarch diphosphate (MSDP) and the cyclic



monostarch monophosphate (cyclic MSMP), which alter the digestibility by hindering access
of enzymes due to the volume of the formed structures (MSMP, MSDP and cyclical MSMP)
or by cross-link the chains (MSDP). The steric hindrance promoted by the inclusion of
phosphate groups may be strongly related to the increase in the RS content of starches. The
incorporated phosphorus content was found to have less influence than that the way the
phosphorous is linked in the starch molecules to reduce enzymatic digestibility. The addition
of RS in cakes resulted in products with higher volume, greater crumb clarity, and lower
retrogradation, but the fiber content was lower than that for the cakes can be considered as a

source of fiber.

Key-words: Resistant starch; crosslinked starch; digestibility; structure.
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1 INTRODUCAO

O amido é um carboidrato encontrado em abundancia na natureza competindo em
quantidade com a celulose. E composto por dois tipos de macromoléculas, a amilose e
amilopectina, que sdo organizadas em granulos relativamente insolveis em agua.

A taxa e a extensdo com que o amido é digerido no organismo sdo dependentes de
uma série de fatores, como origem botanica, estrutura cristalina, forma e regularidade da
superficie dos granulos, forma como é consumido, interacdo com outros constituintes da
matriz alimentar em que esta inserido.

De acordo com a digestibilidade apresentada o amido pode ser classificado em trés
tipos, amido rapidamente digerivel (ARD), amido lentamente digerivel (ALD) e amido
resistente (AR).

O ARD fornece energia de forma rapida, uma vez que é convertido em glicose em até
20 min apos seu consumo. O ALD fornece glicose ao sangue durante periodos mais longos,
por ser convertido em glicose em até 120 min. O ALD tem um apelo especial na producgéo de
alimentos voltados a diabéticos, por reduzir os picos de hiper e hipoglicemia, e alimentos para
praticantes de esporte, por fornecer energia durante periodos de tempos maiores.

O AR por sua vez tem sido fortemente investigado por apresentar uma série de
beneficios a salde, pois ele ndo é digerido no sistema digestivo chegando ao célon, onde é
fermentado. O AR ¢é divido em 5 grupos, sendo que desses os tipos 3 e 4 sdo de maior
interesse, pois apresentam maior estabilidade as etapas de processamento dos alimentos, ou
seja podem ser aplicados na producao de alimentos que manterdo niveis consideraveis de AR.

O AR3 é formado principalmente pela retrogradacdo do amido, de forma que métodos
que envolvem aquecimento e subsequente resfriamento, com ou sem aplicacdo de etapas de
hidrélise, sdo utilizados para sua producdo. O tratamento térmico a baixa umidade (TTBU) é
um método de modificacéo fisica que tem sido amplamente estudado na producéo de AR, por
promover uma maior interacdo entre as cadeias de amido, fortalecendo a estrutura granular, o
que pode reduzir sua taxa de digestibilidade.

O AR4 é composto de amidos quimicamente modificados. Esses amidos sao
submetidos a métodos de modificacdo que criam ligagdes intra e intermoleculares nas cadeias
de amido, dificultado o processo de gelatinizacdo. O intercruzamento € um metodo quimico

em que ligacBes covalentes sdo formadas pela presenca de agentes bi ou polifuncionais
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ligados as cadeias de amido. A presenca de grupamentos fosfatos também reduz o acesso das
enzimas reduzindo a digestibilidade dos amidos.

O AR apresenta caracteristicas similares a de fibra dietética, podendo dessa forma ser
usado em conjunto com as mesmas, ou substituindo-as no enriquecimento de produtos
provocando alteracBes sensoriais mais sutis, comparado as fibras tradicionais. Este trabalho
teve como objetivo a producdo de AR de diferentes fontes, pelo emprego dos métodos de
tratamento térmico a baixa umidade e intercruzamento, visando sua posterior aplicacdo na

producdo de bolos.
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2 OBJETIVOS

Obter amidos resistentes a partir dos amidos de banana verde, mandioca, batata e
milho normal, determinar suas caracteristicas estruturais e fisico-quimicas e aplica-los na

producdo de bolos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizar estrutural e fisico-quimicamente os amidos nativos de banana verde, batata,
mandioca e milho.

o Investigar o efeito da modificacdo dos amidos por tratamento térmico a baixa umidade e
por intercruzamento com trimetafosfato de sodio e tripolifosfato de sédio na producéo de
amidos resistentes.

e Investigar o efeito da adicdo do amido resistente na qualidade de bolos.

16



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AMIDO

O amido é formado por dois polimeros, a amilose e a amilopectina, formados por
unidades de a-D-glicose unidas por ligagdes glicosidicas do tipo a-(1—4) ¢ a-(1—6). A
amilose é uma molécula essencialmente linear, contendo aproximadamente 99% de ligacGes
a-(1—4). A amilopectina, por sua vez, apresenta peso molecular superior ao da amilose e uma
estrutura esférica formada por centenas de cadeias lineares compostas de 20 a 30 unidades de
glicose unidas por liga¢des a-(1—4), que por sua vez sdo ligadas umas as outras por ligacoes
a-(1—6). Esses polimeros s3o organizados na forma de granulos, que apresentam uma
estrutura semicristalina (SINGH et al., 2003).

A qualidade nutricional do amido é diretamente relacionada ao processamento e
estado fisico do amido. A liberacdo de glicose como fonte de energia para 0 organismo e o
tempo de digestdo sdo as propriedades fisioldgicas mais importantes do amido (LEHMANN;
ROBIN, 2007).

O processo de digestdo do amido e derivados acontece em etapas. Na boca, o amido
entra em contato com a a-amilase presente na saliva que quebra as ligacGes poliméricas
produzindo oligossacarideos de cadeias curtas. No estbmago, o amido é misturado a pepsina,
lipase gastrica e &cido cloridrico. Nessa fase, ndo ha digestao significativa do amido, porém a
fragmentacdo dos alimentos € facilitada reduzindo a matriz em que o amido esta inserido. No
intestino, o amido, ja parcialmente digerido, ¢ hidrolisado pela a-amilase pancreatica. A taxa
inicial de reacdo nessa fase da hidrolise € menor quanto maior o grau de ramificacdo dos
oligossacarideos presentes, devido ao impedimento estérico que as ramificacGes apresentam,
dificultando o acesso da enzima. Maltose e dextrinas ramificadas séo obtidas, e convertidas
em glicose pelas enzimas maltose-glucoamilase e sucrase-isomaltase (NUGENT, 2005;
LEHMANN, ROBIN, 2007; PERERA; MEDA; TYLER, 2010). Contudo, a digestdo do
amido no intestino delgado de humanos € um processo continuo, que para determinados
amidos pode néo ser concluido (ENGLYST; KINGMAN; CUMMINGS, 1992).

A teoria de que o amido pode nédo ser hidrolisado no sistema digestivo foi proposta

pela primeira vez por Englyst e Cummings (1985). Segundo esses autores, a extensdo da
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digestibilidade do amido no intestino delgado pode variar de acordo com as propriedades
estruturais do amido e etapas de processamento a que ele é submetido, sendo que uma
quantidade substancial de amido pode chegar ao célon (ENGLYST; KINGMAN;
CUMMINGS, 1992).

3.2 FATORES QUE INFLENCIAM A DIGESTIBILIDADE DOS AMIDOS

A resisténcia dos amidos ao ataque enzimatico e as diferentes velocidades com que o
processo de digestdo acontece podem ser relacionadas a fatores intrinsecos e extrinsecos
(ENGLYST; KINGMAN; CUMMINGS, 1992).

Entre os fatores extrinsecos podemos citar a extensdo da mastigacdo que ira
determinar a suscetibilidade fisica do amido que esta contido em estruturas rigidas; o tempo
de transicdo do alimento da boca até o ileo terminal; a concentracdo de amilases no intestino;
a quantidade de amido presente e a presenca de outros constituintes que podem retardar a
hidrélise enzimética (ENGLYST; KINGMAN; CUMMINGS, 1992).

A taxa e velocidade de hidrolise enziméatica dos amidos também sdo dependentes de
fatores como fonte boténica, morfologia e organizacdo cristalina (LEHMANN; ROBIN,
2007). A matriz do alimento em que os granulos de amido estdo inseridos pode funcionar
como uma barreira fisica a amilase pancreatica, ou impedir o inchamento e consequente
rompimento dos granulos de amido tornando o processo de digestdo mais lento, como no caso
de grdos, sementes e outras estruturas celulares rigidas (ENGLYST; KINGMAN;
CUMMINGS, 1992). Alimentos de particulas pequenas que apresentam area superficial
grande em relacdo ao volume sdo digeridos mais rapidamente que particulas maiores
(SHARMA,; YADAYV; RITIKA, 2008).

Um dos fatores mais importantes na digestibilidade dos amidos é a proporcao
amilose:amilopectina. As cadeias de amilose e amilopectina, por apresentarem caracteristicas
estruturais e fisiologicas diferentes, apresentam diferentes reacdes no organismo. O carater
linear da amilose dificulta o acesso da B-amilase as unidades de glicose terminal da cadeia, no
intestino delgado. A cadeia de amilopectina, por outro lado apresenta uma estrutura
fortemente ramificada, com grande quantidade de glicoses terminais disponiveis para a a¢cdo
da p-amilase (SHARMA; YADAV; RITIKA, 2008). Amidos com maiores proporcdes de
amilose apresentam menor digestibilidade e sd&o comumente utilizados como fonte na

producdo de amido resistente, enquanto amidos com baixos teores de amilose séo fonte de
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ARD (NUGENT, 2005; LEHMANN; ROBIN, 2007; LI et al., 2008). A amilose apresenta
capacidade de formar complexos com lipideos, que competem com as cadeias de amilose
envolvidas na formacédo de AR (SHARMA; YADAYV; RITIKA, 2008), e sdo relatados como a
quinta forma de AR (JANE et al., 2009).

A morfologia do granulo do amido também reflete em sua digestibilidade. Amidos
com tamanhos de granulos maiores sdo mais resistentes a hidrdlise enzimatica, devido a
menor area superficial relativa, como no caso do amido de batata (LEHMANN; ROBIN,
2007; SHARMA; YADAV; RITIKA, 2008; SINGH; DARTOIS; KAUR, 2010). A presenca de
poros, fissuras e irregularidades na superficie dos grénulos, como no caso dos amidos de
milho, arroz e trigo, também sdo responsaveis por aumentar a digestibilidade dos amidos,
guando comparado a amidos que apresentam granulos com superficies lisas e uniformes,
como, por exemplo, no amido de batata. A presenca de poros nos granulos facilita o0 acesso
das enzimas ao interior dos granulos (LEHMANN; ROBIN, 2007; SINGH; DARTOIS;
KAUR, 2010).

Os granulos de amido apresentam estruturas cristalinas com padrdes de difracdo de
raios- X especificos, sendo classificados como dos tipos A, B ou C. Sarko e Wu (1978)
propuseram uma estrutura cristalina para amilose A e B, baseada em duplas hélices, de fios
paralelos, voltada para o lado direito, com 6 unidades glicosidicas por volta. Na unidade
celular estas duplas hélices encontram-se empacotadas. Para os dois tipos polimorfos, A e B,
a conformacdo das duplas hélices é a mesma, contudo as diferencas estdo no empacotamento
cristalino e no teor de agua. A amilose A apresenta uma unidade celular ortorrémbica, com 8
moléculas de agua e a amilose B, uma unidade celular hexagonal com 36 moléculas de agua
ocupando um canal central e portanto apresenta uma estrutura mais aberta que o padrdo
cristalino do tipo A. O padrdo do tipo C é uma mistura dos padrdes A e B e apresenta uma
estrutura é intermediaria entre as formas A e B na densidade do empacotamento. Apesar da
estrutura mais compacta, o padréo cristalino tipo A é menos resistente a hidrélise comparado
ao tipo B devido aos canais que conectam a regido central do hilo a superficie dos granulos
dos amidos (ZHANG et al., 2016). Além disso, o padrdo cristalino do tipo A apresenta maior
guantidade de cadeias curtas que sdo mais suscetiveis do que as cadeias longas e podem
resultar numa estrutura cristalina fragilizada, enquanto as cadeias longas, tipicas do padrao

tipo B, formam duplas hélices mais estaveis, estabilizadas por pontes de hidrogénio e
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distribuidas por toda a regido cristalina (LEHMANN; ROBIN, 2007; SINGH; DARTOIS;
KAUR, 2010).

3.3 CLASSIFICACAO DE ACORDO COM A DISGESTIBILIDADE DOS AMIDOS

A qualidade nutricional do amido é dependente do processamento a que 0 mesmo é
submetido e ao estado em que se encontra. A liberagdo de glicose como fonte de energia e a
velocidade da digestdo sdo as principais propriedades fisiologicas do amido. A digestibilidade
do amido no intestino delgado pode variar entre rapida, em produtos obtidos a partir de
amidos hidrolisados, até nao digeriveis, como no caso dos amidos resistentes (ENGLYST,;
KINGMAN; CUMMINGS, 1992). E de acordo com essa velocidade o amido pode ser
classificado em trés tipos:

Amido rapidamente digerivel (ARD): é constituido principalmente de amido amorfo
disperso. Encontrado em altas quantidades em produtos cozidos com altos teores de umidade
(SAJILATA,; SINGHAL; KULKARNI, 2006). E quimicamente definido e quantificado como
amido que é convertido em glicose em até 20 minutos quando incubado com amilase
pancreatica e amiloglicosidase a temperatura de 37 °C (ENGLYST; KINGMAN;
CUMMINGS, 1992).

Amido lentamente digerivel (ALD): S&o classificadas como amidos lentamente
digeriveis as fracdes de amido convertidas em glicose em até 120 minutos quando incubado a
37 °C com amilase pancredtica e amiloglucosidase (ENGLYST; KINGMAN; CUMMINGS,
1992).

Os ALD incluem principalmente amidos que perderam sua estrutura cristalina no
processamento, mas estdo fisicamente inacessiveis devido a protecdo fornecida pela matriz, os
amidos nativos que apresentam padrdo cristalino do tipo A, e 0os amidos com tipo cristalino B
gue sdo consumidos na sua forma granular. O ALD, da mesma forma que o ARD, ¢é
completamente digerido no intestino delgado, porém de forma mais lenta (SAJILATA;
SINGHAL; KULKARNI, 2006).

O ALD apresenta baixos niveis de glicose pos-prandial, e mantém os niveis de glicose
no sangue por maiores periodos de tempo comparado ao ARD, que apresenta rapida resposta
glicémica com picos e quedas. Além disso, as respostas metabdlicas e hormonais relativas a
glicemia pos-prandial diferem comparadas aos amidos de rapida digestdo. Esses fatores tem
implicacdo no desempenho fisico e mental, saciedade e controle de diabetes (HAN;
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BeMILLER, 2007; LEHMANN; ROBIN, 2007). Outro beneficio dos produtos ricos em ALD ¢
o reduzido impacto no indice glicémico (IG), que resulta em menores riscos de diabetes e
doencas cardiovasculares (HAN; BeMILLER, 2007). Alimentos ricos em ALD podem ser
utilizados por atletas por fornecer glicose por maiores periodos e de forma mais consistente
(HAN; BeMILLER, 2007).

Amido resistente (AR): O conceito de amido resistente refere-se a soma do amido e
produtos de degradacdo do amido que ndo sdo absorvidos no intestino delgado de individuos
saudaveis (ENGLYST; KINGMAN; CUMMINGS, 1992). Comparando a definicdo de fibra
(de acordo com a legislacdo, Resolu¢cdo RDC 40/2001 da ANVISA/MS: "fibra é qualquer
material comestivel que ndo seja hidrolisado pelas enzimas enddgenas do trato digestivo
humano, determinado segundo os métodos publicados pela AOAC em sua edi¢do mais atual")
e de amido resistente pode-se dizer que 0 AR nada mais é do que uma fibra dietética. Deste
modo, esta fragdo do amido tem sido relacionada a efeitos benéficos locais e sistémicos por

meio de uma série de mecanismos, semelhantes ao da fibra alimentar.

3.4 AMIDO RESISTENTE

A inclusdo do AR na dieta humana tem sido ampliada devido aos efeitos prebioticos e
beneficios a ele associado relativos & saiude do colon (SANG; PRAKASH; SEIB, 2007).
Segundo esses autores, 0 AR é fermentado pelas bactérias da flora do célon liberando &cidos
graxos de cadeias curtas como acetato, butirato, propionato e gases como CO;, H, e CH,4 via
piruvato, causando pequeno ou nenhum desconforto, e produzindo um leve efeito laxativo
devido ao aumento da massa microbiana. Esses acidos graxos, em especial o butirato,
desempenham um importante papel na eliminacdo de células cancerigenas e na reducdo da
proliferacdo de células da mucosa do célon (ALSAFFAR, 2011).

Inimeros estudos tém mostrado os efeitos positivos do amido resistente em casos de
diabetes (WOLF; BAUER; FAHEY, 1999), obesidade (WARREN; HENRY’; SIMONITE,
2003), doengas cardiovasculares (LUNN; BUTTRISS, 2007) e cancer de colon SANG;
PRAKASH; SEIB, 2007; SHARMA; YADAV; RITIKA, 2008). Ha indicios de que o0 AR
influencia na reducdo do colesterol sérico e de triglicerideos, além de apresentar efeitos
semelhantes ao das fibras dietéticas no trato gastrointestinal (BROUNS et al., 2007). O amido
resistente apresenta um reduzido valor calorico e diminui a liberagdo de insulina, quando
comparado com amidos de rapida digestdo (RANHOTRA; GELROTH; GLASER, 1996).
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Os constituintes do AR sdo bastante heterogéneos e classificados a partir de sua
origem e caracteristicas fisicas dos amidos na forma em que sdo consumidos, ap6s serem
submetidos aos processos tecnoldgicos que podem afetar o conteddo de AR nos alimentos.
Desta forma, tem-se a classificacdo do AR em cinco tipos.

Amido resistente do tipo 1, ou AR1 é o amido inacessivel fisicamente. Esta resisténcia
do amido a digestdo pode ocorrer se 0 amido estiver contido em uma estrutura inteira ou
parcialmente rompida da planta, como nos grdos, ou no caso da parede celular rigida inibir o
intumescimento e dispersdo, como no caso das leguminosas (NUGENT, 2005). Este tipo de
amido é altamente afetado pela mastigacdo e pelas etapas de processamento (SAJILATA,
SINGHAL; KULKARNI, 2006). A moagem, por exemplo, € um processo que envolve altas
taxas de cisalhamento e por isso danifica as regides cristalinas dos granulos de amido, além de
romper a estrutura dos granulos aumentando a suscetibilidade enzimatica. O processo de
moagem também remove a protecdo que a estrutura dos grédos oferece aos granulos de amido,
por esse motivo os teores de AR1 s&o baixos em farinhas (ALSAFFAR, 2011). O AR1, no
entanto € estavel ao aguecimento, nas condi¢des normais de cozimento, o que permite sua
aplicacdo em uma grande quantidade de alimentos (FUENTES-ZARAGOZA et al., 2011).

Amido resistente do tipo 2, ou AR2, refere-se aos granulos de amido naturalmente
resistentes as enzimas. O modo como as cadeias de amilose e amilopectina empacotam-se
radialmente dentro do granulo forma uma estrutura compacta que limita a acessibilidade das
enzimas digestivas. O grau de resisténcia, nesse caso, depende da fonte botanica e do tipo
polimorfico sendo que granulos dos tipos B e C tendem a ser mais resistentes do que os do
tipo A. O AR2 ¢é encontrado em amido de banana verde, amido de batata e amidos de milho e
ervilha rugosa com altos teores de amilose, mas podem ter seus teores reduzidos durante as
etapas do processamento, como por exemplo, durante o cozimento (THEMEIER et al., 2005;
SAJILATA; SINGHAL; KULKARNI, 2006). Ha duas classificacdes de granulos resistentes
dentro da classe AR2, chamados de AR2, e AR2,. O AR2, refere-se aos granulos de amidos
nativos que ndo apresentam elevado teor de amilose, ou seja amidos que apresentam até 30 %
de amilose. Apds o cozimento os niveis de AR caem drasticamente para esse tipo de AR. Os
amidos nativos com altos teores de amilose, como por exemplo, o amido de milho com alto
teor de amilose, séo classificados como AR2, e mantém algum nivel de integridade granular
apos o processamento (ALSAFFAR, 2011)
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O amido resistente do tipo 3, ou AR3 é formado apos a retrogradagdo do amido.
Consiste de polimeros de amido retrogradado, principalmente de amilose, produzidos quando
0 amido é resfriado apds a gelatinizacdo. O processamento de alimentos, que envolve
aquecimento e umidade, pode destruir os AR1 e AR2, mas pode formar 0 AR3 (ESCARPA;
GONZALES, 1997). Com o resfriamento do gel, a reorganizagio das moléculas provoca a
formagcdo de cristais que sdo resistentes a acdo enzimética. Essa forma de amido retrogradado
é encontrada em pequenas quantidades em produtos como crosta de pao e flocos de milho
(FUENTES-ZARAGOZA et al., 2011). Embora a formagdo de AR3 encontre-se associada a
gelatinizacdo seguida da retrogradacéo, outros fatores como repetidos ciclos de aquecimento e
resfriamento, origem botanica do amido, relacdo amilose/amilopectina e a quantidade de agua
utilizada durante a gelatinizacdo podem aumentar o teor desse constituinte. Essa influéncia é
mais rapida e pronunciada sobre a amilose em relacdo a amilopectina, que devido as
ramificagbes de sua estrutura requer maior tempo de armazenamento para forma-lo
(ESCARPA; GONZALES, 1997). O AR3 é particularmente interessante porque é também um
amido termicamente estavel (HARALAMPU, 2000) e, portanto, pode ser utilizado também
por suas caracteristicas tecnoldgicas. O AR3 abrange também a chamada maltodextrina
retrogradada resistente, um polissacarideo sollvel derivado do amido, processado com o
objetivo de hidrolisar e reorganizar as moléculas do amido para que sejam posteriormente
retrogradadas. Esse processo forma cristais ndo digeriveis, semelhantes ao AR3, porém com
menor grau de polimerizacdo e menor massa molecular (FUENTES-ZARAGOZA et al.,
2011).

O amido resistente do tipo 4, ou AR4 consiste de amido modificado quimicamente.
Com o advento de sistemas de processamento mais sofisticados, tem sido possivel obter
produtos derivados do amido que podem atender necessidades especificas da industria de
alimentos. Esses produtos incluem os amidos substituidos quimicamente com grupamentos
ésteres, fosfatos e éteres, bem como amidos com ligagcOes cruzadas, tratamentos que tambem
tornam os amidos resistentes a digestdo no intestino delgado (HAN; BeMILLER, 2007,
RATNAYAKE; JACKSON, 2008; SANZ et al., 2009; SUI; SHAH; BeMILLER, 2011).

O AR4 é considerado o tipo mais resistente a hidrolise enzimatica (MUN; SHIN,
2006). A substituicdo quimica dos amidos reduz a digestibilidade enzimética devido ao
volume dos grupos substituintes que dificulta a formacdo de complexos enzima-substrato e
torna ligagdes a (1—4) e a (1—6) resistentes a hidrolise (KHONDKAR; TESTER;
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KARKALAS, 2009). O AR4 pode ainda ser subclassificado em 4 tipos, de acordo com sua
solubilidade em agua e com o método experimental utilizado para a analise (NUGENT,
2005).

Amido resistente do tipo 5, ou AR5 pode ser definido como um polissacarideo
formado por cadeias de polimeros lineares, insollveis em &gua e ndo suscetiveis a degradacao
por a-amilase. O AR5 é formado por complexos amilose-lipideo e apresenta maiores
temperaturas de gelatinizacdo e tendéncia a retrogradacdo. A estrutura e quantidade dos
complexos amilose-lipideos formados sdo dependentes da origem botanica do amido (JANE
etal., 2009; FUENTES-ZARAGOZA et al., 2011).

3.5 EFEITOS FISIOLOGICOS DO AMIDO RESISTENTE

O AR tem recebido muita atencdo tanto pelos seus potenciais beneficios para a saude
como por suas propriedades funcionais (SAJILATA; SINGHAL; KULKARNI, 2006). O AR
é uma fonte abundante de carboidratos ndo digeriveis na dieta (NUGENT, 2005) e pode ser
tdo importante quanto os polissacarideos ndo amiladceos na promocao da salde do intestino
grosso e prevencao das doencas intestinais inflamatdrias e cancer de colo retal (TOPPING,
FUKUSHIMA; BIRD, 2003), mas tem um menor impacto no metabolismo lipidico e de
glicose (NUGENT, 2005).

Uma série de efeitos fisiologicos tem sido atribuida ao AR, que tem provado ser
benéficos para a salde. As propriedades fisioldgicas do amido resistente podem variar muito,
dependendo da estrutura estudada e de diferencas na fonte, tipo e quantidade de amido
resistente consumido (BUTTRISS; STOKES, 2008).

O amido resistente ao chegar ao célon é utilizado como substrato de fermentagdo por
diversas bactérias intestinais, especialmente as anaerobicas estritas (bacterdides, eubactérias,
bifidobactérias e Clostridium) que constituem 99% da flora intestinal humana, razao pela qual
é considerado um agente prebidtico. Os produtos dessa fermentacdo sdo os acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), aceético, propidnico e butirico e gases como hidrogénio, dioxido de
carbono e metano dos quais cerca de 20% sdo excretados pela respiracdo (TOPPING,
FUKUSHIMA; BIRD, 2003).

O AR pode também ser utilizado para melhorar o teor de fibras dos alimentos, acelerar
0 inicio da saciedade e diminuir a resposta glicémica. O AR tem apresentado potencial para

melhorar a saide do colon, e agir como um veiculo para aumentar o teor de fibra alimentar
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total dos alimentos, particularmente aqueles que sdo de baixo valor energético e/ou contetido
de carboidratos totais (NUGENT, 2005).

Em termos quantitativos as indicacdes variam de 5 g (FUENTES-ZARAGOZA et al.,
2011) a 20 g (ALSAFFAR, 2011) por dia para que os efeitos fisiolégicos possam ser
observados.

3.6 FONTES DE AMIDO RESISTENTE

O AR pode ser encontrado em basicamente todos os alimentos a base de amido,
processados ou ndo, em diferentes quantidades. A fonte botanica do amido e as etapas do
processamento e estocagem do produto exercem grande influéncia na propor¢do de amido
resistente apresentada pelo alimento no momento do consumo. Cereais, graos e legumes séo
importantes fontes naturais de AR (FUENTES-ZARAGOZA et al., 2011), como pode ser
observado na Tabela 1.

A banana verde é considerada uma importante fonte ndo processada de AR, com
teores entre 47 e 57% (FUENTES-ZARAGOZA et al., 2011). No entanto, o teor de amido
resistente em frutas decresce com o amadurecimento. O amido nativo de batata apresenta a
maior concentracdo de AR em relacdo ao teor de amido total (75%), e o amido nativo de
milho normal a menor (FUENTES-ZARAGOZA et al., 2011).

Quanto mais alimentos processados sdo incluidos na dieta, com menores quantidades
de frutas e vegetais, menores os niveis de consumo de AR, 0 que torna importante a inclusao
de AR em alimentos processados (FUENTES-ZARAGOZA et al., 2011).

Algumas fontes comerciais de AR ja estdo disponiveis no mercado, como por
exemplo, o Hi-maize da National Starch and Chemical Co, um AR2 obtido a partir de um
hibrido de milho de alto teor de amilose originario da Australia, que apresenta
aproximadamente 60% de fibra dietética. O Novelose 330, também produzido pela National
Starch e o Crystalean produzido pela Opta Food Ingredients, sdo formas comerciais de AR3
obtidos pela gelatinizagdo e recristalizacdo de amido de milho de alto teor de amilose
(NUGENT, 2005).

O uso de fontes comerciais de AR em produtos alimenticios apresenta vantagens em
relacdo as fontes naturais, uma vez que os amidos modificados com o objetivo de reduzir sua
digestibilidade s&o menos afetados pelas etapas do processamento do que os amidos nativos
(NUGENT, 2005).
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Tabela 1: Valores aproximados para amido total (AT), amido resistente (AR) e fibra
dietética total (FDT), de alguns alimentos (g/100 g na forma de consumo).

Fonte AT AR FDT
Legumes
Feijao vermelho 42,6 24,6 36,8
Lentilha 53,3 25,4 33,1
Feijao fradinho 53,9 17,7 32,8
Cereais em graos
Cevada 55,2 18,2 17,0
Milho 77,9 25,2 19,6
Arroz branco 95,1 14,1 1,5
Trigo 50,8 13,6 17,0
Aveia 43,3 7,2 37,7
Farinhas
Milho 84,3 11,0 2,8
Trigo 68,8 1,7 12,1
Arroz 86,9 1,6 51
Batata 81,0 1,7 2,1
Produtos a base de cereais
Spaghetti 73,0 3,3 5,6
Aveia em flocos 56,0 8,5 10,0
Derivados de cereais
P&o torrado 67,4 14 n/a
P&o branco 46,7 1,9 n/a
Pao integral 44,1 6,0 n/a
Cereal extrusado de aveia 57,2 0,2 n/a
Cereal de trigo expandido 67,0 1,2 n/a
Mingau de aveia 9,0 0,3 n/a
Espaguete cozido n/a 2,9 n/a
Arroz cozido n/a 3,7 n/a
Derivados de batata
Batata cozida n/a 2,0 n/a
Chips 29,5 4,8 n/a
Puré de batatas n/a 2,4 n/a

n/a: Nao avaliado.
Fonte: (Fuentes-Zaragoza et al., 2011)

3.7 METODOS DE MODIFICACAO

As propriedades funcionais do AR podem ser melhoradas pela modificacdo dos
amidos, alterando sua estrutura molecular (SHI et al., 2013). Essas modificacdes utilizam
métodos como ciclos de aquecimento e resfriamento que promovem a retrogradacéo,
desramificacdo enzimatica do amido gelatinizado, secagem, extruséo, cristalizacdo, além de
métodos quimicos que reforcem a estrutura granular (APARICIO-SAGUILAN et al., 2008).
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Os métodos quimicos sdo 0s mais comuns, por resultarem em maiores contetidos de AR (SHI
etal., 2013).

O tratamento térmico a baixa umidade (JACOBASCH et al., 2006; SANG; SEIB, 2006;
HAN; BeMILLER, 2007; LI; WARD; GAO, 2011, SATMALEE; MATSUKI, 2011; SUI;
SHAH; BeMILLER, 2011; ZAVAREZE et al., 2012), extrusdo (FARAJ; VASANTHAN;
HOOVER, 2004; GONZALEZ-SOTO et al., 2006; HASJIM; JANE, 2009), hidrolise
enzimatica (GONZALEZ-SOTO et al., 2004; CASARRUBIAS-CASTILLO et al., 2012;
LUCKETT; WANG, 2012) e 4cida (HASJIM; JANE, 2009; ESPINOSA-SOLIS et al., 2011;
POLESI; SARMENTO; FRANCO, 2011), intercruzamento (SHIN; SONG; SEIB, 2004;
JYOTHI; MOORTHY; RAJASEKHARAN, 2006; HAN; BeMILLER, 2007; APARICIO-
SAGUILAN et al., 2008; KHONDKAR; TESTER; KARKALAS, 2009; KOO; LEE; LEE, 2010;
CARLOS-AMAYA et al., 2011; JUANSANG et al., 2012), hidroxipropilacdo (HAN;
BeMILLER, 2007; JUANSANG et al., 2012), esterificagdo (HAN; BEMILLER, 2007;
JUANSANG et al., 2012), acetilagdo (HAN; BEMILLER, 2007; JUANSANG et al., 2012),
retrogradacdo de maltodextrinas (BROUNS et al.,, 2007) e cozimento sob pressao
(APARICIO-SAGUILAN et al., 2008; KIM et al., 2010) s&o alguns métodos utilizados com o
objetivo de obter amidos mais resistentes ao processo de digestdo, a partir de diferentes fontes
botanicas. Esses métodos sdo aplicados isolados ou combinados. O desafio, contudo, é que
esses teores de AR se mantenham apds o processamento do alimento em que esse amido sera
adicionado.

Os métodos quimicos de modificacdo envolvem a inclusdo de grupos funcionais entre
as moléculas de amidos, resultando em alteracdes consideraveis nas propriedades fisico-
quimicas desses amidos (SHI et al., 2013), enquanto os métodos fisicos envolvem a
gelatinizacdo, desramificacdo e a lenta recristalizacdo dos componentes do amido por
processo de resfriamento ou desidratacdo (APARICIO-SANGUILAN et al., 2008).

3.7.1 Intercruzamento

O intercruzamento € um método quimico para a modificagdo de amidos em que
ligagBes covalentes intra e intermoleculares sdo formadas entre as cadeias poliméricas em
posicdes aleatorias no interior do granulo de amido de forma a estabilizar e fortalecer a
estrutura granular (KAUR; SINGH; SINGH, 2006).
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As ligagbes quimicas formadas reforcam a estrutura do granulo, reduzindo a
capacidade de expansdo, aumentando as temperaturas de gelatinizacdo e dessa forma,
reduzindo o rompimento dos granulos (PRIMO-MARTIN, 2012). As ligacBes formadas
também tornam os granulos resistentes a pHs extremos e altas taxas de cisalhamento
(YUSSOF; UTRA; ALIAS, 2013). O aquecimento de amidos intercruzados pode destruir ou
enfraquecer as pontes de hidrogénio no interior do granulo, no entanto, a estrutura granular é
mantida integra pelas ligaces quimicas produzidas (VARAVINIT et al., 2007).

As alteracdes provocadas pelo intercruzamento podem variar de acordo com a fonte
botanica do amido e com a extensdo da reacdo. Niveis muito baixos de intercruzamento
podem estabilizar a estrutura granular do amido e permitir maior grau de inchamento dos
granulos, resultando em maiores viscosidades em comparacao aos amidos nativos. Por outro
lado, quando altos niveis de intercruzamento sdo atingidos é possivel observar reducdo na
capacidade de inchamento dos granulos, solubilidade, lixiviacdo de amilose, claridade de
pasta e viscosidade de pico (HUBER; BeMILLER, 2000). O intercruzamento nédo altera
apenas as propriedades fisicas, como também as transi¢cdes térmicas do amido, aumentando as
temperaturas de gelatinizacdo e provocando reducao na tendéncia a retrogradacao, fenémenos
que sdo relacionados a menor mobilidade das cadeias no interior do granulo, resultados das
ligacGes intermoleculares adicionais (CHUNG; WOO; LIM, 2004).

A formacdo das ligagdes covalentes durante o intercruzamento ocorre em posigdes
aleatdrias no interior dos granulos de amido. Tanto as moléculas de amilopectina como as de
amilose podem ser intercruzadas, porém a amilose apresenta uma menor tendéncia ao
intercruzamento (WONGSAGONSUP et al.,2014).

A introducéo de grupos substituintes na estrutura do amido modifica a suscetibilidade
do amido & hidrélise enzimatica (APARICIO-SAGUILAN et al., 2008) devido a presenca dos
grupos substituintes nas cadeias de amido que restringem o acesso das enzimas aos granulos
néo gelatinizados (BAO et al., 2003; KHONDKAR; TESTER; KARKALAS, 2009).

A produgdo de amidos intercruzados é geralmente realizada em amidos granulares
com a adicdo de reagentes bi ou poli funcionais a suspensdes alcalinas (pH 7,5-12,0) com
temperaturas que podem variar de temperatura ambiente até 50 °C (VARAVINIT et al., 2007;
YUSSOF; UTRA; ALIAS, 2013). Trimetafosfato de sodio (TMPS), tripolifosfato de sodio
(TPPS), epicloridrina e cloreto de fosforila sdo reagentes comumente utilizados no
intercruzamento de amidos (KAUR; SINGH; SINGH, 2006; KOO; LEE; LEE, 2010). Esses
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agentes sdo capazes de formar ligacfes intramoleculares do tipo éteres ou ésteres entre 0s
grupos hidroxilas das moléculas de amido (WONGSAGONSUP et al., 2005; KOO; LEE;
LEE, 2010). A combinacdo do TMPS e TPPS apresenta melhores resultados do que o uso
isolado do TMPS na formacéo de diamido fosfato (LIM; SEIB, 1993; WONGSAGONSUP et
al., 2005).

Diferentes niveis e formas quimicas de ésteres de fosfato sdo formados durante o
intercruzamento utilizando TMPS e TPPS e refletem na funcionalidade dos amidos
fosforilados. A formacdo de monoamido fosfato melhora a aparéncia, higroscopicidade,
transparéncia da solugdo, inchamento e viscosidade em concentragdes de fosforo entre 0,1 e
0,4 %. A formacéo de diamido fosfato pode melhorar a capacidade espessante do amido, em
concentragdes muito baixas de fosforo (< 0,04%) além de conferir estabilidade as pastas
frente ao aquecimento, cisalhamento e baixos pHs (SANG et al., 2010).

Amidos modificados quimicamente por intercruzamento tem grande aplicacdo na
producdo de filmes por apresentarem maior resisténcia a &gua e estabilidade térmica
(KAEWTATIP; THONGMEE, 2013).

De acordo com Juansang et al. (2012) a forca fornecida pelas ligacdes covalentes
adicionais nos amidos intercruzados permitem que os granulos suportem a temperatura de
gelatinizagdo, mantendo a integridade granular.

O intercruzamento dos amidos € influenciado por diversos fatores como a fonte
botanica do amido, a concentracdo e composi¢do do agente de intercruzamento utilizado, o
grau de substituicdo, pH, tempo de reacdo e temperatura (KAUR; SINGH; SINGH 2006).

No trabalho realizado por Aparicio-Sangilan et al. (2008), o intercruzamento foi
realizado em amido de banana e 94,68% de amido resistente foi obtido. Carlos-Amaya et al.
(2011), também utilizando intercruzamento em amido de banana obteve um teor de AR de
74,01%. Han e Bemiller (2007), investigaram o efeito de diferentes métodos quimicos de
modificacdo em amido de milho ceroso e aumentaram o teor de AR de 0% no nativo para
12,9% apos o intercruzamento. Em amido de milho normal intercruzado o teor de AR
encontrado por Koo, Lee e Lee (2010) foi de 56,68%. Um trabalho realizado em amido de
cana por Juasang et al. (2012) obteve 94,1% de AR ap0s o intercruzamento. Esses resultados
mostram que o intercruzamento & um método quimico eficiente no aumento da resisténcia de

amidos de diferentes fontes.
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3.7.2 Tratamento térmico a baixa umidade (TTBU)

O tratamento térmico a baixa umidade (TTBU) ¢ um método fisico de modificacéo,
que envolve o condicionamento do amido a baixos niveis de umidade (menores que 35%) e
seu aquecimento durante determinado periodo de tempo a temperaturas acima da temperatura
de transigdo vitrea, mas abaixo da temperatura de gelatinizacdo naquela umidade (JACOBS;
DELCOUR, 1998).

O TTBU pode ser aplicado com o objetivo de aumentar o conteddo de AR dos amidos
sem romper a estrutura granular devido as mudancgas estruturais que provocam uma
reorganizacdo molecular e as mudancas na cristalinidade do amido (ZAVAREZE et al., 2012)
devido ao rearranjo ou maior grau de associacdo das cadeias (JYOTHI; SAJEEV;
SREEKUMAR, 2010). Esse processo pode resultar na reducao da digestibilidade dos amidos,
como relatado por Zhang e Hamaker (2012), Wongsagonsup et al. (2008), Han e BeMiller
(2007) e Sui, Shah e BeMiller (2011) por converterem a estrutura do gréanulo a uma forma
mais compacta (SONG; PARK; SHIN, 2011)

O TTBU promove a interacdo das cadeias poliméricas através do rompimento da
estrutura cristalina e dissociacdo das estruturas de duplas hélices na regido amorfa e posterior
rearranjo dos cristais rompidos durante o tratamento (GUNARATNE; HOOVER, 2002;
VIEIRA; SARMENTO, 2008).

A extensdo e o tipo de modificacdo ocorrida dependem da fonte de amido. Amidos de
raizes e tubérculos sdo mais suscetiveis ao TTBU do que amidos de leguminosas e
cereais(HOOVER; VASANTHAN, 1994), devido ao padrdo cristalino do tipo B e C tipico
dos amidos de raizes e tubérculos. O padréo cristalino do tipo B apresenta menor estabilidade
termodinamica do que o padrdo do tipo A, resultado da presenca de maior quantidade de
moléculas de agua no canal central da unidade celular, que estd suscetivel a evaporacdo
durante 0 aquecimento e permite assim maior mobilidade das duplas hélices, alterando o
padrdo cristalino do amido (ZAVAREZE; DIAS, 2011). As caracteristicas de diferentes
fontes boténicas submetidas a varias condigdes de tratamento hidrotérmico permitiram
concluir que o tratamento induz a mudancas ndo apenas nas regides cristalinas, mas também
nas regides amorfas dos granulos. O conteldo e o comprimento das cadeias de amilose séo
dois fatores importantes na determinacdo das propriedades fisicas dos produtos finais. A

formacdo de complexos amilose-lipideos durante o tratamento foi verificada, em amidos de
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cereais, resultando na maior estabilidade térmica dos amidos tratados (LAWAL, 2005;
CHUNG,; LIU; HOOVER, 2009).

No trabalho realizado por Zavereze et al. (2012) utilizando TTBU em diferentes niveis
de umidade em amido de arroz com variados teores de amilose foi observado um aumento no
teor de AR de 1,06% para 2,20% no amido de arroz com alto teor de amilose tratado com
25% de umidade. Li et al. (2011) aumentaram o teor de AR de 11,2% para 45,2% em amido
de feijao aplicando o TTBU a 20% de umidade. Satmalle e Matsuki (2011) modificaram a
farinha de arroz com TTBU a 20% de umidade e alteraram o teor de AR de 10,86% para
18,31%. Esses resultados mostram que o TTBU pode provocar o aumento dos teores de AR,
contudo, os valores obtidos sdo mais modestos do que aqueles obtidos por métodos quimicos.

3.8 METODOS DE DETERMINACAO DE AMIDO RESISTENTE

O processo de guantificacdo de AR pode ser visto como um problema, uma vez que
ele ndo apresenta uma estrutura quimica diferenciada, sendo composto por um conjunto de
estados fisicos que alteram a taxa de digestdo do amido convencional (HARALAMPU, 2000).
A determinacdo do teor de AR consiste na remoc¢do da fracdo de amido potencialmente
disponivel e quantificacdo da fracdo resistente (SHARMA; YADAV; RITIKA, 2008)

Os meétodos in vitro para a determinacdo do conteudo de AR em alimentos sdo
baseados na recriagdo das condicdes gastrointestinais da digestdo do amido. A hidrolise
enzimatica € uma etapa comum a todos os métodos, sendo combinada a hidrolise quimica ou
separacdo gravimétrica. Os diferentes métodos existentes descrevem diferentes preparos de
amostra, que podem incluir moagem, trituracdo, homogeneizacdo com intuito de simular a
mastigacdo (PERERA; MEDA; TYLER, 2010).

A quantificacdo de AR pode ser feita por meio de métodos diretos e indiretos. Os
métodos diretos quantificam os residuos obtidos ap6s a remocao do amido digerivel, enquanto
os métodos indiretos quantificam o AR pela diferenca entre 0 amido total e 0 amido digerivel
(SHARMA; YADAYV; RITIKA, 2008).

O tipo de AR determinado é dependente do meétodo aplicado, alguns métodos
determinam o teor de AR total, porém outros métodos permitem a separacdo das fracGes de
ARD, ALD e AR (PERERA; MEDA,; TYLER, 2010).
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Amostra S00 mg -4 g

!

Tampdo acetato de sddio 0,1 M (pH 5.2) a 37 °C, goma guar ¢ esferas de

vidro

Hidrdlise enzimatica ~ Incubar a amostra com uma nustura de

pancreating, amiloglucosidase ¢ invertase a 37 °C por exatos 20 min

v !

Uma aliquota (G20) para Hidrolise Enzimatica
ARD continuar por mais 100 min
-
Inativar as enzimas ¢ coletar a fragio hdrolisada — misturar Uma aliquota (G120) para
com ctanol 66 s , centnfugar ¢ coletar o sobrenadante ALD

|

Determinagio de glicose

v

ARD = (G20- ghicose livre) x 0.9

ALD = (G120- G20 - gheose livre) x 09
AT = (gheose total - glicose livre) x 0.9

AR = AT - (ARD +ALD)

Figura 1: Protocolo para determinacdo de amido rapidamente digerivel (ARD), lentamente
digerivel (ALD) e amido resistente (AR) segundo Englyst. Kingman e Cummings
(1992). AT: amido total. Adaptado de (PERERA; MEDA; TYLER 2010).

No método proposto por Englyst, Kingman e Cummings (1992), resumido na Figura 1
a separacao das fracGes é possivel. Nesse método o AR e outras fracdes de polissacarideos
ndo-amilaceos sdo separadas por meio de hidrélise enzimatica. Esse material é entdo
solubilizado em meio alcalino e 0 AR subsequentemente separado.

No método de Englyst, Kingman e Cummings (1992), as diferentes fracfes do amido
sdo determinadas por meio de uma hidrélise enzimatica controlada e pela determinacdo da
quantidade de glicose liberada. O amido total é determinado pela hidrélise enzimatica seguida
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pela gelatinizacdo em banho de agua fervente e tratamento com hidroxido de potéssio para
dispersdo da amilose retrogradada com posterior hidrolise usando amiloglucosidase e
quantificacdo de glicose. O amido rapidamente digerivel (ARD) e o amido lentamente
digerivel (ALD) sdo medidos apds a incubacdo com a-amilase pancreéatica e amiloglucosidase
a 37 °C por 20 min e 120 min, respectivamente. O amido resistente (AR) é o amido nédo
hidrolisado ap6s 120 min de incubagéo.

E importante enfatizar que 0 método proposto por Englyst utiliza temperaturas abaixo
da temperatura de gelatinizacdo dos amidos e, portanto se o amido utilizado para a analise se
encontrar em sua forma nativa, a gelatinizacdo ndo ird acontecer durante o processo da
determinacdo. Desta maneira é preciso considerar que o teor de AR obtido por esse método
sera diferente no amido submetido ao processamento para ser posteriormente consumido.
Esse fator pode ser corrigido ao se utilizar amidos previamente gelatinizados nas
determinac6es. No trabalho de Utrilla-Coello et al. (2014), a digestibilidade dos amidos de
quatro variedades de bananas verdes foram analisados pelo método de Englyst, Kingman e
Cummings (1992) na sua forma nativa e os valores obtidos para AR foram de 42,4%, 27,4%,
45,0% e 67,6%. Os mesmos amidos foram entdo analisados pelo mesmo método apos serem
aquecidos em banho de fervura por 20 min e os valores de AR reduziram para 3,6%, 0,76%,
3,6% e 13,4%.

O método de Gofi, et al. (1996), resumido na Figura 2, € um método direto de
guantificacdo de AR baseado na metodologia proposta por Berry (1986) e é focado na
guantificacdo de AR e ndo das fracbes ARD e ALD. O procedimento prevé a remocao do
amido digerivel, solubilizacdo e hidrélise enziméatica do AR e posterior quantificagdo do AR
como glicose liberada. Nessa metodologia as etapas de preparacdo da amostra como secagem,
resfriamento e condi¢bes de estocagem sdo levadas em consideracdo, uma vez que podem
alterar os niveis de AR (PERERA; MEDA; TYLER, 2010). A etapa inicial de moagem e
homogeneizacdo da amostra é responsavel pela eliminacdo do AR1. As condigdes
fisioldgicas do estdbmago e intestino, como pH e tempo de transi¢cdo, sdo reproduzidas de

forma aproximada durante o experimento.
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100 mg de amostra

Tampdo KCI /HCI pH 1,5

3

Hidrolise enzimatica - Incubar a amostra com pepsina
a40°Cpor | h

U

Parar a atuvidade enzimatica - adicionar 0.1 M de
tampdo trismaleato a pH 6.9

<

Hidrohise enzimatica - Incubar com a-amilase a 37 °C
por 16 h

U

Parar a atividade enzimatica ¢ precipitar a fragdo ndo
hidrolizada - centrifugar ¢ lavar o pellet

U

Solubilizagiio do amido retrogradado - adicionar KOH 4
M a agitar a temperatura ambiente por 30 min

<

Hidrolise do amido retrogradado - incubar com
amiloglucosidase ¢ tampdo acetato de sodio, pH 4,75 a
60 °C por 45 min
—

U

Determinagio da glicose para AR

Figura 2: Protocolo de determinacdo de amido resistente (AR) segundo Gofii et al. (1996).
Adaptado de (PERERA; MEDA; TYLER, 2010)

A principal diferenca deste método com o proposto por Englyst, Kingman e
Cummings (1992) é a etapa de hidrolise utilizando pepsina a 40 °C durante 1 h. Essa etapa
para a remogdo da proteina tem como objetivo melhorar a acessibilidade das amilases
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evitando associaces amido-proteina ou encapsulamento do amido em matriz proteica (GONI;
et al., 1996). Por esse motivo, esse método é o mais indicado para a quantificagdo de AR em
produtos alimenticios.

Neste método, a temperatura maxima empregada, 40 °C, também é inferior as
temperaturas de gelatinizacdo dos amidos, porém € ligeiramente superior a temperatura
utilizada no método de Englyst. Além disso, o tempo de incubag¢do com a-amilase é de 16 h,
muito superior aos 120 min descritos por Englyst dificultando dessa forma a comparacédo
direta entre os dois métodos e superestimando os valores de AR em amidos analisados na
forma nativa.

Zhou et al. (2013) analisaram diferentes géis retrogradados de amidos pelos métodos
de Englyst e de Gofii, e observaram diferencas consideraveis nos valores obtidos para as
mesmas amostras. Os géis analisados pelo método de Englyst apresentaram teor de AR de
10,1%, 31,0%, 26,9% e 36,2% e quando avaliados pelo método de Gofii mostraram teor de
AR de 15,0%, 36,1%, 29,5% e 40,1%, respectivamente.

Os métodos 991.43 e 985.29 da Association of Official Analytical Chemists (AOAC)
tém sido utilizados recentemente como métodos padrdes para determinacdo de fibra dietética
(ENGLYST et al., 2013). Como citado anteriormente, se compararmos as definicdes de
amido resistente e fibra dietética podemos dizer que o AR nada mais é do que uma fibra
dietética, e dessa forma pode ser quantificado pelos mesmos métodos. Contudo esse método é
aplicavel guando se trata do amido em sua forma isolada, pois se aplicado em matrizes
alimentares complexas, frutanos de alto peso molecular, cinzas, proteinas, polissacarideos
ndo-amilaceos e varios componentes ndo carboidratos podem ser quantificados (ENGLYST et
al., 2013).

O método da AOAC para quantificacdo de AR é um método direto, e a quantificacdo é
gravimétrica e ndo pelo contetdo de glicose liberada, como nos métodos de Englyst e de
Gofii. Os teores de AR obtidos por meio desse método sdo mais baixos comparados aos
encontrados pela aplicacdo das metodologias de Englyst e de Goiii, pois a primeira etapa da
hidrolise enzimatica é conduzida a 100 °C durante 15 min, de forma que os amidos séo
gelatinizados durante o procedimento. O fluxograma do método 991.43 esta apresentado na

Figura 3.
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As diferencas existentes entre os metodos, as condi¢des utilizadas e o preparo das
amostras tem grande influéncia sobre os resultados, exigindo cautela na comparagdo dos

resultados obtidos.

1,0 g de amido em 40 mL de tampao MES-

TRIS 0,05 M (pH 8.,2) com a-amilase 1) Incubar a 100 °C por 15 min com agitagdo
termoestavel (500 U) 2) Resfriara 60°C
-,
Adicionar 0,1 mL de protease 1) Incubar a 60 °C por 30 min com agitagdo
continua

@

1) Incubar a 60 °C por 30 min com agitagio

Adicionar 5 mL de HC1 0,561 M e 0,3 mL continua
amiloglucosidase 2) Precipitar com 225 mL de etanol 95 % a 60 °C
L 3) Filtrar em cadinho de vidro
4) Lavar o residuo com etanol 78% (2 x 15 mL),
@ etanol 95 % e acetona

Residuo seco (g) x (100)/ 1,0 =AR

Figura 3: Determinacdo de AR como fibra dietética pelo método 991.43 da AOAC.

3.9 APLICACOES DO AMIDO RESISTENTE EM ALIMENTOS

Por apresentar caracteristicas fisiologicas similares as das fibras, o AR pode ser
utilizado em substituicdo a elas, com vantagens. O uso de AR comercial em produtos
alimenticios permite aumentar o teor de fibra dietética total do produto sem grandes alteracbes
nas caracteristicas sensoriais, principalmente no que diz respeito ao sabor, cor e textura. Esses
amidos podem ser adicionados isolados ou combinados a fibras convencionais (SHARMA,
YADAV; RITIKA, 2008).

O amido resistente pode estar presente naturalmente nos alimentos (AR1 e AR2), e
processamentos como esterilizacdo, forneamento e secagem a altas temperaturas provocam

elevacdo no teor de AR (AR3). Por outro lado, processos como 0 cozimento resultam na
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perda da resisténcia do amido. A aplicacdo de amidos resistentes comerciais permite obter
formulagdo com maior nivel de fibra dietética total sem grandes alteracdes nas caracteristicas
sensoriais. Esses compostos podem ser adicionados isolados ou combinados a fibras
convencionais (YUE; WARING, 1998).

Fibras alimentares tradicionais tém um efeito nocivo sobre a textura de muitos
produtos, como produtos de panificacdo e produtos extrusados. As fibras fortalecem a
estrutura fisica do alimento e limitam sua capacidade de expansdo, propriedade importante no
desenvolvimento da textura durante o cozimento e extrusdo. A substituicdo das fibras
tradicionais por AR permite adicionar maiores quantidades do produto sem interferir na
estrutura dos produtos extrusados (SAJILATA; SINGHAL; KULKARNI, 2006).

A menor capacidade de absor¢do de dgua dos amidos resistentes torna menores 0s
ajustes na formulacdo e no processamento. A adicdo de fibras convencionais na producéo de
pdes provoca alteracdo na reologia da massa devido a maior absorcdo de &gua pela fibra,
resultando em maior dificuldade de moldagem e fatiabilidade e maior tempo de forneamento.
A adicdo das fibras convencionais também altera caracteristicas sensoriais, tornando os pées
mais escuros, de textura arenosa, com sabor caracteristico e pequeno volume de expansdo. Ja
0s paes adicionados de amido resistente como fonte de fibras tem massas mais facilmente
manuseaveis, de sabor neutro, sensacdo bucal e textura suave e lisa, melhor volume, miolo
mais uniforme e estrutura celular mais fina (SHARMA; YADAYV; RITIKA, 2008).

O amido resistente como ingrediente tem sido usado comercialmente desde 1994,
guando um péo branco com adicdo de amido de milho de alto teor de amilose foi lancado na
Austrélia. Esta adicdo aumentou o conteudo de fibra alimentar do péo de 2,9% para 5,6%, 0
que permitiu este pao ter a alegacdo de “conter mais fibra alimentar do que um pao
multigraos”. Depois de 20 semanas do langamento, ele obteve 12% do mercado do pao branco
e aumentou em 8% o mercado desta categoria (BROWN; MCNAUGHT; MOLONEY, 1995).

As caracteristicas do AR permitem sua adi¢cdo na formulacdo de bolos, muffins e
brownies, produtos que tradicionalmente ndo sdo fortificados. O AR também confere
crocancia em biscoitos e devido a sua baixa capacidade de expansdo propicia melhor textura
em cereais matinais. Seu baixo valor cal6rico permite sua utilizacdo em produtos com apelos
diet e light (BROWN, 2004; SHARMA; YADAV; RITIKA, 2008).

Dentre os produtos de panificacdo, a producdo de bolo industrial tem apresentado

aumento na producdo e no consumo nos ultimos anos. Segundo dados da Associacdo
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Brasileira das Industrias de Massas Alimenticias (ABIMA, 2014) as vendas de bolos
industrializados no mercado nacional, em milhGes de unidades, passaram de 230,7 em 2009
para 377,8 em 2013.

Bolos convencionais contém alto indice glicémico, devido aos carboidratos neles
contidos. Este fato pode acarretar problemas de saude publica, especialmente obesidade. O
uso de amido resistente, atuando como fibra, pode agir de maneira positiva, na reducgéo destes
indices glicémicos em bolos (GONI; GARCIA-ALONSO; SAURA-CALIXTO, 1997).

3.10 TECNOLOGIA DE PRODUCAO DE BOLOS

A massa do bolo é uma emulsdo complexa de gordura em &gua, composta de bolhas
como fase descontinua e de uma mistura de ovo, aglcar, agua e gordura como fase continua,
na qual particulas de farinha estéo dispersas. (SHELKE; FAUBION; HOSENEY, 1990).

A definicdo da qualidade de um bolo envolve diversos atributos, como por exemplo,
volume elevado, estrutura uniforme do miolo com alvéolos abundantes, finos e distribuidos de
maneira uniforme, maciez, durabilidade e tolerdncia ao envelhecimento. Além disso, as
caracteristicas de cor, brilho, sabor e aparéncia geral devem ser atraentes (BENNION;
BAMFORD, 1997). A producdo de bolos que apresentem essas caracteristicas € um processo
dependente do balanceamento da formulacdo, da aeracdo da massa, da estabilidade dos
fluidos na massa (GOMEZ et al., 2007).

A definigdo e classificacdo de bolos sdo complexas devido a grande variedade de
formulacBes. De uma maneira geral os bolos devem apresentar gosto doce, textura macia, e
sabor e aroma agradaveis.

A partir de alguns pardmetros isolados é possivel descrever algumas classificacfes
para as diferentes formulacdes de bolo. De acordo com a forma com que o ar é incorporado na
massa 0s bolos podem ser classificados por Hoseney, Wade e Finley (1988) em:

@ Bolos elaborados por mistura em mdaltiplas etapas: o ar é incorporado na
gordura, formando um creme inicial, onde posteriormente os demais
ingredientes secos e liquidos séo adicionados de forma intercalada.

(b) Bolos elaborados por mistura em uma Unica etapa: utiliza-se uma pré-
mistura em po, adicionada de emulsificantes ou surfactantes que auxiliam a

incorporacdo de ar.
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(© Bolos com incorporacdo de ar diretamente na fase aquosa: o ar é
incorporado principalmente por meios mecanicos, com a utilizacdo de
batedeiras de alta velocidade e ndo pela adicdo de surfactantes.

A forma como a incorporacdo de ar € feita na massa interfere diretamente na
estabilidade das massas. Massas em que o ar é incorporado na gordura tem a estabilidade
mantida por maiores tempos, porque as particulas de gordura aprisionam o ar que permanece
imobilizado. Por outro lado, quando a incorporacao de ar é incorporado na fase aquosa, por
uso de surfactantes ou por acdo mecanica, se obtém bolos com estrutura bastante delicada
(HOSENEY; WADE; FINLEY, 1988).

Outra classificacdo dos tipos de bolo pode ser realizada com base no teor de gordura
adicionada. Os bolos com alto nivel de gordura, como por exemplo, 0s pound, layer, cup e
sheet cakes, tem a estrutura do miolo formada durante o batimento da massa por uma emulsao
6leo em agua (O/A). Nos bolos com baixo teor de gordura, como o angel, chiffon e sponge
cake, o volume e a estrutura sdo dependentes principalmente das propriedades que 0s ovos
tem para aerar e formar espuma (SAHI, 2008).

Independente do tipo de bolo a ser produzido a escolha e o balanceamento adequado
dos ingredientes é de extrema importancia para que se obtenham produtos de qualidade que
atendam as caracteristicas desejadas. Durante o processamento de bolos ocorrem a formacao
de emulsdes, espumas e géis, e a estabilidade de cada uma desses estados coloidais durante a
mistura e o forneamento sdo diretamente relacionados a qualidade final do bolo (BENNION;
BAMFORD, 1997).

Na formulacdo cada ingrediente apresenta uma funcdo especifica e o equilibrio entre
eles é essencial. Bennion e Bamford (1997) agruparam os ingredientes da seguinte forma:
ovos e farinha sdo responsaveis por proporcionar forca e estrutura ao bolo; agucar, gordura e
fermento abrem a estrutura; os liquidos como agua ou leite fecham a estrutura e reduzem a

leveza.

3.10.1 Ingredientes

3.10.1.1 Farinha de trigo
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A farinha de trigo constitui o principal componente das formulagdes e fornece a matriz
onde os demais ingredientes sdo misturados para formar a massa (GUTKOSKI et al., 2011).

A qualidade tecnolodgica da farinha é diretamente relacionada a qualidade do trigo,
sendo afetada por fatores como condi¢des de manejo, cultura no campo, operacdes de
colheita, secagem e armazenamento do grdo (GUTKOSKI et al., 2007). A finalidade a que a
farinha serd destinada é definida em funcdo da qualidade do grdo determinada por ensaios
fisicos, quimicos e funcionais (GUTKOSKI et al., 2008). Para a producdo de bolos séo
empregadas farinhas obtidas a partir de trigo mole, que contém baixo teor de gluten, baixa
capacidade de absorc¢do de agua e granulometria fina (SAHIN, 2008).

O gluten € a fragdo da farinha que se refere as proteinas gliadina e glutenina que
apresentam propriedades de absorcdo de agua, coesividade, viscosidade e elasticidade. A
gliadina é viscosa quando hidratada, e apresenta pouca ou nenhuma resisténcia a extensdo,
sendo responsavel pela coesividade da massa. A glutenina por sua vez é responsavel por
conferir resisténcia a extensdo as massas (HOSENEY; WADE; FINLEY, 1998). Para a
producdo de pédes é necessario a presenca de glaten eldstico, com maior proporcdo de
glutenina, enquanto para a producdo bolos e biscoitos é desejado o gluten extensivo,
(GUTKOSKI et al., 2011).

Para a utilizacdo em bolos a farinha deve ainda apresentar baixa absor¢cdo de agua,
com teor de proteinas entre 7 e 10%, massa extensivel, baixa forca de glaten, teor de amido
danificado inferior a 4 % e baixa estabilidade (GUTKOSKI et al., 2011).

A quantidade de proteinas em uma farinha esta associada a forca do gluten. Em
formulacGes de bolo, diferentemente do que em misturas para pées, se realiza a mistura
uniforme dos ingredientes, que resulta na hidratacdo das particulas de farinha. Nas
formulacGes para bolo o teor de proteina bruta da farinha é baixo, o aglcar compete pela agua
e 0 pH é bésico, motivos esses que fazem com que o gliten ndo se desenvolva dentro de uma
massa coesa. O que se espera em uma massa de bolo é uma dispersdo homogénea, com
maxima incorporagéo de ar e minimo desenvolvimento do gluten (GUTKOSKI et al., 2011).
Apesar do desenvolvimento do glaten ser limitado ele ndo pode ser considerado inerte,
durante o forneamento a interacdo das proteinas é importante para a estrutura dos bolos
(WILDERJANS et al., 2008).

A cloragdo é um meétodo quimico de modificacdo de farinhas, geralmente obtidas de

trigo mole, para a utilizagdo na producdo de bolos. O processo utiliza gas cloro e provoca a
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reducéo do pH da farinha de 5,8 a 6,1 para 4,6 a 5,1, o que melhora consideravelmente as
propriedades de panificacdo, caracteristicas sensoriais, volume, textura do miolo e
palatabilidade dos bolos (PYLER, 1988). A utilizacdo de farinha clorinada permite a
elaboracdo de formulagdes mais ricas, com altas quantidades de aculcar e liquidos. O cloro
afeta todos os componentes da farinha, porém a oxidacdo do amido pelo cloro é o principal
responsavel pelo desempenho da farinha. O amido oxidado tem maior capacidade de
inchamento e por isso proporciona maior viscosidade as massas quando comparado as
farinhas ndo clorinadas. O valor do pH pode ser utilizado como uma medida analitica da
extensdo da cloracdo da farinha, que para a producdo de bolo deve ser de 4,7 — 4,9. A cloragéo
também é responsavel por destruir a pigmentacdo da farinha, tornando a farinha mais branca
(ATWELL, 2001). Os lipideos da farinha também s&o alterados pela acéo do cloro e passam a
permitir maior expansdo da massa durante o forneamento (CLEMENTS; DONELSON,
1982).

3.10.1.2 Acucar

O acucar desenvolve diferentes funcbes na producdo de bolos, como proporcionar
gosto

doce, facilitar a incorporacdo de ar durante o batimento, atuar como amaciador,
aumentar as temperaturas de gelatinizacdo do amido e de desnaturacdo das proteinas do ovo e
da farinha. O aumento da temperatura de gelatinizacdo resulta no aumento do volume por
permitir a expansdo adequada das bolhas de ar antes do aumento da viscosidade da massa e
fixacdo da estrutura do bolo (KIM; WALKER, 1992; ATWELL, 2001).

O aumento da temperatura de gelatinizacdo é resultado de dois efeitos combinados,
primeiro a reducdo da atividade de 4gua da solucgdo e a interacdo do aglicar com as cadeias de
amido que estabiliza as regides amorfas dos granulos (SPIES; HOSENEY, 1982).

Outra funcdo do acucar é dissolver parcialmente a rede do gluten, tornando-a mais
delicada, e com menor firmeza e aderéncia. O excesso de agucar na formulacdo resulta em
bolos de textura grossa e pode provocar a formacao de crosta concava e aparéncia lustrosa e
acucarada (CRAWFORD, 1985).

O acucar finamente granulado € o mais adequado & produgdo de bolos por

proporcionar uma melhor combinacdo com a gordura, produzindo menores nucleos de
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aeracdo (CRAWFORD, 1985). A granulacdo mais fina do aclcar também confere maior
volume aos bolos (GRISWOLD, 1972).

3.10.1.3 Gordura

A funcdo da gordura em bolos € aprisionar o0 ar na massa durante a mistura. A maior
parte dos cristais de gordura se encontra na fase aquosa da massa (KOCER et al., 2007).
Quando o ar expande ocorre a absor¢do de cristais de gordura para a interface ar-agua
formando assim a interface gordura-agua, essas duas fases se unem possibilitando maior
expansdo das bolhas de ar (KOCER et al., 2007). Se ndo forem estabilizadas, as bolhas de ar
se rompem e migram para a superficie da massa. A frac&o cristalina da gordura é responsavel
pela estabilizacdo das bolhas de ar. A gordura também desempenha um importante papel na
interrupcdo da continuidade da rede do glaten por se encontrar dispersa de forma irregular na
farinha, resultando em produtos com melhor mastigabilidade (CAUVAIN, 1987).

De uma forma geral, quanto maior o teor de gordura empregada menos compacta a
massa se torna, até uma quantidade limite, em que o excesso de gordura passa a atuar como
compactante, reduzindo o volume final do bolo (GUTKOSKI et al., 2009).

3.10.1.4 Fermento quimico

A fermentacdo quimica é também um dos fatores que distingue a producédo de bolos e
pédes, uma vez que nos pdes a etapa de fermentacdo afeta tanto a textura quanto o sabor
(ATWELL, 2001).

Existem diferentes fermentos quimicos que podem ser empregados na producdo de
bolos, e as principais diferencas entre eles sdo a velocidade de reacdo para liberacdo de
dioxido de carbono e os sais residuais liberados pela reagdo (ATWELL, 2001).

A maior parte dos fermentos contém bicarbonato de sodio como fonte primaria para a
liberacdo de dioxido de carbono, porém o bicarbonato de potassio pode ser utilizado,
principalmente quando a quantidade de sddio precisa ser controlada. Juntamente a fonte de
bicarbonato pode ser adicionado um acidulante para reduzir o pH do sistema e facilitar a
dispersdo do CO,. Quando o bicarbonato de aménia é utilizado ndo se faz necessario a
aplicacdo do acidulante, a liberacdo do CO, acontece quando a amdnia e 4gua sdo aquecidas,

sem a presenca de acidulante. O bicarbonato de aménia ndo forma sais residuais que afetam o
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sabor, porém ele deve ser utilizado em produtos com baixa umidade final (2-3%) para que se
garanta que toda o gas de aménia seja eliminado do produto, o que poderia causar off-flavor
no produto (ATWELL, 2001). Nesse caso, o0 bicarbonato de aménia ndo é indicado para
bolos.

O aumento da temperatura da massa aumenta no forno e com isso ocorre a expansao
das bolhas de gas retidas na massa. No final do processo, quando a massa estd assentada,
essas bolhas estouram e formam a estrutura porosa do miolo do bolo. Nas massas de bolo o
diéxido de carbono sera gerado pelo fermento adicionado e se soma ao aumento de volume
das bolhas de ar iniciais (CAUVAIN, 2009).

A maior parte do CO;, deve ser liberada durante o batimento, e na etapa de
forneamento antes que a temperatura para fixacdo da massa seja atingida. Se a liberacdo de
gas for muito rapida, de forma que se encerre antes da fixacdo do sistema, se obtém uma
estrutura grosseira que pode colapsar. Contudo, se a liberacdo de gas for muito lenta, o
volume final serd menor e pode ocorrer a ruptura da estrutura pela liberacdo de gases apos a
fixacdo (GUY; PITHAWALA, 1981).

Além da selecdo adequada das matérias primas para a producdo de bolos, a
combinacdo dos ingredientes com o emprego da formulacdo balanceada e procedimentos de
mistura e cozimento de acordo com o tipo de produto que se quer produzir é essencial para a
obtenc¢éo do produto com qualidade (GUTKOSKI et al., 2011).
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4 MATERIAL E METODOS

Os amidos utilizados neste trabalho foram isolados de raizes frescas de mandioca
(Manihot esculenta), de tubérculos de batata (Solanum tuberosum) da variedade Monalisa, de
grdos de milho normal (Zea mays) da variedade BR 106 e de frutos de banana verde da
variedade nanica (Musa cavendish). As enzimas utilizadas foram as seguintes: a-amilase
termoestavel (A3306 Sigma-Aldrich de 20 a 60 KU.mL™); amiloglucosidade de Aspergillus
niger (A7095 Sigma-Aldrich >300 U. .mL™); Pepsina da mucosa géstrica de suino (P7012
Sigma-Aldrich, 500 U/mg de proteina); Invertase de S. cerevisiae (14504 Sigma-Aldrich,
Grau VII >300 U/mg de so6lido); Pancreatina do pancreas de suino (P1750 Sigma-Aldrich 4x
USP specifications). Os reagentes empregados foram de grau analitico. Para a producdo dos
bolos utilizou-se farinha de trigo da marca Belarina, produzida pelo Moinho de Trigo Santo
André S/A. Os demais ingredientes utilizados na producdo dos bolos foram adquiridos em

mercado local.

4.1 OBTENCAO DOS AMIDOS NATIVOS E MODIFICADOS

4.1.1 Isolamento dos amidos

O método descrito por Peroni, Rocha e Franco (2006) foi empregado para o
isolamento dos amidos de batata e mandioca. As raizes foram lavadas em &gua corrente em
seguida descascadas, picadas e entdo trituradas com agua destilada (aproximadamente 10 °C)
em liquidificador industrial durante 1 min em uma proporc¢éo de 1:1 (v/v).

A massa obtida foi filtrada utilizando peneiras com malhas de 80 mesh (0,177 mm) e
200 mesh (0,74 mm) para o amido de mandioca e malhas de 80 mesh (0,177 mm) e 100 mesh
(0,149 mm) para 0 amido de batata. A fibra retida na primeira peneira foi triturada novamente
com agua destilada (proporgéo 1:1 v/v), por 15 s e filtrada. O filtrado foi levado a camara de
refrigeracdo a 4 °C por 12 h para a decantacdo do amido. Apds esse periodo o amido foi
recuperado por sifonacdo e novamente suspenso em agua, decantado por 12 h a 4 °C,
recuperado e entdo seco em estufa com circulacdo de ar a 38 °C. O amido foi moido em
almofariz, para desintegracdo de grumos e peneirado em peneira com malha de 70 mesh
(0,210 mm).
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O amido de banana verde foi obtido de bananas no estadio 2 de maturagdo,
determinado pelos critérios de coloracdo da casca e forma, segundo Aurore, Parfait e
Fahrasmane (2009). O método descrito por Whistler (1998) foi utilizado com algumas
modificacdes. As bananas foram descascadas, picadas e mantidas por 30 min em solucdo de
metabissulfito de sédio (1% m/v) com pH ajustado entre 4,5 e 5,2, a temperatura ambiente.
As bananas foram ent&o trituradas durante 2 min com a mesma solugéo de metabissulfito de
sodio em uma proporcdo banana:solucdo de 1:2. A massa obtida foi filtrada utilizando
peneiras com malhas de 150 mesh (0,106 mm). A fibra retida na peneira foi lavada com agua
destilada. O filtrado foi levado a camara de refrigeracdo a 4 °C por 12 h para a decantacdo do
amido. Apds esse periodo o amido foi recuperado por sifonacdo e novamente suspenso em
agua, novamente peneirado em malha de 150 mesh para remocdo da mucilagem e entdo
centrifugado a 1500 g durante 10 min. A camada mais escura foi removida e o amido
novamente lavado com agua destilada. O processo foi repetido até a remocdo de toda a
mucilagem. O amido foi ent&o seco em estufa com circulacéo de ar a 38 °C e posteriormente
moido em almofariz, para desintegracdo de grumos e peneirado em peneira com malha de 70
mesh (0,210 mm).

O amido de milho foi extraido pelo método de moagem Umida descrito por Eckhoff et
al. (1993). Os gréos de milho normal, fornecidos pela empresa Cargill, foram macerados em
solucdo de metabissulfito de sodio (0,1% p/v) e acido latico (0,55% p/v), em tanques com
capacidade para 1 kg de grdos, a 43 °C (x 1 °C) por 36 h, com circulacdo forcada da dgua de
maceracao (300 mL/min). Ao final deste periodo, os grdos foram drenados e triturados com
agua destilada na proporcdo de 1:1 (v:v) em liquidificador industrial de aco inox para
separacgdo do germe que foi removido com auxilio de telas de 14 e 16 mesh (1,41 e 1,19 mm).
O restante da amostra foi enviado para um moinho de discos para reducdo das particulas e
obtencdo de uma massa fina e homogénea, que foi peneirada em peneira vibratéria com malha
de 250 mesh (0,056 mm) para separacdo da fibra. Para separar o amido da proteina, a
densidade da suspensdo obtida foi ajustada para 6 °Bé, com auxilio de um aerdmetro de
Baumé. A suspensdo foi mantida sob agitagdo e transferida para mesa de separacdo, que
consistia de calhas no formato de “U” com declividade de 2° e comprimento de 6 metros, num
fluxo constante de 300 mL/min. O amido foi retirado da mesa de separa¢do com o auxilio de
espatulas plasticas e seco em estufa com circulacdo de ar a 38 °C moido em almofariz, para

desintegracdo de grumos e peneirado em peneira com malha de 70 mesh (0,210 mm).
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4.1.2 Tratamento térmico a baixa umidade

O tratamento térmico a baixa umidade dos amidos foi realizado utilizando o método
descrito por Chung, Liu e Hoover (2009), com modificacbes nas condi¢cdes de umidade,
temperatura e tempo de tratamento. A umidade dos amidos foi elevada a 18, 20 e 35 % com
adicdo de agua destilada. As amostras foram acondicionadas em sacos plésticos e mantidas
sob refrigeracdo por 24 h para equilibrio da umidade e entdo colocadas em frascos de vidro
com tampa com anel de borracha para vedacdo. As amostras foram aquecidas em estufa a 130
°C por 2 h, resfriadas a temperatura ambiente e congeladas a — 18 °C durante 2 h e entdo
mantidas a 20 °C.

Ap0s os tratamentos o amido foi retirado dos frascos e seco em estufa a 38 °C.

4.1.3 Intercruzamento

O intercruzamento foi realizado como descrito por Seib e Woo (1999). Os amidos (50
g, b.s) e &gua destilada (70 mL) foram adicionados em erlenmayers de 250 mL.
Trimetafosfato de sodio (5,94 g, 11,88% baseado no peso do amido) e tripolifosfato de sddio
(0,06 g, 0,12%) foram usados como agentes funcionais. Sulfato de soédio (5 g, 10%) foi
utilizado para evitar a gelatinizacdo do amido durante o processo. Os reagentes foram
adicionados a mistura de amido e agua e homogeneizados com agitacdo magnética. O pH da
mistura foi entdo ajustado em 11,5 pela adi¢do de hidroxido de sédio 1,0 M. Os frascos foram
incubados em shaker a temperatura de 45 °C durante 60, 90, 120, 150 e 180 min, com
agitacdo continua. Apos esse tempo o pH da mistura foi ajustado para 6,5 utilizando HCI 1,0
M. O amido foi entdo recuperado por centrifugacdo e lavado com agua destilada por 6 vezes

para a remocao do excesso de sais.

4.2 CARACTERIZACAO DOS AMIDOS

4.2.1 Composicdo quimica dos amidos

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
totais foi determinado por diferenga.
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O teor de fosforo, dos amidos nativos e modificados quimicamente, foi determinado
de acordo com o método espectrofotométrico de Smith e Caruso (1964). Todas as

determinac6es foram realizadas em triplicata.

4.2.2 Determinacao do teor de amilose aparente

Os amidos nativos foram desengordurados conforme descrito por Song e Jane (2000).
As amostras de amido (0,5 g) foram dispersas em solu¢cdo de DMSO 90% e mantidas sob
agitacdo constante em banho de fervura durante 1 h e em seguida agitadas durante 16 horas a
temperatura ambiente. Os amidos foram precipitados com alcool etilico anidro, centrifugados
a 4000 x g durante 10 min, recuperados por filtracdo a vacuo, e secos em estufa a 40 °C por
24 h.

A afinidade por iodo dos amidos foi determinada em titulador potenciométrico
automatico (716 SM Titrino, Metrohm, Herisau, Switzerland). Os teores de amilose aparente
foram obtidos conforme descrito Kasemsuwan et al. (1995). O teor de amilose aparente foi

obtido pela equacéo 1.

AM, = 100 X Al,/20% (1)
Onde:
AMg, = teor de amilose aparente
Al = afinidade por iodo do amido integral

20 % = afinidade por iodo da amilose pura (Takeda et al., 1987).

4.2.3 Distribui¢éo dos comprimentos de cadeias ramificadas da amilopectina

4.2.3.1 Desramificacdo dos amidos

Os amidos nativos e modificados foram inicialmente desengordurados segundo
procedimento descrito por Jane e Chen (1992), com modifica¢cbes. Amostras de 50 mg de
amido foram dispersas em 5 mL de solu¢cdo de DMSO 90 %. A suspensdo foi mantida em
banho de &gua fervente durante 1 h com agitagdo, e por mais 16 h a temperatura ambiente.
Uma aliquota de 0,5 mL da dispersdo de amido foi misturada a 2 mL de etanol absoluto e o

amido precipitado foi recuperado por centrifugacdo a 12000 x g por 10 min. As amostras
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desengorduradas foram desramificadas seguindo o procedimento descrito por Wong e Jane
(1995). A 5 mg de amido desengordurado foram adicionados 1,8 mL de agua ultra pura (18
MQ.cm) ¢ as amostras foram mantidas em banho de agua fervente por 30 min com agitacéo.
Apos resfriamento, 0,2 mL de tampao acetato 0,1 M pH 3,5, 6 uL de solug¢ao de azida 10%
(m/v) e 3 uL de isoamilase (E-ISAMY, 1000 U/mL, Megazyme Ineternational, Irlanda),
foram adicionados e a suspensao foi incubada a 40 °C por 16 h sob agitacdo de 100 rpm. Apds
este periodo, o pH foi ajustado para 6,5 - 7,0 com NaOH 1M e a suspenséo foi colocada em
banho de agua fervente por 15 min, para inativacdo da enzima. Apos atingirem a temperatura

ambiente as amostras foram filtradas em membranas de teflon de 0,22 pm.

4.2.3.2 Cromatografia de troca anionica de alta eficiéncia com deteccdo de pulso
amperométrico (HPAEC-PAD)

A distribuicdo do comprimento de cadeias ramificadas das amilopectinas dos amidos
desramificados com isoamilase foi analisada usando o HPAEC-PAD (ICS 3000, Dionex
Corporation, EUA) equipado com amostrador automatico AS40. Aliquotas de 20 pL das
amostras preparadas e filtradas anteriormente foram automaticamente injetadas no sistema
HPAEC-PAD. O fluxo utilizado foi de 0,5 mL/min a 35°C. A forma de onda empregada foi
a standard quadruple com os seguintes potenciais de pulso e duragdes: E1 = 0,10 V (t; =
0,40 s); E2 =-2,00 V (t, = 0,02 s); E3 = 0,60 V (t3 = 0,01 s); E4 = -0,10 V (t4 = 0,06 s).
Todos os eluentes foram preparados utilizando agua ultrapura (18 MQ.cm) e degaseificados
com N,. A fase movel utilizada para separacdo foi constituida pelo eluente A (200 mM
NaOH) e eluente B ( 1.0 M acetato de sddio e 100 mM NaOH). As cadeias ramificadas da
amilopectina foram separadas usando uma guarda-coluna Dionex CarbopacTM PA 200 (3
mm X 50 mm) e uma coluna Dionex CarbopacTM PA 200 (3 mm X 250 mm). O gradiente
de eluicdo foi: 0-10 min, gradiente linear de 0 a 70 mM de acetato de sddio; 10-80 min,
gradiente linear de 70 a 350 mM de acetato de sodio; 80-100 min, a concentra¢do de 350
mM de acetato de sddio foi mantida. A concentracdo de hidroxido de sodio foi mantida em
100 mM durante toda a analise. Os dados foram coletados e analisados utilizando-se 0

software Chromeleon, versdo 6.8 (Dionex Corporation, EUA).

4.2.4 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear do *'P (3P RMN).
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Os amidos nativos e modificados por intercruzamento foram convertidos em
fosfodextrinas para serem posteriormente analisados por *P RMN, conforme procedimento
descrito por (SANG et al., 2010).

Os amidos (1 g) foram adicionados a 50 mL de solucdo de cloreto de calcio 2.0 mM e
o pH ajustado a 8,2. As amostras foram entdo digeridas com 100 pL de a-amilase
termoestavel, a 95 °C durante 30 min, com agitacdo constante. O hidrolisado foi entdo
resfriado ¢ o pH reajustado para 8,2, 100 uL de a-amilase termoestavel foram adicionados e a
etapa de digestdo repetida. As amostras foram resfriadas, o pH foi ajustado para 4,5, 200 pL
de amiloglucosidase foi adicionado e as mesmas foram incubadas a 60 °C durante 1 h. O
hidrolisado foi entdo resfriado, centrifugado e o sobrenadante liofilizado.

O hidrolisado liofilizado (aproximadamente 1 g) foi dissolvido em 1.5 mL de éxido de
deutério contendo 0.002% de azida sodica. O pH foi ajustado em 8,0 utilizando solucdo de
hidréxido de so6dio 0,1 M. Os espectros foram adquiridos utilizando um espectrdmetro
Avance |11 (Bruker, Alemanha) operando a 400 MHz para 'H e 162 MHz para *'P, equipado
com a sonda BBFO-Z plus broadband Observe. Os experimentos foram realizados a 26 °C
com delay de 6 s entre os pulsos (pulsos de 12,2 ps). Para cada amostra foram realizados 512
varreduras com tempo de aquisicdo de 2,03 s. Os espectros foram processados e analisados
utilizando o software TopSpin versdo 3.2 (Bruker, Alemanha). Os picos foram registrados em

0 (ppm) centrados em 0.0 ppm.

4.2.5 Espectroscopia no infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de infravermelho foram obtidos utilizando um espectrébmetro UATR-
Two (Perkin Elmer). Os espectros foram registrados no modo de transmissdo de 4000 a 400
cm™. Cada amostra foi escaneada 32 vezes.

4.2.6 Microscopia eletronica de varredura

Os amidos nativos e intercruzados, previamente desidratados em etanol, foram
colocados em fita adesiva dupla face de carbono aderida a um disco metalico, uma camada de
14 mm de ouro foi aplicada utilizando um pulverizador Balzers Sputter Coater (SCD 004,
Holanda), e observados em microscopio eletronico de varredura (Philips XL-30 FEG,

Holanda). A aceleracéo de voltagem utilizada foi de 5 kV.
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4.2.7 Difragéo de Raios-X e cristalinidade relativa

Os amidos nativos e tratados foram equilibrados em dessecador contendo solucéo de
BaCl, saturada (25 °C, aw = 0,9) e 1% de azida sodica durante 10 dias. Os padrdes de
difracdo de raios-X dos amidos nativos e modificados foram determinados, utilizando-se um
difratbmetro de raios-X de bancada MiniFlex 300 (Rigaku, Japdo), com radiacéo
monocromatica de Cu Ka (A=1,542 A). A velocidade de varredura foi de 1° por min e as
condicdes de uso foram 30 kV e 10 mA. A cristalinidade relativa foi quantitativamente
estimada baseada na relacdo entre a area dos picos e a area total segundo méetodo de Nara e
Komiya (1983).

4.2.8 Propriedades térmicas

Temperaturas de gelatinizacdo e mudancas de entalpia dos amidos nativos e
modificados foram determinados utilizando-se um calorimetro explanatorio diferencial (DSC)
Pyris 1 (Perkin Elmer, EUA) de acordo com Franco et al. (2002). Amostras de amido (2 mg,
base seca) foram pesadas em porta amostras de aluminio, misturadas com agua destilada (6
pL) e seladas. Os porta-amostras selados foram mantidos a temperatura ambiente por 24 h
para equilibrio e aquecidas a uma razdo de 10 °C/ min de 25 a 100 °C. Um porta-amostra
vazio foi usado como referéncia. As analises foram realizadas em triplicata. As temperaturas
de gelatinizacdo (inicial, de pico e final) e a variacdo de entalpia dos amidos foram
determinadas utilizando-se o software Pyris 1 (PerKin Elmer, EUA).

4.2.9 Propriedades de pasta

As propriedades de pasta dos amidos nativos e modificados foram determinadas
usando um répido viscoanalisador RVA-4 (Newport Scientific, Australia) segundo
metodologia descrita por Franco et al. (2002).

Suspensdes de amido a 10 e 14 % (m/m) em um total de 27,5 g foram colocadas em
recipientes proprios do equipamento, e acopladas ao RVA. A analise foi realizada mantendo-
se as amostras a 50 °C por 1 min, ap0s isso a temperatura foi elevada a 95 °C a uma taxa de 6
°C/ min, mantida a 95 °C por 5 min e entdo resfriada a 50 °C a taxa de 6 °C/min. O tempo

total da analise foi de 23 min. A agitacdo foi mantida constante a 160 rpm. Os dados foram
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processados utilizando o programa Termocline for Windows, verséo 2.2 (Newport Scientific,
Austrélia). Todas as determinac6es foram realizadas em duplicata.

4.2.10 Determinacéo dos teores de amido resistente (AR)

4.2.10.1 Amidos Nativos e intercruzados

Os teores de AR dos amidos nativos e modificados por intercruzamento foram
determinados pelo método 991.43 da Association of Official Analytical Chemists (AOAC) e
pelo método de Englyst et al. (1992), com adaptacao de Sang, Prakash e Seib (2007).

O método 991.43 da AOAC foi realizado sem correcdo para proteinas e cinzas.
Amostras de amido foram pesadas em duplicata (1,000 g) e adicionadas de 40 mL de tampé&o
MES-TRIS, pH 8,2, em erlemayers de 250 mL. Aliquotas de 50 puL de solu¢do de a-amilase
termoestavel foram adicionadas as amostras, que foram incubadas a 100 °C durante 15 min
com agitacdo continua. Apds esse periodo, os frascos foram resfriados a 60 °C e 100 pL de
solucéo de protease (50 mg/mL) foram adicionados. As amostras foram entdo incubadas a 60
°C durante 30 min, com agitacdo continua. Posteriormente, 5 mL de HCI 0,516 N foram
adicionados e o pH das amostras ajustado entre 4,0 e 4,7 utilizando NaOH 1M ou HCI 1M.
Finalmente, as amostras foram incubadas com 300 pL de solucdo de amiloglucosidase por 30
min a 60 °C, com agitacdo continua. Apos a digestdo, as amostras foram filtradas em cadinhos
filtrantes de vidro recobertos com uma camada de celite, previamente tarados. O residuo foi
lavado com etanol 78% (2 x 15 mL), etanol 95% e acetona. Os cadinhos foram secos em
estufa a 105 °C por uma noite e posteriormente pesados. O teor de amido resistente foi
calculado como a seguir:

AR % = residuo seco (g) X 100 / massa inicial (b.s)

O método de Englyst, Kingman e Cummings (1992) foi utilizado com modificacdes,
como descrito por Sang, Prakash e Seib (2007). As amostras (0,6 g) foram digeridas durante
30 min a 37 °C com 50 mg de pepsina em 10 mL de acido cloridrico 0,05 M. Ap0s essa
digestdo, 10 mL de solugdo de acetato de sodio 0,25 M foram adicionados, e as amostras
mantidas durante 30 min em banho de fervura para gelatinizagdo, e posteriormente foram
resfriadas a temperatura ambiente. A digestdo foi entdo realizada utilizando pancreatina,

amiloglucosidase e invertase a 37 °C. Aliquotas de 0,5 mL do material digerido foram
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coletadas em tubos contendo 4 mL de &lcool etilico anidro nos tempos 0, 20 e 120 min. 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). O fator de 0,9 foi utilizado para a
conversao de g de glicose em pg de amido. A % de amido resistente foi calculada como: 100
- % amido rapidamente digerivel (20 min) - % amido lentamente digerivel (120 min).

4.2.10.2 Tratamento Térmico a Baixa Umidade (TTBU)

O teor de AR dos amidos modificados por TTBU foi determinado pelo método
Englyst, Kingman e Cummings (1982) com modificacOes, porém sem a etapa de fervura para
gelatinizagdo dos amidos, aplicada para os amidos intercruzados. Os amidos nativos e
modificados (1,0 g) foram transferidos para béquer de 100 mL e 20 mL de tamp&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 solucdo enzimética (preparada como
descrito a baixo) foram adicionados. Apds 120 min uma aliquotas de 0,5 mL foram retiradas
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
determinacéo de Glicose (Glicose Liquiform — Labtest).

Para determinacdo do amido total, a amostra previamente hidrolisada (ap6s 120 min)
foi colocada em banho de fervura durante 30 min. Apds o resfriamento até temperatura
ambiente foram adicionados 10 mL de solucdo de KOH 7 M e as amostras foram colocadas
em banho de gelo durante 30 min. Uma aliquota de 1 mL foi retirada e colocada em um
béquer contendo 10 mL de &cido acético 0,5 M e 1 mL de solucdo de amiloglucosidase (50 U/
mL) foi adicionada. As amostras foram incubadas por 30 min a 70 °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 e entdo uma aliquota de 1 mL foi
diluida em 9 mL de agua destilada. A glicose foi quantificada utilizando kit para
determinacéo Glicose.

O fator de 0,9 foi utilizado para a conversdo de pg de glicose em pg de amido. As
determinac6es foram realizadas em triplicata. O teor de AR foi calculado como a diferenca
entre o teor de amido total e 0 amido digerido em 120 min.
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4.3 APLICACAO DOS AMIDOS NA PRODUCAO DE BOLO INGLES

4.3.1 Caracterizagdo da farinha de trigo

As caracteristicas farinograficas da farinha de trigo foram determinadas, em
farindgrafo (modelo 810101, Brabender, Alemanha) de acordo com o método 54-21 da
“Approved Methods of American Association of Cereal Chemists” (2000). Os parametros
obtidos a partir do farindgrafo foram: absorcdo de agua (%), tempo de chegada (min), tempo
de desenvolvimento (min), estabilidade (min) e indice de tolerancia a mistura (UF, unidades
farinogréaficas). O teor de proteina da farinha foi determinado pelo método 46-12 da AACC
(2000).

4.3.2 Formulacao dos bolos

Para a producdo dos bolos foi utilizado o método n® 10-90 da AACC com algumas
modificagdes como proposto por Gutkoski et al. (2011). O amido de batata intercruzado
durante 150 min, que apresentou maior teor de AR, foi utilizado na substitui¢do parcial da
farinha em proporcéo de 15 e 20%. A quantidade dos ingredientes estd apresentada na Tabela
2. Para as formulagbes com substituicdo da farinha por amido modificado a quantidade de
agua foi reduzida para que a densidade da massa fosse semelhante a da formulacdo padréo.

Os ingredientes foram pesados em balanca semianalitica e misturados utilizando
batedeira planetaria (Lieme, BP-12SL, Brasil). Inicialmente a gordura e o aclcar foram
misturados em velocidade lenta durante 1 min e por 5 min em velocidade alta. Os ovos foram
adicionados e misturados em velocidade alta por mais 5 min. Em seguida os ingredientes
secos, farinha, leite em pd, cloreto de calcio e amido modificado foram adicionados e
misturados por 1 min em velocidade média. A agua foi entdo adicionada e misturada por 2
min em velocidade alta. O fermento foi entdo adicionado com a batedeira desligada e
suavemente incorporado & massa. A massa obtida foi dividida em porg¢des de 150 g que foram
colocadas em formas de 15,0 x 4,0 x 7,5 cm e assadas em forno turbo (240 classic, Pasiani,

Brasil) pré-aquecido a 180°C durante 23 minutos.
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Tabela 2: Quantidade dos ingredientes utilizados nas formulagdes padrdo e com substituicao

de AR.

Padréo 15% 20%
Farinha de trigo 100 g 85¢ 80¢
Acucar refinado 90,99 90,99 90,99
Margarina (80% de lipideos) 36,39 36,39 36,39
Leite em po 10,8 g 10,89 10,89
Fermento quimico 5249 529 529
Ovos 30,89 30,89 30,89
Cloreto de Calcio 0,54 g 0,54 g 0,54 g
Amido de batata intercruzado por 150 min - 15¢ 209
Agua 90,8 mL 76 mL 69 mL

Ap06s o forneamento os bolos foram resfriados a temperatura ambiente por 3 horas, e
entdo embalados em sacos plasticos de polietileno, selados e armazenados em BOD a 25 °C
por 0, 1, 5, 12 e 21 dias para estudos de envelhecimento. Os bolos foram fotografados

utilizando uma camera digital de 12,6 MP.

4.3.3 Densidade das massas

A densidade das massas foi determinada utilizando um recipiente de aluminio
cilindrico (diametro = 3,7 cm; altura = 6,8 cm), pela relacdo entre o peso pelo volume da massa,

expresso em g/cm®.

4.3.4 Volume especifico dos bolos

O volume dos bolos padrdo e com AR foi determinado, apés 3 h do término do
forneamento, de acordo com o método 10-05 da AACC (2000) por deslocamento de
sementes. O peso dos bolos foi determinado em balanca semianalitica. Foram utilizados 3
bolos para cada formulagdo. O volume especifico foi calculado como a relagdo peso/volume

(g/cm®).

4.3.5 Determinagéo instrumental da cor do miolo e crosta dos bolos
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A cor instrumental, dos miolos e das crostas dos bolos, padrdo e adicionados de AR,
foi avaliada no dia zero, através de um colorimetro Hunter Lab, modelo Color Quest Il
(Restin, VA, EUA), utilizando o sistema CIEL*a*b, com uma fonte de iluminacdo D65 e
angulo de visdo de 10°, ajustado para refletancia especular incluida. Foram utilizadas fatias

2,5 cm de espessura e realizaram-se trés leituras em posicoes diferentes.

4.3.6 Umidade dos bolos

A umidade dos bolos padrdo e com adicdo de AR foi determinada de acordo com o
método 44-40 da AACC (2000), em estufa a 105 °C até peso constante, nos dias 0, 1, 5, 12 e
21.

4.3.7 Textura instrumental dos bolos

A avaliacdo instrumental da textura dos bolos foi realizada utilizando texturémetro
TAXT Plus 50 (Stable Micro System, Reino Unido) equipado com um probe de 36 mm de
didmetro (P 36R), com os seguintes parametros: velocidade de pré-teste 10 mm/s; compressao
de 50% da altura da amostra, tempo entre as compressdes 5 s. Para cada formulagdo foram
analisados 2 bolos, com 8 campos em cada bolo. Os bolos foram cortados em fatias de 25
mm, e em seguida as fatias foram cortadas utilizando um cortador circular de 25 mm de
didmetro. Os parametros de dureza, mastigabilidade, coesividade e elasticidade foram

determinados.

4.3.8 Analise térmica dos bolos

As amostras dos bolos padrdo e adicionados de AR foram congeladas a -80 °C nos
dias 0, 1, 5, 12 e 21 e entdo liofilizadas e finamente trituradas em almofariz. As amostras
foram pesadas (3 mg) e adicionadas de agua (9 pL) em porta amostras de aluminio,
mantidas por duas horas a temperatura ambiente para equilibrio, e entdo aquecidas de 25
°C a 125 °C a uma taxa constante de 10 °C/min usando um calorimetro exploratério

diferencial (modelo Pyris 1, Perkin Elmer, EUA).

4.3.9 Padréao de difragdo de raios-X
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Os padrbes de difracdo de raios-X dos bolos padrdo e com adicdo de AR foram
determinados utilizando-se um difractdmetro de bancada (MiniFlex 300, Rigaku, Japdo) com
radiagdo monocromatica de Cu Ka (A = 1,542 A). A velocidade de varredura foi de 0,1° por
min e as condicBes de uso foram de 40 Kv e 30 mA. As amostras foram congeladas a -80 °C
nos dias 0, 1, 5, 12 e 21, liofilizadas e finamente trituradas. A cristalinidade relativa foi
quantitativamente estimada baseada na relacdo entre a area cristalina e area total seguindo o
método de Nara e Komiya (1983).

4.3.10 Determinacéo do teor de amido resistente dos bolos

O teor de amido resistente nos bolos, padrdo e adicionados de amido intercruzado, foi
determinado pelo método 991.43 da AOAC (1995) para fibra total. Esse método foi utilizado
devido a inviabilidade da aplicacdo dos métodos de Englyst, Kingman e Cummings (1992) e
Goni et al., (1996), uma vez que ambos 0s métodos incluem uma etapa de dispersdao em
hidréxido de potassio do amido resistente para posterior conversdao em glicose. Devido as
fortes ligagOes covalentes formadas durante o processo de intercruzamento, o amido
intercruzado nao apresenta facil dispersdo mesmo quando KOH e DMSO séo empregados, 0
que inviabiliza a determinacdo do teor de amido total, aplicada nos dois métodos citados. A
adaptacdo descrita por Sang, Prakash e Seib (2007) também n&o pode ser aplicada as amostras
de bolo por se tratar de um sistema com varios componentes.

As amostras de bolo previamente desengorduradas com éter de petrdleo, e secas,

foram pesadas em duplicata (1,000 g) e analisadas como descrito no item 4.2.10.

4.4 ANALISE DOS RESULTADOS

Todas as andlises foram realizadas no minimo em triplicata. Os dados foram
apresentados como médias das determinacdes seguidas de desvio padrdo e foram avaliados
pelo emprego do programa Statistica for Windows (v. 7.0, Statsoft, Tulsa, UK) abrangendo a

andlise de variancia (ANOVA) e comparacdo de médias pelo teste de Tukey (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS AMIDOS NATIVOS

5.1.1 Composicdo quimica

A Tabela 3 apresenta os valores encontrados para a composicao quimica dos amidos
nativos de banana, batata, mandioca e milho. Para todos os amidos o0s teores de cinzas,
proteinas, lipideos e fésforo foram baixos. Entre esses componentes o fésforo e os lipideos
sdo os de maior influéncia nas propriedades fisico-quimicas dos amidos.

O amido nativo de batata apresentou o maior teor de fdsforo (0,048%), como
esperado, embora esse valor possa ser considerado inferior aos encontrados na literatura para
amido de batata que variam entre 0,052 e 0,090% (LIM; KASEMSUWAN; JANE 1994,
ALVANI et al., 2011; CHUNG et al., 2014). De acordo com Alvani et al. (2011), o amido de
batata é naturalmente fosfatado. Nos amidos de raizes e tubérculos o fésforo estd presente
principalmente na forma de monoéster fosfato, localizado principalmente no Cg de suas
unidades glicosidicas (KASEMSUWAN et al., 1995). Presente em grandes quantidades,
como no amido de batata, 0 monoéster fosfato tem papel importante na claridade, viscosidade,
consisténcia e estabilidade de pasta (FRANCO et al., 2001).

O amido de milho apresentou o maior teor de lipideos, o que também era esperado por
se tratar de um amido de cereais. Nos amidos de cereais os lipideos ocorrem na superficie e
no interior dos granulos, sendo que na superficie sdo constituidos principalmente de
triglicerideos e em menores quantidades por é&cidos graxos livres, glicolipideos e
fosfolipideos. Tanto na superficie quanto no interior dos grénulos os lipideos podem se
apresentar no estado livre, ligados atraves de ligacdes ibnicas ou pontes de hidrogénio aos
grupos hidroxilas ou formando complexos de inclusdo com a amilose (COPELAND et al.,
2009). Os lipideos sdo a fracdo mais importante associada aos grénulos de amido. Altos
contetidos sdo geralmente observados em amidos de cereais (BULEON et al., 1998). Os
lipideos séo os responsaveis pela fixacdo de cor, desenvolvimento de aromas e complexos.
Nos amidos de tuberosas sdo encontrados em pequenas quantidades, tornando esses amidos

mais neutros e menos sujeitos a formagdo de complexos (FRANCO et al., 2001).
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Tabela 3: Composic¢do quimica dos amidos nativos de diferentes fontes botanicas (g/ 100 g
em relacdo a matéria seca)

Teor Mandioca Milho Banana Batata
Carboidratos totais* 99,23 98,88 99,24 99,03
Cinzas 0,34 +0,02° 0,09+0,01° 0,04+0,00% 0,22+0,01°
Proteinas 0,24 +0,00 0,69 + 0,002 053+0,04°  0,47+0,06°
Lipideos 0,18 +0,00° 0,32+0,02° 0,18+0,01° 0,23+0,03°
Fésforo 0,010+ 0,000° 0,020+0,001¢ 0,012+ 0,000° 0,048 +0,001 2
Afinidade por lodo 452+0,14" 5,91 +0,232 471+0,25° 563+0,32°
Amilose aparente 22,59 29,53 23,53 28,16

Média de trés determinagdes, com o respectivo desvio-padrdo. Valores seguidos pela mesma letra
na mesma linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05). * determinado por
diferenca entre cinzas, proteinas e lipideos.

A Tabela 3 também apresenta os valores para a afinidade por iodo e teor de amilose
aparente dos amidos nativos. Os amidos de milho e batata apresentaram os maiores teores de
amilose aparente, ndo apresentando diferenca significativa entre as afinidades por iodo. O teor
de amilose dos amidos pode apresentar grande variagdo de acordo com a variedade da fonte
botdnica e método de determinacdo utilizado. Os teores de amilose encontrados estdo
préximos da faixa de valores encontrados para amilose aparente na literatura. Leonel et al.
(2011) analisaram os amidos de banana de nove genotipos diferentes e encontraram valores de
amilose entre 26,68 e 33,95%. Pelissari et al. (2012) relataram um valor de 35% e Nasrin e
Anal (2014) obtiveram 39,8% para este amido.

O teor de amilose aparente encontrado no amido de batata foi semelhante ao relatado
por Rocha, Carneiro e Franco (2010) de 28,9% que usaram a mesma metodologia. Alvani et
al. (2011) investigaram amidos de 11 variedades de batata e encontraram teores de amilose
variando entre 25,2% e 29,1%. Apesar do teor de amilose aparente encontrado para 0 amido
de batata ser semelhante ao do amido de milho, esse valor pode ter sido superestimado devido
a alta proporcdo de cadeias ramificadas longas da amilopectina apresentado pelo amido de
batata, como pode ser observado na Tabela 4. As cadeias longas da amilopectina tambem
podem formar complexo com iodo, e dessa forma superestimam o teor de amilose aparente
dos amidos (JANE et al., 1999).

Cavallini e Franco (2010) obtiveram 23,2% e Freitas et al. (2004) 23,0% de amilose
para amido de mandioca, valores também semelhantes ao obtido nesse trabalho. O teor de
amilose encontrado para o amido de milho esta dentro da faixa citada por Singh et al. (2003)

que encontraram uma variacgao de 22,4 e 32,5% para este amido.
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5.1.2 Distribui¢do do comprimento das cadeias ramificadas da amilopectina

A proporgdo de cadeias ramificadas curtas e longas da amilopectina é responsavel pela
forma da molécula, o que afeta diretamente seu empacotamento, além de afetar sua
morfologia e o tamanho do granulo (SINGH; DARTOIS; KAUR, 2010). O comprimento
dessas ramificagOes influencia as propriedades de gelatinizacdo, retrogradacao e de pasta dos
amidos.

A Tabela 4 apresenta a distribuicdo normalizada do comprimento das cadeias
ramificadas da amilopectina dos amidos nativos de banana, batata, mandioca e milho. A
amilopectina do amido de batata apresentou o0 maior grau de polimerizacdo (GP) médio e
maior propor¢do de cadeias longas (GP > 37). Alta proporcdo de cadeias longas também foi
observada para a amilopectina de banana. Altas proporcbes de cadeias longas sao
caracteristicas de amidos com padrdo cristalino do tipo B, nos quais as duplas hélices se

estendem por dois ou mais clusters na molécula de amilopectina (JANE, 2006).

Tabela 4: Distribuicdo do comprimento das cadeias ramificadas da amilopectina dos
amidos nativos de banana, batata, mandioca e milho.

Distribuicdo do comprimento das cadeias (%)
GP 6-12 GP 13-24 GP 25-36 GP >37 GP Maior GP

Amido

Banana 22,19+0,34° 4440+0,17° 12,67+0,21° 20,74+0,48% 24,25+0,37°" 98
Batata 20,00+ 0,06° 44,20+0,49° 1444+0,30° 21,36+0,42°% 2527+0,21° 98
Mandioca 26,73+0,78°% 41,33+0,40° 14,05+0,15% 17,89+0,53" 2323+0,23° 98
Milho  22,86+0,34° 46,61+0,21° 14,59+0,21% 1594+0,32° 22,89+0,16° 97

Média de duas repeti¢cdes com respectivo desvio-padrdo. GP: grau de polimerizacdo. Valores seguidos
pela mesma letra na mesma linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05).

O amilopectina de mandioca apresentou a maior propor¢do de cadeias curtas (GP 6-
12) e a menor proporgdo de cadeias intermediarias, levando a formag&o de um ombro entre 0s
GPs 18-21. A formacgdo de ombros na distribui¢cdo das cadeias ramificadas da amilopectina
indica uma estrutura cristalina do amido com defeitos, devido a presenca de cadeias com GP
<10 que ndo podem formar duplas hélices (JANE et al., 1999; GENKINA et al., 2007). O
amido de mandioca também apresentou uma proporcéo significativa de cadeias longas. Essa
distribuicdo resulta em uma estrutura cristalina fragil com menor capacidade de manter a

integridade dos granulos.
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O amido de milho apresentou a menor proporcdo de cadeias longas e uma alta
quantidade de cadeias curtas, caracteristico de amidos de cereais, que apresentam padréo

cristalino tipo A.

5.1.3 Microscopia eletronica de Varredura

A Figura 4 apresenta as imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura para
os amidos nativos. Os granulos dos amidos nativos de banana e batata apresentaram formato
oval, com superficie regular e didmetro grande. Os granulos do amido de mandioca nativo
apresentaram formato circular com uma das extremidades truncadas, superficie regular e
diametro menor do que observado para os amidos de batata e banana. Os granulos nativos do
amido de milho exibiram formato poliédrico e alguns granulos apresentaram superficie com

presenca de poros.
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Figura 4: Microscopia eletronica de varredura dos amidos nativos de banana (a), batata (b),

mandioca (c) e milho (d).
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5.1.4 Difragao de Raios-X

Os difractogramas de raios-X dos amidos juntamente com suas cristalinidades
relativas estdo apresentados na Figura 5. O amido de batata apresentou padrédo cristalino do
tipo B, caracterizado por picos singletos em 5,6° ¢ 17° ¢ um dubleto em 22° e 24° em 20. O
padréo cristalino do tipo B também ¢é relatado para o amido de batata por Varatharajan et al.
(2010), Lee et al. (2011) e Rocha et al. (2011). O amido de banana apresentou padréo
cristalino do tipo Cg, diferenciando do padréo tipo B pela presenca de um pico singleto em
23° ao inves do pico dubleto em 22 e 24°. De acordo com Zhang et al. (2005) o padrao
cristalino para o amido de banana néo é claro e ha estudos relatando padréo cristalino do tipo
A, B e C para amido de banana. Essa variacdo pode ser associada a variedade da fonte
botanica, condi¢cdes ambientais de crescimento e técnica utilizada para isolamento. O amido
de milho apresentou padrédo cristalino do tipo A, tipico de amidos de cereais, com um pico
dubleto em 17° e 18° e um pico singleto em 23°. O padréo cristalino tipo A também é
atribuido ao amido de milho por Pukkahuta et al. (2008), Jiranuntakul et al. (2011), e Rocha
et al. (2012). O amido de mandioca apresentou um pico dubleto em 17° e 18° e um pico
singleto em 23° caracteristicos do polimorfo do tipo A, no entanto um leve pico a 5,6° foi
observado, pico este caracteristico do tipo B, o que levou a classificacdo desse amido como
tipo Ca (BULEON et al., 1998; THYS et al., 2008), concordando com os estudos Jyothi,
Sajeev e Sreekumar (2010), Rocha et al. (2011) e Moraes, Alves e Franco (2013). No entanto,
no trabalho de Cavallini e Franco (2010) o amido de mandioca foi classificado como tipo A.

A cristalinidade dos amidos € influenciada por varios fatores, como quantidade de
duplas hélices dispostas na regido cristalina, teor de amilose, tamanho dos cristais, e extensao
do rompimento dos cristais da amilopectina pela amilose. Os amidos com padrao cristalino do
tipo B sdo conhecidos por apresentar maior proporcdo de cadeias longas, como pode ser
observado na tabela 4, que sdo diretamente relacionadas a maior cristalinidade relativa dos
amidos (JANE, 2006). Os maiores valores para a cristalinidade relativa foram observados
para os amidos de banana e batata, que apresentaram padréo cristalino do tipo B. O amido de
milho apresentou a menor cristalinidade relativa, o que pode ser relacionado a maior
proporcédo de cadeias curtas e menor proporcao de cadeias longas, apresentado por esse amido
(Tabela 4). As cadeias laterais curtas da amilopectina (DP 6-12) apresentam comprimento
menor do que a lamela cristalina, resultando em defeitos na estrutura cristalina, que reduz a
cristalinidade dos granulos (JANE et al., 1999).
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Figura 5: Difratogramas de Raios-X dos amidos nativos de banana (a), batata (b), mandioca
(c) e milho (d).

5.1.5 Propriedades de pasta

As propriedades de pasta e os perfis viscoamilograficos dos amidos nativos estdo
apresentados na Tabela 5 e Figura 6. Os amidos nativos de banana, batata e mandioca
apresentaram perfis com altas viscosidades de pico e quebra e baixa tendéncia a
retrogradacédo, quando comparado ao amido de milho.

O maior contetdo de lipideos e maior teor de amilose apresentados pelo amido de
milho (Tabela 3) podem explicar as menores viscosidades obtidas para este amido. A amilose
restringe a capacidade de expansdo dos granulos e a presencga de lipideos promove a formacéo
de complexos com 7-8% da amilose, o que também dificulta a expansdo dos granulos
(SINGH et al., 2003).
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Figura 6: Perfil viscoamilografico dos amidos nativos de banana (m), batata (0), mandioca
(©) e milho (e).

O amido de batata, por sua vez, exibiu as maiores viscosidades de pico e quebra. O
amido de batata € um amido naturalmente fosfatado, com teores de fosforo entre 0,04 e 0,13%
(BERGTHALLER, 2000), que se encontra na forma de monoéster fosfato. Esses grupos
fosfatos encontram-se ligados as cadeias de amilopectina e se repelem uns aos outros nas
cadeias proximas possibilitando maior hidratacdo da regido cristalina, que permite com que o

granulo expanda mais antes de se romper (SINGH et al., 2003).

Tabela 5: Propriedades de pasta dos amidos nativos de banana, batata, mandioca e milho.

Temperatura Viscosidades (RVU)
Amido de pasta
(°C) Pico Quebra Final Setback
Banana 725 +0,3° 332+0° 151+0° 242+2° 61+2°€
Batata 654 +04% 558+122% 338+10% 290+3% 70+1°
Mandioca 67,0 +0,3° 327+5° 226+4° 193+4°¢ 92+3°
Milho 858 +0,0%° 162+2°¢ 53+19 178+5¢ 69+2"

Média de trés determinacdes, com o respectivo desvio-padrdo. Valores seguidos pela mesma letra na
mesma linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05).

O amido de banana apresentou maior temperatura de pasta e viscosidade de pico e
menor viscosidade de quebra comparada ao amido de mandioca, mostrando ser um amido de
maior estabilidade. Resultados obtidos por Zhang e Hamaker (2012) mostram perfis
viscoamilograficos para 0 amido de banana distintos daquele obtido neste trabalho, com
grande estabilidade, sendo o amido nativo comparado a amidos quimicamente modificados

por intercruzamento devido a alta viscosidade de pico e viscosidade de quebra quase
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desprezivel, contudo os autores ndo citam a variedade de banana empregada na extracdo do

amido.

5.1.6 Propriedades térmicas

As propriedades térmicas dos amidos nativos sdo apresentadas na Tabela 6 e as
endotermas de gelatinizag&o na Figura 7.

Os amidos de banana e milho apresentaram as maiores temperaturas iniciais de
gelatinizacdo, que ndo apresentaram diferenca significativa entre si. O amido de banana, no
entanto apresentou maior variacdo de entalpia que o amido de milho. A elevada temperatura
de gelatinizacdo do amido de banana pode ser relacionada a alta proporcao de cadeias longas
(> 37) apresentada por esse amido, como discutido anteriormente (Tabela 4). Pelissari et al.
(2012) também compararam as propriedades térmicas dos amidos de banana, batata, milho e
mandioca e encontraram as maiores temperaturas de gelatinizacao para o amido de banana.

A alta temperatura de gelatinizacdo do amido de milho pode, por sua vez, ser
explicado pela estrutura mais densamente empacotada e pela maior ordem molecular

apresentada por amidos com padrao cristalino tipo A (JANE et al., 1999).

Tabela 6: Propriedades térmicas dos amidos nativos de banana, batata, mandioca e milho.

To (°C) T, (°C) T (°C) AH (J.g™)
Banana 64,05+0,16% 67,59+0,24° 70,96+0,40° 17,00+ 0,082
Batata 60,45+0,10° 63,43+0,12% 67,08+0,11° 17,25+0,11°
Mandioca 59,63+0,88° 6505+022°¢ 7052+0,23° 16,01+0,18"
Milho 64,66 +0,26% 68,64+024% 7220+0,09% 12,10+0,35°¢

Média de trés determinacgdes, com o respectivo desvio-padréo. Valores seguidos pela mesma letra na
mesma linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05).

O amido de mandioca apresentou a temperatura inicial de gelatinizacdo mais baixa,
entre os amidos estudados. Segundo Singh et al. (2003), o grau de perfei¢do cristalina é
refletido nas temperaturas de gelatinizacdo. A temperatura de pico de gelatinizacdo fornece
uma medida da qualidade dos cristais, 0 que esta relacionado ao comprimento das duplas
hélices. As baixas temperaturas de gelatinizacdo do amido de mandioca, bem como a maior
faixa de temperatura de gelatinizacdo deste amido, podem ser relacionadas a sua estrutura
cristalina que apresenta maior fragilidade devido & baixa propor¢éo de cadeias de GP entre 18

e 21 e a grande proporcao de cadeias curtas apresentadas por esse amido (Tabela 4).
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Os amidos de banana, batata e mandioca apresentaram maiores valores de AH que o
amido de milho, o que pode ser atribuido ao maior nimero de duplas hélices presentes,
devido a maior proporcdo de cadeias longas (Tabela 4) e a maior interacdo entre as duplas
hélices da amilopectina e os dominios cristalinos (GUNARATNE; HOOVER, 2002).

Os amidos de banana e batata apresentaram picos mais estreitos, com menor faixa de
temperatura de gelatinizagdo, indicando maior homogeneidade dos cristais em comparagéo
aos amidos de mandioca e milho, que apresentaram picos de gelatinizacdo mais largos. De
acordo com Ellis et al. (1998) a faixa de temperatura de gelatinizacdo do amido ¢é afetada
pelas condi¢fes do meio durante a sintese do amido, principalmente pela temperatura durante

0 desenvolvimento do granulo.
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Figura 7: Perfil endotérmico dos amidos nativos de banana, batata, mandioca e milho
determinados por DSC.

5.1.7 Teor de amido resistente

As digestibilidades dos amidos nativos determinadas pelo método de Englyst,
Kingman e Cummings (1992) adaptado por Sang, Prakash e Seib (2007) e pelo método
991.43 da AOAC estédo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7: Teores de amido resistente dos amidos nativos de banana, batata, mandioca e
milho obtidos pelo método de Englyst, Kingman e Cummings (1992) adaptado
por Sang, Prakash e Seib (2007) e pelo método 991.43 da AOAC.

Amido Método de Englyst et al. (1992) Método 991.43 da
ARD (%) ALD (%) AR (%) AOAC (%)
Banana 56,86+ 0,82° 33,86+0,12° 9,84+0,32°" 1,24 +0,02°
Batata 70,87 +0,12° 16,38+0,73° 12,75+0,29° 1,32 +0,07°
Mandioca 90,89+0,89% 6,27+0,49° 184+0,10° 0,46 +£ 0,04 "
Milho 58,92+0,37° 37,02+0,14% 4,06+0,27° 0,16 +£ 0,01 °

Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna, para cada amido, ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Os amidos nativos apresentaram baixos teores de AR, em ambos 0s métodos,
porém os valores obtidos pelo método de Englyst, Kingman e Cummings (1992) foram
superiores aqueles observados pelo método da AOAC. E conhecido que os diferentes
métodos de determinacdo de AR apresentam diferencas nos resultados, de forma que as
variacOes observadas nos teores de AR pelos métodos aplicados ja era esperada. De
acordo com Perera, Meda e Tyler (2010), as diferencas entre os métodos analiticos
empregados para a determinagdo de AR, como a concentracdo das enzimas, a sequéncia
de aplicacéo, o tempo de incubacéo e a diferenca nas condic¢des dos experimentos fazem
com que as diferencas obtidas nos resultados sejam significativas. Shin, Song e Seib
(2004) também relacionam a diferenca observada nos diferentes métodos de
determinacdo com as fontes das enzimas utilizadas. No método da AOAC o amido é
digerido inicialmente com a-amilase termoestavel, na sequencia com protease e na etapa
final com amiloglucosidase, enquanto no método de Englyst, Kingman e Cummings
(1992) a digestdo é feita com um preparado enzimatico em que as trés enzimas sdo
adicionadas ao mesmo tempo. Além disso, a a-amilase na pancreatina tem especificidade
diferente para o substrato da a-amilase termoestavel (JANE; ROBYT, 1984).

As duas metodologias empregam etapas de aquecimento a altas temperaturas para que

0s amidos sejam gelatinizados, de forma que as contribuicbes de AR1 e AR2 ndo s&o
consideradas no teor de AR final (PERERA; MEDA; TYLER, 2010), e por esse motivo 0s
teores de AR dos amidos nativos sdo baixos quando comparados aos valores descritos quando
a etapa de gelatinizagdo ndo é aplicada. Han e BeMiller (2007) utilizaram o método de

Englyst em amido gelatinizado e relataram valores de 1,1, 0,1 e 3,9% de AR para 0s amidos
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de milho normal, mandioca e batata, respectivamente. Zhang e Hamaker (2012), contudo,
também utilizando o método de Englyst em amostras gelatinizadas durante 20 min relatam
teores de AR de 27,0, 16,5 e 16,1% para os amidos de banana, batata e milho normal,
respectivamente. No trabalho de Sang et al. (2010), o teor de AR obtido para o amido de
batata foi de 77%, utilizando uma adaptacdo do método de Englyst sem a prévia gelatinizacéo
dos amidos. No trabalho de Carlos-Amaya et al. (2011) o amido nativo de banana foi
analisado com e sem gelatinizacéo pelo método de Englyst e os valores obtidos para o teor de
AR foram 21,49 e 85,07%, respectivamente. Utrilla-Coello et al. (2014) relataram que o teor
de AR para 0 amido de banana nativo de diferentes variedades variou entre 0,76 a 13,4%
quando analisado pelo método de Englyst com gelatinizacdo dos amidos. Devido as diferentes
informacBes obtidas na literatura e adaptacOes realizadas pelos autores principalmente no
método descrito por Englyst, a comparacdo dos teores de AR torna-se dificil.

Os amidos nativos de batata e banana apresentaram 0s maiores teores de AR, em
ambos os métodos. O padrdo cristalino do tipo B e o maior tamanho de granulo com
superficie regular desses amidos podem estar relacionados a maior resisténcia desses amidos
as enzimas (GALLANT et al., 1992; ZHANG et al., 2005; SHI et al., 2013).

O amido de batata apresentou 0 maior teor de AR, apesar das semelhancas observadas
entre os amidos de banana e batata, algumas caracteristicas como a diferenca no padrdo
cristalino e a maior proporcdo de cadeias curtas apresentada pelo amido de banana, que
provocam uma desestabilizacdo da estrutura cristalina, podem ser relacionados ao maior teor
de AR no amido de batata. O amido de banana por sua vez apresentou maior teor de ALD
que o amido de batata. O amido nativo de banana apresenta alta estabilidade de pasta e
temperaturas de gelatinizacdo que indicam um grau de organizacdo cristalina que pode
justificar a resisténcia enzimatica apresentada.

O amido de milho apresentou o maior teor de ALD entre os amidos nativos. De acordo
com Han e BeMiller (2007) quanto maior o teor de amilose dos amidos mais lenta a digestéo.
As moléculas de amilopectina apresentam maior area superficial que as moléculas de amilose,
fazendo com que a amilopectina seja o principal substrato para o ataque enzimatico (SINGH;
DARTOIS; KAUR, 2010). Além do maior teor de amilose, o contetdo superior de lipideos
apresentado pelo amido de milho pode justificar sua digestibilidade mais lenta, uma vez que
esses lipideos tem a capacidade de formar complexos de inclusdo com a amilose (SINGH;
DARTOIS; KAUR, 2010).
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O amido de mandioca apresentou os menores valores para AR e ALD entre os amidos
estudados. A alta proporcdo de cadeias curtas (Tabela 4) e estrutura cristalina mais fragil,
além de resultar em menores temperaturas de gelatinizacdo (Tabela 6) também facilita a

hidrélise enzimatica desse amido.

5.2 MODIFICACOES

5.2.1 Intercruzamento

5.2.1.1 Teor de foésforo.

Os teores de fosforo dos amidos modificados nos diferentes tempos estdo apresentados
na Tabela 8.

O teor de fosforo em amidos modificados quimicamente ndo deve ser superior a
0,04% quando trimetafosfato de sddio (TMPS) é utilizado como agente intercruzante, porém
guando o agente intercruzante é a mistura de trimetafosfato de sodio (TMFS) e tripolifosfato
de sddio (TPFS) o teor de fosforo méximo permitido é de 0,4% para que 0S mesmos possam
ser considerados seguros para serem utilizados em produtos alimenticios (CFR, 2013;
WONGSAGONSUP et al., 2014). Todos os amidos intercruzados neste trabalho podem ser
considerados seguros para 0 uso em alimentos, com excecdo dos amidos de batata e mandioca
intercruzados por 180 min que apresentaram teor de fosforo superior a 0,4%.

O amido de batata obteve a maior incorporacdo de fésforo e o amido de milho a
menor. O teor de fosforo aumentou com o aumento do tempo de tratamento, independente da
fonte de amido. As diferentes fontes de amido apresentaram, no entanto, comportamento
diferente durante o intercruzamento. Para o amido de banana a maior parte do fésforo foi
incorporada na primeira hora de tratamento (aproximadamente 65% do fdsforo total). Os
amidos de batata e mandioca incorporaram quantidades semelhantes de fosforo durante e a
primeira e a Ultima hora de tratamento (aproximadamente 35%), enquanto o amido de milho
apresentou a menor quantidade de fdsforo incorporada durante todo o processo, em
comparagdo aos outros amidos.

As diferencas na estrutura e composicao dos amidos podem explicar as diferengas nas

guantidades de fdsforo incorporadas durante o tratamento. Apesar dos amidos de banana e
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batata apresentarem alta proporcao de cadeias ramificadas longas, (Tabela 4), e granulos com
superficie lisa e de didmetro grande (KAUR et al., 2007; PELISSARI et al., 2012), o amido
nativo de batata tem maior teor de fdésforo, presente na forma de monoéster fosfato ligado
principalmente ao carbono C6 das cadeias e amilopectina (BULEON et al., 1998). Esses
grupos negativamente carregados propiciam uma maior distancia entre as cadeias de amido, o
que pode facilitar o acesso dos grupos fosfatos até o interior do granulo de amido durante o

intercruzamento.

Tabela 8: Teor de fésforo dos diferentes amidos nativos e intercruzados em diferentes

tempos.
~ Tempo de Teor de f6sforo (g/100 g)
Intercruzamento
(min) Banana Batata Mandioca Milho
Nativo 0,012 + 0,000 *® 0,048 + 0,001 "* 0,010 +0,000*® 0,020 + 0,001 *¢
60 0,226 + 0,003 ** 0,200 + 0,004 %% 0,168 + 0,002 *° 0,124 + 0,006 *°
20 0,265 + 0,007 “® 0,290 + 0,003 ** 0,172+ 0,003 *°® 0,180 + 0,001 ¢
120 0,304 + 0,003 "% 0,329 +0,002°* 0,253 +0,001°¢ 0,192 + 0,002 °
150 0,313+ 0,006 "® 0,374 +0,005°* 0,287 + 0,006 *® 0,249 + 0,002 "€
180 0,345 + 0,000 *° 0,543+ 0,004 ** 0,448 +0,001*® 0,289 + 0,006 *°

Média de trés determinacdes, com o respectivo desvio-padrdo. Valores seguidos pela mesma letra
mailscula na mesma linha e mindscula na mesma coluna ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p > 0,05).

A estrutura cristalina fragil apresentada pelo amido de mandioca pode explicar a alta
incorporacdo de fosforo durante o intercruzamento, observada para esse amido. Por outro
lado, o amido de milho possui padréo cristalino do tipo A, no qual as cadeias de amido estéo
mais densamente empacotadas (BULEON et al., 1998) o que dificulta a incorporacdo de
fosforo. Além disso, o amido de milho possui alto teor de amilose (29,53%) o que também
pode estar relacionado ao menor teor de fosforo apds o intercruzamento. Amilose e
amilopectina podem ser intercruzadas, porém as moléculas de amilopectina sdo mais
suscetiveis ao intercruzamento (JANE et al., 1992; KASEMSUWAN; JANE, 1994).

5.2.1.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear 3P

A digestdo exaustiva dos amidos nativos ¢ intercruzados com a-amilase termoestavel
resulta em fosfodextrinas de alta solubilidade em 4gua que foram analisadas através de *'P-

RMN. Os espectros estdo apresentados na Figura 8.
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Entre os amidos nativos apenas o amido de batata apresentou picos entre 6 3,2 e 4,2
ppm, correspondentes ao éster mono-amido mono-fosfato ligados aos carbonos C-6 e C-3 das
unidades de D-glicose, e ao fosfato inorganico (SANG et al., 2010), o que era esperado uma
vez que o0 amido de batata € naturalmente fosfatado.

Diferentes formas de éster fosfato foram formadas durante o intercruzamento para
todos os amidos. Os amidos intercruzados apresentaram, independente do tempo de
tratamento, uma sequéncia de sinais centrados em & 15 ppm, 6 3 a5 ppme 6 -1 a 1 ppm,
correspondentes aos ésteres mono-amido monofosfato ciclico (ciclico MSMP), mono-amido
mono-fosfato (MSMP), e di-amido monofosfato (DSMP), respectivamente (SANG et al.,
2010). Os amidos de batata e mandioca apresentaram também, independente do teor de
fosforo incorporado durante o tratamento, sinais centrados em & -5 e -10 ppm, que
correspondem ao éster mono-amido difosfato (MSDP).

Os diferentes ésteres conferem diferentes funcionalidades aos amidos fosforilados. O
éster mono-amido monofosfato melhora a aparéncia, higroscopicidade, transparéncia da
solucdo, inchamento e viscosidade dos amidos, enquanto di-amido monofosfato proporciona
melhores propriedades espessantes mesmo com baixos teores de fosforo (<0,04%) além de
conferir maior resisténcia ao aquecimento, cisalhamento e meios acidos (SANG et al., 2010).

A intensidade dos sinais aumentou com o tempo de tratamento, independente da fonte
botanica do amido (Figura 8). O éster DSMP estava presente em maior propor¢do em todos 0s
amidos intercruzados, quando comparado aos outros ésteres formados, seguido pelos ésteres
MSMP e ciclico-MSMP. O éster MSDP, observado apenas para os amidos de batata e

mandioca, apresentou maior proporcéo relativa no amido de batata.
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Figura 8: Espectros de *'P-RMN das fosfodextrinas obtidas dos amidos nativos e
intercruzados de banana, batata, mandioca e milho.

5.2.1.1 Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros obtidos por FT-IR para os amidos modificados ndo apresentaram
diferencas significativas quando comparados aos respectivos amidos nativos (Figura 9).
Contudo foi observado um aumento na intensidade de absorcdo na regido entre 1050 — 995

cm™, em todos os amidos. De acordo com Liu et al. (2014), a absor¢do na regido de 1050 —
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995 cm™ ¢é relativa a ligacdo P-O-C que é formada no intercruzamento das moléculas. Essa
absorcdo é devida a estrutura quimica do TMPS e a vibracdo de tensdo dos componentes do
éster de fosfato formado. A absor¢do nessa regido foi mais intensa nos amidos de batata e
mandioca, confirmando o maior intercruzamento desses amidos, como indicado também nos
espectros de *'P-RMN e teor de AR.
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Figura 9: Espectros de espectroscopia FT-IR dos amidos nativos e modificados de banana,
batata, mandioca e milho.

5.2.1.2 Microscopia eletrénica de varredura

As imagens obtidas em microscopio eletronico de varredura dos amidos nativos e
intercruzados estdo apresentadas na Figura 10.

O intercruzamento ndo alterou a estrutura granular dos amidos, porém a superficie dos
granulos tornou-se menos uniforme, o que pode ser observado principalmente para 0s

gréanulos de amido de milho, que apresentam superficie porosa. Sulfato de sédio foi usado
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durante o tratamento com o objetivo de prevenir a gelatinizagdo pelo pH fortemente alcalino
(11,5), mas uma ligeira degradacéo superficial foi observada.

i \ .
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Figura 10: Microscopias eletronicas de varredura dos amidos de banana nativo (a), banana
intercruzado por 180 min (b), batata nativo (c), batata intercruzado por 150 min
(d), mandioca nativo (e), mandioca intercruzado por 150 min (f), milho nativo (g)
e milho intercruzado por 180 min (h).
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5.2.1.3 Difragéo de raios-X e cristalinidade relativa

O padrao cristalino dos amidos ndo foi alterado com o intercruzamento. Esse
comportamento também foi observado por Carlos-Amaya et al. (2011), Shi et al. (2013), Koo,
Lee e Lee (2010) e Liu et al. (2014) para o intercruzamento de amidos de banana, ervilha e

milho, respectivamente. Esses autores sugerem que o intercruzamento com fosforo ocorre

principalmente na regido amorfa dos granulos néo alterando o padrdo cristalino dos amidos.

Tabela 9: Cristalinidade relativa dos amidos nativos e modificados por intercruzamento por
diferentes tempos.

Tempo de Cristalinidade relativa (%)
tratamento - -
H anana altata 11410) andioca
(mm) B Batat Milh Mand
Nativo 30,71+0,75™  28.66+0,46"™ 29,09 + 0,06 2 34,23 + 0,05 2
60 min 30,890 +020™  27.81+032" 27.06+0,18%  31,41+0,26°¢
90 min 2086+0,46™  2795+0,12"™ 27.47+0,13°  31,97+0,02"%
120 min 3043+036™ 2784+033"™ 27,61 +0,09° 32,17 +0,05°
150 min 3055+021™ 27,76 +0,46"™ 27,65+ 0,10° 31,66 +0,18 ¢
180 min 2089+0,19™  2791+045™ 27,02 +0,.27°¢ 32,18 +0,25°

Média de trés determinagdes, com o respectivo desvio-padrdo. Valores seguidos pela mesma
letra na mesma coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05). Ns: Néao
significativo.

A cristalinidade relativa (CR) dos amidos intercruzados € apresentada na Tabela 9. A
CR ndo apresentou diferenca significativa para os amidos de banana e batata ap6s o
intercruzamento, em nenhum dos tempos de tratamento, enquanto apresentou uma leve
reducdo nos amidos de milho e mandioca. A substituicdo dos grupos hidroxilas por grupos
fosfatos acontece inicialmente na regido amorfa dos granulos (BILIADERIS, 1982;
CARMONA-GARCIA et al., 2009) e promove o inchamento dessa regido (REDDY E SEIB,
2000) devido ao volume dos grupos fosfatos, podendo resultar no rompimento da fase
cristalina desses amidos (JENKINS; DONALD, 1998).

5.2.1.4 Propriedades térmicas

As temperaturas de gelatinizacdo dos amidos de banana, batata, mandioca e milho,

nativos e intercruzados em diferentes tempos s@o apresentados na Tabela 10.
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O intercruzamento resultou em leves alteragdes nas temperaturas de gelatinizagéo. O

intercruzamento no amido de banana promoveu uma pequena elevagdo nas temperaturas de

gelatinizacdo, mais visivel apds 180 min de tratamento.

De um modo geral, as temperaturas de gelatinizacdo praticamente ndo foram alteradas

para 0 amido de batata, independente do tempo de tratamento, e apresentaram um pequeno

aumento para os amidos de banana, mandioca e milho, com o aumento do tempo de

tratamento.

Tabela 10: Propriedades térmicas de gelatinizacdo dos amidos de banana, batata, mandioca e

milho, nativos e intercruzados em diferentes tempos.

Amidos To (°C) T, (°C) T, (°C) AT (°C) AH (J.gh)
Banana
Nativo  64,05+0,16° 67,59 +0,24 70,96 + 0,40 © 6,91 17,00 + 0,08
60min  62,78+0,11% 6744+0,11% 71,18+0,09°¢ 8,40 16,34 + 0,19 °
90 min  63,66+0,24° 6826+0,23" 71,91+0,25"% 8,25 16,29 + 0,27 °
120 min  64,18+0,30° 68,86+0,15° 72,46+0,13%® 8,28 16,39 + 0,16 °
150 min 63,08 +0,74%  67,73+0,66° 71,39 +0,81 "™ 8,31 13,63+0,41°¢
180 min 6556+0,31%  69,94+0,32a 74,43+0,46° 7,83 16,74+ 0,17 %®
Batata
Nativo 60,45+0,10% 63,43+0,12%® 67,08+0,11% 6,63 17,25+ 0,112
60min  5866+0,56° 62,34+0,71° 66,40 +1,00°" 7,75 15,87+ 0,18 ¢
90min  5921+0,11° 62,76+0,11° 66,50 +0,22°" 7,29 16,41 +0,13°
120 min 59,05+ 0,29°  63,26+0,35% 67,60+ 0,63 % 8,55 14,88 + 0,13 ¢
150 min  58,72+0,41° 6259+0,59° 66,76+0,76 % 8,04 15,47 +0,03 ¢
180 min 60,60 +0,00%  64,51+0,00° 68,91+0,00° 8,31 14,44 +0,00 ¢
Mandioca
Nativo 59,63+0,88°  6505+0,22° 70,52 +0,23° 10,89 16,01 + 0,18 2
60min  61,31+0,80%° 67,62+0,36% 73,73+0,30°¢ 12,41 15,55 + 0,08 °
90min  60,72+0,15% 67,36+0,00¢ 72,83+0,10¢ 12,11 13,48 + 0,29 ¢
120 min  62,75+0,19% 69,20+ 0,00® 75,09 +0,37° 12,35 13,78 + 0,10 ¢
150 min 61,57 +0,30® 68,20+ 0,01 74,23 + 0,06 ™ 12,66 13,27 +0,01 ¢
180 min 61,67 +0,35® 68,53+ 0,24% 7505+0,17 ® 13,38 14,72 + 0,29
Milho
Nativo 64,66+026% 68,64+0,24° 72,20+0,09° 7,54 12,10+0,35°
60min  66,64+0,09¢ 70,29+0,13% 73,42+0,11¢ 6,79 13,28 + 0,01 °
90min  67,72+0,04% 71,38+021° 7455+0,22° 6,83 11,78 +0,19 "
120 min 67,64 +0,16 71,26 +0,11 74,44 + 0,06 ¢ 6,80 11,51 +0,34°
150 min 69,99 +0,622  73,99+0,53% 76,96+ 0,35° 6,96 11,75+ 0,20 °
180 min 68,77 +0,07°  7252+0,17° 7561+0,22° 6,84 11,72 +0,21°

Média de trés determinacdes, com o respectivo desvio-padrdo. Valores seguidos pela mesma letra na
mesma coluna, para cada amido, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Um ligeiro aumento nas temperaturas de gelatinizagdo em amidos intercruzados
também foi relatado por Aparicio-Saguilan et al. (2008) e Carmona-Garcia et al. (2009) para
amidos de banana e por Chung, Woo e Lim (2004) para amido de milho. Esses autores
sugerem que as ligacbes covalentes formadas entre os grupos fosfatos e as cadeias de amido
fortalecem a estrutura granular.

A variacgdo de entalpia (AH) apresentou uma leve reducdo para todos os amidos apés o
intercruzamento, exceto para o amido de milho. Foi observada uma reducdo na faixa de
temperatura de gelatinizacdo (AT) do amido de milho, sugerindo uma maior homogeneidade
dos cristais apds o tratamento. A reducdo observada no (AH) concorda com a reducdo na CR
(Tabela 9), e pode ser explicada pelo aumento do volume da regido amorfa dos grénulos
(REDDY; SEIB, 2000) devido a inclusdo dos grupos fosfatos (BILIADERIS, 1982).

5.2.1.5 Propriedades de pasta

Os amidos modificados por intercruzamento ndao apresentaram nenhuma viscosidade,
em qualquer dos tempos estudados. Isso acontece porque as ligacOes covalentes criadas
durante o processo tornam a estrutura do amido muito rigida impedindo a mobilidade das
moléculas e o inchamento dos granulos. Esse comportamento também foi observado por
Chung, Woo e Lim (2004) em amido de milho normal, por Seib e Woo (1999) em amido de
trigo, e por Shi et al. (2013) em amido de ervilha, apds intercruzamento.

5.2.1.6 Teor de amido resistente

As digestibilidades dos amidos nativos e intercruzados, determinadas pelo método de
Englyst, Kingman e Cummings (1992) adaptado por Sang, Prakash e Seib (2007) estdo
apresentados na Tabela 11, enquanto os teores de AR, determinados pelo método 991.43 da

AOAC para os amidos nativos e intercruzados por 150 min estdo apresentados na Tabela 12.
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Tabela 11: Digestibilidade dos amidos nativos e modificados por intercruzamento em
diferentes tempos, determinado pelo método modificado de Englyst, Kingman e

Cummings (1992).

Amido ARD (%) ALD (%) AR (%)
Banana
Nativo 56,86 + 0,82 ? 33,86 + 0,122 9,84+032F
60 min 49,17 +0,28 ° 13,20 + 0,54 ° 37,63+051°
90 min 46,42 +0,90 10,32+ 0,37 ¢ 43,26 +0,17 ¢
120 min 45,08 +0,30 ¢ 9,17 +0,23°¢ 4575+0,12°¢
150 min 35,03 + 0,32 ¢ 8,53+0,59°¢ 56,44 + 0,76 "
180 min 31,60+ 0,64 ° 8,32 +0,73° 60,08 + 0,81 2
Batata
Nativo 70,87 +0,12°2 16,38 + 0,732 12,75+0,29F
60 min 24,57 +0,93° 14,68 + 0,65 ° 60,75 + 0,92 ©
90 min 16,31+ 0,43 ¢ 11,92 +0,82°¢ 71,77 +0,51¢
120 min 7,23+0,24 ¢ 8,96 +0,71 ¢ 83,81 +0,47°
150 min 357+0,39° 7,77 +0,58 ¢ 88,66 + 0,63 "
180 min 0,71+0,14f 3,21+0,32°¢ 96,08 + 0,74 2
Mandioca
Nativo 90,89 + 0,89 ? 6,27 +0,49 ¢ 1,84+0,10"
60 min 32,60 +0,73° 20,32 + 0,732 47,08 +0,27 ¢
90 min 30,90 +0,90° 19,88 + 0,47 ? 49,22 +0,87 ¢
120 min 23,67 +0,12°¢ 18,58 + 0,36 2 57,76 + 0,44 ©
150 min 10,88 + 0,43 ¢ 17,92 +0,812 65,40 + 0,72°
180 min 9,78 +0,59 ¢ 11,44 +0,13° 72,41 +0,822
Milho
Nativo 58,92 + 0,37 2 37,02 +0,14 2 406+027F
60 min 56,81 + 0,18 ° 27,34 +0,58° 15,85 + 0,38
90 min 51,25 + 0,39 © 22,38 +0,36 ° 26,37 + 0,42 °
120 min 48,93+ 0,50 ¢ 21,31+0,71°¢ 29,76 + 0,35 °
150 min 41,58 + 0,42 © 19,00 + 0,43 ¢ 39,42 +0,92°
180 min 38,21 +0,26 " 18,23+ 0,32 ¢ 43,56 +0,23 2

Média de trés determinacgdes, com o respectivo desvio-padréo. Valores seguidos pela mesma letra na
mesma coluna, para cada amido, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05).

O intercruzamento reduziu os teores de ARD e ALD e aumentou significativamente os
niveis de AR em todos os amidos. A elevacédo do teor de AR foi maior nos maiores tempos de
tratamento. O teor de AR dos amidos intercruzados de batata e mandioca foi maior do que os
observados para os amidos de banana e milho. Considerando o teor de fésforo permitido para
0 uso em produtos alimenticios (<0,4%), o teor de AR obtido foi de 88,66% e 65,40% apds
150 min de intercruzamento para os amidos de batata e mandioca, respectivamente, e 60,08%
e 43,56% nos amidos intercruzados por 180 min de banana e milho. Pode-se observar que o
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teor de AR obtido para o amido de batata ap6s 150 min de intercruzamento foi duas vezes
maior do que o obtido para 0 amido de milho intercruzado por 180 min. Segundo Shi et al.
(2013) o conteudo de fosforo incorporado ao amido € diretamente proporcional ao teor de
AR, contudo fatores como a fonte botanica do amido, caracteristicas estruturais do amido e a
forma com que os grupos fosfato sdo ligados as moléculas de amido exercem grande
influéncia na digestibilidade (SANG et al., 2010).

Tabela 12: Teor de AR dos diferentes amidos nativos e intercruzados obtido pelo método

991.43 da AOAC

) Amido resistente (% b.s)
Amido - )

Nativo Intercruzado (150 min)

Banana 1,24 +0,02 2 50,84 + 0,03 ¢
Batata 1,32 +0,07 2 84,00+0,17 %
Mandioca 0,46 + 0,04 ° 59,68 + 0,96
Milho 0,16 + 0,01 ¢ 35,59 + 0,34 ¢

Média de trés determinacGes, com o respectivo desvio-padrdo. Valores seguidos pela mesma
letra na mesma coluna nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05).

O tipo de eéster formado durante o intercruzamento parece ser particularmente
importante na formacdo de AR. De acordo com Sang et al. (2010) os ésteres ciclico-MSMP,
MSMP e MSDP apresentam um efeito significativo na digestibilidade do amido, porém o
DSMP ¢ o principal responsavel pelo drastico aumento no teor de AR. A formacdo de
ligacGes covalentes entre as cadeias de amilose/amilopectina e amilopectina/amilopectina
promovem a estabilizacdo dos granulos e limitam a acdo da oa-amilase (JYOTHI,
MOORTHY; RAJASEKHARAN, 2006). Segundo Takeda e Hizukuri (1982) as moléculas de
amilose ndo formam liga¢bes cruzadas umas com as outras, mas com as moléculas de
amilopectina. O DSMP foi o principal éster formado em todos os amidos intercruzados, como
ja anteriormente mencionado.

O impedimento estérico promovido pelos grupos fosfatos ligados as moléculas de
amido também parecem ter efeito significativo no teor de AR (KHONDKAR; TESTER;
KARKALAS, 2009). Para os amidos intercruzados de batata e mandioca, que obtiveram os
maiores teores de AR, foi observada a formagéo do ester MSDP, que ndo estava presente nos

amidos intercruzados de banana e milho.
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Apesar do alto teor de AR observado para os amidos intercruzados, suas temperaturas
de gelatinizagdo ndo podem ser consideradas altas (Tabela 10). O mesmo comportamento foi
observado por Aparicio-Saguilan et al. (2008) que relataram 94,7% de AR para amido
intercruzado de banana e temperatura de pico de gelatinizacdo de 86,6 °C. Chung, Woo e Lim
(2004) obtiveram amido de milho intercruzado com 81,6% de AR e temperatura de pico de
gelatinizagdo de 74,9 °C. Ratnayake e Jackson (2008) afirmam que o aquecimento de amidos
intercruzados acima da temperatura de gelatinizacdo promove a quebra das pontes de
hidrogénio da regido cristalina, porém, as ligacOes covalentes formadas durante o
intercruzamento ndo sdo rompidas e mantém a integridade do granulo.

Os amidos intercruzados ndo apresentaram nenhuma viscosidade devido a estrutura
rigida promovida pelas ligaces covalentes formadas durante o tratamento. Essa caracteristica
pode ser de grande relevancia para a aplicacdo do amido intercruzado como fonte de AR4 em
produtos alimenticios, uma vez que esse amido pode agir como material inerte na formulacéo,

ndo alterando a viscosidade e a absor¢do de agua no produto final.

5.2.2 Tratamento térmico a baixa umidade (TTBU)

Os tratamentos térmicos séo os principais métodos de obtencdo de AR3, formado apos
a retrogradacdo do amido. Esse tipo de AR consiste de polimeros de amido retrogradado,
principalmente de amilose, produzidos quando o amido é resfriado apds a gelatinizacdo
(JENKINS; DONALD, 1998).

5.2.2.1 Teor de amido resistente

O TTBU foi inicialmente testado em 3 condi¢cBes com o objetivo de obter a condi¢édo
ideal para maior producéo de AR. Dessa forma, os amidos foram modificados com 18 % de
umidade, utilizando ciclos de aquecimento a 130 °C, resfriamento a 4 °C e congelamento a -
20 °C, com e sem repeticdo dos ciclos. O teor de amido resistente desses amidos foi
determinado pelo método de Englyst, Kingman e Cummings (1992) sem a prévia
gelatinizacdo dos amidos, e os resultados estdo apresentados na Tabela 13. E possivel
observar que as variacOes apresentadas nos teores de AR foram pequenas nas diferentes

condigdes utilizadas.
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Tabela 13: Teor de AR dos amidos modificados por TTBU, determinados pelo método de
Englyst et al. (1992) sem prévia gelatinizacdo dos amidos.
Amido Resistente (% b.s)

Tratamento Banana Batata Mandioca Milho
Nativo 65.7+46°% 254 +079 27+02° 11.0+16°
TTBU 1 254+05° 335+06° 307+06%® 226+19°
TTBU 2 207+09° 368+09°% 33.8+09% 224+01°%
TTBU 3 21.1+08° 306+13°¢ 300+13° 219+25°

Média de trés determinacdes, com o respectivo desvio-padrdo. Valores seguidos pela mesma letra na
mesma coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). TTBU 1: 130 °C por 2h, 4
°C por 2 h em dois ciclos; TTBU2: 130 °C por 2h, -18 °C por 2 h; TTBU3: 130 °C por 2h, -18 °C por 2
h em dois ciclos.

O teor de AR nos amidos modificados por TTBU é resultado da maior interacdo entre
as cadeias de amilose e amilopectina provocada pelo tratamento. O tratamento também pode
resultar na formacdo de cristais na regido amorfa ou na formacdo de complexos cristalinos
amilose-lipideo, que reduzem a suscetibilidade enzimatica (SHI et al., 2013). Apesar de
apresentar teores de AR que podem ser considerados expressivos, € necessario lembrar que
nessa etapa os amidos foram analisados na forma granular e que essa reorganizacao estrutural

dos granulos pode ser perdida na gelatinizag&o dos granulos durante o processamento.

Tabela 14: Teor de AR dos amidos modificados por TTBU em diferentes teores de umidade
utilizando o método 991.43 da AOAC

. AR (% b.s)
Amido -
Nativo TTBU 20 % TTBU 35 %
Batata 1,32 +0,07 2 2,57 +0,08 2 2,03+ 0,602
Mandioca 0,46 +0,04° 0,69+0,11° 0,13+0,13°

Média de trés determinacgdes, com o respectivo desvio-padréo. Valores seguidos pela mesma letra na
mesma coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Em uma segunda etapa do projeto, outras condi¢bes de TTBU foram testadas, e 0s
amidos foram modificados utilizando 20 e 35% de umidade com dois ciclos de aquecimento a
130 °C e 2 ciclos de resfriamento a 4 °C. Essas condi¢Ges foram determinadas buscando
maiores teores de umidade para que as cadeias de amidos apresentassem maior mobilidade e
pudessem retrogradar durante o resfriamento, aumentando assim os teores de AR. Contudo
mesmo utilizando 35% de umidade, condi¢do na qual alguma gelatinizacdo dos amidos
ocorreu, observada pela formacdo de grumos, os teores de AR foram pouco expressivos
(Tabela 14). Nessa segunda etapa do projeto o AR foi determinado segundo o método 991.43

da AOAC, onde os amidos foram gelatinizados durante a analise.
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Alguns trabalhos também relataram baixos teores de AR ap6s o TTBU. Zavareze et al.
(2012) observaram variacao no teor de AR em amido de arroz de 1,06 % para 2,20 % (método
996.11 da AOAC), enquanto Li,Ward e Gao (2011) observaram aumento no teor de AR em
amido de feijdo de 11,2 % para 45,2% (método 2002.02 da AOAC) quando os mesmos foram
tratados termicamente com 25% de umidade a 110 °C durante 1h e com 20% de umidade a
120 °C durante 12 h, respectivamente. E possivel entender dessa forma que a obtencio de AR
por TTBU é altamente dependente das condicGes utilizadas no tratamento e da fonte botanica
do amido.

Devido aos baixos teores de AR obtidos com as diferentes condi¢cbes de TTBU
testadas neste trabalho, foi evidenciado que o TTBU ndo p6de ser considerado um método de
modificacdo eficiente para a producdo de AR, quando comparado ao intercruzamento, e por
esse motivo as caracteristicas estruturais e fisico-quimicas desses amidos ndo foram

estudadas.

5.3 APLICACAO DOS AMIDOS NA PRODUCAO DE BOLO

5.3.1 Caracteristicas da farinha de trigo

A farinha de trigo utilizada apresentou absor¢do de dgua de 63%, tempo de chegada de
1,5 segundos, tempo de desenvolvimento de 4,4 min, estabilidade de 15 min e indice de
tolerdncia a mistura de 33 UF (unidades farinogréficas). O teor de proteina obtido foi de
11,60%. Essas caracteristicas demonstraram que a farinha pode ser considerada forte e com
alto teor de proteina, 0 que ndo a torna ideal para a producdo de bolos. Por esse motivo a

farinha foi diluida, em lote Gnico com 10% de amido de milho comercial.

5.3.1 Avaliacéo da qualidade dos bolos

A tabela 15 mostra os resultados da densidade das massas, altura, volume especifico e
cor do miolo dos bolos de formulagdo padrao e substituidos com 15 e 20% de amido de batata
intercruzado por 150 min.

A massa produzida com substituicdo de 20% da farinha por AR apresentou uma
densidade levemente inferior a formulagdo padrdo, enquanto a substituicdo por 15% de AR

ndo alterou a densidade da massa.
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A substituicdto com AR resultou em bolos com maior altura e maior volume
especifico, quando comparado a formulagéo padrdo, ndo havendo diferenca significativa entre
as formulacGes com 15 e 20% de AR, o que também pode ser observado na Figura 11. O
amido atua como um diluente da farinha de trigo, reduzindo a forca da farinha e fornecem
uma textura mais fina aos bolos (BENNION; BAMFORD, 1997; ELIASSON, 2004), resulta
no aumento do volume, favorece a retengdo de umidade e melhora a maciez do produto final
(ELIASSON, 2004). Além disso, o aumento da temperatura de gelatinizacdo (Tabela 17),
provocada pela adicdo de AR pode ser relacionado ao aumento do volume por permitir a
expansdo adequada das bolhas de ar antes do aumento da viscosidade da massa e fixacdo da
estrutura do bolo (KIM; WALKER, 1992; ATWELL,2001).

Padrao 15% AR 20% AR

Ce oy £ Py

20% AR

Padrao

Figura 11: Imagens internas e externas dos bolos padrado e adicionados de 15 e 20% de AR.
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A cor do miolo dos bolos foi levemente afetada pela substituicdo com AR. Maiores
valores para L* correspondem a amostras com maior luminosidade, ou seja, coloragdo mais
clara, enquanto maiores valores de a* indicam maior tendéncia para o vermelho. A adicao de
AR aos bolos resultou no aumento no parametro do L* no miolo dos bolos. Esse aumento
pode ser relacionado ao maior volume apresentado pelos bolos adicionados de AR, uma vez
que o maior volume resulta em células do miolo mais uniformes e, portanto que refletem
melhor a luz proporcionando um maior L*. A coloracdo mais clara do miolo também pode ser
relacionada a coloracdo branca do amido adicionado (CAUVAIN, 2009) que exerce um efeito
diluente dos pigmentos da coloracdo (BAUXAULI; SALVADOR; FIZSMAN, 2008). A
adicdo de AR apresentou efeito significativo também na coloracdo da crosta dos bolos, que
apresentaram menor tonalidade de vermelho. A menor proporcédo de amido proveniente da
farinha nas formulages com substituicdo de AR pode ser relacionada a crostas mais claras.
Durante o forneamento acontece a gelatinizacdo e degradacdo do amido pelas amilases, que
resulta na formacao de agUcares redutores que participardo na reacdo e Maillard, responsavel
pela coloracdo da crosta. O amido intercruzado tem comportamento inerte, como ja
mencionado anteriormente, reduzindo a quantidade de acUcares redutores para a reacdo de
Maillard.

Tabela 15: Parametros de avaliacdo da qualidade dos bolos com e sem adicdo de AR.

Densidade da Volume

Formulagéo Altura P, Cor miolo L* Cor crosta a*
massSa espeC|f|co
Padrio 0,81+0,01°% 42,68+1,26°" 239+0,19° 72,46 +0,37° 19,28+0,52°2
15% 0,82+0,00® 4552+0,80° 271+0,16°% 7434+0,86% 17,66+0,58°"
20% 0,77+0,00° 4562+1,24° 2,72+0,05% 7468+0,81% 18,68+ 0,47

Média de trés determinacdes, em duas unidades para cada formulagdo com o respectivo desvio-padrao.
Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p > 0,05).

5.3.2 Umidade dos bolos

A Tabela 16 apresenta os dados de umidade apo6s a producdo dos bolos e durante o
armazenamento. As amostras em que o AR foi adicionado apresentaram menor teor de
umidade no dia 0. O menor teor de umidade pode ser relacionado a baixa capacidade de

absorcéo de agua apresentada pelo AR devido a formacéo de ligacdes covalentes durante a
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modificacdo, que conferem uma estrutura bastante rigida aos granulos, fazendo com que uma
maior quantidade de agua fique livre e com maior disponibilidade de evaporar durante o
forneamento.

Durante o armazenamento dos bolos a formulacdo contendo 20% de AR apresentou
uma maior perda de agua durante o primeiro dia de armazenamento. Porém ao final do tempo
de avaliagdo ndo houve diferenca significativa entre os teores de umidade das amostras com
15 e 20% de AR.

Tabela 16: Teor de umidade dos bolos com e sem substituicdo de AR durante o tempo de
armazenamento.
Dia0 Dial Dia5 Dia 12 Dia 21

Padrio  35,12+0,42* 2958+0,66°® 28,38+024%® 2456+0,48° 2235+1,70%
15% 32,001+057" 2735+0,87" 2440+0,17° 2266+0,15"° 18,77 +0,66"™
20% 31,65+0,01" 2504+157°® 2486+0,11" 2148+0,20° 1955+0,18"
Média de trés determinagBes com o respectivo desvio-padrdo. Valores seguidos pela mesma letra na
mesma mindscula na mesma coluna e pela mesma letra maidscula na mesma linha, ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05).

5.3.3 Avaliacéo instrumental da textura dos bolos

Os dados da avaliacdo instrumental de textura estdo apresentados na Tabela 17. A
dureza em amostras solidas é relacionada a forca necessaria para que ela seja comprimida
entre os molares e a lingua. No dia 0 ndo houve diferenca significativa entre as amostras
adicionadas de AR e a padrdo com relacdo a esse atributo, porém a partir do quinto dia de
armazenamento a amostra com 20% de AR apresentou 0s menores valores para dureza e ndo
foi observada diferenca significativa entre a amostra padrdo e com 15% de AR. Durante o
armazenamento foi observado o aumento da dureza das amostras, em todas as formulacdes,
que pode ser relacionado a perda de umidade e retrogradacdo do amido. Uma reducdo na
dureza foi também observada por Bauxauli, Salvador e Fizsman (2008) na producdo de
muffins adicionados de AR, porém a diferenca ja foi significativa no dia 0, e a maior
concentracdo de AR (20% com relagéo ao peso total da massa) resultou na menor dureza.

A coesividade é relacionada a resisténcia das ligagbes internas do produto, e
demonstra o grau em que o alimento € comprimido entre os dentes antes de romper. A adigdo
de AR resultou na reducdo da coesividade. Durante o armazenamento houve redugdo da
coesividade para todas as formulages. A menor coesividade pode indicar que menor energia
€ necessaria para a segunda compressdo da amostra (BAUXAULI; SALVADOR; FIZSMAN,
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2008), e também pode ser relacionada ao enfraquecimento na atracdo intramolecular entre os
ingredientes e a perda de agua durante o envelhecimento (GOMEZ et al., 2007) que torna a

amostra mais farinhenta.

Tabela 17: Parametros de avaliacdo instrumental da textura dos bolos com e sem
substituicdo de AR durante o0 armazenamento.

Tempo de armazenamento (dias)

Formulacdo 0 1 5 12 21
Dureza

Padrao 0,72+0,02™F 090+0,04"° 157+0,06° 252+0,15*® 3,10+0,22*

15% 0,73+0,02™ 101+0,05® 165+0,11° 243+0,16*® 327+0,20*

20% 0,73+0,02™ 1,02+0,06°° 1,23+0,10" 152+0,11" 2,48+0,18"
Coesividade

Padrdo 0,47 +0,02* 0,37+0,02® 0,26+0,02°° 0,16+0,02*° 0,13+0,01 %

15% 0,44+0,02" 0,33+0,02" 0,24+0,03" 0,14+001°" 0,12+0,01"

20% 0,37+0,02°* 0,28+0,02°® 0,20+0,01° 0,13+0,01°° 0,10+0,01 ¢
Elasticidade

Padrdo 0,68+0,03* 067+0,03* 060+0,04°® 053+0,02° 0,49 +0,03%°

15% 0,67+0,03* 0,62+0,04" 054+002° 049+0,03" 0,46+0,03%°

20% 0,62+0,03" 056+0,03® 050+0,02° 043+0,03°° 0,39+0,02"

Mastigabilidade

Padrdo 0,23+0,01* 0,22+0,01* 0,23+0,02* 0,21+0,02*® 0,18+0,03%*®

15% 0,22+0,02* 0,20+0,01* 0,20+0,01" 0,16+0,02° 0,15+0,01"

20% 0,16 +0,01™ 0,17+0,01" 0,12+0,01°® 0,08+0,02° 0,09 +0,01°

Média de oito determinaces, em duas unidades para cada formulacdo com o respectivo desvio-
padrdo. Valores seguidos pela mesma letra na mesma minascula na mesma coluna e pela mesma letra
mailscula na mesma linha, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05). Ns: nédo
significativo.

A capacidade que o produto tem de voltar a forma original ap6s compressao é
chamada de elasticidade. A elasticidade foi menor para a formulacdo com 20% de AR e nédo
apresentou diferenca significativa entre a formulacdo com 15% de AR e a padrdo no dia 0 e
no dia 21 do armazenamento. No restante do intervalo de armazenamento quanto maior a
proporcao de AR, menor a elasticidade da amostra, o que pode ser novamente relacionada a
estrutura rigida do AR adicionado, que ndo permite o desenvolvimento de viscosidade do
amido, tornando a estrutura dos bolos mais quebradica. Para a formulagdo padrédo houve
reducdo na elasticidade apenas no quinto dia de armazenamento, enguanto as amostras

adicionadas de AR apresentaram reducéo significativa ja no primeiro dia de armazenamento.
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A mastigabilidade de um alimento reflete o tempo de mastigagéo requerido para que o
alimento atinja a consisténcia adequada a degluticdo. No dia 0 ndo houve diferenca
significativa entre as amostras para esse parametro. Durante o armazenamento houve reducao
na mastigabilidade com a adicdo de AR, os valores também reduziram com o tempo de
armazenamento. Essa reducdo também pode ser relacionada a perda de umidade que torna o
produto menos coeso.

Apesar das diferencas estatisticamente significativas em alguns parametros que
descrevem a textura dos bolos, observadas entre a formulacdo padrdo e as amostras
adicionadas de AR é possivel notar que essas diferencas foram sutis, e a adicdo de AR nédo
afetou drasticamente a textura dos bolos.

5.3.4 Analise térmica

As temperaturas de gelatinizacao e variacdo de entalpia dos bolos padrdo e com adicdo
de AR durante o periodo de armazenamento estdo apresentadas na Tabela 18. De um modo
geral as temperaturas de gelatinizacdo sofreram leves alteracGes, com excecdo da temperatura
final de gelatinizacdo que apresentou aumento apds o quinto dia de armazenamento, o que
pode indicar a formacdo de cristais retrogradados, que apresentam maior temperatura de
fusdo. As temperaturas de gelatinizacdo também ndo foram drasticamente alteradas com a
adicédo de AR.

A variacdo de entalpia ndo apresentou grandes variagdes com a adicdo de AR no dia 0,
no primeiro dia do armazenamento sofreu um aumento, e ap0s o quinto dia foi menor na
formulacdo com 20% de AR. Isso pode ser explicado pelo fato da fracdo de amido
intercruzado adicionada ndo apresentar retrogradacao. A inclusdo dos grupos fosfato entre as
cadeias de amido e a estrutura rigida fornecida aos granulos pelo intercruzamento que impede
0 inchamento, rompimento e lixiviagdo das cadeias de amilose e amilopectina ndo permitindo
a retrogradacdo. Esses dados sdo coerentes com 0s observados para a dureza, que também
apresentou menores valores para a formulacdo com 20% de AR ao final do tempo de
armazenamento.

O aumento no tempo de armazenamento resultou em um leve aumento nos valores de

AH, indicando a retrogradagdo dos amidos durante esse periodo.
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Tabela 18: Propriedades térmicas dos bolos com e sem substituicdo de AR durante o

armazenamento.
Tempo de armazenamento (dias)
Dia 0 Dial Dia 5 Dia 12 Dia 21
To (°C)
Padrdo 41,68+ 158™8 4382+0,36 %% 4420+0,38"  44,19+0,60 ™" 4364 +0,16"™®
15% 4426+0,36 ™® 4480+091*" 4551+0,16*  44,01+0,12™*® 4344 +0,42 "8
20% 4426 +0,76 ™ 4305+0,08 " 4346+0,67** 4352+0,14™* 4336+0,23™"
T, (°C)
Padrdo 49,43+0,58™C 48,97 +0,29%C 5025+0,35%° 5120+0,26* 51,03+0,10*®
15%  49,13+0,44™* 4998+0,88** 50,73+0,35* 50,06+0,59"™ 49,70+ 0,26 ™
20%  49,72+0,13™* 4846+0,29"  4935+0,48"8 4958+0,11" 50,05+ 0,60 "
T, (°C)
Padrdo 54,63+0,58" 5486+0,08™ 5788+208™ 5859+050* 57,12+0,18"*
15% 56,15+ 0,68 5503+0,85™*® 5965+0,23™* 57,02+0,37 " 56,19+0,11%
20% 55,47 +0,64*® 5461+022"™® 5811+057™ 5852+035* 5872+0,33*
AH (I.gh)
Padrdo 0,92 +0,06 "% 0,89 +0,01°* 1,16 £+0,09™®  152+0,10* 1,67 +£0,14 **
15% 1,09 + 0,03 *© 1,03+ 0,05 * 1,14+0,01™  162+0,02%® 1,76 0,05 *
20% 0,95 + 0,05 ** 1,03+0,01*®  1,04+0,07™® 1,16+0,03" 1,24 + 0,09 *A

Média de trés determinacfes com o respectivo desvio-padrdo. Valores seguidos pela mesma letra na
mesma mindscula na mesma coluna e pela mesma letra maitscula na mesma linha, ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05). ns: Nao significativo.

5.3.5 Difracdo de Raios-X

A Figura 12 apresenta os difratogramas de raios-X das amostras de bolo padrdo e
adicionadas de AR, durante o periodo de armazenamento. No dia 0 de armazenamento as
amostras apresentaram difratogramas sem a presenca de picos indicando cristalinidade, com
apenas uma tendéncia de formacéo de pico na regido de 17° a 20°, mostrando que a estrutura
dos bolos era essencialmente amorfa. Com o aumento do tempo de armazenamento esse
indicativo de pico se tornou mais pronunciado, mas ainda sem defini¢do clara, mesmo ao final
do tempo de armazenamento. Esses dados concordam com as variacfes de entalpia obtidas na
andlise térmica que mostram valores baixos de AH. A formacdo do pico entre 17 e 20° se
assemelha com estrutura da amilose V, caracterizada pelo pico em 20° em 2 © (KARKALAS
et al., 1995) e relativa a formacdo do complexo entre as cadeias de amilose e os lipideos presentes
na formulagdo do bolo. A formagdo do complexo amilose/lipideos é relatado por Fuentes-

Zaragoza et al. (2011) como o tipo 5 de AR.
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Figura 12: Difratogramas de Raios-X das amostras de bolo substituidas ou ndao de AR,
durante o armazenamento.

A Tabela 19 apresenta as cristalinidades das diferentes formulacdes de bolo durante o
envelhecimento. Pode-se observar que a variagdo na cristalinidade das amostras foi pequena
entre as formulacdes, sendo observadas diferencas significativas entre as formulacdes apenas
a partir do dia 5 de armazenamento. Ao final dos 21 dias de armazenamento a formulagdo
adicionada de 20% de AR apresentou a menor cristalinidade relativa, concordando com o0s
resultados obtidos para o AH, reforgando a indicagdo de que a adigdo de AR reduziu a

retrogradacédo nos bolos.
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Tabela 19: Cristalinidade relativa dos bolos de diferentes formulagGes durante o
armazenamento.

Tempo armazenamento (dias)
0 1 5 12 21

Padrio 582+0,14™ 6,15+0,80™ 6,88+022"®  7,23+0,16™ 7,94+0,23"
15% 6,12+0,22™ 6,93+0,07™ 759+0,18* 7,63+0,35™  855+0,07*
20% 6,06 +0,01™ 6,33+0,02™° 652+0,04" 7,21+0,08™  752+0,06%
Média de trés determinacdes com o respectivo desvio-padrdo. Valores seguidos pela mesma
letra na mesma minuscula na mesma coluna e pela mesma letra maidscula na mesma linha,
ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05).

5.3.6 Teor de fibras

Os teores de amido resistente das amostras de bolo com e sem substituicdo de AR
foram determinados como fibra total pelo método 991.43 da AOAC e estdo apresentados na
Tabela 20.

O amido com 20% de AR apresentou maior teor de fibras, a formulagcdo com 15% néo
apresentou aumento significativo em relacdo a formulacdo padrdo. De acordo com a
Resolugao RDC n° 54, de 12 de novembro de 2012, “para um alimento ser considerado Fonte
de fibras ele deve conter no minimo 2,5 g de fibra por porcdo de produto pronto que no caso
de bolos é de 60 g, e para ser considerado Alto contetdo de fibras deve conter no minimo 5 g
por porcdo”. Nenhuma das formulacGes atingiu o teor de fibras necessario para ser

considerado como Fonte de Fibras.

Tabela 20: Teor de fibra das amostras de bolo com e sem substitui¢do de AR.
Teor de fibra na por¢édo

Formulacéo Teor de Fibra (g/100 g) (9/60 g)
Padrio 2,13+0,05° 1,28
15% 2,23+0,33° 1,34
20% 2,68 +0,31°2 161

Média de trés determinacGes, com o respectivo desvio-padrdo. Valores seguidos pela mesma letra na
mesma linha ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05).

O pequeno aumento no teor de fibras em relacdo a formulacdo padrdo se deve ao fato
de que a adicdo do AR foi realizada em substitui¢do parcial a farinha de trigo, e no caso das
formulacdes de bolo, a quantidade de farinha de trigo néo é tdo representativa no peso final da

massa como no caso, por exemplo, de pées.
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6 CONCLUSOES

Os amidos modificados por intercruzamento apresentaram alto teor de AR, e nivel de
fosforo dentro de valores permitidos para a aplicacdo em alimentos. A formacéo de ligacdes
covalentes, responsavel pela resisténcia a digestdo dos amidos também resultou em uma
estrutura molecular rigida de forma que os granulos ndo apresentaram viscosidade a quente
podendo ser utilizados como ingredientes praticamente inertes em diferentes formulagdes de
alimentos.

O intercruzamento afetou de forma diferente as propriedades térmicas dos amidos de
banana, batata, mandioca e milho indicando que as diferencas estruturais apresentadas por
esses influenciam na forma em que ésteres de fosfato se formam durante o tratamento.

O intercruzamento no amido de batata resultou em maior formacdo do éster DSMP,
justificando seu maior teor de AR em comparacdo aos outros amidos. Nos amidos de milho
intercruzados os ésteres MSMP ndo foram identificados, e nos amidos de banana eles
aparecem com pouca intensidade, mostrando que o impedimento estérico apresentado pelos
grupos fosfatos também € representativo no teor de AR, uma vez que esses amidos
apresentaram as maiores digestibilidades.

O TTBU ndo se mostrou um método eficiente para a producdo de amidos com alto
teor de AR, uma vez que o teor de umidade ndo é suficiente para permitir a mobilidade das
cadeias necessaria para a retrogradacdo. As alteracdes que acontecem na estrutura dos
granulos de amido sdo referentes a reorganizacao das cadeias e podem ser perdidas durante a
posterior gelatinizacéo.

A aplicacdo de AR na producéo de bolo inglés resultou em bolos com maior volume e
miolo de cor mais clara. A adicdo de AR n&o influenciou a textura no dia O de
armazenamento, mas apos 21 dias a dureza, coesividade, mastigabilidade e elasticidade dos
bolos adicionados de AR foi menor do que na formulacdo padréo. A adigdo de AR também
resultou em menor AH e cristalinidade relativa dos bolos ao final do armazenamento,
indicando que a adicdo de AR reduziu a retrogradacao do bolo, estendendo sua vida Util.

A adigdo de AR, contudo ndo resultou em altos teores de fibra nos bolos, indicando

que uma maior propor¢éo de AR necessitaria ser adicionada.

90



7 REFERENCIAS

AACC. Approved methods of the American Association of Cereal Chemists. Sant

Paul, MN: American Association of Cereal Chemists, 2000.

ABIMA. Associacdo Brasileira das Industrias de Massas Alimenticias, Pdo &
Bolo Industrializado. Estatisticas - Mercado nacional de pdaes. Disponivel em
http://www.abima.com.br/estatistica_pao.php#tabs. Acesso em 03 de dezembro de 2014.

ALSAFFAR, A.A. Effect of food processing on the resistant starch content of cereals
and cereal products — a review. International Journal of Food Science & Technology, v.
46, n. 3, p. 455-462, 2011.

ALVANI, K.; Ql, X.; TESTER, R.F.; SNAPE, C.E. Physico-chemical properties of
potato starches. Food Chemistry, v. 125, n. 3, p. 958-965, 2011.

APARICIO-SAGUILAN, A.; GUTIERREZ-MERAZ, F.; GARCIA-SUAREZ, F.J;
TOVAR, J.; BELLO-PEREZ, L.A. Physicochemical and functional properties of cross-linked
banana resistant starch. Effect of pressure cooking. Starch/Starke, v. 60, n. 6, p. 286-291,
2008.

ATWELL, W. A. Wheat flour. Eagen press handbook series. American Association
of Cereal Chemists. St. Paul: Inc., 134p. 2001.

AURORE, G.; PARFAIT, B.; FAHRASMANE, L. Bananas, raw materials for making
processed food products. Trends in Food Science & Technology, v. 20, n. 2, p. 78-91, 2009.

BAO, J.; XING, J.; PHILLIPS, D.L.; CORKE, H. Physical properties of octenyl
succinic anhydride modified rice, wheat, and potato starches. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v. 51, n. 8, p. 2283-2287, 2003.

BAUXAULI, R.; SALVADOR, A.; FIZSMAN, S.M. Textural and colour changes
during storage and sensory shelf lifeof muffins containing resistant starch. European Food
Research and Technology, v 226, p. 523-530, 2008.

BENNION, E.B.; BAMFORD, G.S.T. The technology of cake making. 6a ed.
London: Blackie Academic and Professional, 1997. 421p.

91



BERGTHALLER, W. Developments in potato starch. In: ELIASSON, A.C. (Ed.).
Starch in food: Structure, function and applications. Boca Raton: CRC Press, 2000. cap.
8, p.605.

BERRY, C.S. Resistant starch: Formation and measurement of starch that survives
exhaustive digestion with amylolytic enzymes during the determination of dietary fibre.
Journal of Cereal Science, v. 4, p. 310-314, 1986.

BILIADERIS, C.G. Physical characteristics, enzimatic digestibility, and structure of
chemically modified smooth pea and waxy maize starches. Journal of Agricultural and
Food Chemistry, v 30, p. 925-930, 1982.

BRASIL, Resolugdo RDC ANVISA/MS n°4, de 12 de novembro de 2012.
Regulamento Técnico sobre Informacdo Nutricional Complementar. Diario Oficial
Unido, Brasilia, DF, 12 de nov. de 2012. Secéo 1.

BROUNS, F.; ARRIGONI, E.; LANGKILDE, A.M.; VERKOOIJEN, I.; FASSLER,
C.; ANDERSSON, H.; KETTLITZ, B.; NIEUWENHOVEN, M.V.; PHILIPSSON, H.;
AMADO, R. Physiological and metabolic properties of a digestion-resistant maltodextrin,
classified as type 3 retrograded resistant starch. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 55, n. 4, p. 1574-1581, 2007.

BROWN, I.L. Applications and uses of resistant starch. Journal of AOAC
International, v. 87, n. 3, p. 727-732, 2004.

BROWN, IL.L.; MCNAUGHT, K.J.; MOLONEY, E. Hi-maize: new directions in
starch technology and nutrition. Food Australia - official journal of CAFTA and AIFST.,
v. 47, p. 272-275, 1995.

BULEON, A.; COLONNA, P.; PLANCHOT, V., BALL, S. Starch granules: structure
and biosynthesis. International Journal of Biological Macromolecules, v.23, p.85-112,
1998.

BUTTRISS, J.L.; STOKES, C.S. Dietary fibre and health: an overview. Nutrition
Bulletin, v. 33, p. 186-200, 2008.

CARLOS-AMAYA, F.; OSORIO-DIAZ, P.; AGAMA-ACEVEDO, E.; YEE-
MADEIRA, H.: BELLO-PEREZ, L.A. Physicochemical and digestibility properties of

92



double-modified banana (Musa paradisiaca |.) starches. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 59, n. 4, p. 1376-1382, 2011.

CARMONA-GARCIA, R.; SANCHEZ-RIVERA, M.M.; MENDEZ-MONTEALVO,
G.; GARZA-MONTOYA, B.; BELLO-PEREZ, L.A. Effect of the cross-linked reagent type
on some morphological, physicochemical and functional characteristics of banana starch
(Musa paradisiaca). Carbohydrate Polymers, v. 76, n. 1, p. 117-122, 2009.

CASARRUBIAS-CASTILLO, M.G.; HAMAKER, B.R.; RODRIGUES-AMBRIZ,
S.L.; BELLO-PEREZ, L.A. Physicochemical, structural, and digestibility properties of
enzymatic modified plantain and mango starches. Starch/Starke, v. 64, n. 4, p. 304-312,
2012.

CAUVAIN, S. Let them eat cake especially if it’s low fat. Food, Flavourings
Ingredients, Packaging and Process, London. v. 9, p. 37-39, 1987.

CAUVAIN, S.P. Outros cereais na panificagdo. In: CAUVAIN, S.P.; YOUNG, L.S.
Tecnologia de Panificacdo. Barueri, SP: Manole, 2%d., p. 389-407, 2009,

CAVALLINI, C.M.; FRANCO, C.M.L. Effect of acid-ethanol treatment followed by
ball milling on structural and physicochemical characteristics of cassava starch.
Starch/Starke, v. 62, n. 5, p. 236-245, 2010.

CFR (Code of Federal Regulations). Food starch-modified. Title 21, Chapterl, Part
172, Sec. 172.892. In Food additives permitted for direct addition to food for human
consumption. Washington, DC: U.S. Government Printing Office. 2013.

CHUNG, H.; LI, X.; KALINGA, D.; LIM, S.; YADA, R.; LIU, Q. Physicochemical
properties of dry matter and isolated starch from potatoes grown in different locations in
Canada. Food Research International, v.57, p.89-94, 2014.

CHUNG, H.J.; LIU, Q.; HOOVER, R. Impact of annealing and heat-moisture
treatment on rapidly digestible, slowly digestible and resistant starch levels in native and

gelatinized corn, pea and lentil starches. Carbohydrate Polymers, v. 75, p. 436-447, 20009.

CHUNG, H.J.; WOO, K.S.; LIM, S.T. Glass transition and enthalpy relaxation of
cross-linked corn starches. Carbohydrate Polymers, v. 55, p. 9-15, 2004.

CLEMENTS, R.L.; DONELSON, J.R. Role of free flour lipids in batter expansion in
layer cakes. I. Effects of “aging”. Cereal Chemistry, v. 59, p. 121, 1982.

93



COPELAND, L.; BLAZEK, J.; SALMAN, H.; TANG, M.C. Form and functionality
of starch. Food Hydrocolloids, v. 23, n. 6, p. 1527-1534, 2009.

CRAWFORD, A.M. Misturas com farinhas, paes e bolos. In: Alimentos: selecdo e
preparo. 2 ed. Rio de Janeiro: Record, p. 310-360, 1985.

ECKHOFF, S.; RAUSCH, K.D.; FOX, E.J.; TSO, C.C.; WU, X.; PAN, Z.; BURIAK,
P. A laboratory wet-milling procedure to increase reproducibility and accuracy of product
yields. Cereal Chemistry, v. 70, p. 5, 1993.

ELIASSON, A.C. Starch in food - Structure, function and applications. New
York: Boca Raton, CRC, 605p, 2004.

ELLIS, R.P.; COCHRANE, M.P.; DALE, M.F.B.; DUFFUS, C.M.; LYNN, A,
MORRISON, I.M.; PRENTICE, R.D.M.; SWANSTON, J.S.; TILLER, S.A. Starch
production and industrial use. Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 77, p.
289-311, 1998.

ENGLYST, H.N.; KINGMAN, S.M.; CUMMINGS, J.H. Classification and
measurement of nutritionally important starch fractions. European Journal of Clinical
Nutrition, v. 46, p. S33-50, 1992.

ENGLYST, H.N.; CUMMINGS, J.H. Digestion of the polysaccharides of some cereal
foods in the human small intestine. The American Journal of Clinical Nutrition, v. 42, p.
778-787, 1985.

ENGLYST, K.; QUIGLEY, M.; ENGLYST, H.; PARMAR, B.; DAMANT, A,
SELVARANI, E.; LAWRANCE, P. Evaluation of methods of analysis for dietary fibre using
real foods and model foods. Food Chemistry, v. 140, p. 568-573, 2013.

ESCARPA, A.; GONZALEZ, M.C. Tecnologia del almidén resistente. Food Science
and Technology International, v. 3, p. 149-161, 1997.

ESPINOSA-SOLIS, V.; SANCHEZ-AMBRIZ, S.L.; HAMAKER, B.R.; BELLO-
PEREZ, L.A. Fine structural characteristics related to digestion properties of acid-treated fruit
starches. Starch/Starke, v. 63, p. 717-727, 2011.

94



FARAJ, A.; VASANTHAN, T.; HOOVER, R. The effect of extrusion cooking on
resistant starch formation in waxy and regular barley flours. Food Research International, v.
37, p. 517-525, 2004.

FRANCO, C.M.L.; WONG, K.; YOO, S.; JANE, J. Structural and functional
characteristics of selected soft wheat starches. Cereal Chemistry, v.79, p. 243-248, 2002.

FRANCO, C.M.L. et al. Série Culturas de Tuberosas Amilaceas Latino

Americanas. Séo Paulo: Fundacéo Cargill, 2001.

FREITAS, R.A.; PAULA, R.C.; FEITOSA, J.P.A.; ROCHA, S.; SIERAKOWSKI,
M.R. Amylose contents, rheological properties and gelatinization kinetics of yam (Dioscorea
alata) and cassava (Manihot utilissima) starches. Carbohydrate Polymers, v. 55, p. 3-8,
2004.

FUENTES-ZARAGOZA, E.; SANCHEZ-ZAPATA, E.; SENDRA, E.; SAYAS, E.;
NAVARRO, C.. FERNANDEZ-LOPEZ; PEREZ-ALVAREZ, J.A. Resistant starch as
prebiotic: A review. Starch/Stéarke, v. 63, p. 406-415, 2011.

GALLANT, D.J.; BOUCHET, B.; BULEON, A.; PEREZ, S. Physical characteristics
of starch granules and susceptibility to enzymatic degradation. European Journal of Clinical
Nutrition, v. 46, p. S3-16, 1992.

GENKINA, N.K.; WIKMAN, J.; BERTOFT, E.; YURYEYV, V.P. Effects of structural
imperfection on gelatinization characteristics of amylopectin starches with A- and B-type
crystallinity. Biomacromolecules, v. 8, p. 2329-2335, 2007.

GOMEZ, M.; RONDA, F.; CABALLERO, P.A.; BLANCO, C.A.; ROSELL, C.M.
Functionality of different hydrocolloids on the quality and shelf-life of yellow cakes. Food
Hydrocolloids, v. 21, p. 167-173, 2007.

GONI, 1; GARCIA-DIZ, L.; MANAS, E.; SAURA-CALIXTO, F. Analysis of
resistant starch: a method for foods and food products. Food Chemistry, v. 56, p. 445-449,
1996.

GONI, 1.; GARCIA-ALONSO, A.; SAURA-CALIXTO, F. A Starch hydrolysis
procedure to estimate glycemic index. Nutrition Research, v. 17, p. 427-437, 1997.

95



GONZALEZ-SOTO, R.A.; AGAMA-ACEVEDO, E.; SOLORZA-FERLA, J;
RENDON-VILLALOBOS, R.; BELLO-PEREZ, L.A. Resistant starch made from banana
starch by autoclaving and debranching. Starch/Starke, v. 56, p. 495-499, 2004.

GONZALEZ-SOTO, R.A.; SANCHEZ-HERNANDEZ, L.; SOLORZA-FERIA, J.;
NUNEZ-SANTIAGO, C.; FLORES-HUICOCHEA, E.; BELLO-PEREZ, L.A. Resistant
starch production from non-conventional starch sources by extrusion. Food Science and

Technology International, v. 12, p. 5-11, 2006.

GRISWOLD, R.M. Estudo experimental dos alimentos. Sdo Paulo: Editora da
Universidade de S&o Paulo, 469p, 1972.

GUNARATNE, A.; HOOVER, R. Effect of heat—moisture treatment on the structure
and physicochemical properties of tuber and root starches. Carbohydrate Polymers, v. 49, p.
425-437, 2002.

GUTKOSKI, L.C.; DURIGON, A.; MAZZUTTI, S.; SILVA, A.C.T.; ELIAS, M.C.
Efeito do periodo de maturacdo de grdos nas propriedades fisicas e reoldgicas de trigo.
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 28, p. 888-894, 2008.

GUTKOSKI, L.C.; KLEIN, B.; PAGNUSSATT, F.A.; PEDO, I. Caracteristicas
tecnoldgicas de gendtipos de trigo cultivados no cerrado. Ciéncia e Agrotecnolologia, v. 31,
p. 786-792, 2007

GUTKOSKI, L.C.; TEIXEIRA, D.M.F.; DURIGON, A. GANZER, A.G;
BERTOLIN, T.E.; COLLA, L.M. Influéncia dos teores de aveia e de gordura nas
caracteristicas tecnoldgicas e funcionais de bolo. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 29,
p. 1-8, 20009.

GUTKOSKI, L.C.; DURIGON, A.; MAZZUTTI, S.; CEZARE, K.; COLLA, L.M.
Influéncia do tipo de farinha de trigo na elaboracédo de bolo tipo inglés. Brazilian Journal of
Food Technology, v. 14, p. 275-282, 2011.

GUY, R.C.E.; PITHAWALA, H.R. Rheological studies of high ratio cake batters to
investigate the mechanism of improvement of flours by chlorination or heat treatment.
Journal of Food Technology, v. 16, p. 153 — 166, 1981.

HAN, J.A.; BEMILLER, J.N. Preparation and physical characteristics of slowly
digesting modified food starches. Carbohydrate Polymers, v. 67, p. 366-374, 2007.

96



HARALAMPU, S.G. Resistant starch—a review of the physical properties and
biological impact of RS3. Carbohydrate Polymers, v. 41, p. 285-292, 2000.

HASJIM, J.; JANE, J. Production of resistant starch by extrusion cooking of acid-
modified normal-maize starch. Journal of Food Science, v. 74, p. C556-C562, 2009.

HOOVER, R.; VASANTHAN, T. Effect of heat-moisture treatment on the structure
and physicochemical properties of cereal, legume, and tuber starches. Carbohydrate
Research, v. 252, p. 33-53, 1994.

HOSENEY, R.C.; WADE, P.; FINLEY, J.W. Soft wheat products. In. POMERANZ,
Y. Wheat: Chemistry and Technology. 3 ed. Saint Paul: American Association of Cereal
Chemists, p. 407-456, 1988.

HUBER, K.C.; BeMILLER, J.N. Channels of maize and sorghum starch granules.
Carbohydrate Polymers, 41, 269-276, 2000.

JACOBASCH, G.; DONGOWSKI, G.; SCHMIEDL, D.; MULLER-SCHMEHL, K.
Hydrothermal treatment of Novelose 330 results in high yield of resistant starch type 3 with
beneficial prebiotic properties and decreased secondary bile acid formation in rats. British
Journal of Nutrition, v. 95, p. 1063-1074, 2006.

JACOBS, H.; DELCOUR, J.A. Hydrothermal modifications of granular starch, with
retention of the granular structure: a review. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
V. 46, p. 2895-2905, 1998.

JANE, J.; XU, A.; RADOSAVLIEVIC, M.; SEIB, P.A. Location of amylose in
normal starch granules. I. Susceptibility of amylose and amylopectin to cross-linking
reagents. Cereal Chemistry, v. 69, p. 405-409, 1992

JANE, J.; CHEN, Y.Y., LEE, L.F.; McPHERSON, A.E.; WONG, K.,
RADOSAVLIEVIC, M.; KASEMSUWAN, T. Effects of amylopectin branch chain length
and amylose content on the gelatinization and pasting properties of starchl. Cereal
Chemistry. v. 76, p. 629-637, 1999.

JANE, J.; CHEN, J.F. Effect of amylose molecular size and amylopectin branch chain

length on paste properties of starch. Cereal chemistry, v. 69, p. 60-65, 1992.

97



JANE, J. Current understanding on starch granule structures. Journal of Applied
Glycoscience, v. 53, p. 205-213, 2006.

JANE, J.; HASJIM, J.; BIRT, D.; ZHAO, Y. Resistant food starches and methods
related thereto. Patent WO 2009023159, 2009.

JANE, J.L.; ROBYT, J.F. Structure studies of amylose V-complex and retrograded
amylose by action of alpha-amylase and a new method for preparing amylodextrins.
Carbohydrate Research, v. 132, p. 105-118, 1984

JENKINS, P.J.; DONALD, A.M. Gelatinisation of starch: a combined
SAXS/WAXS/DSC and SANS study. Carbohydrate Research, v. 308, p. 133-147, 1998.

JIRANUNTAKUL, W.; PUTTANLEK, C.; RUNGSARDTHONG, V.; PUNCHA-
ARNON, S.; UTTAPAP. Microstructural and physicochemical properties of heat-moisture
treated waxy and normal starches. Journal of Food Engineering, v. 104, p. 246-258, 2011.

JUASANG, J.; PUTTANLEK, C.; RUNGSARDTHONG, V.; PUNCHA-ARNON, S.;
UTTAPAP, D. Effect of gelatinization on slowly digestible starch and resistant starch of heat-
moisture treated and chemically modified canna starches. Food Chemistry, v. 131, p. 500-
507, 2012.

JYOTHI, A. N.; MOORTHY, S. N.; RAJASEKHARAN, K. N. effect of cross-linking
with epichlorohydrin on the properties of cassava (Manihot esculenta Crantz) starch.
Starch/Stéarke, v. 58, p. 292-299, 2006.

JYOTHI, A.N.; SAJEEV, M.S.; SREEKUMAR, J.N. Hydrothermal modifications of
tropical tuber starches. 1. effect of heat-moisture treatment on the physicochemical,

rheological and gelatinization characteristics. Starch/Starke, v. 62, p. 28-40, 2010.

KAEWTATIP, K., THONGMEE, J. The effects of cross-linked starch on the
properties of thermoplastic starch. Material Design, v. 45, p. 586-589, 2013.

KARKALAS, J.; MA, S.; MORRISON, W.R.; PETHRICK, R.A. Some factors
determining thermal properties of amylase inclusion complexes with fatty acids.
Carbohydrate Research, v. 268, p. 233-247, 1995.

98



KASEMSUWAN, T.; JANE, J. Location of amylose in normal starch granules. II.
Locations of phosphodiester cross-linking revealed by phosphorous-31 nuclear magnetic
resonance. Cereal Chemistry, v. 71, p. 282-287, 1994.

KASEMSUWAN, T., JANE, J., SCHNABLE, P., STINARD, P., ROBERTSON, D.
Characterization of the dominant mutant amylose-extender (Ael-5180) maize starch. Cereal
Chemistry, v.75, p.457-464, 1995.

KAUR, A.; SINGH, N.; EZEKIEL, R.; GURAYA, H.S. Physicochemical, thermal and
pasting properties of starches separated from different potato cultivars grown at different
locations. Food Chemistry, v. 101, p. 643-651, 2007.

KAUR, L.; SINGH, J.; SINGH, N. Effect of cross-linking on some properties of
potato (Solanum tuberosum L.) starches. Journal of the Science of Food and Agriculture,
v. 86, p. 1945-1954, 2006.

KHONDKAR, D.; TESTER, R.F.; KARKALAS, J. Effect of cross-linking on the
resistance to enzymatic hydrolysis of waxy maize starch and low-methoxy pectin. Food
Hydrocolloids, v. 23, p. 387-393, 2009.

KIM, C.S.; WALKER, C.E. Interactions between starches, sugars, and emulsifiers in

high-ratio cake model systems. Cereal Chemistry, v. 69, p. 206 — 212, 1992.

KIM, N.H.; KIM, J.H.; LEE, S.; LEE, H.; YOON, JW.; WANG, R.; YOO, S.H.
Combined effect of autoclaving-cooling and cross-linking treatments of normal corn starch on
the resistant starch formation and physicochemical properties. Starch/Starke, v. 62, p. 358-
363, 2010.

KOCER, D.; HICSASMAZ, Z.; BAYINDIRLI, A.; KATNAS, S. Bubble and pore
formation of the high-ratio cake formulation with polydextrose as a sugar- and fat-replacer.
Journal of Food Engineering, v.78, p 953-964, 2007.

KOO, S.H.; LEE, K.Y.; LEE, H.G. Effect of cross-linking on the physicochemical and
physiological properties of corn starch. Food Hydrocolloids, v. 24, p. 619-625, 2010.

LAWAL, O.S. Studies on the hydrothermal modifications of new cocoyam
(Xanthosoma sagittifolium) starch. International Journal of Biological Macromolecules, v.
37, p. 268-277, 2005.

99



LEE, C.J.; SHIN, S.1.; KIM, Y.; CHOI, H.J.; MOON, T.W. Structural characteristics
and glucose response in mice of potato starch modified by hydrothermal treatments.
Carbohydrate Polymers, v. 83, p. 1879-1886, 2011.

LEHMANN, U.; ROBIN, F. Slowly digestible starch — its structure and health
implications: a review. Food Science & Technology, v. 18, p. 346-355, 2007.

LEONEL, M.; CARMO, E.L.; LEONEL, S.; FRANCO, C.M.L.; CAMPANHA, R.B.
Extracdo e caracterizacdo do amido de diferentes gendtipos de bananeira. Revista Brasileira
de Fruticultura, v. 33, p. 599-605, 2011.

LI, L.; JIANG, H.; CAMPBELL, M.; BLANCO, M.; JANE, J. Characterization of
maize amylose-extender (ae) mutant starches. Part I: Relationship between resistant starch

contents and molecular structures. Carbohydrate Polymers, v. 74, p. 396-404, 2008.

LI, S.; WARD, R.; GAO, Q. Effect of heat-moisture treatment on the formation and
physicochemical properties of resistant starch from mung bean (Phaseolus radiatus) starch.
Food Hydrocolloids, v. 25, p. 1702-1709, 2011.

LIM, S.; SEIB, P.A. Preparation and pasting properties of wheat and corn starch
phosphates. Cereal Chemistry, v. 70, p. 137-144, 1993.

LIM, S.; KASEMSUWAN, T.; JANE, J. Characterization of phosphorous in starch by
31P-nuclear magnetic resonance spectroscopy. Cereal Chemistry, v. 71, p. 488-493, 1994.

LIU, J.; WANG, B.; LIN, L.; ZHANG, J.; LIU, W.; XIE, J.; DING, Y. Functional,
physicochemical properties and structure of cross-linked oxidized maize starch. Food
Hydrocolloids, v 36, p. 42-52, 2014.

LUCKETT, C.R.; WANG, Y.J. Effects of p-amylolysis on the resistant starch
formation of debranched corn starches. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 60,
n. 18, p. 4751-4757, 2012.

LUNN, J.; BUTTRISS, J.L. Carbohydrates and dietary fibre. Nutrition Bulletin. v.
32, p. 21-64, 2007.

MORAES, J.; ALVES, F.S.; FRANCO, C.M.L. Effect of ball milling on structural and
physicochemical characteristics of cassava and Peruvian carrot starches. Starch/Starke, v.
65, p. 200-209, 2013.

100



MUN, S.H.; SHIN, M. Mild hydrolysis of resistant starch from maize. Food
Chemistry, v. 96, p. 115-121, 2006.

NARA, S.; KOMIYA, T. Studies on the relationship between water-satured state and
crystallinity by the diffraction method for moistened potato starch. Starch/Stérke, v.35,
p.407-410, 1983.

NASRIN, T.A.A.; ANAL, A.K. Resistant starch Il from culled banana and its
functional properties in fish oil emulsion. Food Hydrocolloids, v. 35, p. 403-409, 2014.

NUGENT, A.P. Health properties of resistant starch. Nutrition Bulletin, v. 30, p. 27-
54, 2005.

PELISSARI, F.M.; ANDRADE-MAHECHA, M.M.; SOBRAL, PJA,;
MENEGALLLI, F.C. Isolation and characterization of the flour and starch of plantain bananas
(Musa paradisiaca). Starch/Stérke, v. 64, p. 382-391, 2012.

PERERA, A.; MEDA, V.; TYLER, R.T. Resistant starch: A review of analytical
protocols for determining resistant starch and of factors affecting the resistant starch content
of foods. Food Research International, v. 43, p. 1959-1974, 2010..

PERONI, F.H.G.; ROCHA, T.S.; FRANCO, C.M.L. Some structural and
physicochemical characteristics of tuber and root starches. Food Science and Technology
International, v. 12, p. 505-513, 2006.

POLESI, L.F.,; SARMENTO, S.B.S.; FRANCO, C.M.L. Production and
physicochemical properties of resistant starch from hydrolysed wrinkled pea starch.
International Journal of Food Science & Technology, v. 46, p. 2257-2264, 2011.

PRIMO-MARTIN, C. Cross-linking of wheat starch improves the crispness of deep-
fried battered food. Food Hydrocolloids, v. 28, p. 53-58, 2012.

PUKKAHUTA, C.; SUWANNAWAT, B.; SHOBSNGOB, S.; VARAVINIT, S.
Comparative study of pasting and thermal transition characteristics of osmotic pressure and

heat—moisture treated corn starch. Carbohydrate Polymers, v. 72, p. 527-536, 2008.

PYLER, E.J. Bakery shortenings. In: PYLER, E.J. (Ed.) Baking Science and
Technology, Kansas City: Sosland Publishing Co., vol 1. p. 223 — 285, 1973.

101



RANHOTRA, G.S.; GELROTH, J.A.; GLASER, B.K. Effect of resistant starch on
blood and liver lipids in hamsters. Cereal Chemistry, v. 73, p. 176-178, 1996.

RATNAYAKE, W.S.; JACKSON, D.S. Phase transition of cross-linked and
hydroxypropylated corn (Zea mays L.) starches. LWT, 41, 346-358, 2008.

REDDY, I.; SEIB, P.A. Modified waxy wheat starch compared to modified waxy corn
starch. Journal of Cereal Science, v 31, p. 25-39, 2000.

ROCHA, T.S.; CARNEIRO, AP.D.A.; FRANCO, C.M.L. Effect of enzymatic
hydrolysis on some physicochemical properties of root and tuber granular starches. Food
Science and Technology, v. 30, p. 544-551, 2010.

ROCHA, T.S.; CUNHA, V.AG.; JANE, J,; FRANCO, C.M.L. Structural
characterization of Peruvian carrot (Arracacia xanthorrhiza) starch and the effect of annealing
on its semicrystalline structure. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 59, p.
4208-4216, 2011.

ROCHA, T.S.; FELIZARDO, S.G.; JANE, J.; FRANCO, C.M.L. Effect of annealing
on the semicrystalline structure of normal and waxy corn starches. Food Hydrocolloids, v.
29, p. 93-99, 2012.

SAHIN, S. Cake batter rheology. In: SUMNU, S.G.; SAHIN, S. (Eds.). Food
engineering aspects of baking sweet goods. Boca Raton: CRC Press, Taylor & Francis
Group, 2008. p. 99 — 117.

SAJILATA, M.G.; SINGHAL, R.S.; KULKARNI, P.R. Resistant starch—-a review.
Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety, v. 5, p. 1-17, 2006.

SANG, Y.; SEIB, P.A.; HERRERA, A.l.; PRAKASH, O.; SHI,Y. Effects of alkaline
treatment on the structure of phosphorylated wheat starch and its digestibility. Food
Chemistry, v. 118, p. 323-327, 2010.

SANG, Y.; PRAKASH, O.; SEIB, P. A. Characterization of phosphorylated cross-
linked resistant starch by 31P nuclear magnetic resonance (31P NMR) spectroscopy.
Carbohydrate Polymers, v. 67, p. 201-212, 2007.

102



SANG, Y.; SEIB, P. A. Resistant starches from amylose mutants of corn by
simultaneous heat-moisture treatment and phosphorylation. Carbohydrate Polymers, v. 63,
p. 167-175, 2006.

SANZ, T.; SALVADOR, A.; BAIXAULI, R.; FISZMAN, S.M. Evaluation of four
types of resistant starch in muffins. Il. Effects in texture, colour and consumer response.
European Food Research and Technology, v. 229, p. 197-204, 2009.

SATMALEE, P.; MATSUKI, J. Effect of debranching and heat-moisture treatment on
the properties of Thai rice flours. International Journal of Food Science & Technology, V.
46, p. 2628-2633, 2011.

SARKO, A.; WU, H.C.H. The crystal structures of A-B and C- polymorphs of
amylose and starch. Starch/Stérke, v. 30, p.73-78, 1978.

SEIB, P.A.; WOO, K.S. Food grade starch resistant to alpha-amylase and method
of preparing the same. Kansas State University Research Foundation. USA. 5,855,946: 25 p.
1999.

SHARMA, A.; YADAYV, B.S.; RITIKA. Resistant starch: physiological roles and food
applications. Food Reviews International, v. 24, p. 193-234, 2008.

SHELKE, K.; FAUBION, J.M.; HOSENEY, R.C. The dynamics of cake baking as
studied by a combination of viscometry and electrical resistance oven heating. Cereal
Chemistry, v. 67, p. 575 — 580, 1990.

SHI, M.; GU, F.; WU, J.; YU, S.; GAO, Q. Preparation, physicochemical properties,
and in vitro digestibility of cross-linked resistant starch from pea starch. Starch/Starke, v. 65,
p. 947-953, 2013.

SHIN, M.; SONG, J.; SEIB, P. A. In vitro Digestibility of Cross-Linked Starches —
RS4. Starch/Starke, v. 56, p. 478-483, 2004.

SINGH, J.; DARTOIS, A.; KAUR, L. Starch digestibility in food matrix: a review.
Trends in Food Science & Technology, v. 21, p. 168-180, 2010.

SINGH, N.; SINGH, J.; KAUR, L.; SODHI, N.S.; GILL, B.S. Morphological, thermal
and rheological properties of starches from different botanical sources. Food Chemistry, v.
81, p. 219-231, 2003.

103



SMITH, AR.; CARUSO, T.E. Determination of phosphorous content. In: R.L.
WHISTLER, R.L. Methods in carbohydrate chemistry; New York, Starch. ed., Academic
Press, v. 4, p. 43 - 47, 1964.

SONG, J.Y.; PARK, J.H.; SHIN, M. The effects of annealing and acid hydrolysis on
resistant starch level and the properties of cross-linked RS4 rice starch. Starch/Starke, v. 63,
p. 147-153, 2011.

SONG, Y.; JANE, J. Characterization of barley starches of waxy, normal and high
amylose varieties. Carbohydrate Polymers, v. 41, p. 365-377, 2000.

SPIES, R.D.; HOSENEY, R.C. Effect of sugars on starch gelatinization. Cereal
Chemistry, v. 59, p. 128 — 131, 1982.

STYNE, D.M. Childhood and adolescent obesity. Prevalence and significance.
Pediatric Clinics of North America, v.48, p.823 - 53. 2001.

SUI, Z.; SHAH, A.; BEMILLER, J.N. Crosslinked and stabilized in-kernel heat-
moisture-treated and temperature-cycled normal maize starch and effects of reaction
conditions on starch properties. Carbohydrate Polymers, v. 86, p. 1461-1467, 2011.

TAKEDA, Y.; HIZUKURI, S. Location of phosphates groups in potato amylopectin.
Carbohydrate Research, v. 102, p. 321- 327, 1982.

TAKEDA, Y.; HIZUKURI, S.; JULIANO, B.O. Structures of rice amylopectin with
low and high affinities for iodine. Carbohydrate Research, v. 168, p. 79 — 88, 1987.

THEMEIER, H.; HOLLMANN, J.; NEESE, U.; LINDHAUER, M.G. Structural and
morphological factors influencing the quantification of resistant starch Il in starches of

different botanical origin. Carbohydrate Polymers, v. 61, p. 72-79, 2005.

THYS, R.C.S.; WESTFAHL JR, H.; NORENA, C.; MARCZAK, L.D.F. Effect of
alkaline treatment on the ultrastructure of starch granules, Biomacromolecules, v. 9, p. 1894-
1901, 2008.

TOPPING, D.L.; FUKUSHIMA, M.; BIRD, A. R. Resistant starch as a prebiotic and
synbiotic: state of the art. Proceedings of the Nutrition Society, v. 62, p. 171-176, 2003.

UTRILLA-COELLO, R.G.; RODRIGUEZ-HUEZO, M.E.; CARRILLO-NAVAS, H.;
HERNANDEZ-JAIMES, C.; VERNON-CARTER, E.J.; ALVAREZ-RAMIREZ, J. In vitro

104



digestibility, physicochemical, thermal and rheological properties of banana starches.
Carbohydrate Polymers, v. 101, p. 154-162, 2014.

VARATHARAJAN, V.; HOOVER, R.; LIU, Q.; SEETHARAMAN, K. The impact
of heat-moisture treatment on the molecular structure and physicochemical properties of

normal and waxy potato starches. Carbohydrate Polymers, v. 81, p. 466-475, 2010.

VARAVINIT, S.; PAISANJIT, W.; TUKOMANE, T.; PUKKAHUTA, C. Effects of
osmotic pressure on the crosslinking reaction of tapioca starch. Starch/Starke, v. 59, p. 290-
296, 2007.

VIEIRA, F.C.; SARMENTO, S.B.S. Heat-moisture treatment and enzymatic
digestibility of peruvian carrot, sweet potato and ginger starches. Starch/Starke, v. 60, p.
223-232, 2008.

WARREN, J.M.; HENRY, C.J.K.; SIMONITE, V. Low glycemic index breakfasts
and reduced food intake in preadolescent children. Pediatrics, 112: e414-e419, 2003.

WHISTLER, R. L. Banana starch production. 5797985: 2 p. 1998.

WILDERJANS, E.; PAREYT, B.; GOESAERT, H.; BRUS, K.; DELCOUR, J.A. The
role of gluten in a pound cake system: A model approach based on gluten-starch blends. Food
Chemistry, v. 110, p. 909 — 915, 2008.

WOLF, B.W.; BAUER, L.L.; FAHEY, G.C. Effects of chemical modification on in
vitro rate and extent of food starch digestion: an attempt to discover a slowly digested starch.

Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 47, p. 4178-4183, 1999.

WONG, K.S.; JANE, J. Effects of pushing agents on the separation and detection of
debranched amylopectin by high-performance anion-exchange chromatography with pulsed
amperometric detection. Journal of Liquid Chromatography, v. 18, p. 63-80, 1995.

WONGSAGONSUP, R.; SHOBSNGOB, S.; OONKHANOND, B.; VARAVINIT, S.
Zeta potential ({) and pasting properties of phosphorylated or crosslinked rice starches.
Starch - Starke, v. 57, p. 32-37, 2005.

WONGSAGONSUP, R.; PUICHAKARN, T.; JITRAKBUMRUNG, S.; CHAIWAT,
W.; FUONGFUCHAT, A.; VARAVINIT, S.; DANGTIP, S.; SUPHANTHARIKA, M.

105



Effect of cross-linking on physicochemical properties of tapioca starch and its application in
soup product. Carbohydrate Polymers, v. 101, p. 656-665, 2014.

WONGSAGONSUP, R.; VARAVINIT, S.; BEMILLER, J.N. Increasing slowly
digestible starch content of normal and waxy maize starches and properties of starch products.
Cereal Chemistry, v. 85, p. 738-745, 2008.

YUE, P.; WARING, G. Resistant starch in food application. Cereal Foods World, v.
43, p. 5, 1998.

YUSSOF, N.S., UTRA, U., ALIAS, A.K. Hydrolysis of native and cross-linked corn,
tapioca, and sweet potato starches at sub-gelatinization temperature using a mixture of
amylolytic enzymes. Starch/Starke, v. 65, p. 285-295, 2013.

ZAVARESE, E.R.; DIAS, A.R.G. Impact of heat-moisture treatment and annealing in
starches: A review. Carbohydrate Polymers, v.83, p.317-328, 2011.

ZAVAREZE, E.R.; PINTO, V.Z; KLEIN, B.; HALAL, S.L.M.E.; ELIAS, M.C;;
PRENTICE-HERNANDEZ, C.; DIAS, A.R.G. Development of oxidised and heat-moisture
treated potato starch film. Food Chemistry, v. 132, p. 7-7, 2012.

ZHANG, P.; WHISTLER, R.L.; BeMILLER, J.N.; HAMAKER, B.R. Banana starch:
production, physicochemical properties, and digestibility—a review. Carbohydrate
Polymers, v. 59, p. 443-458, 2005.

ZHANG, P.; HAMAKER, B.R. Banana starch structure and digestibility.
Carbohydrate Polymers, v. 87, p. 1552-1558, 2012.

ZHANG, T.; LI, X.; CHEN, L.; SITU, W. Digestibility and structural changes of waxy
rice starch during the fermentation process for waxy rice vinasse. Food Hydrocolloids, v. 57,
p. 38-45, 2016.

ZHOU, X.; CHUNG, H.J.; KIM, J.Y.; LIM, S.T. In vitro analyses of resistant starch in
retrograded waxy and normal corn starches. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 55, p. 113-117, 2013.

106



